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Prefacio

O atual momento historico € caracterizado por impasses que variam desde problemas
geopoliticos até a degradagdo ininterrupta dos recursos naturais. Os fatores geradores de tais
problemas sdo variados, envolvendo aspectos relacionados & economia de uma nagdo, bem
como aspectos alusivos a €tica, a moral e a cultura que permeiam a sociedade. Perante esse
contexto, a implantacao do desenvolvimento sustentdvel tornou-se um dos principais desafios
como uma alternativa possivel para a humanidade no sentido de contribuir para a minimizagao

dos problemas socioambientais da atualidade.

Dessa forma, pesquisadores do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Naturais
(http://www.ciencias.naturais.ppg.br) tém atuado de forma interdisciplinar contribuindo para
o fomento o estado-da-arte dos Gltimos avangos em ciéncia e tecnologia para monitoramento e
aproveitamento de recursos naturais, além da ampliacdo das possibilidades de qualificagdo de
recursos humanos no gerenciamento de atividades socioecondmico e culturais relacionadas a

recursos naturais.

O conteudo deste livro ¢ composto de uma coletanea de artigos que representa uma
amostragem do conhecimento técnico e cientifico que vem sendo produzido no Programa em
Ciéncias Naturais nos ultimos 9 anos, e ¢ dirigido a estudiosos e interessados nas ciéncias
naturais, especialmente para quem contribui para o avango cientifico, tecnologico e na inovagao
em areas de fronteira como ambiental, planejamento de farmacos, (bio)nanotecnologia,
(bio)materiais, energia renovavel, alimentos e da induastria. Na oportunidade, os autores desse
livro gostariam de agradecer aos 6rgdos de fomento das pesquisas cientificas realizadas e em

andamento: CAPES, FUNCAP, CNPq, FINEP, PPSUS, entre outros.

Os leitores podem entrar em contato conosco por meio do nosso endereco eletronico:

ciéncias.naturais(@uece.br.
Carlucio Roberto Alves

Coordenador do Programa de Pés-graduacio em Ciéncias Naturais
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ARTIGO 1

ESTUDO EXPERIMENTAL E NUMERICO DOS EFEITOS DA VARIACAO DA ]
TEMPERATURA EM UM REATOR DE BATELADA PARA GERACAO DE BIOGAS
PROVENIENTE DE DEJETOS SUINOS

Pedro Henrique de Lima Gomes

DOI 10.47402/ed.ep.c20221819120 Lucinda Oliveira Amaro
Anderson Honério de Brito Pontes

Ana Paula Mattos

Mona Lisa Moura de Oliveira

RESUMO

O aproveitamento de fontes alternativas de energia, como o biogas, tem chamado a atencao do
setor energético global no que se refere a geracdo distribuida de energia, a gestdo de residuos
agroindustriais e residuos organicos urbanos e, sobretudo, por atenuar as emissoes atmosféricas
provenientes da queima de combustiveis fosseis. Visando aperfeicoar a producdo de biogas
(PB), ferramentas computacionais voltadas a modelagem e simulacdo sdo usadas no
melhoramento do processo de digestdo anaerobica (DA). Nesse contexto, o presente trabalho
tem como objetivo avaliar os efeitos da variagao da faixa de temperatura na digestao anaerdbica
de dejetos suinos, em reator de batelada automatizado (~12,14L), por meio do modelo de
digestdo anaerdbica n° 1 (ADM1). A batelada experimental destinada a PB recebeu dejetos
suinos diluidos em uma razdo inéculo: substrato de 0,15 v/v e permaneceu por um tempo de
retencao hidraulica (TRH) de 20 dias. As simulacdes da PB via ADMI1 foram realizadas no
software MATLAB®. Os parametros bioquimicos, fisico-quimicos e operacionais necessarios
na simulacao foram obtidos da literatura e de experimentos de bancada realizados neste estudo.
Os resultados das simulagdes mostraram uma correlagdo de 0,99 em relacdo aos dados
experimentais; indicaram que a hidrolise € a etapa limitante do processo de DA; e permitiram
identificar que o baixo TRH utilizado desfavorece o rendimento de CH4 no biogas. Além disso,
observou-se que as principais variaveis influenciadas pela variagao da temperatura operacional
foram: as concentrag¢des de acetato, de bactérias consumidoras de acetato, de NH3", de fons H*
e de componentes do biogas. Tais achados tornam o modelo calibrado um referencial a
pesquisas futuras que buscam prever o comportamento da produgdo de biogas de dejetos suinos
em diferentes faixas de temperatura operacional.

PALAVRAS-CHAVE: ADMI1. Dejetos suinos. Producao de biogas. Reator automatizado em
batelada.

INTRODUCAO

O uso de combustiveis fosseis como fonte de energia € o principal responsavel pelo
aumento acentuado das emissdes de gases de efeito estufa (CO,, CFCs, CH4 e outros)
(DRUMM et al., 2014). De forma a contornar essa problematica, os paises estdo buscando
fontes de energias alternativas, estando dentre elas a biomassa (MOHAMMADREZAEI et al.,

2018). Essa fonte de energia pode ser utilizada para a produgdo de biogas, tanto por meio da
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digestao anaerdbica (DA) quanto pelo processo de co-digestdo anaerdbica de dejetos animais

e/ ou residuos orgénicos (KOO; YULISA; HWANG, 2019).

Em meio as fontes de dejetos animais destacam-se os de origem suina, uma vez que o
Brasil possui o quarto maior efetivo de suinos do mundo com cerca de 41,1 milhdes de suinos
(IBGE, 2020). No pais, o setor agropecudrio representa 77% das plantas de producao de biogas
em operagdo totalizando em uma produgio de 235 milhdes de Nm3-ano™! de biogas (CIBIOGAS
et al., 2022). Segundo o relatério da Associacao Brasileira do Biogas (ABiogas), o Brasil
poderia produzir quase 2,7 bilhdes de m3-ano™! de biogas a partir do aproveitamento dos dejetos
suinos, consequentemente, quase 2,5 bilhdes de litros de diesel deixariam de ser usados ao ano

reduzindo em cerca de 96% as emissdes de gases de efeito estufa (ENGIE, 2021).

O processo de producao de biogas (PPB) ¢ influenciado por diversas variaveis — pH,
Tempo de retencao hidraulica (TRH), Taxa de Carga Organica (TCO), razao C/N, concentragao
de acidos graxos volateis — assim como a variagdo da faixa de temperatura operacional que
compromete diretamente a termodindmica das rea¢des, modifica a velocidade especifica de
utiliza¢ao de substratos e inibe certos grupos da microbiota produtora de biogas (KIM, 2006;
NESHAT, 2017). Nesse contexto, conhecer e controlar os limites das variaveis de um processo
se torna algo primordial uma vez que experimentos fisicos podem ser caros, demorados e ndo
praticaveis quando em larga escala (PRADA, 2017). Sendo assim, modelos computacionais

surgem como uma alternativa a esse proposito.

No ambito computacional, no que se refere ao PPB, o modelo de digestdo anaerdbica n®
1 (ADM1) se destaca, pois consegue reunir — a partir de um balango de demanda quimica
organica (DQO) global — as etapas da digestdo anaerdbica (desintegracdo, hidrolise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese) e algumas fung¢des responsaveis por inibir a
producao de biogas quando valores superiores ao permitido sdo alcangados para o nitrogénio
inorganico, hidrogénio, amonia livre e por competicdo pelo consumo de butirato e valerato

(BATSTONE et al., 2002).

A utilizagdo do ADMI1 ¢ bastante difundida na literatura (HEIKER, et al., 2021).
Adouani et al. (2016), utilizando esse modelo, analisaram os efeitos da variacdo sazonal da
temperatura nas reagoes bioldgicas e a co-digestao de residuos agricolas (glicerol, dejetos de
gado e silagem) frente a indisponibilidade de dejetos de gado durante o verdo. Bergland,
Dinamarca e Bakke (2015), com auxilio do modelo, observaram que a temperatura poderia

diminuir a atividade microbiana e, consequentemente, a producdo de biogas. Essa reducdo
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representou cerca de 1,6 % na taxa de produ¢do de biogés para a faixa de 30 °C a 35 °C e
aumento de 3,4 % para a faixa de 25 °C a 30 °C. Tassew et al. (2019), usando o modelo € um
reator anaerdbico de fluxo ascendente (UASB) de bancada, verificaram que a produgdo de
biogas se elevou com o aumento da temperatura (25 e 35 °C) independente do conteudo de
solidos (3 — 9,4 g L de sélidos suspensos) presentes nos dejetos suinos utilizados como

substrato.

Apesar da difusdo do ADMI na literatura, estudos diretamente voltados aos efeitos da
variacdo da faixa de temperatura no processo de digestdo anaerdbica de dejetos suinos sao
incipientes. Sendo assim, ¢ necessario avaliar o uso do modelo em condi¢des ainda pouco
exploradas visando um melhor entendimento e a otimizagao do processo como um todo. Nesse
contexto, o presente trabalho investiga os efeitos da variacdo da faixa de temperatura na
digestdo anaerdbica de dejetos suinos por meio do uso do ADMI que ¢ baseado em parametros
bioquimicos, fisico-quimicos e operacionais obtidos da literatura e por experimentos de

bancada realizados neste estudo.
METODOLGIA
CARACTERIZACAO DO SUBSTRATO

Os dejetos suinos tiveram como origem a suinocultura da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Estadual do Ceard (FAVET-UECE). A caracterizacdo desse substrato seguiu a
metodologia descrita em APHA (1999). A partir do valor dos sélidos totais, fornecido pela
caracterizacdo do substrato, determinou-se os percentuais de DQO biodegradavel e inerte

presentes no substrato, necessario a modelagem, conforme o fracionamento descrito por Girault

etal. (2011).
ENSAIO EXPERIMENTAL

A bancada utilizada nos ensaios experimentais € composta por um biorreator
automatizado, fabricado em aco inox (~12,14 L), que opera em regime de batelada juntamente
com um sistema autdbnomo que agita mecanicamente e aquece via resisténcia elétrica o fluido
contido em seu interior e, ainda, coleta e monitora os dados de temperatura, pressdo e pH do
meio reacional (Figura 1). A Tabela 1 apresenta as configuracdes utilizadas no ensaio

experimental referente a digestdo anaerobica dos dejetos suinos.
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Figura 1: Biorreator e seu sistema autonomo de aqgisigéo de dados.
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Fonte: Elaborada pelos au-.tores.

Tabela 1: Configuracdo da batelada experimental.

Descrigado Valor Unidade
Volume total 0,0122 m’
Volume da fase liquida 0,0084 m?
Volume da fase gasosa 0,0038 m?
Razo 4gua: substrato 0,5 ww'!
Razao indculo: substrato 2 ww'!deSV
pH inicial 11,5 -
Temperatura 35 °C
TRH 20 dia

*w.wl: peso por peso do material.
Fonte: Elaborada pelos autores.

MODELAGEM E SIMULACAO

A modelagem do ADM1, como ferramenta para avaliar a produgao de biogas, requer o
conhecimento sobre as caracteristicas do biorreator, do substrato e do processo em si. Além
disso, requer o conhecimento dos parametros biologicos, estequiométricos e fisico-quimicos
utilizados no processo de producdo de biogas que nesse estudo baseou-se nas sugestdes de
Batstone et al. (2002) e nos ajustes descritos nos trabalhos de Girault ef al. (2011), Nguyen
(2014) e Gali et al. (2009).

A execucdo das simulagdes da digestdo anaerdbica dos dejetos suinos, via ADMI,
ocorreram por meio da implementacdo das equacdes diferenciais ordindrias (EDOs) no
ambiente de trabalho do software MATLAB®, por meio de linhas de codigos semelhantes ao
descrito pelo modelo de Nguyen (2014). As fung¢des de inibicdo presentes no ADMI,

relacionadas ao nitrogénio inorganico, hidrogénio, amonia livre e por competi¢ao pelo consumo
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de butirato e valerato — responsaveis por inibir a produ¢do de biogas — foram consideradas
no modelo simulado. A calibragio do ADMI realizou-se por meio do uso de planilhas do
Microsoft® Office Excel, relacionando os pardmetros bioldgicos, estequiométricos e fisico-

quimicos utilizados no processo de modelagem.

A simulacdo da digestdo anaerdbica teve como base a configuracdo do ensaio
experimental apresentada na Tabela 1. De forma a iniciar o processo de digestdo anaerdbica,
no ambito computacional, as concentracdes iniciais das variaveis de estado presentes no
ADMI, inerentes ao in6culo, tiveram que ser obtidas por meio de uma simulacao prévia, para
que s6 entdo o processo de simulagdo da digestdo anaerdbica dos dejetos suinos pudesse ser

iniciado adequadamente.

A fim de avaliar os efeitos das variagdes de temperatura foram realizadas simulacdes
nas faixas de temperatura mesofilica (35 °C), temperatura psicrofilica (15 °C) e termofilica
(55°C). Os parametros bioquimicos, estequiométricos e fisico-quimicos utilizados nas
diferentes faixas de temperatura foram os mesmos. Vale mencionar que as variagdes de
temperatura do meio reacional presentes no processo de digestdo anaerdbica sao relacionadas

com o0 ADM1 a partir da equacao de Van’t Hoff (Equacao 1).

AH' (1 1
KZ — Kl . e( R (Tbase Top)) (1)
Onde K; ¢ K; sdo as constantes na temperatura de operacao (T;,,) € na temperatura base

(Thase = 298,15 K); AH' ¢ o calor de reagiio a uma temperatura e pressdo padrio (273,15 K e

101 325 Pa).
RESULTADOS E DISCUSSAO
FRACIONAMENTO DA DQO

O valor tedrico da DQO, base do ADMI1, ¢ determinado a partir do valor dos so6lidos
totais obtido por meio da caracterizagao dos dejetos suinos. O resultado da caracterizagao desse

substrato indicou um teor de sdlidos totais, fixos e volateis de 15%, 8% e 92%, respectivamente.

Segundo Gali et al. (2009), para cada grama de sélidos totais oriundos dos dejetos suinos
um valor de 0,882 g O> L™! ¢ exigida, sendo assim, o valor teérico da DQO seriade 132,3g O, L
!, para um percentual de sélidos totais de 15%. O fracionamento da DQO teérica permite que

cada uma das fragdes presentes no substrato possa ser definida e usada pelo ADM1. A Tabela
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2 apresenta em detalhes o fracionamento da DQO tedrica. A descricdo completa da obtencao

das fracdes apresentadas na tabela abaixo pode ser consultada em Girault ef al. (2011).

Tabela 2: Fracionamento da DQO teoérica.

DQO teorica total DQO teorica fracionada
Fragdo facilmente biodegradavel Acido acético: S_ac=13,23 g O»-L"!
S s=31,75g 0,-L! Acido propianico: S_pro=7,94 g Oy L"!

Acido butirico: S bu=3,97 g O,-L"!
Acido valérico: S va=1,32 g OyL"
Monossacarideos: S_su= 5,29 g O,-L!
Aminodcidos: S aa=0g OyL"!

132,3 g Oy L™ Acidos graxos de cadeia longa: S_fa=0 g OyL"!
Fragdo soluvel inerte Soltvel inerte: S 1=2,5 g OyL"!
S 1=6,62 g 0yL"
Fragdo lentamente biodegradavel Proteinas: X_pr=2,6 g O,-L"!
X c¢=15,88 g0y Polissacarideos: X_ch = 1,8 g O,-L"!
Lipidios: X li=1,8 g O L"!
Fragdo particulada inerte Particulada inerte: X_1=30,2 g O,-L!

X 1=78,06g OyL"!

Fonte: Adaptado de Girault et al. (2011).

MODELAGEM E SIMULACAO

A simulagdo do processo de digestdo anaerdbica permitiu que a matéria organica
presente no interior do biorreator, normalmente degradada ao longo do tempo, fosse monitorada
a partir do comportamento da concentracdo de DQO obtido de forma experimental. Segundo
os resultados do ensaio experimental, os niveis de DQO total foram reduzidos em 35,6%,

enquanto a batelada simulada apresentou uma reducao de 36,5% (desvio padrao de 0,45%).

O monitoramento do comportamento da concentragdo de DQO, via simulagdo (Figura
2), permitiu observar que o TRH utilizado no ensaio experimental foi insuficiente para que todo
a matéria organica fosse completamente consumida e favorecesse a producao de CHa, isso ¢
perceptivel a partir dos niveis de DQO que se mantiveram significativamente mesmo ao final
do TRH. Segundo Neshat (2017), o TRH deve ser cuidadosamente definido, pois cada grupo
biologico precisa de um determinado periodo de tempo para degradar o seu substrato especifico,
pois caso contrario a atividade metabdlica favorecera a producao de produtos intermediarios e

nao a producao de CHa.
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Figura 2: Comportamento da Demanda Quimica de Oxigénio observado durante a simulagdo do processo de
digestdo anaerdbica dos dejetos suinos.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Em adicdo ao comportamento da DQO, observou-se a adequacdo do modelo de
simulacao pela proximidade com que os dados de produc¢ao média diaria acumulada de biogés
experimental (3,9 L dia!) possui com a curva de dados simulada (3,6 L dia™!), apresentada na
Figura 3, e pelo valor do coeficiente de determinagio (R?) definido por meio de uma analise de
regressdao linear simples. Analisando a Figura 3 nota-se que a distribuicdo de dados
experimental, em sua grande maioria, encontra-se proximo a curva simulada, como sugere o R?
(0,99), indicando que o modelo de simulag¢do ajustado pode prever de forma significativa a
produgdo de biogas.

Figura 3: Produgdo acumulada de biogas: Experimental x Simulado.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Durante a simulacdo do processo de digestao anaerdbica identificou-se que nos quatro
primeiros dias os grupos bacterianos acidogénicos e acetogénicos foram mais ativos, isso deve-
se a elevada produgdo de hidrogénio (~ 90 cm®). Por consequéncia, a metanogénese
hidrogenotrofica ¢ favorecida levando os componentes do biogas (CH4 e CO») a valores em

torno de 32 e 157 cm?, respectivamente.

15
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Ao longo do processo de producdo de biogéas experimental os principais componentes
do biogas tiveram as suas concentracdes determinadas por cromatografia. A Tabela 3 apresenta
o comportamento das concentragdes percentuais de Hp, CHs e CO> produzido de forma
experimental e simulada. Uma comparagao realizada entre os dados, relacionados a cada TRH,
revelou a existéncia de desvios percentuais minimos de 0,18% para o CO2 e maximos de 1,87%
para o CH4. Essa aproximagdo dos dados simulados aos experimentais refor¢a o potencial que
o ADMI representa e sinaliza que o comportamento observado via simulagdo possui altissima

relevancia.

Tabela 3: Comportamento das concentra¢des percentuais de Hy, CH4 e CO; produzido de forma experimental e
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simulada.

TRH =5 dias TRH = 10 dias TRH = 15 dias TRH = 20 dias
Componentes - - - - - - - -
do biogas Experimental Simulado Experimental Simulado Experimental Simulado Experimental Simulado

(%0) (%) (%) (%) (%0) (%) (%0) (%)
H, - 70,49 53,19 46,69 32,2 30,89 19,14 20,25
CH,4 - 4,63 3,88 7,11 8,07 9,73 10,35 14,08
CO, - 24,88 42,92 46,19 59,72 59,37 70,5 68,94

Fonte: Elaborada pelos autores.

Analisando a Tabela 3, deve-se destacar a alta concentracao de hidrogénio inicial que,
conforme Silveira (2009), pode estar associada ao substrato que por sua vez estd favorecendo a
acidogénese e consequentemente a producdo de intermedidrios como os acidos graxos volateis.
Segundo Kondusamy e Kalamdhad (2014), esse tipo de intermediario beneficia a etapa
acetogénica no sentido da produg¢do de CO> em comparacao a produgdao de CHs e H», sendo
este cendrio observado em ambos os ensaios experimental e simulado. A redugdo da
concentragdo de Hz e aumento do CHj4 indica uma maior participagdo da atividade bacteriana
hidrogenotrofica, ao passo que o aumento da concentracao de CO» indica um excesso de acidos

graxos totais prejudiciais ao desenvolvimento das bactérias metanogénicas.

A producdo dos constituintes do biogés, descrita na Tabela 3, est4 diretamente ligado ao
valor do pH do meio reacional, pois o volume de biogéds produzido varia em relagdo ao
comportamento do pH do meio, como sugere o comportamento grafico apresentado na Figura
4. De acordo com Rajeshwari et al. (2000), o pH ideal para a digestao anaerobica esté situado
entre 6,8 a 7,2, estando fora dessa faixa a producdo de metano ¢ influenciada negativamente
devido a desintegracdo dos granulos presentes no interior do biorreator. Os ensaios
experimentais e simulados apresentaram comportamentos distintos com relacdo aos niveis de
pH, uma vez que o valor do pH simulado aumentou em 12,6% (7,5 para 8,45), enquanto o

ensaio experimental sofreu uma redug¢do de 37% (11,5 para 7,2). Esse comportamento
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divergente possivelmente ocorreu devido ao valor de pH experimental ter sido elevado
propositalmente no inicio do experimento almejando atenuar a queda brusca de pH ao longo do

TRH.

Figura 4: Comportamento do volume de biogas produzido em relagdo ao pH do meio reacional.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Essas variagdes bruscas de pH, observadas nos primeiros dias, segundo Al Seadi et al.
(2013), sao ocasionadas pela etapa de hidrdlise, na qual espécies quimicas reagem com a agua
para formar substancias associadas em paralelo a liberagdo no meio reacional, a exemplo, ions
H'. A constante redu¢io no valor do pH e aumento na concentra¢do de ions H" indica que os
diferentes grupos de bactérias estdo em desequilibrio devido a alta producao de acidos graxos
totais (DROSG et al. 2013). Segundo Kunz et al., (2019), a diminui¢do do pH ¢ seguida por
um aumento da concentragdo de CO; na fase gasosa, sendo o pH 6,52 o valor de equilibrio entre
as formas gasosas e soltiveis no sistema reacional. Observou-se esse comportamento durante o

ensaio experimental e também na simulagdo, o que impactou a baixa producao de CHa.
EFEITO DA VARIACAO DA TEMPERATURA NA PRODUCAO DE BIOGAS

As reagdes bioquimicas e fisico-quimicas, presentes no ADMI1, se alteradas podem
distanciar o comportamento da producdao de biogas pretendida. Portanto, os parametros
relacionados as reagdes devem ser ajustados adequadamente. Diretamente ligado aos processos
bioquimicos do modelo, a temperatura de operacdo do processo de producdo de biogés se
caracteriza como sendo um parametro influente, pois altera a taxa de formacao do biogas
através da modificacdao dos valores dos coeficientes de equilibrio acido-base e das constantes

da lei de Henry presentes no ADMI.

As simulagdes realizadas com o intuito de avaliar os efeitos da variagdo de temperatura

sobre a producao de biogas, especificamente nas faixas de temperatura mesofilica (35 °C),
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psicrofilica (15 °C) e termofilica (55 °C), resultaram no comportamento apresentado pela

Tabela 4.

Tabela 4: Percentual de H>, CH4 e CO; simulados presentes no biogas para TRH de 20 dias para diferentes
temperaturas de operagéo.

TRH =5 dias TRH = 10 dias TRH = 15 dias TRH = 20 dias
Componentes

15°C 35°C 55°C 15°C 35°C 55°C 15°C 35°C 55°C 15°C 35°C 55°C
H» (%) 46,88 70,49 93,82 28,92 46,69 85,91 23,00 30,89 31,25 10,90 20,25 19,16
CH,4 8,57 4,63 596 12,66 7,11 9,89 15,48 9,73 6,50 11,33 14,08 9,75
CO, 44,55 2488 0,22 5841 46,19 4,20 61,52 59,37 62,24 77,77 68,94 71,09

Fonte: Elaborada pelos autores.

Analisando o comportamento dos componentes do biogas, apresentados na Tabela 4,
percebeu-se que o percentual de Hz se manteve elevado em relagdo aos demais componentes,
independentemente da faixa de temperatura considerada. Segundo Silveira (2009), a presenca
elevada de H; inicial deve-se pelo excesso de matéria organica disponivel no meio reacional.
Ja o percentual de CO,, mantém um comportamento decrescente com o aumento da temperatura
até o décimo dia, pois a partir disso as temperaturas extremas tomam 0s maiores percentuais.
Segundo Kondusamy e Kalamdhad (2014), esse comportamento pode estar relacionado a
presenca de acidos graxos, ja que estes favorecem a via acetogénica responsavel pela producao
de CO,. Diferentemente dos componentes anteriores, 0 CHs oscila entre um maior percentual a
baixas temperaturas e um baixo percentual a altas temperaturas, exceto para o vigésimo dia,
onde a faixa mesofilica assume o maior percentual. Conforme explica Batstone et al., (2002),
o baixo percentual a altas temperaturas pode estar relacionado a diminuicao da taxa de reagao
devido a instabilidade do crescimento das culturas microbianas relacionadas as etapas iniciais

da digestao anaerobica.

Diversas sdo as variaveis influenciadas pela variagao de temperatura no processo de
digestdo anaerobica. A fim de compreender o comportamento da produgdo de biogds, frente a
variacao de temperatura do meio reacional, foram selecionadas as variaveis de estado dindmico

que mais sofreram alteragdes com a mudanca de faixa de temperatura durante as simulagdes

(Tabela 5).
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Tabela 5: Principais variaveis influenciadas pela variagdo da faixa de temperatura no processo de producao do
biogas.
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Faixas de temperatura
Valor inicial

Descricao das variaveis (kegDQO'm)’ 15°C 35°C 55°C 15°C 35°C 55°C
Valor final (kgDQO-m)" Redugio/Aumento (%)™

Concentragdo  de ¢ . 0 0,05 0,15 0,18 478 1521 18,30

acetato -

Concentragdo  de

biomassa X ac 1,00E-01 0,07 0,07 0,07 -25,63  -30,01 -31,32

consumidora de

acetato

g‘r’lrslcgfra‘?ao 4 S Hion 3,16E-08 7,39E-09 3,52E-09 190E-09 -76,64 -88,87 -93,99

g;gfl‘i’:“a‘?ao de g NHy  2,06E-03 1,04E-03  7,02E-03 1,95B-02 -49,57 241,51 850,64

Concentragio dos S-825H2 0 0,18 0,22 0,23 18,16 2243 22,60

componentes do S gas CHs 0O 0,31 0,18 0,12 31,11 17,65 12,12

biogas S gas CO, 0 0,03 0,02 0,01 2,53 1,56 1,05

*Exceto S NH; e S_gas CO; que sdo dados em kmol N.m™ e kmol C.m™, respectivamente.
**Q sinal positivo ou negativo refere-se ao aumento ou reducdo percentual, respectivamente.
Fonte: Elaborada pelos autores.

Analisando o comportamento das variaveis presentes na Tabela 5, observa-se que a
concentragdo de acetato foi a Unica das varidveis que compde o material solivel a ser
influenciada fortemente pela variacdo de temperatura. Analisando o seu comportamento,
percebe-se que a reducdo da temperatura reduziu a concentracdo de acetato em ~10%, (0,15

para 0,5 kgDQO-m™), enquanto o aumento da temperatura causou um aumento de apenas ~3%.

Em relacdo a concentragdo da biomassa consumidora de acetato, um comportamento
contrario a sua produgdo foi observado, sendo reduzida em até 30% com a elevagdo da
temperatura. Esse comportamento pode ser explicado pelo aumento brusco do pH, devido ao
aumento das concentragdes de amonia e diminui¢do da concentra¢do de ions H' percebidos
durante o aumento da faixa de temperatura, concordando com as observagdes realizadas por
Angelidaki (1993) e Angelidaki (1992). Essas alteracdes, segundo Batstone et al. (2002),
podem inibir a biomassa responsavel pela metanogénese acetoclastica, ou seja, provocar um
ndo consumo de acetato e consequentemente elevar a sua concentracdo no meio reacional e
contribuir para uma baixa producdo de CHs. As concentragdes de amonia, obtidas durante as
simulagdes, ndo foram suficientes para inibir o processo de produgdo de biogas, ja que de uma
concentragio maxima aceitavel de até 3000 mg-L! apenas 396 mg-L"! de amonia foi observada

(NESHAT et al., 2017).

Em relacdo aos componentes do biogas, a variagdo de temperatura do meio reacional

ocasionou um retardo na via hidrogenotréfica, o que gerou um acumulo de hidrogénio (0,18—
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0,23 kgDQO-m™) desfavoravel (inibitorio) a acdo da biomassa responséavel pela acetogénese,
uma vez que as concentragdes de hidrogénio superam os valores maximos aceitaveis para o
propionato (1E-6 kgDQO'm™), valerato e butirato (3,5E-6 keDQO-m™), dificultando assim a
formacao de acetato (BATSTONE et al., 2002). A inibi¢do por hidrogénio tem impacto direto
nas baixas concentragdes de CHs e CO; observadas, ja que o ADMI1 utiliza a via acetoclastica

como a principal via de absor¢ao de acetato.

Diante da produgdo de biogas os processos bioquimicos nao sao os unicos a sofrerem
alteragdes, pois os processos fisico-quimicos também podem vir a sofrer algumas alteracgoes, a
exemplo, quando a solubilidade dos gases ¢ alterada ou o equilibrio do balango de carga.
Conforme cita Neshat et al. (2017), as condi¢des termofilicas melhoram o desempenho da
digestdo anaerobica devido a maior solubilidade de compostos organicos € menor solubilidade
dos gases dissolvidos, porém, deve se levar em consideragao outros aspectos envolvidos na
digestao anaerobica. Conforme cita Risberg et al. (2013), a operacdo em temperaturas mais
altas geralmente proporciona maior producdo de biogas, porém maior produ¢do de biogas com
baixa concentragdo de CHy significa uma maior concentracdo de CO>, como observado na

simulacgao.

A analise dos efeitos da variagdo de temperatura durante a digestao anaerobica foi capaz
de descrever de forma detalhada o comportamento dos variados processos existentes, no
entanto, segundo Risberg et al. (2013), a temperatura nao ¢ a unica variavel desse processo a
ser estudada, pois em sua pesquisa a mudanga de faixa de temperatura ndo afetou
significativamente a redu¢do da DQO ou o rendimento da produ¢do de CHy, indicando que ¢é
preciso avaliar outras variaveis como o TRH, pH, razdo carbono/hidrogénio (C/N) e Acidos
Graxos Volateis (AGV), para se chegar a uma producao 6tima de biogas com um percentual

satisfatorio de CHa.

O aumento no TRH tem grande impacto na otimizagao da producao de biogas, uma vez
que Orrico, Orrico Junior e Lucas (2010), usando biodigestores em batelada alimentados com
dejetos suinos, alcangaram uma reducao da DQO de até 59% (TRH de 120 dias) e um aumento
de 75% na producdo de biogas (TRH de 60 dias), enquanto Orrico Junior (2007), usando
biodigestores semicontinuos alimentados com aguas residudrias de suinocultura, observou
aumento de 28% nos potenciais de producdo de biogas para um TRH de 36 dias. Se tratando da
razdo C/N, segundo Begossi (2018), o emprego de apenas dejetos suinos enfatiza a caréncia de

carbono no meio reacional (baixa razao), e com isso, conforme cita Neshat (2017), e Li, Park e
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Zhu (2011), limita o crescimento dos agentes bioldgicos levando ao acumulo de nitrogénio
amoniacal e acidos graxos no biodigestor, e consequentemente afeta o rendimento da produgao

de CH4 no biogas.
CONSIDERACOES FINAIS

As simulagdes retrataram de forma satisfatoria o comportamento da degradagdo do
substrato e, consequentemente, a produ¢do de biogés; permitiram identificar que a hidrolise ¢ a
etapa limitante do processo de produgao de biogés; e que o TRH, utilizado nos experimentos,
precisaria ser cinco vezes maior para elevar o rendimento de CHs no biogés. Além disso, as
simulagdes mostraram que a concentragdes de acetato, de bactérias consumidoras de acetato,
de NH3" e dos ions H, € os componentes do biogas sdo varidveis sensiveis a variagdo da faixa
de temperatura operacional. De forma geral, conclui-se que as alteragdes realizadas no ADM1
permitiram identificar e entender o comportamento das variaveis envolvidas no processo de
producdo do biogds que sofreram alteracdes a medida que ocorreram as variagdes da
temperatura operacional. Portanto, a configuragdo usada no ADMI, referente a digestao
anaerobica de dejetos suinos, pode ser usada como base para trabalhos futuros que busquem
prever o comportamento da producao de biogas em diferentes faixas de temperatura operacional

e em condi¢des semelhantes a esse estudo.
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SINTESE DE ESTERES DO ACIDO ANACARDICO COM O TIMOL E O
CARVACROL E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA
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RESUMO

O uso de inibidores da acetilcolinesterase (AChE) tem mostrado resultados promissores para o
tratamento da doenca de Alzheimer. Considerando as diversas propriedades bioldgicas do acido
anacardico e dos monoterpenos fenolicos, timol e carvacrol, incluindo agdo anti-AChE, o
objetivo deste estudo foi combinar estas moléculas e avaliar sua agdo anticolinesterasica. O
acido anacardico (AA) foi obtido a partir do liquido da castanha de caju (LCC) e submetido a
acetilagao, formando o AA acetilado que foi submetido a esterificagao com os alquilfenois. As
reacdes de esterificacdio foram catalisadas por diciclohexilcarbodiimida (DCC) e
dimetilaminopiridina (DMAP) usando diclorometano (DCM) como solvente. Os ésteres do
timol e carvacrol com o AA foram submetidos a purificagdo por cromatografia em coluna de
silica gel e analisados por espectroscopia de RMN e Infravermelho e exibiram boa a¢do como
inibidores da enzima acetilcolinesterase quando comparados a fisiostigmina, composto padrao,
sendo mais ativos que os compostos de partida, com Clso de 0,874 ¢ 0,919 pg/ml para o AA-
timol e AA-carvacrol, respectivamente, sendo similares estatisticamente.

PALAVRAS-CHAVE: LCC. Alquilfenoéis. Alzheimer. Sintese

INTRODUCAO

O LCC ¢ uma mistura de compostos fendlicos com cadeia alquila de 15 carbonos na
posi¢do meta a hidroxila do anel aromatico, um dos principais componentes do LCC ¢ o acido
anacardico que constitui uma mistura de acidos salicilicos que apresentam, na posicao 6 do
nucleo aromdtico, uma cadeia alquilica de 15 carbonos de diferentes graus de instauragdo,
encontrados, geralmente, como uma mistura de constituintes saturados, monoeno, dieno e trieno
(CORREIA; DAVID; DAVID, 2006) tal composto de grande interesse devido sua ampla
bioativade como antitumorais, antibidticas, gastroprotetoras e antioxidantes (HAMAD;

MUBOFU, 2015).

Em recente trabalho, o 4cido anacardico foi separado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em seus trés principais constituintes (monoeno, dieno e trieno) e avaliou-se
o efeitos das atividades biologicas destes (MORALIS et al., 2017), inclusive destacando-se sua

atividade anticolinesterasica.
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A enzima acetilcolinesterase ¢ responsavel por hidrolisar o neurotransmissor
acetilcolina nas sinapses colinérgicas, onde sua inibi¢do poderia ser efetiva no tratamento da
doenca de Alzheimer, para esse fim alguns inibidores de acetilcolinesterase reversiveis
incluindo donepezila, rivastantina e galantamina foram utilizados para tratamento dos sintomas
causados por disfuncdo colinérgica (da SILVA ef al., 2021), no entanto, o uso destes inibidores
para o tratamento da doenca de Alzheimer ¢ limitado por seus efeitos colaterais graves e alto
custo no mercado, de modo que a busca por novos compostos apresentem-se como uma
demanda emergente para o combate ao mal de Alzheimer, portanto os derivados de produtos
naturais encontram-se como uma fonte alternativa aos fiarmacos sintéticos disponiveis,

possuindo facil acesso e baixa toxicidade.

Em recente estudo feito por Topal e colaboradores (2019) foi demonstrado que o
eugenol e seus derivados como o isoeugenol, por exemplo, mostraram-se como potentes
inibidores da enzima acetilcolinesterase. O eugenol € classificado como um fenilpropanoide do
tipo alilfenol, ele ¢ extraido especialmente do 6leo de cravo, possui diversas propriedades
farmacologicas como antifungicas, antibacterianas, anti-sépticas, analgésicas, antioxidantes e

também usado em alimentos e cosméticos para dar fragrancia e sabor.

Os compostos fenodlicos timol, carvacrol (JUKIC et al., 2007) usados nas reacdes de
esterificacdo também sdo relatados como bons inibidores da enzima acetilcolinesterase. Neste
contexto, considerando a versatilidade do acido anacéardico e dos alquilfenois (eugenol,
isoeugenol, timol e carvacrol), neste trabalho visou-se a sintese de derivados do &cido
anacardico acetilado com estes alquilfendis para avaliar a atividade anticolinesterasica destes
produtos comparando com os produtos de partida, no sentido de aprimorar o potencial biologico

destes constituintes.
METODOLOGIA
MATERIAIS E REAGENTES UTILIZADOS

As castanhas de Anacardium occidentale L. foram cedidas pela EMBRAPA- Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria Agroindustria Tropical, localizada na Universidade
Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza- CE. Para realizacdo dos experimentos, os solventes
foram comprados das companhias Neon (S&o Paulo, Brasil), Exodo Cientifica (Sdo Paulo,
Brasil) e J.T. BAKER (Radnor, USA). Os Reagentes sdo oriundos das companhias Sigma-
Aldrich (St. Luis, USA), Chemical (St. Louis, USA) e Carvalhaes (Alvorada, RS, Brasil).
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ANALISE ESPECTROSCOPICA DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

Os compostos sintetizados foram analisados por espectroscopia de RMN '*C e 'H de
mono e bidimensional em solugdo de cloroformio deuterada a 70 °C. Os espectros foram
obtidos no BRUKER Espectrometro DRX de 500 MHz que opera a 500 MHz para hidrogénio
e 125 MH para o carbono. Os espectros no infravermelho foram obtidos utilizando um

espectrometro Perkin Elmer, modelo (SPECTRUM 100) FT-IR.
OBTENCAO DO LIQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DE CAJU

No laboratoério de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Estadual do Ceara, 1
kg de castanhas foram congeladas para obtencdo do LCC. O processo de obtencdo do LCC
solvente foi feito da seguinte maneira: as castanhas foram bisseccionadas mecanicamente, ao
longo do eixo das duas metades da casca e separada das améndoas. As cascas obtidas foram
extraidas a frio com hexano. Apds maceragao por um periodo de 24 horas, o extrato hexancio
foi separado por filtracdo e as cascas foram submetidas a uma nova extragdo até remocao

completa do LCC.

O extrato hexanico foi rotaevaporado a vacuo com temperatura maxima de 60 °C, até a
completa remogao do solvente. O residuo da concentracao produziu um liquido viscoso escuro
e limpido com rendimento de LCC de aproximadamente 4,5% em relagdo as améndoas. O

procedimento seguiu a metodologia desenvolvida por Paramashivappa et al. (2001).
SEPARACAO DO ACIDO ANACARDICO DO LCC

O LCC extraido com solvente (50 g) obtido na etapa anterior foi dissolvido em 300 mL
em uma solucdo metandlica aquosa 95 %. Para a solucdo foram adicionados lentamente 25 g
de hidréxido de calcio (Ca(OH).), sob agitacdo. Apds completar a adicdo de Ca(OH); a

temperatura da mistura foi elevada a 50 °C e agitada continuamente por 3 horas.

Em seguida a solucdo sobrenadante foi monitorada por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD) para garantir que todo acido anacardico tenha sido consumido. Um precipitado
de anacardato de célcio foi separado dos outros constituintes do LCC por filtragdo, e o residuo
da filtra¢do foi lavado com 100 mL de metanol e seco a vacuo na temperatura de 45 - 60 °C por

2 horas.

Desta forma, foram obtidos 55 g de anacardato de célcio, que foi entdo suspenso em 220
mL de dgua destilada e 30 mL de HCI concentrado para decomposi¢ao do sal e a solug¢do obtida

foi extraida com acetato de etila (2 x 75 mL). A camada organica foi lavada com dgua destilada
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(2 x 50 mL) e seca com sulfato de sodio anidro (Na2SO4). Ap0s isso, a camada orgénica foi
concentrada sob pressdo reduzida produzindo 30g de acido anacardico, obtendo assim um

rendimento final de 60% (PARAMASHIVAPPA et al., 2001).
ACETILACAO DO ACIDO ANACARDICO

Pesou-se 10 g do acido anacardico purificado e adicionou-se a uma mistura de 150 mL
de anidrido acético com 15 g de acetato de sddio em um baldo de 500 mL, deixou-se a mistura
sob refluxo por 1 hora. Apos este periodo resfriou e transferiu-se a mistura reacional para um
béquer de 1000 mL contendo 200 mL de dgua destilada. A mistura foi neutralizada com solugao
de bicarbonato de sodio 5%. Em seguida, a mistura reacional foi colocada em um funil de
decantacdo e extraiu-se com 200 mL de cloroférmio. Lavou-se a fragdo cloroférmica com agua
e secou-se com sulfato de soédio anidro. Concentrou-se o material em evaporador rotativo a
vacuo e obteve-se 10,4 g de acido anacardico acetilado impuro. Para a purificacao do acido
anacardico acetilado, foi feita uma cromatografia em coluna, onde o empacotamento da coluna
foi realizado com 10,4 g do 4cido anacardico acetilado com 50 g de silica gel (0,063 — 0,200
mm; 70-230 mesh) eluida inicialmente com hexano e foi aumentando-se lentamente a
polaridade do eluente, na seguinte ordem de polaridade crescente: hexano, cloroférmio e acetato
de etila, obtendo-se 25 fragdes, onde as fragdes F(17-21) foram reunidas (rendimento 48%) ¢
estas foram confirmadas por Cromatografia em Camada Delgada, por ultimo verificou-se a
confirmacao da reacao de acetilagdo do acido anacardico por espectroscopia de Ressonancia

Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e carbono (*C) .

SINTESE DE ESTERES DERIVADOS DO ACIDO ANACARDICO ACETILADO COM
ALQUILFENOIS  (O-ACETIL-ANACARDATO DE  EUGENILA, O-ACETIL-
ANACARDATO DE TIMILA E O-ACETIL-ANACARDATO DE CARVACRILA).

A sintese ocorreu, em sistemas separados, a partir da reagdo de esterificacdo realizada
misturando-se 2 mmol (769 mg) do acido anacardico acetilado com 1,5mmol dos compostos
fenolicos (eugenol, timol e carvacrol) foi adicionado a 15mL de diclorometano (DCM) junto
com 80mg de dimetilaminopiridina (DMAP) seguido da adi¢do de 2mmol (412 mg) de
dicicloehilcarboimida (DCC). A reacdo permaneceu sob agitacdo por 24h a temperatura
ambiente. Em seguida a reagdo foi filtrada a vacuo e a fase liquida lavada com 3x10ml com
solugdo aquosa de 4cido cloridrico (HCI) a 5% (m/v). Logo apds a fase organica foi lavada com

3x10 mL com solugdo de bicarbonato de sodio a 5% (m/v) seguido da lavagem com agua
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destilada (3x5mL). A fase organica foi entdo seca com sulfato de sodio anidro e concentrada

sob pressao reduzida em evaporador rotativo.
QUANTIFICACAO DE INIBICAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

A atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi aferida em placas de 96
pocos de fundo chato utilizando leitor Elisa BIOTEK, modelo ELX 800, software Gen)
V2.04.11, baseando-se na metodologia descrita por Ellman ez al. (1961). Em placas de 96 pogos,
foram utilizadas as seguintes solugdes por poco: 25 uL de iodeto de acetiltiocolina (15 mM),
125 pL de 5,5’—ditiobis-[2-nitrobenzdico] (DTNB) na solugdo Tris/HCI (50 nM, pH = 8, com
0,1 M de NaCl e 0,02 M de MgCl> .6H20, 3 mM de DTNB ou reagente de Ellman), 50 pL da
solugdo Tris/HCI (50 nM, pH = 8, com 0,1 % de albumina sérica bovina (BSA), 25 puL de cada
amostra (acido anacardico acetilado, eugenol e um éster derivado) foram dissolvidos em
metanol e diluidos 10 vezes na solucao Tris/HCL (50 mM, pH = 8) para obter uma concentragao

final de 0,2 mg.mL"! (RHEE et al., 2001).

A absorbancia foi aferida a 405 nm durante 30 segundos, em seguida, foram adicionados
25 pL da enzima acetilcolinesterase (0,25 U.mL") em cada amostra e a absorbancia foi aferida
por minuto até o total de 25 minutos de incubagdao da enzima. Como padrdo negativo foram
utilizadas todas as solugdes, excetuando-se as amostras. As diluicdes das amostras e dos
padrdes positivos utilizados nas avaliagdes quantitativas em microplaca, partiram da solugio
mie com concentragiio de 20 mg/mL nas respectivas concentragdes seriadas: 200 pg.mL™!, 100
pg.mL! 50 pgmL!, 25 pgmL!, 12,5 pg.mL?!, 6,25 ngmL!, 3,12 pgmL?, 1,56 pg.mL!,
0,78 pg.mL™, 0,39 pg.mL™"' ¢ 0,195 pg.mL"".

A porcentagem de inibicdo da enzima acetilcolinesterase foi calculada através da
comparacao das velocidades de reacdes (hidrolise do substrato) das amostras em relagdao ao
branco (considerada atividade total da AChE (100 %). O padrdo utilizado como controle
positivo foi a fisostigmina. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. As amostras
apresentaram coloragdo propria absorvida pelo espectro de onda de leitura, sendo assim, foram

deduzidos os valores referentes a coloragao.

Apo6s normalizacao dos dados foi realizado o teste de curva de regressao nao linear pelo
programa estatistico GraphPad Prism v 5.01 para obtencao dos dados. Para a analise estatistica,
os valores de Clso das médias foram realizados o teste de variancia com comparagdo multipla

entre pares pelo teste de Tukey, considerando significativos valores de P < 0.05.

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pds-graduagcdo em pA
ciéncias naturais - PPGCN

fr‘

WPy ¥
J,;s& {

@



RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise por espectro de RMN de 'H do acido anacérdico acetilado observou-se a
presenca de um singleto em 2,30 ppm referente ao CH3 do grupamento acetila, confirmando a
reacdo de acetilagdo do grupamento fenolico. As absor¢des em 6,73 - 7,39 ppm sado
correspondentes aos hidrogénios da fragdo aromatica, absor¢cao em 5,34 ppm corresponde aos
hidrogénios olefinicos da cadeia lateral alquilica de 15 carbonos e os deslocamentos entre 1,25
e 1,60 ppm sdo correspondentes aos hidrogénios ligados a carbonos simples da cadeia lateral.
Os 24 sinais de carbonos esperados para a estrutura do acido anacardico acetilado ou écido
acetilanacardico foram registrados no espectro de RMN de *C que apresentou como destaque
o sinal do grupo carbonila do éster ligado ao metil (CH3C=0) em 169,7 ppm, além disso
observou-se a presenca em 148,69 ppm do carbono aromatico ligado ao oxigénio, em 120,73
ppm os carbonos da parte aromatica e entre 127,70 - 130,18 ppm os carbonos da cadeia lateral

alquilica de 15 carbonos.

O acido anacardico acetilado apresentou os seguintes dados espectroscopicos: RMN de
'H (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 7,37 (1H, t, 7,8 Hz, H-5), 6,84 (1H, d, 7,8 Hz, H-6), 6,73 (1H,
d, 7,8 Hz, H-4), 5,92 — 6,01 (2H, m, H-14"), 5,34 — 5,50 (4 H, m, H-8', H-9', H-11", H-12"), 5,14
(m, H-15"), 3,02 (2H, t, 7.5 Hz, H-1"), 2,83 (4H, m, H-10’, H-13"), 2,30 (CH3CO), 2,02 (2H, br
t, H-7), 1,58 (2H, m, H-2"), 1,27-1,28 (8H, m, H-3', H-4’, H-5', H-6"). RMN de *C (75 MHz,
CDCI) & (ppm): 169,7 (COOH, CH3C=0), 148,69 (C-1), 120,73 (C-2), 143,51 (C-3), 127,70
(C-4), 131,36 (C-5), 120,73 (C-6). Cadeia lateral: 36,59 (C-1"), 31,72 (C-2"), 29,19 29,90 (C-
3, C-4', C-5, C-6'), 27.43 (C-7", 130,18, 130,13, 130,03, 127,70 (C-8', C-9', C-11', C-12"),
31,63 (C-107), 24,79 (C-13"), 29,52, 14,13 (C-15"), 22,86 (CH3CO).

A obtencao dos ésteres derivados do acido O-acetil-anacérdico foi realizada partindo-se
da rota sintética de esterificagdo em reagao catalisada por DCC e DMAP, usando diclorometano
como solvente. Com essa metodologia foram preparados os derivados do acido acetil-

anacardico com os fendis carvacrol e timol de acordo com a Figura 1.
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Figura 1: Representagao estrutural dos ésteres do acido anacardico acetilado.

O-acetil-anacardato de timila O-acetil-anacardato de carvacrila

CisHps 7

4

Fonte: Elaborada pelos autores.

Acido anacardico acetilado. Na sintese deste composto obteve-se um rendimento de
38%, através da rota sintética de acetilagdo. Os dados espectroscopicos obtidos foram
consistentes com a estrutura esperada. O espectro de RMN de 'H registrou um singleto devido
aos hidrogénios do grupo metil do grupo acetato (CH3;COQO) com deslocamento quimico em
2,30 ppm. O espectro de RMN de '*C apresentou como destaque o sinal do grupo carbonila do
acetato em 169,40 ppm juntamente com a absor¢do da carboxila do 4cido, as absor¢des em
122,6 - 139,21 ppm correspondem aos carbonos aromaticas, no deslocamento quimico em

22,68 ppm ao grupo metil (CH3) do grupo acetato.

Na sintese do O-acetil-anacardato de timila, a andlise espectroscdpica confirma a
estrutura pois houve o aparecimento do grupamento éster no espectro de RMN de '3C com a
presenca das duas carbonilas, a do acetato em 169,40 ppm e a do grupo carboxilato em 162,49.
Haé também o aparecimento de um hepteto em 2,96 - 3,13 do isopropil de timila, além das outras

absor¢oes dos carbonos aromaticos.

O-acetil-anacardato de timila: Grupo anacardato: RMN de 'H (499,60 MHz, CDCls) §:
7,43 (1H, t, J = 7,8 Hz, H-5), 6,82 - 6,94 (m, H-6, H-4), 5,82 (2H, m, H-14"), 5,43 — 5,5 (4 H,
m, H-8', H-9', H-11", H-12"), 5,06 (m, H-15"), 3,02 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-1"), 2,83 (4H, m, H-
10’, H-13"), 2,30 (CH3COO), 2,02 (2H, br t, H-7"), 1,58 (2H, m, H-2"), 1,27 —1,28 (8H, m, H-
3', H-4', H-5', H-6") ppm. RMN de *C (125,63 MHz, CDCls) &: 169,94 (O-acetil- CH;C=00-
), 163,63 (-C=00, carboxilato), 148,83 (C-1), 122,98 (C-2), 148,00 (C-3), 122,98 (C-4), 131,19
(C-5), 116,14 (C-6) ppm, Cadeia lateral: 36,59 (C-1"), 31,72 (C-2"), 29,19-29,99 (C-3', C-4', C-
5', C-6, C-14"), 27,41 (C-7"), 130,59; 130,13; 127,77; 127,06 (C-8', C-9', C-11’, C-12"), 31,72
(C-10"), 25,78 (C-13"), 14,29 (C-15"), 22,86 (CH3COO) ppm. Grupo timila: RMN de 'H: 7,25
(H-3,d,1=7,7Hz),7,02(H-4",d,J=7,7), 6,82 - 6,94 (m, H-6""), 2,96 - 3,13 (H-7"", heptete,
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J=6,9 Hz), 1,29 (H-8*, d, J = 6,9 Hz), 1,29 (H-9"", d, ] = 6,9 Hz), 2,32 (H-10"", s) ppm. RMN
de 13C: 148,83 (C-17), 116,14 (C-27), 127,52 (C-3""), 126,0 (C-4""), 134,9 (C-5>"), 114,90 (C-
67), 34,4 (C-77), 24,1, 23,56 (C-8”*, C-9°"), 21,02 (C-10"") ppm.

O-acetyl-anacardato de carvacrila: Grupo anacardato: RMN de 'H (499,60 MHz,
CDCls) 6: 7,37 (1H, t, J = 7,8 Hz, H-5), 6,82 - 6,94 (m, H-6, H-4), 5,82 (2H, m, H-14"), 5,35 —
5,43 (4 H, m, H-8', H-9', H-11', H-12"), 5,06 (m, H-15"), 3,02 (2H, t, J = 7,5 Hz, H-1"), 2,83
(4H, m, H-10", H-13"), 2,30 (CH3COO), 2,02 (2H, br t, H-7"), 1,58 (2H, m, H-2"), 1,27 — 1,28
(8H, m, H-3', H-4', H-5', H-6") ppm. RMN de !*C (125,63 MHz, CDCl;) &: 169,94 (CH3COO),
163,64 (C=00, carboxilato), 149,48 (C-1), 122,89 (C-2), 148,22 (C-3), 124,72 (C-4), 131,40
(C-5), 119,58 (C-6), Cadeia lateral: 36,59 (C-1"), 31,72 (C-2'), 29,19 —29,99 (C-3', C-4', C-5',
C-6’ C-14"), 27,41 (C-7"), 130,59; 130,13; 127,77, 127,06 (C-8', C-9', C-11', C-12"), 31,72 (C-
10"), 25,78 (C-13"), 14,31 (C-15"), 22,86 (CH3COO) ppm. Grupo carvacrila: RMN de 'H §: 1,22
(6H, d, J=6,9 Hz), 2,10 (3H, s), 2,16 (3H, s), 2,99 (1H, sept, J = 6,9 Hz), 6,95 - 7,03 (2H, 7,02
(dd, J=2,8, 0,5 Hz), 6,98 (dd, ] = 8,4, 0,5 Hz), 7,07 (1H, dd, ] = 8,4, 2,8 Hz). RMN de '*C &:
149,48 (C-17’), 114,91 (C-2"), 127,79 (C-3”), 124,38 (C4’), 143,46 (C-5""), 127,04 (C-6),
34,21 (C-77), 23,49; 23,56 (C8’*, C9°, 2 x CH3), 14,29 (C10”’, CH3) ppm.

Os espectros de infravermelho dos dois ésteres de timila e carvacrila confirmam a
presenca das duas carbonilas uma do grupo acetila em 1750 cm™ e a do grupo carboxilato em
1715 cm’!, bandas esqueletais de composto aromatico revelado pelas bandas entre 1600 a 1500
cm™' eem 1370 cm™! banda forte de deformacdo do CH3 do acetato bem como as fortes absor¢des

da ligagdo C-O de grupos éster na regido de 1215 a 1200 cm''.
Atividade anticolinesterasica dos ésteres derivados do acido anacardico

Tanto o acido anacardico (Clso=2.98 + 0.05 pg/mL) (da SILVA et al., 2021) como os
dois fenois monoterpénicos carvacrol e timol (JUKIC et al., 2007), apresentam atividades
anticolinesterasicas ja relatadas. Elaborou-se entdo a hipotese de que a combinagdo do AA com
os monoterpenos fendlicos em reacdo de condensagdo das duas moléculas por esterificacao,
poderia resultar em moléculas com maior atividade anticolinesterasica. Esta hipotese foi
confirmada pois os ésteres formados a partir do 4cido anacardico acetilado com o timol e o

carvacrol mostraram-se mais ativos que os produtos de partida, como mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Resultados do teste de inibicao da acetilcolinesterase (AChE) dos derivados do 4acido anacardico

acetilado.
Amostras Clso (ng/mL)
Acido anacardico 1,722 £ 0,058 ¢
Acido anacardico acetilado 1,773 £ 0,032 ¢
Timol 3,178 £ 0,023 ¢
O-acetil-anacardato de timila 0,874 £0,011 b
Carvacrol 2,876 £0,015d
O-acetil-anacardato de carvacrila 0,919 £0,036 b
Fisostigmina (padrdo) 0,338+ 0,051 a

'Letras diferentes significam diferenca estatistica significativa entre as amostras em p <0,05 no teste de Tukey.
Fonte: Elaborada pelos autores.

CONSIDERACOES FINAIS

Os ésteres acetil-anacardato de timila e carvacrila foram sintetizados e os dados
espectroscopicos confirmaram as estruturas das moléculas propostas, revelando atividade
melhor que os produtos de partida. Desta forma os produtos sdo considerados bons potenciais
inibidores da enzima acetilcolinesterase, sugerindo-se estudos mais aprofundados acerca dos
mecanismos de agdo destes e ainda a avaliacdo de outras atividades biologicas correlacionadas

com a atividade anticolinesterasica.
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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi descrever como proceder para a formagdo de microcapsulas de
6leo de pequi a partir de matrizes de goma de cajueiro e quitosana, utilizando-se a técnica de
coacervagao complexa. Foi comprovada a formacao das microcapsulas de oleo de pequi por
meio da precipitacdo dos dois polimeros decorrente da interagdo eletrostaticas entre goma de
cajueiro e quitosana. Com a microscopia Optica, pode-se observar uma dominante ocorréncia
de particulas com geometrias aproximadamente esféricas, com distribuicdo de tamanhos em
torno de 4,8 um. Por fim foi analisada a morfologia das microcapsulas secas por liofilizagao,
as quais apresentaram estruturas em formas de placas, resultado da utilizacdo de alto vacuo e
baixas temperaturas. Pode-se concluir que a utilizacdo do método de coacervagao complexa
para a formacao de microcapsulas de 6leo de pequi, em matriz de goma de cajueiro e quitosana,
se mostrou bastante eficaz, podendo ser um meio alternativo de aplicacao do 6leo de pequi.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo de pequi. Microencapsulagio. Coacervagio complexa. Goma de
cajueiro. Quitosana.

INTRODUCAO

Caryocar coriaceum Wittm. (Caryocaraceae) ¢ uma arvore comum encontrada na area
de cerrado do Nordeste brasileiro, e seu fruto, popularmente conhecido como “pequi”’ ou
“piqui”, atualmente estd em processo de expansao (BORGES et al., 2021). O fruto fornece oleo
nutritivo, que pode ser extraido da améndoa ou da polpa. Seu dleo ¢ uma rica fonte de
carotenoides e acidos graxos insaturados (LIMA et al., 2020). Esses compostos podem ser
responsaveis por algumas das propriedades funcionais relatadas para o 6leo de pequi, como
atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana e redutor de colesterol (FIGUEIREDO

et al., 2016; PEREIRA et al., 2020).

O o6leo pequi tem grande potencial para ser explorado como fonte de nutrientes
(MAGALHAES et al., 2019), mesmo com aroma e cheiro fortes. Por esse motivo, o uso de

métodos de microencapsulagdo poderia ajudar a mascarar o sabor forte do 6leo de pequi, além
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de proteger os compostos bioativos e promover sua liberacdo controlada. Entre os bioativos
presentes no 6leo de pequi, destacam-se o teor de 4cido graxo insaturado e os carotenoides.
Ambos 0s compostos estdao sujeitos a oxidacao durante o processo ou armazenamento do dleo
e ambos levam a geracao de radicais livres, que podem ter efeitos negativos no organismo

(ALCANTARA et al., 2019; SEREGELIJ et al., 2021).

A microencapsulagdo por coacervacdo complexa é usada para encapsular compostos
bioativos e sustentar sua liberagdo sob varias condi¢des. A coacervagao complexa ¢ um dos
métodos mais utilizados para microencapsulagao lipidica (SILVA et al., 2022). Este processo
envolve condi¢des de processo moderadas, baixo custo e alta eficiéncia de encapsulamento. Ela
resulta da separagdo de fase liquido-liquido que ocorre entre polimeros de cargas opostas por

meio de interagdes eletrostaticas (EGHBAL; CHOUDHARY, 2018).

A composi¢ao do material da parede das microcapsulas desempenha um papel crucial
nas propriedades fisico-quimicas, reologicas, morfologicas, microbianas e sensoriais do
produto (GUMUS; GHARIBZAHEDI, 2021). Dentre os polissacarideos utilizados como
material de parede, a goma arabica ¢ um dos mais utilizados na industria alimenticia apesar de
seu alto custo e problemas de disponibilidade. Um substituto alternativo ¢ a goma de cajueiro,
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas e também por ser um coproduto de baixo valor
econdmico agregado na cadeia da producdo do caju (OLIVEIRA et al., 2018). Estudos
anteriores ja mostraram o potencial da goma de caju como substituto da goma arabica na

microencapsulagao do 6leo de pequi (NASCIMENTO et al., 2020; SILVA et al., 2018).

Neste trabalho, esta descrito como proceder para a formagao de microcépsulas de 6leo
de pequi a partir de matrizes de goma de cajueiro e quitosana, utilizando-se a técnica de
coacervagdo complexa. Estas matrizes foram escolhidas em razdo do cardter anidnico e
cationico da goma de cajueiro (um polissacarideo ainda sem valor econdmico agregado) e

quitosana (um polissacarideo de baixo custo), respectivamente.
METODOLOGIA

MATERIAIS

A goma de cajueiro foi obtida do exsudato, coletado de plantas de cajueiro do Campo
Experimental de Pacajus pertencente a Embrapa Agroindustria Tropical (Fortaleza, Brasil). A

quitosana (baixa massa molar) 75-85% de desacetilagdo foi obtida da Sigma-Aldrich. O 6leo
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de pequi (Caryocar coriaceum Wittm.) foi obtido com produtores na cidade de Barbalha, no

Cariri cearense, Brasil.
PURIFICACAO DA GOMA DE CAJUEIRO

A purificagdo da goma de cajueiro ou o isolamento dos polissacarideos foi realizado
através da metodologia descrita previamente por Silva et al. (2018), com modificagdes.
Inicialmente o exsudato coletado foi triturado em um moinho de facas. Em seguida, a amostra
triturada foi solubilizada em agua, na propor¢ao de 300 g da amostra para um litro de agua
filtrada e centrifugada (15.303xg por 10 min a 25 °C) para a retirada de residuos. Apds a retirada
dos residuos, o sobrenadante foi precipitado em etanol 96°GL, na proporcao de 1:3 (m/V) da
amostra:etanol por 24 h, sob refrigeracao (4 °C). O excesso de etanol foi retirado e o precipitado
seco em estufa de circulagdo de ar a 60 °C. Por fim, a amostra foi triturada, e obtida, assim, a

goma de cajueiro purificada.
FORMACAO DAS MICROCAPSULAS

Para solucao de goma de cajueiro, 11 g do polissacarideo foram solubilizadas em 100
mL de 4gua deionizada e homogeneizadas em ultraturrax durante 3 min a 10.000 rpm. Para
solubilizacdo da quitosana 0,5 g foram misturados em 100 mL de dgua deionizada a 2% de

acido acético (v/v) e homogeneizadas em ultraturrax durante 3 min a 10.000 rpm.

A formacdo das microcapsulas de Oleo de pequi em matriz de goma de
cajueiro/quitosana foi produzida conforme descrito na Figura 1. Primeiramente, o 6leo de pequi
(2 g) foi adicionado a solucdo de quitosana e homogeneizados em ultraturrax a 10.000 rpm por
3 min. Posteriormente, foi adicionado a solu¢do de goma de cajueiro e homogeneizados
novamente a 10.000 rpm por 3 min. Por fim, adicionou-se 400 mL de 4gua deionizada e
homogeneizou-se uma vez mais em ultraturrax. O pH das misturas foram ajustados para 4,5, e
as solugdes foram refrigeradas por 24 h (4 °C) para precipitagdo das microcapsulas. Apos a
precipitacdo, as microcapsulas foram secas por liofilizagdo. O material foi previamente
centrifugado a 15.303xg, por 10 min a 25 °C, retirando-se o excesso de dgua, e congelando-se
em ultrafreezer (-80 °C) por 24h. Em seguida os materiais congelados foram levados ao

liofilizador do tipo Liotop K1005, e ali deixados até a total secagem das microcéapsulas.
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Figura 1: Fluxograma das etapas de preparacdo das microcéapsulas de 6leo de pequi, em matriz de goma de

cajueiro/quitosana, seguidas de secagem por liofilizagao.
Producdo das EN Secagem das
microcapsulas microcapsulas

Preparo da emulsdo de Centrifugacdo dos
6leo de pequi e quitosana coacervados
Adi¢do da goma de cajueiro Congelamento em

na emulsdo ultrafreezer por 24h

Adicdo de 400 mL de dgua

Bl Secagem por liofilizagdo

Ajuste do pH para 4,5

Refrigeracdo {overnight)

Fonte: Elaborada pelos autores.

MORFOLOGIA OPTICA E TAMANHO DE PARTICULA DOS COACERVADOS

Ap6s o processo de formagdo dos coacervados foram retiradas aliquotas do precipitado
e depositados em laminas, com posterior recobrimento por laminulas, para a realizacdo de
micrografias optica das microcapsulas. Foi utilizado um microscépio Optico Zeiss, acoplado a

um sistema de obten¢do de imagem digital através de camera do tipo CCD.

Os tamanhos médios de particula também foram analisados através da microscopia
Otica, com o auxilio do programa de analises de imagens de dominio publico Image]
(SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012), desenvolvido pelo Instituto Nacional de Saude
dos Estados Unidos (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, US), acessivel em
http://imagej.nih.gov/ij/. Nesse caso, foram escolhidos trés campos diferentes da imagem, e em

cada campo foi realizada a determinacdo de tamanhos de 50 microparticulas.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS MICROCAPSULAS APOS
SECAGEM

A morfologia das microcapsulas secas por liofilizagcdo foi examinada por microscopia
eletronica de varredura (MEV) em um microscopio Zeiss modelo DSM940A, operando com
aceleracdo do feixe de elétrons de 15 kV. Amostras de microparticulas secas de goma de

cajueiro/quitosana com o o6leo de pequi foram preparadas sobre porta-amostras metalicas

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pos-graduagao em 38
ciéncias naturais - PPGCN




e . , W -7 =\
COLETANEA DE ARTIGOS DO PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ! ﬁiir
CIENCIAS NATURAIS - PPGCN i W _ /'é }

(stubs), com o auxilio de fitas condutoras de carbono, e recobertas com uma fina camada de
ouro produzidas por um evaporador (sputter) do tipo Emitech, modelo K 550. Nas
microcapsulas sem o 6leo de pequi foram realizadas fraturas com o auxilio de bisturi, tendo

como objetivo a visualizagdo da estrutura interna das paredes das capsulas.
RESULTADOS E DISCUSSAO
FORMACAO DAS MICROCAPSULAS

A formacao das microcapsulas de 6leo de pequi, obtidas por coacervacao complexa
ocorrem devido as interagdes eletrostaticas atrativas entre goma de cajeiro e quitosana. A
precipitagdo dos dois polimeros ¢ decorrente da neutralizagdo mutua dos polissacarideos
anidnicos e catidnicos, diminuindo a carga elétrica total liquida e a hidrofilicidade das zonas de

interface, conforme pode ser visto na Figura 2.

Figura 2: (A) Emulsdo 6leo, quitosana e goma de cajueiro da formagao dos coacervados, (B) precitagdo dos
coacervados, (C) separag¢do dos coacervados da solugdo e (D) microcapsulas apos secagem por liofilizagdo.
3 e -\' v

- ® ©

Fonte: Elaborada pelos autores.

Essas interagdes, determinadas principalmente por atracdes do tipo eletrostaticas entre
biopolimeros com cargas opostas, induzem a formagao de coacervados complexos, que podem
ser insoluveis, formando um sistema de duas fases, consistindo em fases complexas

macromoleculares precipitadas e uma fase liquida continua (BUTSTRAEN; SALUN, 2014).

Estudos prévios realizados por Silva et al. (2022) relacionados ao presente trabalho
mostraram que microcapsulas de 6leo de pequi em matriz de goma de cajueiro e quitosana
apresentaram uma eficiéncia de encapsulagdo de 93,65 %, com um rendimento de 53,29 % e
capacidade de carga de 25,71 %. Outros trabalhos que utilizaram a coacervagao complexa como
método de encapsulacdo também encontraram uma capacidade de carga em torno de 30%
(OLIVEIRA et al., 2020; TIMILSENA et al., 2019). A espessura da matriz encapsulante pode
causar uma maior taxa de liberacdo (DEVI et al., 2012) e influenciam o valor de eficiéncia.

Esse comportamento foi observado por Silva et al. (2022), onde microcapsulas que
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apresentaram maior eficiéncia sdo aquelas que obtiveram menores resultados de capacidade de

carga.
MORFOLOGIA OPTICA E TAMANHO DE PARTICULA

A Figura 3 representa a micrografia das microcéapsulas de 6leo, usando a coacervagao

complexa, em matriz de goma de cajueiro e quitosana.

Figura 3: Microscopia Optica das microcapsulas de 6leo produzidas por coacervagdo complexa (aumento de
20x, barra representativa 50pm), em matriz goma de cajueiro/quitosana.
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Fonte: Elaborada pelés autores.

Observa-se a dominante ocorréncia de particulas com geometrias aproximadamente
esféricas, com uma razoavel distribui¢ao de tamanhos, o que corrobora o éxito da formagdo de
microcapsulas de o0leo de pequi, obtidas através do processo de coacervagao complexa, com
uma interface rigida e firme envolvendo a fase oleosa contida no interior das microcapsulas.
Estudos relataram a ocorréncia de semelhantes caracteristicas estruturais, como o de Barreto et
al., (2009) em microcapsulas de quitosana e proteinas de leite; Yuan et al, (2017) com
microcapsulas de proteina de soja e quitosana; Gomez-Estaca et al., (2016) com a goma de
cajueiro e gelatina e Butstraen e Saliin (2014) com quitosana e gelatina como biomateriais de

interface estrutural dos coacervados.

Sdo observadas ainda uma distribuicdo de tamanho heterogénea e foi realizada

determinagdo de tamanho médio de particulas, onde o valor obtido foi de 4,8 um.
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DAS PARTICULAS

A Figura 4 ¢ referente as micrografias das microcépsulas apos secagem por liofilizagdo.
Apods secagem por liofilizagdo, as capsulas apresentaram estruturas em formas de placas,

resultado da utilizagdo de alto vacuo e baixas temperaturas.
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Figura 4: Micrografias realizadas por MEV das microcapsulas secas por liofilizagdo, onde (A) sdo as
microcapsulas de 6leo de pequi, em matriz de goma de cajueiro/quitosana e (B) s@o as microcapsulas na auséncia
do dleo.

4 4 P
SEM HV: 15.0 kV. WD: 13.50 mm VEGA3 TESCAN]  sEM HV: 15.0 kv WD: 13.53 mm
View field: 415 pm Det: SE 400 ym View field: 415 pm Det: SE 100 pm

SEM MAG: 667 x  Date(midly): 04/2417 Embrapa Agroinddstria Tropical SEM MAG: 667 x | Date(m/dly): 04/24/17 Embrapa Agroindustria Tropical

Fonte: Elaborada pelos autores.
A presenga de estruturas semelhantes a “bolhas” pode ser atribuida a presenca de 6leo
na superficie das microparticulas (Figura 4 A). Suas estruturas irregulares, como a presenga de

poros e rachaduras, ajudam na reidratagao das microparticulas.

Para melhor visualiza¢do da estrutura da parede das microparticulas, foram realizadas
micrografias (Figura 4 B) com cortes na superficie, na auséncia de 6leo, haja vista que na
presenca do Oleo, ocorre o seu extravasamento da amostra no momento da fratura. Essas
micrografias evidenciam a presencas de falhas nas estruturas das particulas e que as estruturas
semelhantes a “bolhas” visualizadas nas micrografias anteriores estdo relacionadas a presenca
de 6leo na superficie. Alvim (2005) e Mendes (2012) usaram a liofiliza¢cdo como técnica de

desidratacao de microparticulas, obtendo amostras similares as apresentadas nas Figuras 4 A e
B.

CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo da técnica de coacervacdo complexa para a formacao de microcépsulas de
6leo de pequi, em matriz de goma de cajueiro e quitosana se mostrou bastante eficaz, haja vista
que foi comprovada a microencapsulacao pelas micrografias, onde os tamanhos de particulas
estao dentro dos padrdes de microcapsulas. Com isso, as propriedades ativas estarao protegidas
e o mascaramento do sabor e odor caracteristico do 6leo poderdo ser realizados em um sistema

onde a liberagdo pode ser controlada de acordo com as necessidades do produto.
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ARTIGO 4

ESTUDO ESTATISTICO DA SINTESE DE CARBOXIMETILQUITOSANA E
APLICACAO COMO BIOCOAGULANTE

Jodo Lucas Isidio de Oliveira Almeida
DOI10.47402/ed.ep.c20221822420 Raimundo Nonato Lima Junior

Flavia Oliveira Monteiro da Silva Abreu

RESUMO

Biopolimeros como a quitosana (QT) tém sido propostos como floculantes alternativos para o
tratamento de aguas devido a biodegradabilidade, maior eficiéncia em comparacdo com os
coagulantes tradicionais, além de modificacdes estruturais que podem potencializar sua
atividade. Neste trabalho foram sintetizados derivados carboximetilicos (CMQ) de QT sob
diferentes condi¢des: concentracdes de NaOH de 3 e 6 mol. L}, razdo de 4cido cloroacético:
quitosana (m/m) de 3:1 e 6:1 e nas temperaturas de 25 e 50 °C e tempo de agitacao de 2 e 4h,
onde avaliou-se a influéncia desses pardmetros no grau de substitui¢ao (GS) da QT através de
um fatorial 2*!. As CMQ’s foram caracterizadas por FTIR e titulagdo potenciométrica. Os
resultados do grau de substituicdo para as amostras variaram entre 32% e 41%, onde observou-
se que a temperatura e a razao acido:QT exerceram influéncias significativas no GS. De acordo
com os estudos de coagulagdo/floculagdo foi possivel observar que tanto QT, quanto CMQ, sao
mais eficientes que o Alx(SOs)3, pois necessitam de dosagens bem menores para uma remogao
de 99% de cor e turbidez, com concentragdes que variaram entre 4 mg. L' e 24 mg. L,
enquanto que para o Alx(SO4); foram necesséarias dosagens acima de 90 mg. L'!. Também foi
possivel observar que a amostra com maior GS teve uma melhor eficiéncia, indicando ser um
fator importante na aplicagao das CMQ’s. Com os estudos realizados pdde-se demonstrar que
as CMQ’s apresentaram uma elevada eficiéncia em concentra¢des menores que o Alx(SO4)3 e
menor varia¢ao no pH final utilizando as concentracdes ideais.

PALAVRAS-CHAVE: Quitosana. Derivativos Funcionais. Bioadsor¢ao.

INTRODUCAO

Otimizar o tratamento de agua ¢ um objetivo geral em todo o mundo, visando reduzir
cada vez mais os residuos gerados durante as etapas realizadas como, por exemplo, o excesso
de aluminio residual na 4gua e no lodo gerado ao fim do processo de coagulagdo além de reduzir
os custos do processo. (GHERMAOUT; GHERMAOUT; NACEUR, 2011). Visando
aperfeigoar o processo e reduzir os impactos ambientais, materiais naturais biodegradaveis vém
ganhando forca para utilizagdo principalmente na etapa de coagulacido que utiliza sulfato de
aluminio, que necessita de altas dosagens e gera uma grande quantidade residual de aluminio

livre ao fim do tratamento (VERMA; DASH; BHUNIA, 2012).

Biocoagulantes vem ganhando atencao para serem aplicados no processo de coagulagao

no lugar dos coagulantes tradicionais devido a biodegradabilidade, baixo preco e abundancia
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no ambiente além de outras vantagens como utilizagdo em menores dosagens e formacgao de
lodo que pode ser degradado por micro-organismos (BOLTO; GREGORY, 2007).
Biopolimeros sdo os biocoagulantes de maior destaque em recentes estudos, em especial a
quitosana que ja demonstrou uma excelente eficiéncia como coagulante em comparagdo aos
tradicionais além de ser suscetivel a modificacdes estruturais que a tornam mais eficiente

(LIMA JUNIOR; ABREU; ALMEIDA, 2018)

Devido aos resultados promissores de biopolimeros e seus derivados como agentes
biocoagulantes, neste trabalho utilizou-se quitosana e carboximetilquitosana em comparagao
com o sulfato de aluminio para avaliar a eficiéncia na remoc¢ao de cor e turbidez e variagao do
pH, buscando mostrar a aplicabilidade destes polimeros como agentes coagulantes no
tratamento de agua visando reduzir os impactos ambientais e produzir uma agua de melhor

qualidade ao fim do processo de tratamento.
METODOLOGIA
SINTESE DA CARBOXIMETILQUITOSANA

As amostras de carboximetilquitosana (CMQ) foram obtidas de acordo com
metodologia descrita por Abreu (2009), através da sintese de éteres de Williamson, em que
aproximadamente 3,5 g de QT foram suspensos em 70 mL de isopropanol por aproximadamente
10 minutos, em seguida foi adicionado NaOH promover a alcalinizagdo do meio reacional
durante 30 minutos em agitador magnético. Apds esse tempo adicionou-se acido
monocloroacético em determinadas proporgdes € a mistura reacional foi aquecida a certa
temperatura durante determinado periodo. Apds essa etapa retirou-se o sistema da agitacao,
esperou-se esfriar até a temperatura ambiente e foram realizadas diversas lavagens com etanol
80 e 90% e uma ultima lavagem com metanol. Apos isso as amostras foram secas em a

temperatura ambiente por 24h.

Foi realizado um planejamento fatorial fracionario 2*! para avaliar quais os fatores
influenciam de forma significativa no grau de substituicdo das amostras sintetizadas, utilizando
a concentragdo de NaOH, o tempo de agitacdo, a razdo em massa de acido:QT (m/m) e a
temperatura como fatores. Os niveis de cada fator estdao representados na Tabela 1 a seguir. O
planejamento foi constituido por 8 experimentos, onde cada um dos fatores foi avaliado em dois

niveis diferentes, baixo (-) e alto (+).
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Tabela 1: Niveis das varaveis reacionais da sintese das CMQ’s.

Fator Nivel Baixo (-1) Nivel Alto (+1)
A- Tempo de agitagao (h) 2 4
B - Temperatura (°C) 25 50
C - Razao acido:QT (m/m) 3:1 6:1
D - Concentragio de NaOH (mol.L™") 3 7

Fonte: Elaborada pelos autores.

CARACTERIZACOES
Titulacio potenciométrica

Para a determinacdo do grau de substitui¢do (GS) das amostras de CMQ foram
realizadas titulagdes potenciométricas de acordo com metodologia descrita por Abreu (2009).
Dissolveu-se aproximadamente 0,4000 g de amostra do polissacarideo em 100,00 mL de agua.
A mistura foi acidificada com HCI 0,1 mol.L™! até que fosse obtida leitura de pH 2,00 em um
pHmetro (Luca-210). Em seguida, titulou-se a mistura com KOH 0,1 mol.L"! registrando a
adi¢do de volume da base em funcdo do pH. O GS foi calculados, com base na equagdo proposta

por Ge e Luo (2005) (Equagao 1).

GSCMQ (%) = mCMC— 58 x My *Vion) 100 (1)

Sendo: 161 (g/mol) representa a massa molecular da unidade glicosidica da QT, [base]
a concentragdo molar de KOH utilizada na titulagdo, o termo (Vkon) € a diferenca do volume
em litros da solucdo de KOH entre o segundo e o primeiro ponto de inflexdo da curva, mCMQ
¢ a massa de CMQ (g), e 58 ¢ a massa molar da unidade dos grupos carboximetilicos. Foi
aplicada a analise derivativa para auxiliar na determinagdo de V2 e V1. Para isso foi utilizado

o método da primeira derivada (dpH/dV) com o auxilio do Microsoft Excel 2007.
Espectroscopia na regiao do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada para determinar o GD da QT
e os valore de GS das CMQ’s através da analise das bandas caracteristicas das amostras obtidas
nos espectros. Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando um espectrofotometro
modelo Nicolet is5 da Thermo Scientific. As amostras foram preparadas na forma de pastilhas
de KBr na proporgao 1:20 (m/m) (amostra:KBr) e os espectros registrados no intervalo de 4000

a 400 cm’!, empregando-se 32 scans e resolugio de 4 cm™.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

GRAU DE SUBSTITUICAO DAS CMQ’s

O GS das amostras sintetizadas foi obtido através de potenciometria, e foi utilizado

como variavel de resposta para a analise ANOVA a fim de identificar quais fatores influenciam

de forma significativa na reacdo sob as condicdes estudadas. A Tabela 2 indica o grau de

substitui¢do obtido apds a realizagdo das titulagdes de todos os experimentos realizados.

Tabela 2: GS obtidos para as amostras bem como as condi¢des dos fatores.

BCD ACD ABD CD BD AD D GS

Amostra A B C AB AC BC ABC (%)
2/25CMQ3A/3M -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 38,5
4/25CMQ3A/TM +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 39.9
2/60CMQ3A/7TM -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1 36,1
4/60CMQ3A/3M +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 32,7
2/25CMQ6A/TM -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 39,5
4/25CMQ6A/3M +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1 41,2
2/60CMQ6A/3M -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 37,8
4/60CMQ6A/7TM +1 +1 +1 +1 +1 41 +1 35,9

Fonte: Elaborada pelos autores.

Através da obtengdo dos valores de GS e da utilizagdo da matriz experimental, foram

calculados para cada fator o contraste, o efeito e a soma quadrada (SQ). Os resultados obtidos

foram utilizados para a constru¢do da tabela ANOVA (Tabela 3). A partir dos resultados pode-

se analisar que o efeito principal A, referente ao tempo de agitagdo, o efeito D, confundido com

o efeito terciario ABC, que se refere a concentracdo de base, e os efeitos confundidos AC/BD

e BC/AD nao influenciam significativamente o GS das amostras.

Tabela 3: Analise ANOVA dos fatores.

SQ GL MQ F
B 34,4 1 34,4 67,7
C 6,5 1 6,5 12,7
AB/CD 8.8 1 8.8 17,3
RESIDUO 2,0 4 0,51
SQT 51,8 7

Ftab
7,71

Fonte: Elaborada pelos autores.

No que diz respeito a influéncia dos fatores no GS das amostras sintetizadas, dois fatores

principais e um efeito de interagdo confundido se mostraram significativos, ou seja, possuiram

F>Ftab, que foram os fatores B referente a temperatura, C referente a razao acido:QT e os
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efeitos confundidos AB/CD. O fator A, tempo de agitacdo, ndo se mostrou significativo para a
reagdo e por possuir um efeito negativo, a otimizagao do experimento se d4 com um tempo de

agitacdo de duas horas.

Através desses dados obtidos foi realizado um fatorial completo sem o fator A, que nao
foi significativo, mas levando em conta o fator D, que est4d confundido com a interacdo ABC,
pois estudos sugerem que ha influéncia da concentragdo da base no GS das amostras.
Analisando os dados percebeu-se que o fator principal B e os fatores de interagao BD, CD e
BCD possuem baixas somas quadradas, isso demonstra que eles ndo contribuem de forma
significativa para o grau de substituicdo das amostras, e foram utilizados para compor o erro da

tabela ANOVA que ¢ representada pela Tabela 4.

Tabela 4: Tabela ANOVA do fatorial 2°.

SQ GL MQ F Ftab
C 17,2 1 17,2 67,71 7,71
D 3,2 1 3,2 12,74
BC 4.4 1 4.4 17,34
RESIDUO 1 4

SQT

Fonte: Elaborada pelos autores.

O fator B nao foi significativo e possui um efeito negativo, indicando que o GS das
CMQs nao sofre influéncia da significativa devido a variagdo da temperatura, mas sao
favorecidos quando se utiliza a temperatura em nivel baixo, ou seja, quando a reacdo ¢ realizada
a 25 °C. Isso se deve ao fato de que podem ocorrer reagdes paralelas entre o cloroacetato de
sodio formado, apos a adigdo do dcido monocloroacético no meio reacional € o hidréxido de
sodio, dando origem a um subproduto chamado glicolato de so6dio (KOUNDURI; FATEHI,
2016).

A reagdo paralela para a formagao do glicolato de s6dio possui uma energia de ativacao
mais elevada do que a reagdo de carboximetilagdo, logo um aumento da temperatura favorece
a ocorréncia dessa reagao lateral, reduzindo a quantidade de 4cido monocloroacético disponivel
para reagir com as hidroxilas desprotonadas nos carbono C-3 e C-6, levando a um menor grau

de substituigdo (IM et al., 2018; WU, 2011).

O fator C, referente a razdo em massa acido:QT também foi significativo, com um efeito
negativo, indicando que o GS das amostras ¢ favorecido quando se utiliza o nivel baixo do fator,
ou seja, a razao acido:QT de 3:1. Isso ¢ explicado devido ao fato de que uma quantidade menor

de 4acido presente tende a ndo favorecer a reacdo paralela que pode ocorrer entre ele e o
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hidroxido de soédio, o que acarretaria em uma reducdo da eficiéncia da reacdo de

carboximetilacdo (BUKZEM et al., 2016).

O fator D, concentracdo da base, foi significativo para o GS das amostras. Estudos
relatam que uma elevada concentracao de base causa uma maior desprotonacao das hidroxilas
e permite uma quantidade maior de sitios para reagir com o acido presente (BUKZEM et al.,
2016; SIAHAAN et al., 2017). Com isso, a concentragdo de base de 7 mol. L' favorece um

aumento no GS das amostras de CMQ.

A interagdo entre os fatores BC (Temperatura/razao 4cido:QT) também se demonstrou
significativo com efeito negativo, indicando que enquanto um dos fatores deve ser utilizado
com nivel alto, outro deve ser utilizado com nivel baixo devido a cinética da reagdo paralela

(KONDURI; FATEHI, 2016).
ESPECTROS DE INFRAVERMELHO

Para a avaliacdo da atividade coagulante foram selecionadas as amostras com maior e
menor grau de substituicdo que foram, respectivamente, 4/25CMQ6A/3M e 4/60CMQ3A/3M

cujos espectros de infravermelho estdo representados na Figura 1 a seguir junto com o da QT.

Figura 1: Espectros de infravermelho das amostras de (a) QT, (b) 4/25CMQ6A/3M e (c) 4/60CMQ3A/3M.

(€]

Transmutance (%)

3417

3421

e o
Fonte: Elaborada pelos autores.

Na Figura 1 (a) pode-se observar o espectro da amostra de QT, que apresenta as bandas
caracteristicas do material, como a banda em 3417 cm™' devido ao estiramento das hidroxilas
presentes (-OH) que se sobrepde ao estiramento —NH dos grupos amino presentes, a banda em
1633 cm’! referente ao estiramento simétrico da carbonila presente devido a incompleta

desacetilagio da amostra (-C=0) que corresponde ao pico da Amida I, o pico em 1557 cm™
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devido ao estiramento assimétrico da ligagdo —NH junto a carbonila correspondente ao pico da

Amida II (BORSAGLI et al., 2015; REDDI et al., 2017).

Para as amostras de CMQ ¢ possivel observar os picos caracteristicos da QT, mas com
algumas modificacdes que indicam a modifica¢do por carboximetilagdo. o pico por volta de
1740 cm™ ¢é associado a interagdo entre dimeros carboximetilicos. Também é possivel observar
um deslocamento do pico de 1633 cm™, Amida I, para a regidio de 1620 cm™ devido a formagio
de ligagdes de hidrogénio estabelecidas entre a amida e os grupos carboximetilicos inseridos

indicando que a sintese ocorreu com sucesso.
ESTUDOS DE COAGULACAO/FLOCULACAO
Determinacio da Dosagem Ideal

Apo6s as realizacdoes dos testes de coagulacdo/floculacdo para a determinagdo da
dosagem ideal foram obtidas as eficiéncias de remocao de turbidez (Figura 2a) e de cor aparente
(Figura 2b) para a QT, as amostras de CMQ e o Sulfato de Aluminio para comparacdo, como

pode ser visualizado a seguir.

Figura 2: Eficiéncia na remogao de turbidez (a) e de cor (b).

1000 —— .- ~, — ey
., *\
S0 n ",
\ ,
X, \
0o N \
P

Remaogio de Turbidez (%)

" ] 2 4 6 & ] 12 | L] 16 18 20 P M 5 30 0 %0 60 0 0w oW 100
Concentracio (mg'L)
- QT 4/60CMQBEAIM —  4/25CMQ3AIM = Sulfato de Aluminio

Remogaa de cor (%)

] Concentragio (mgLy

= QT 4/60CMQEAIIM - 4nscMQIAM ~ Sulfato de Aluminio

Fonte: Elaborada pelos autores.
As amostras foram aplicadas sob a forma de cloridrato, isso possibilita que ocorra a

protonacdo dos grupamentos amino presentes (-NH3") tornando-os polieletrolitos de natureza
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catidnica, com isso o polimero ¢ capaz de neutralizar ou reduzir a carga superficial das
particulas suspensas na amostra de agua sintética, que no geral possuem carga negativa,
causando assim a desestabilizagdo e posterior agregacdo formando flocos (BHALKARAN;

WILSON, 2016).

Para a QT foi observada uma dosagem ideal de 8 mg. L' com uma eficiéncia de 99%
de remocgao de cor e turbidez; para a amostra de 4/25/CMQ6A/3M a dosagem ideal foi de 10
mg. L e para a 4/60CMQ3A/3M foi 24 mg.L"!. Em comparag¢io com o Sulfato de Aluminio,
que atingiu 97% de eficiéncia com concentragdes da ordem de 90 mg. L', fica evidente que os
biocoagulantes possuem uma melhor atividade de remoc¢do de cor e turbidez utilizando

concentragdes bem menores que o coagulante tradicional.

E possivel observar para as amostras de QT e de 4/25/CMQ6A/3M que a uma certa
concentracdo ocorre uma reducdo na eficiéncia, isso se deve ao fato de que esta ocorrendo a
adicdo de excesso de coagulante, com isso ocorre uma re-estabiliza¢do das particulas suspensas
devido ao excesso de cargas positivas presentes, possibilitando com que as particulas possa

ficar novamente suspensas (YANG et al., 2016).

Para as amostras de CMQ também ¢ possivel observar que a dosagem ideal ¢ bem menor
do que a do sulfato de aluminio. Para a amostra com menor GS a dose ideal é de 24 mg. L,
maior do que a QT e a outra CMQ. Esse fato est4 relacionado com sua solubilidade, pois por
apresentar menor GS a amostra tende a ter solubilidade limitada em certas faixas de pH.
(BIDGOLI; ZAMANI; TAHERZADEH, 2010; CHEN; PARK, 2003). Outro fator que
contribui para sua baixa eficiéncia ¢ o percentual de N-Carboximetilagdo, da ordem de 3,63%,
isso dificulta que estes grupos amino sejam protonados o que reduz ainda mais a eficiéncia,
pois ocorrerd uma diminui¢do na quantidade de sitios positivos (-NH3") que sdo fundamentais

no processo de desestabilizacdo das particulas suspensas.
Influéncia no pH

O pH ¢ um parametro essencial para a analise da qualidade da 4gua, com isso a atividade
dos coagulantes deve gerar variagdes que ndo comprometam sua qualidade, deixando assim
esse parametro dentro dos valores limite apds essa etapa de tratamento. Na Figura 3 € possivel

observar como o pH variou em fungao da dosagem e do coagulante utilizado.
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Figura 3: Variacdo do pH em fun¢do da dosagem e do coagulante utilizado.

pH

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 30 40 50 60 70 80 9 100

Concentracao (mg/L)
== pH inicial & 4/25CMQG6A/3M 4/60CMQ3A/3M -=~ Sulfato de Aluminio
Fonte: Elaborada pelos autores.

Ao ser adicionado Sulfato de aluminio na 4gua o coagulante sofre hidrolise acida
formando diversos aquocomplexos de carga positiva que atuam na desestabilizacdo das
particulas suspensas, com isso ocorre a formagdo de grande quantidade de ions H3O"(aq) 0 que
causa reducdo no pH (MATILAINEM; VEPSALAINEM; SILLANPAA, 2010). Utilizando a
dosagem ideal do coagulante, 90 mg. L™, o pH final foi de 4,14 sendo assim ocorreu uma

variagdo de 43% em relacdo ao pH inicial, tornando a 4gua muito 4cida.

Para as amostras de CMQ ¢ possivel observar também que ha variagdao do pH, isso esta
relacionado com a forma sob a qual as amostras foram adicionadas, pois foram dissolvidas em
HCI e a variacdo se deve a ele, ja que estd presente com as amostras. Embora essa variacao
ocorra ela ¢ menos acentuada do que a causada pelo sulfato, a amostra de 4/25CMQ6A/3M
apresenta uma variacdo de 13,8% deixando o pH em 6,26. A amostra de 4/60CMQ3A/3M
apresentou uma variagao de 47,3%, deixando o pH final igual a 3,82 com a dosagem de 24 mg.
L, devido ao fato de ser necessario utilizar uma maior quantidade do coagulante, acaba se

adicionando mais acido presente e gerando maior variagdo no pH.
CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram sintetizadas diferentes amostras de carboximetilquitosana com a
finalidade de estudar a influéncia dos parametros reacionais no grau de substitui¢do para
posterior aplicagdo como biocoagulantes em adgua bruta sintética. Através dos experimentos foi
possivel observar que somente dois fatores foram significativos, a razao acido:QT (m:m) e a
temperatura, sendo que as condi¢des otimizadas sugerem a utilizacdo da temperatura em 25°C
e da razdo 4cido:QT de 6:1, corroborando com resultados ja publicados na literatura. Através

dos testes de coagulagdo para determinar a dosagem ideal foi possivel concluir que as amostras
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de CMQ, com maior € menor GS, necessitam de uma dosagem significativamente menor que o
Sulfato de aluminio utilizado como comparativo, 10 mg. L! para a 4/25CMQ6A/3M e 24 mg.
L para a 4/60CMQ6A/3M, enquanto que o Sulfato de aluminio necessitou de 90 mg. L™! para
uma eficiéncia de 97%. Além disso, as CMQs geraram menor variagdo no pH e um menor
volume de so6lidos sedimentaveis, o que corrobora ainda mais para confirma-las como materiais

a serem utilizados como potenciais substituintes do sulfato de aluminio.
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ARTIGO 5

POTENCIAL ANTIBACTERIANO E ANTIFUNGICO DE ESPECIES DO GENERO
VERNONIA SCHREB. (ASTAERACEAE)

DOI 10.47402/ed.ep.c20221823520 Antonio Carlos Nogueira Sobrinho
Raquel Oliveira dos Santos Fontenelle
RESUMO

Os produtos naturais sao fontes de varios compostos quimicos biologicamente ativos. Portanto,
estudos etnofarmacologicos e etnobotanicos sdo essenciais para a prospeccdo de novas
substancias quimicas, com potencial bioldégico, como uso no desenvolvimento de
medicamentos. Nesse contexto, muitos estudos tém sido realizados com a familia Asteraceae
demonstrando propriedades medicinais de seus representantes, como espécies do género
Vernonia, que sdo ricas em substancias bioativas como lactonas sesquiterpénicas, flavonoides,
taninos e esteroides. Esta revisdo apresenta uma visdo geral das espécies de Vernonia com
potencial antimicrobiano, suas principais caracteristicas fitoquimicas e usos etnomedicinais.

PALAVRAS-CHAVE: Potencial antimicrobiano; Familia Asteraceae; Caracteristicas
fitoquimicas.

INTRODUCAO

O desenvolvimento das sociedades, desde a era primitiva, permitiu a utilizagao dos
recursos naturais vegetais para a elaboragdo de medicamentos de uso terapéutico com a
finalidade de controlar certas infecgdes microbianas e deste modo otimizar resultados frente
aos fendmenos de resisténcia aos micro-organismos (DADGOSTAR, 2019). O crescente
aumento nas infec¢gdes microbianas, de etiologia bacteriana e fingica, suscita novas alternativas
terapéuticas diante de micro-organismos de importancia médico-veterinaria, o que revela a
necessidade de realizacdo de novas pesquisas de prospec¢do quimica e biologica de produtos

naturais (ROCHA et al., 2011).

Um fator relevante na terapéutica de infecgdes microbianas consiste no aumento da
resisténcia de micro-organismos as novas drogas produzidas pela induastria farmacéutica
(BERMAN; KRYSAN, 2020). As bactérias apresentam uma habilidade genética relacionada a
pressdo seletiva gerada pelos agentes antimicrobianos, o que contribui para a ocorréncia de
resisténcia (OLIVEIRA; SILVA, 2008). Em relacdo a descoberta de novas drogas antifiingicas,
os produtos naturais sao amplamente utilizados, ¢ os resultados apresentam grande utilidade
contra infecgdes fungicas (HOWARD et al.,, 2020). Devido a resisténcia de muitos micro-

organismos patogénicos, a procura por novos agentes antimicrobianos a partir das plantas ¢
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intensa. Contudo ainda sdo necessdrias pesquisas cientificas que confirmem o potencial

terapéutico de grande nimero de espécies vegetais.

Inimeras plantas tém sido utilizadas com fins profildticos e curativos de infecgdes.
Nesse contexto muitas pesquisas sao desenvolvidas em busca de espécies com potencial
antimicrobiano, como os ensaios com plantas aromadticas por seus Oleos essenciais serem
reconhecidos empiricamente e pelas propriedades antimicrobianas demonstradas contra uma

variedade de micro-organismos (SILVA et al., 2012).

Dentro do grupo das angiospermas, as plantas pertencentes a familia Asteraceae
correspondem a maior parcela, possuindo distribuicdo cosmopolita frequentemente encontrada
nos tropicos, subtropicos e regides temperadas (HATTORI; NAKAJIMA, 2008). Incluindo
cerca de 24.000-30.000 mil espécies descritas, pertencentes a 1600-1700 géneros distribuidos
em 17 tribos e 3 subfamilias, a familia Asteraceae ¢ relevante por suas propriedades cosméticas,
aromaticas e terapéuticas dentro da classe das angiospermas eudicotiledoneas (FUNK et al.,
2009; PETACCI et al., 2012; REIS et al., 2015). Junto com Calyceraceae, Campanulaceae,

Menyanthaceae e Goodeniaceae compde a ordem Asterales.

Os principais géneros de Asteraceae sao Aster, Inula, Xanthium, Eupatorium,
Carpesium, Saussurea, Vernonia e Taraxacum. (WU et al., 2006). Da tribo Vernonieae, o
género Vernonia Schreb. é um dos maiores da familia Asteraceae, predominando na Africa e
na América do Sul, com mais de 1000 espécies descritas (COSTA et al., 2008). Apresenta vasto
uso etnofarmacologico para o tratamento das mais diversas patologias, como antidoto para
picada de serpentes, além do uso alimenticio em algumas regides africanas (TOYANG;

VERPOORTE, 2013).

Inimeros estudos fitoquimicos com espécies do género Vermonia demonstraram a
presenca majoritaria de diterpenos (KOS et al., 2006), triterpenos (LIANG et al., 2003),
esteroides (TCHINDA et al., 2003), e dos constituintes quimicos mais frequentemente isolados,
flavondides (ALARA; ABDURAHMAN; OLALERE, 2020) e lactonas sesquiterpénicas
(BUSKUHL et al., 2010).

Este capitulo apresenta uma revisdo do potencial antimicrobiano, com foco nas
atividades antibacteriana e antiflingica, de espécies pertencentes ao género Vernonia,
destacando as propriedades bioldgicas, fitoquimicas e etnofarmacoldgicas de espécies do

género.
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POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO GENERO VERNONIA

Vernonia ¢ um género de plantas pertencente a tribo Vernonieae (Cichorioideae) e a
familia Asteraceae, com cerca de 1.000 espécies descritas, sendo o maior género da tribo
(TOYANG; VERPOORTE, 2013). Sao encontradas nas areas tropicais e subtropicais do
mundo, especialmente na América do Sul e na Africa, seus principais centros de dispersdo
(COSTA et al., 2008). O referido género leva o nome do botanico inglés William Vernon, que
coletou e identificou este género em Maryland/USA nos fins da década de 1600 (TOYANG;
VERPOORTE, 2013).

No Brasil foram estimadas mais de 200 espécies de Vernonia, sendo caracterizadas
como ervas, arbustos ou arvores com folhagens e habitos variados (GALLON et al., 2018).
Quanto as caracteristicas morfoanatdmicas, apresentam capitulos solitarios, racemosos,
paniculados os escorpioides, com flores de cores variadas. Os frutos sdo cipselas podendo ser
angulosas ou costadas, glabras ou sericeas. Apresentam um papus quase sempre duplo, formado
por uma fileira externa de cerdas curtas e outra fileira interna de cerdas plumosas, barbeladas

ou escabrosas, persistentes ou nao. (GALASTRI; OLIVEIRA, 2010).

Estudos fitoquimicos apontam como principais constituintes relatados para o género:
lactonas sesquiterpénicas, triterpenos, esteroides, carotenoides, flavondides, lignoides,
alcaloides e taninos (TOIGO et al., 2004). Os constituintes mais frequentes sdo os flavonoéides,
indicativos de atividade antioxidante (SALAWU et al., 2011) e as lactonas sesquiterpénicas,
sendo estas ultimas consideradas os marcadores quimiotaxondmicos do género

(ALBUQUERQUE et al., 2007a).

Diversas lactonas sesquiterpénicas foram isoladas de espécies do género Vernonia com
variados tipos de bioatividade, como moluscocida, antifungica, antitumoral, citotdxica e
inseticida contra insetos herbivoros (WEDGE et al., 2000; FREIRE et al., 1996c; LOPES,
1991). Em V. amygdalina foram isolados as lactonas sesquiterpénicas vernolideo e vernodalol

(Figura 1) com potencial atividade antibacteriana e antifungica (ERASTO et al., 2006).
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Figura 1: Estrutura quimica do vernolideo e vernodalol. Lactonas sesquiterpénicas encontradas na V.
amygdalina.

Vernolideo Vernodalol

Fonte: Erasto et al. (2006).
Em uma investigacdo da composi¢do quimica dos extratos hexanico e etandlico das
partes aéreas de V. chalybaea Mart, por meio de métodos espectroscopicos, foram isolados
terpendides, flavonoides, alcoois e éteres alifaticos. Um alcool e um dos éteres foram isolados

como produtos naturais pela primeira vez no género (COSTA et al., 2008).

Na medicina tradicional, inimeras espécies de Vernonia sao empregadas no tratamento
de patologias diversas. Do ponto de vista farmacologico t€m sido investigadas revelando
propriedades como, antiplasmodica (STANGELAND et al, 2011), analgésica
(ALBUQUERQUE et al, 2007b), anti-inflamatoria (MALAFRONTE et al., 2009),
antimicrobiana (OGUNDARE et al., 2006), antidiabetes (AKINOLA et al., 2011), antioxidante
(OWOLABI et al., 2011) e antitumoral (SANGEETHA; VENKATARATHINAKUMAR,
2011).

A literatura mundial aponta inimeros estudos de espécies do género Vernonia, com
potencial atividade antimicrobiana frente a cepas de bactérias, protozoarios e fungos patogenos

animais e vegetais, fazendo uso de extratos, 6leos fixos e oOleos essenciais (SOBRINHO;

SOUZA; FONTENELLE, 2015).

Os estudos de prospeccdo fitoquimica sao promissores na identificagdo de compostos
bioativos por meio de um screening com plantas de uso etnomedicinal, sendo relevantes na
identificacdo de plantas pertencentes ao género Vernonia, com agao antimicrobiana (HAMILL

etal.,2000; MAGADULA; ERASTO, 2009).

Na Etiopia, um estudo com nove plantas de uso etnomedicinal indica que espécies do

género Vernonia sdo usadas para o tratamento de infecgdes da visdo, como cicatrizante de
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feridas e para o tratamento de problemas 6sseos decorrentes de fraturas por meio da decocgao

de folhas frescas com posterior aplica¢do nas lesdes e ingestdo (KALAYOU et al.,, 2012).

Segue uma revisao dos usos etnofarmacolédgicos, dos locais de prevaléncia e do

potencial antimicrobiano de espécies pertencentes ao género Vernonia, com correspondentes

informagdes no Quadro 1.

Quadro 1: Espécies do género Vernonia com atividade antimicrobiana frente a fungos e bactérias.

Nome cientifico Parte Preparacio Substiancias Atividade biolégica Referéncia
utilizada biologica bioativas
Vernonia adoensis F EE Terpenodides Atividade antibacteriana: bactérias | KISANGAU
Sch. Bip. ex Walp gram-positivas e gram-negativas et al. (2007)
Atividade  antifingica:  levedura
Candida albicans
Vernonia F EAE Lactonas Atividade antibacteriana: bactérias | JISAKA et al.
amygdalina Delile sesquiterpénicas | gram-positivas e gram-negativas (1993)

F EM Taninos, Atividade antibacteriana: bactérias | AKINPELU
saponinas e gram-positivas e gram-negativas (1999a)
flavonoides Atividade  antifiingica:  levedura

Candida albicans
F EM/EET/EA Lactonas Atividade antibacteriana: bactérias | OTSHUDI et
sesquiterpénicas | gram-positivas e gram-negativas al. (1999)
e esteroides
glucosidicos
PA EM/EC Atividade antibacteriana: bactérias | KAMBIZI;
gram-positivas e gram-negativas AFOLAYAN(
2001)
F EET Lactonas Atividade antibacteriana: bactérias | ERASTO et al.
sesquiterpénicas | gram-positivas e gram-negativas (2006)
F EA Atividade antifungica: fungo | SULEIMAN
filamentoso Fusarium sp et al. (2008)
F EM Lactonas Atividade antibacteriana: bactérias | CHERUIYOT
sesquiterpénicas | gram-positivas e gram-negativas et al. (2009)
e esteroides
glicosidicos
F EC Atividade antibacteriana: bactéria | MURAINA et
gram-positiva Mycoplasma mycoides | al. (2010)
subsp. mycoides
F EET/EA Compostos Atividade antibacteriana: bactérias | SALAWU et
fenolicos gram-positivas e gram-negativas al. (2011)

F EET/EA Lactonas Atividade antibacteriana: bactérias | ADETUTU et

sesquiterpénicas | gram-positivas e gram-negativas al. (2011b)

F EM Alcaloides, Atividade  antibacteriana:  gram- | NOUMEDEM

fenois, taninos, | negativas et al. (2013)
fitosterois,
flavonoides e
saponinas
Vernonia S EM Atividade antibacteriana: bactérias | JAHAN et al.
anthelmintica (L.) gram-positivas e gram-negativas (2010)

Willd

Atividade antifingica: levedura e

fungos filamentosos
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Vernonia F/C/R EH/EDM/E Triterpenos e Atividade antibacteriana: bactérias | KIPLIMO et
auriculifera Hiern AE/EM sesquiterpenos | gram-positivas e gram-negativas al. (2011)
Vernonia F OE Sesquiterpenos | Atividade antibacteriana: bactérias | MAIA et al.
brasiliana (L) gram-positivas e gram-negativas (2010)
Druce.
Vernonia PA OE Sesquiterpenos | Atividade antifiingica: fungos | SOBRINHO et
chalybaea Mart. ex filamentosos dermatofitos al. (2020)
DC.
Vernonia cinerea PA EM Atividade antibacteriana: bactéria | LATHA et al.
(L.) Less. gram-negativa Pseudomonas | (2010)
aeruginosa
F EM Atividade  antifungica: levedura | LATHA et al.
Candida albicans e Cryptococcus | (2011)
neoformans
Vernonia PA EM Atividade antibacteriana: bactéria | BRASILEIRO
condensata Baker. gram-positiva Staphylococcus aureus | et al. (2006)
e bactéria gram-negativa Escherichia
coli
Vernonia S OF Compostos Atividade antibacteriana: bactérias | MBUGUA et
galamensis (Cass.) aminados gram-positivas e gram-negativas al. (2007)
Less. Atividade antifingica: levedura e
fungos filamentosos dermatéfitos
Vernonia  glabra | PA/C/R EDM/EM Atividade antibacteriana: bactéria | KITONDE et
(Steetz) Oliv. ; gram-positiva Staphylococcus aureus | al. (2013)
Hiern e bactéria gram-negativa Escherichia
coli
Atividade antifingica: levedura e
fungo filamentoso
Vernonia R EDM/EM/E Atividade antibacteriana: bactérias | TOYANG et
guineensis Benth. A gram-positivas e gram-negativas al. (2012)
Atividade antifungica: leveduras e
fungos filamentosos dermatéfitos
Vernonia F EM Alcaloides, Atividade  antibacteriana:  gram- | NOUMEDEM
hymenolepis (H.F.) fendis e negativas etal. (2013)
Hook. flavonoides
Vernonia lasiopus F/C EA Atividade antibacteriana: bactérias | KARERU et
O. Hoffm. gram-positivas e gram-negativas al. (2008)
Vernonia F EM Alcaloides, Atividade  antifingica:  levedura | BRAGA et al.
polyanthes Less. triterpenoides, | Candida albicans e Cryptococcus | (2007)
cumarinas e neoformans
flavonoides Atividade leishmanicida:
Leishmania amazonensis [
Leishmania chagasi
Vernonia F OE Sesquiterpenos | Atividade antibacteriana: bactérias | MAIA et al.
remotiflora gram-positivas e gram-negativas (2010)
Vernonia C EH/ECL Lactonas Atividade antifiingica: fungo | FREIRE et al.
scorpioides (Lam.) sesquiterpénicas | Penicilium citrinum (1996a)
Pers.
F EH/ECL Lactonas Atividade antifiingica: fungos | FREIRE et al.
sesquiterpénicas | Penicilium citrinum e Aspergillus | (1996b)
alutaceos
PA OE Terpenoides Atividade antibacteriana: bactéria | TOIGO et al.
gram-positiva Staphylococcus aureus | (2004)

e bactéria gram-negativa Escherichia
coli

Atividade  antifiingica:
Candida albicans

levedura
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F EAE Atividade antibacteriana: bactéria | KREUGER et
gram-positiva Staphylococcus aureus | al. (2012)
Vernonia smithiana PA OE Terpenodides Atividade antibacteriana: bactérias | VAGIONAS
(DC) Less. gram-positivas e gram-negativas et al. (2007)
Atividade antifingica: leveduras
Vernonia species F EM Atividade antibacteriana: bactérias | KALAYOU et
gram-positivas e gram-negativas al. (2012)
Vernonia F/C EM/EAE/EC Alcaloides, Atividade antibacteriana: bactérias | OGUNDARE
tenoreana Oliv /EH taninos, taninos | gram-positivas e gram-negativas et al. (2006)
flobafénicos, Atividade antifungica: leveduras e
antraquinonas e | fungos filamentosos
glicosideos
cardiacos

C - Caules; EA - Extrato de acetona; EAE - Extrato de acetato de etila; EAq - Extrato aquoso; EC - Extrato de
cloroformio; ED - Extrato de diclorometano; EE - extrato etanolico; EED - Extrato de éter dietilico; EH - Extrato
hexanico; EM - Extrato metandlico; EP - Extrato de éter de petroleo; F - Folhas; OE - Oleo essencial; OF - Oleo

fixo; PA - Parte aérea; R - Raiz; S - Semente.

Vernonia adoensis Sch. Bip. ex Walp

Espécie usada na medicina popular africana para o tratamento de diversas enfermidades,
com destaque para doencas infecciosas como HIV/AIDS (LAMORDE et al., 2010), tuberculose
e gonorreia (KISANGAU et al., 2007) e para a protozoose malaria (RAGUNATHAN;
SOLOMON, 2009).

Na Tanzania a partir de estudos etnobotanicos foi testado o extrato etéreo de petroleo
das folhas contra as bactérias Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, além de ensaio antifungico para a levedura Candida albicans. Foram
usados os métodos de difusdo em disco e difusdo em agar. Para todos os micro-organismos
ensaiados os extratos apenas mostraram bioatividade frente a cepa de E. coli. (KISANGAU et

al.,2007).
Vernonia amygdalina Delil

V. amygdalina se configura como uma espécie de vasto uso medicinal por muitas
populacdes de paises africanos, tendo seu uso popular para tratamento de malaria, helmintoses,
disturbios gastrointestinais e febre (HAMILL et al., 2000; MAGADULA; ERASTO, 2009),
cicatrizagdo de feridas por meio da decoc¢ao (ADETUTU et al., 2011b), tratamento de
infec¢des microbianas (NOUMEDEM et al., 2013).

A partir de extrato acetato-etilico das folhas foram isoladas trés lactonas
sesquiterpénicas: vernodalina, vernolideo e hidroxivernolideo. Do extrato metanolico foi

isolado o vernodalol. Todos foram ensaiados frente as cepas de Bacillus subtilis, Micrococcus
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luteus, Escherichia coli e Agrobacterium tumefaciens, apresentando resultados significativos

expressos em zona de inibicao de crescimento (JISAKA et al., 1993).

Em estudo de Akinpelu (1999a), foram isoladas saponinas, taninos e flavonoides do
extrato metanolico de folhas. Foram realizados testes de sensibilidade pelo método de difusao
em agar e diluicdo em caldo para as bactérias Klebsiella pneumoniae, B. subtilis, E. coli, P.
aeruginosa, Proteus vulgaris, Serratia marcescens, Shigella dysenteriae e Staphylococcus
aureus. Também ensaio antifingico para a levedura Candida albicans. Os resultados
mostraram atividade antimicrobiana para quase todos os micro-organismos ensaiados, exceto

S. marcescens, E. coli e C. albicans.

Fazendo uso das partes aéreas, estudos diversos investigaram o potencial antimicrobiano
para bactérias gram-positivas e gram-negativas, diversificando os solventes: metanol, etanol e
agua (OTSHUDI et al., 1999); metanol e acetona (KAMBIZI; AFOLAYAN, 2001); etanol
(ERASTO et al., 2006); metanol (CHERUIYOT et al., 2009); etanol e 4gua (SALAWU et al.,
2011); etanol e 4gua (ADETUTU et al., 2011); metanol (NOUMEDEM et al., 2013); acetona
(MURAINA et al., 2010).

Ha relatos na literatura de atividade antifungica de V. amygdalina frente a C. albicans
(AKINPELU, 1999), bem como a fungos do género Fusarium, responsaveis por infec¢des
humanas superficiais e sist€émicas, além da contaminagdo alimentar por meio de micotoxinas

produzidas (SULEIMAN et al., 2008).
Vernonia anthelmintica (L.) Willd

V. anthelmintica [sin. Centhraterum anthelminticum Kuntze] nativa dos continentes
africano e asiatico, se apresenta como uma espécie de uso medicinal, sendo usada para o
tratamento de diabetes (FATIMA et al., 2010; RAO et al., 2010) e de helmintoses (MALI;
MEHTA, 2008).

Extrato metanolico de sementes foi testado contra cepas de bactérias P. aeruginosa,
Yersinia aldovae, Citrobacter, Shigella flexneri, E. coli e S. aureus. Também foi testada a
atividade antifungica frente a Saccharomyces cerevisiae, C. albicans, Aspergillus parasiticus,
Macrophomina, Fusarium solani, Trichophyton rubrum e Trichophyton occidentalis. Os
extratos apresentaram atividade aintibacterianna contra todas as cepas ensaiadas exceto Y.
aldovae. Entretanto nos ensaios antifingicos apenas demonstrou acdo inibitdria para o

dermatofito 7. rubrum (JAHAN et al., 2010).
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Vernonia auriculifera Hiern

V. auriculifera € uma espécie de porte arbustivo cuja altura varia entre 1m e 7,5m, nativa
do continente africano apresenta uso na medicina popular para o alivio de dores de cabeca
(KUSAMBA, 2001), para tratamento de conjuntivite, febre, infec¢des virais e bacterianas
(MUTHAURA et al., 2007), além de relatos de uso como decoc¢ao em Camardes (FOCHO et
al., 2009).

Em estudos de Kiplimo et al. (2011) a partir de raiz, caule e folhas de V. auriculifera
foram realizados extratos com os solventes organicos hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol. Foram isolados oito triterpenos e um sesquiterpeno aminado. Os compostos isolados
foram testados, pelo método de microdiluicdo em caldo, contra E. coli, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, Stenotrophomonas maltophilia, S. aureus, B. subtilis, Enterococcus faecium,
Staphylococcus  epidermidis, Staphylococcus  saprophyticus. Os resultados mostraram

moderada atividade antibacteriana.
Vernonia brasiliana (L.) Druce.

V. brasiliana ¢ uma espécie vegetal encontrada no nordeste do Brasil, cuja atividade
antiplasmodica para Plasmodium berghei e P. falciparum foi investigada (CARVALHO et al.,
1991).

O dleo essencial de folhas, extraido pelo método de hidrodestilagdo, foi ensaiado contra
P. aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Salmonella choleraeasuis, K. pneumoniae, S. aureus €
B. subtilis, pelo método de difusao em disco, apresentando atividade antibacteriana de amplo

espectro contra todos os micro-organismos ensaiados (MAIA et al., 2010).
Vernonia chalybaea Mart. ex DC.

V. chalybaea é uma espécie de porte subarbustivo, com crescimento ereto entre 0,5 e
1,5 m de altura (Figura 11), muito ramificada, conhecida vulgarmente como “cheira-bode”,
“balaio” e “vassourinha” (ALBUQUERQUE et al., 2007b). No territorio brasileiro encontra-se
distribuida pela regido Nordeste (TELES; BAUTISTA, 2006), sendo encontrada no Estado do
Ceara de modo especial na restinga e planicie costeira (SANTOS-FILHO et al., 2011).

Os estudos biologicos sobre a espécie V. chalybaea ainda sdo escassos, prevalecendo
levantamentos floristicos e fitogeograficos no dominio da Caatinga (LEMOS; MEGURO,
2010; PEREIRA; SILVA; BARBOSA, 2010). Em estudos etnobotanicos de Albuquerque et

al., (2007b) foram investigados os usos populares de plantas para fins medicinais na Caatinga.
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Observaram que da V. chalybaea sdo usadas folhas e raizes para o tratamento de hidropisia e
de disfuncdes da vesicula biliar. Todavia, um estudo recente identificou a¢do antifingica contra
o fungo dermatofito Trichophyton rubrum, do O6leo essencial, que apresentou em sua
composi¢dao quimica os constituintes majoritarios B-cariofileno, biciclogermacreno e 6xido de

cariofileno (SOBRINHO et al., 2020).
Vernonia cinerea (L.) Less.

V. cinerea ¢ uma espécie de porte herbaceo com uso etnofarmacologico registrado na
América do Sul, Africa e Asia, para tratamento de diversas disfung¢des organicas, como malaria
(JAIN; PURI, 1984; MOSHI et al., 2009; PADAL et al., 2010), helmintoses
(ALAGESABOOPATHI et al., 2009; JOHRI et al., 1995) e infecgdes da pele (MAREGESI et
al., 2007; MOSHI et al., 2009).

O extrato metanolico das partes aéreas foi testado frente a bactéria P. aeruginosa,
patdgeno oportunista destaque em infec¢des hospitalares. Foi usado o método de difusdo em
disco e de dilui¢@o em caldo. O extrato mostrou atividade antimicrobiana dose-dependente para

a bactéria ensaiada (LATHA et al., 2010).

Quanto a atividade antifiingica, foi testado o extrato metanolico das partes aéreas contra
cepas das leveduras C. albicans e Cryptococcus neoformans. Os ensaios foram realizados pelo
método de difusao em disco, demonstrando atividade contra ambas as leveduras, com melhor

atividade para C. albicans (LATHA et al., 2011).
Vernonia condensata Baker.

V. condensata ¢ uma espécie encontrada no Brasil e na Africa com relatos de uso
medicinal na Nigéria contra picada de serpentes (PEREIRA ef al., 1994). No Brasil seu uso
terapéutico, em geral das folhas, ¢ empregado para alivio de dores musculares, problemas

gastrointestinais e hepaticos (ALBUQUERQUE et al., 2007b).

O estudo do extrato metanolico das partes aéreas demonstrou atividade antibacteriana
contra S. aureus pelo método de diluicdo seriada em caldo, com concentragdo inibitdria minima
superior ao controle positivo utilizado que foi o quimioterapico cloranfenicol (BRASILEIRO

et al.,20006).
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Vernonia galamensis (Cass.) Less.

A espécie V. galamensis encontrada no continente africano, apresenta valor comercial
agregado devido ao dleo extraido de suas sementes com importante uso medicinal para o

tratamento de diabetes e outras disfun¢des organicas (AUTAMASHIH et al., 2011).

Esses 0leos apresentam altos teores de acido vernélico, uma gordura insaturada formada
por triglicerideos como a trivernolina presente como constituinte majoritario (Figura 2). Os
derivados dos oleos fixos de V. galamensis, como as gorduras aminadas, sao importantes
intermediarios quimicos para o comércio, além de atuarem como aditivos para filmes de
polietileno, repelentes a base de dgua, compostos fungicidas, dentre outros (WATANABE et

al., 1993).

Figura 2: Trivernolina. Triglicerideo do acido verndlico (&cido cis-12,13-epoxi-cis-9octadecanodico).
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Fonte: Mbugua ef al. (2007).

Estudo envolvendo o 6leo fixo de sementes isolou gorduras insaturadas, posteriormente
convertidas em gorduras aminadas, vernoliamidas, cuja atividade antimicrobiana foi testada
para as bactérias E. coli, B. subtilis e S. aureus, ¢ para os fungos S. cerevisiae, Microsporum
gypseum e Trichophyton mentagrophytes. Foi usado o método de difusdo em disco, no qual os
resultados demonstraram apenas atividade contra as cepas de E. coli e B. subtilis, ndo inibindo

o crescimento dos fungos dermatéfitos ensaiados e da levedura (MBUGUA et al., 2007).
Vernonia glabra (Steetz) Oliv. ; Hiern

Espécie herbacea encontrada na Africa, V. glabra apresenta uso terapéutico no Quénia
para problemas gastrointestinais por meio da decoc¢dao de folhas e raizes com a posterior
ingestao (JOHNS et al., 1995). Também ¢ usada no mesmo pais como antidoto para picada de

serpentes (OWUOR; KISANGAU, 2006).

Extrato diclorometanico e metandlico das partes aéreas, caule e raiz, foram testados

frente as cepas de bactéria gram-positiva S. aureus e bactéria gram-negativa E. coli e de fungos
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C. albicans e Aspergillus niger pelo método de difusdo em disco. Os resultados apresentaram
um potencial antimicrobiano moderado para todos os micro-organismos ensaiados dependente

da parte da planta utilizada (KITONDE et al., 2013).
Vernonia guineensis Benth

Espécie amplamente usada na medicinal popular na Africa Central, Congo e em
Camardes, sendo relatada utilizacdo etnofarmacoldgica de sua raiz como estimulante,
afrodisiaco, antimicrobiano, como antidoto contra picada de serpentes e para o tratamento de

helmintoses (NOUMI, 2010; TCHINDA et al., 2002).

A partir das raizes de V. guineensis var. cameroonica C. D. Adams foram realizadas
extragdes com diclorometano, metanol e dgua destilada. Os extratos obtidos foram testados
frente as bactérias Acinetobacter baumannii, E. coli, P. aeruginosa, Salmonella typhimurium,
S. aureus, S. aureus resistente a meticilina, S. epidermidis. Para os testes antifungicos foram
testados os micro-organismos Aspergillus fumigatus, C. albicans, C. neoformans e T.
mentagrophytes. Foi usado o método de microdiluicdo em caldo para determinagdo da
concentracao inibitdria minima. Todos os extratos apresentaram atividade antimicrobiana para

todas as cepas testadas (TOYANG et al., 2012).
Vernonia hymenolepis (H.F.) Hook.

Encontrada no oeste do continente africano, a espécie V. hymenolepis apresenta uso
medicinal para tratamento de distarbios do sistema respiratorio e hipertensao arterial em Angola

(MENGOME et al., 2010).

A partir de testes fitoquimicos, o extrato metanolico de folhas frescas permitiu o
isolamento de alcaloides, fenodis e flavonoides. Os extratos foram testados contra as bactérias
gram-negativas: Providencia stuartii, P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter
cloacae e. aerogenes. Os ensaios foram realizados segundo o método de microdiluicdo em
caldo, com resultados promissores para todas as cepas de micro-organismos testados

(NOUMEDEM et al., 2013).
Vernonia lasiopus O. Hoffm.

V. lasiopus ¢ uma espécie nativa do continente africano, encontrada no Quénia,
Tanzania, Uganda e Ruanda, paises situados na Africa Central. Apresenta potencial bioldgico
sendo usada para tratamento de maléria e helmintoses, por meio da decoccdo de suas folhas e

cascas (KARERU et al., 2007).

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pds-graduagcdo em
ciéncias naturais - PPGCN

fr‘

WPy ¥
J,;s& {

@



Extrato aquoso das folhas e cascas foi testado contra cepas de E. coli, S. aureus, B.
subtilis, pelo método de difusdo em disco com resultados positivos para E. coli e B. subtilis,

expressos por meio de zona de inibi¢ao de crescimento (KARERU et al., 2008).
Vernonia polyanthes Less.

Espécie nativa do Brasil, V. polyanthes conhecida popularmente como “assa-peixe”
apresenta uso etnofarmacologico de suas folhas e raizes para o tratamento de reumatismo,

bronquite e tosse (LORENZI; MATOS, 2002).

Por meio de testes fitoquimicos do extrato metanolico de folhas, foram isolados
alcaloides, triterpenoides, cumarinas e flavonodides. Os extratos foram ensaiados em testes
antifungicos e leishmanicidas. Para os ensaios antifingicos foram testadas cepas das leveduras
C. albicans e C. neoformans pelo método de difusdo em agar e diluicdo seriada para
determinagdo da concentracao inibitoria minima. Para os ensaios leishmanicidas foram usados
0s protozodrios Leishmania amazonensis e L. chagasi e os resultados expressos por
concentragdo inibitdria do crescimento do parasita. Os resultados foram satisfatorios para a
atividade leishmanicida, entretanto o extrato nao apresentou atividade antifungica (BRAGA et

al., 2007).
Vernonia remotiflora

V. remotiflora [sin. Lepidaploa remotiflora]l ¢ uma espécie encontrada na regido
nordeste do Brasil, cujos estudos fitoquimicos preliminares ja permitiram a identificacao e
isolamento de lactonas sesquiterpénicas (VALDES et al., 1998) e de uma flavona (JACOBS et
al., 1986).

Em estudo com o 6leo essencial, extraido pelo método de hidrodestilagdo das folhas
frescas, foi investigada atividade antibacteriana para cepas de P. aeruginosa, E. aerogenes,
Salmonella choleraeasuis, K. pneumoniae, S. aureus e B. subtilis, pelo método de difusdao em
disco. O 6leo essencial inibiu o crescimento de todos os micro-organismos testados (MAIA et

al., 2010).

Vernonia scorpioides (Lam.) Pers.

£99%  ¢¢

Conhecida popularmente no Brasil, como “piraca”, “erva-de-sao-simao”, “nogueira” e
“assa-peixe”, a espécie V. scorpioides ¢ uma erva lianosa, perene, subarbustiva, ramificada, tida

como erva daninha de ampla distribuicdo em todo o territorio brasileiro, geralmente crescendo
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em solos pobres e desmatados, comportando-se como planta parantropoéfita ruderal (RAUH et

al., 2011, TOIGO et al., 2004).

Estudo fitoquimico do seu 6leo essencial, por cromatografia em fase gasosa associado
a espectrometria de massa, indicou a presenca majoritaria de hidrocarbonetos sesquiterpénicos,
sendo o0s principais constituintes p-cariofileno, germacreno-D e biciclogermacreno
(ALBUQUERQUE et al., 2007a). Investigacdes fitoquimicas de extratos das partes aéreas,
utilizando como solvente o etanol e o hexano permitiram o isolamento de triterpenos,

esteroides, um flavonoide e uma lactona poliacetilénica (MACHADO et al., 2013).

Conforme Rauh et al. (2011) a V. scorpioides tem seu uso topico muito comum pela
populacdo para tratar uma variedade de doencas da pele, tais como alergias, irritacdes,
parasitoses, lesdes de pele, feridas cronicas, incluindo ulceras das extremidades inferiores e
prurido. Segundo Freire et al. (1996¢) ela também ¢ usada popularmente como um potente anti-
hemorroidario e antidiarreico, empregada pela forma de chas para uso interno e infusdes para

uso externo.

Avaliagao da atividade antifiingica do extrato cloroformico do caule de V. scorpioides
para o fungo Penicilium citrinum mostrou a formacao de halos de inibi¢ao de crescimento de
até 80 mm de diametro. Os ensaios foram realizados pelo método de difusdo em agar. O uso de
um solvente pouco polar para a preparagdo do extrato permitiu a obtencdo satisfatoria de
extratos ativos, o que refor¢a a possibilidade da presenga de lactonas sesquiterpénicas,

constituintes com potente acao antifingica (FREIRE et al., 1996a).

Em estudo com os extratos, cloroférmico e hexanico de caules e folhas foi demonstrado
que o desenvolvimento de hifas na presenca dos extratos mostrou-se incipiente e que os extratos
obtidos a partir das folhas apresentaram menor intensidade, uma vez que os halos de inibi¢ao
de crescimento foram menores para os dois fungos ensaiados, Aspergillus alutaceos e P.

citrinum (FREIRE et al., 1996b).

Kreuger ef al., (2012) investigaram a atividade antimicrobiana da fracdo de acetato de
etila obtida a partir de extratos de folhas frescas de V. scorpioides no processo de cicatrizagao
de feridas excisionais em tecido de ratos com lesdes inflamatdrias causadas pela bactéria S.
aureus. Como controle positivo usaram o quimioterapico rifamicida B dietilamida e como
controle negativo solugdo salina. Os resultados apontam para uma eficiente atividade

antimicrobiana na cicatrizacdo de feridas em ratos infectados, com aumento da contragdo da
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ferida, menor area de tecido necrosado, bom desenvolvimento de tecido de granulacao, extensa

disposicao de matriz extracelular e regeneracado epitelial.

O extrato etandlico de V. scorpioides apresentou atividade antimicrobiana frente a cepa
da levedura C. albicans e da bactéria S. aureus com halos de inibi¢do superiores a 16mm
concentracdo dependente para os cocos Gram-positivos e superiores a 15mm para a levedura

ensaiada. Para os ensaios foi realizado o método de difusdo em agar (TOIGO et al., 2004).
Vernonia smithiana (DC) Less.

Espécie nativa do continente africano, V. smithiana [sin. Hilliardiella smithiana (Less.)
H. Rob.] cujo nome vulgar na Tanzania ¢ “umwanzuranya” apresenta uso terapéutico para
disenteria, problemas gastrointestinais, doencas da visdo e problemas urinarios, sendo

frequentemente utilizadas as partes aéreas e a raiz (ADJANOHOUN et al., 1988).

Em um estudo com o o6leo essencial extraido das partes aéreas pelo método de
hidrodestilacdo, foram isolados trinte e nove compostos volateis, sendo os principais
constituintes sesquiterpenos e monoterpenos. O 6leo essencial foi ensaiado, pelo método de
diluicao em agar, frente a um painel de micro-organismos incluindo as bactérias S. aureus, S.
epidermidis, E. coli, E. cloacae, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Streptococcus mutans e
Streptococcus viridans, sendo os dois ultimos patdgenos da mucosa oral. Para os ensaios
antifungicos foram usadas as leveduras Candida glabrata, C. albicans e C. tropicalis. Os
resultados demonstraram um excelente potencial antimicrobiano da espécie inibindo todos os

micro-organismos testados (VAGIONAS et al., 2007).
Vernonia tenoreana Oliv

V. tenoreana ¢ caracterizada como um arbusto de crescimento selvagem encontrado nas
savanas africanas, cujo nome vulgar no idioma iorubéa da Nigéria ¢ “Ewuro Igbo”. As cascas
sdo usadas em algumas regioes da Nigéria como alimento para alivio da fome (OGUNDARE

et al.,20006).

Apresenta escassos estudos, entretanto a atividade bioldgica antidiabetes foi investigada
em um estudo de prospec¢do biologica por meio de um screening aleatorio (TAIWO et al.,

2008).

Um estudo fitoquimico do extrato das folhas frescas, fazendo dos solventes organicos:

metanol, acetato de etila, acetona e n-hexano, isolou alcaloides, taninos, taninos flobafénicos,
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antraquinonas e glicosideos cardiacos, o que demonstra a riqueza fitoquimica desta espécie,

promissora em estudos bioldgicos posteriores (OGUNDARE et al., 2006).

A partir dos extratos supracitados foram realizados testes de sensibilidade microbiana
para bactérias e fungos pelo método de difusao em agar. Foram ensaiadas as bactérias S. aureus,
Streptococcus faecalis, B. subtilis, P, aeruginosa, E. coli, K. pnuemoniae, Bacillus cereus,
Proteus vulgaris, Shigella dysenteriae e Serratia marcesens. Para os ensaios antifungicos foram
usados os micro-organismos C. albicans, Aspergillus flavus, A. niger, Rhizopus stolonifer e
Fusarium poae. Os resultados demonstraram inibicao de crescimento para todas as bactérias
ensaiadas, entretanto ndo apresentaram atividade para os fungos R. stolonifer e F. poae

(OGUNDARE et al., 2006).
CONSIDERACOES FINAIS

Esta revisao mostrou que o género Vernonia € rico em espécies com vasta utilizagao
etnomedicinal, sobretudo no continente africano, sendo empregada para o tratamento de muitas

enfermidades, segundo diversos modos de preparo, sobretudo usando folhas, cascas e raizes.

V. amygdalina e V. scorpioides apresentam vastos trabalhos na literatura apontando seu
uso na medicina popular, bem como suas propriedades bioldgicas ja investigadas, o que efetiva

o género como sendo de importancia em estudos de quimica e biologia produtos naturais.

Quanto aos testes fitoquimicos, o género mostra ser um celeiro bioativo no grupo das
Asteraceae apresentando multiplos compostos quimicos, de modo especial os terpenoides,
flavonoides, taninos, esteroides e alcaloides. Por apresentarem lactonas sesquiterpénicas como
marcadores quimiotaxondmicos do grupo, ja foram isoladas algumas substancias desse grupo

quimico com potencial atividade antifingica, citotoxica, moluscocida, inseticida e antitumoral.

Os achados da medicina popular que envolvem plantas deste género corroboram com
os estudos de bancada envolvendo espécies e/ou metabolitos isolados, o que consolida a familia
Asteraceae como dotada de espécies com propriedades antimicrobianas. Deste modo, esta
revisdo apresentou um perfil de espécies de Vernonia com potencial antimicrobiano e seus
principais usos etnomedicinais, o que corrobora com outros estudos ja existentes para a familia
Asteraceae e para o género Vernonia. Assim, se espera que este texto seja util como suporte

tedrico para futuros estudos envolvendo espécies correlatas.
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ARTIGO 6

ESTUDO DAS EMISSOES DE BLACK CARBON E FUMACA NEGRA NA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA — CAMPUS ITAPERI!
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Mona Lisa Moura de Oliveira

RESUMO

A problematica inerente a qualidade do ar em grandes centros urbanos ¢ uma constante em todo
o mundo. A concentragdo de poluentes na atmosfera tem crescido significativamente nos
ultimos anos, principalmente devido a fontes antrdpicas, reduzindo a qualidade do ar no meio
urbano e expondo a populagao a altos niveis de poluicao. Dentre esses poluentes esta o material
particulado (MP) que em concentracdes elevadas, pode causar riscos a satide humana e ao clima
em escala regional e global. Em virtude desse cenario, o objetivo principal deste trabalho foi
determinar as emissdes de black carbon e fumaca negra (que sdo fracdes do MP»s) na
Universidade Estadual do Ceara — campus Itaperi em funcao dos fatores meteoroldgicos. O
estudo foi realizado em uma esta¢do de monitoramento da qualidade do ar, localizada na entrada
principal, da Universidade Estadual do Ceard (UECE) - Campus Itaperi, por um periodo de
duas semanas, compreendendo os meses fevereiro e margo. Foram realizadas coletas no periodo
de 19 de fevereiro a 03 de marco de 2018 (exceto domingos), correspondendo um
monitoramento total de 12 dias, com a utilizacdo de um amostrador de pequeno volume para
coleta de black carbon e fumaga negra (OPSOMS). As concentragdes de BC registraram médias
na primeira e segunda semana de 0,29 pg/m? e 0,24 pg/m? respectivamente. Para fumaca negra
registraram médias na primeira ¢ na segunda semana de 4,15 ug/m?® e 2,40 ug/m3,
respectivamente, os quais encontram-se inferiores aos limites atualmente legislados no Brasil.
Essas concentracdes foram influenciadas principalmente pelos pardmetros meteorologicos de
precipitacdo e velocidade dos ventos que ajudaram a dispersar os poluentes na segunda semana
do estudo. Em geral, o trabalho possibilitou uma melhor percep¢ao quanto a influéncia das
condi¢des meteoroldgicas nos poluentes atmosféricos.

PALAVRAS-CHAVE: Polui¢do Atmosférica. Black carbon. Fumaca Negra. Monitoramento.

INTRODUCAO

Em todo o mundo, a polui¢do do ar configura-se como um problema sério e crescente,
isso € recorrente desde a Revolugao Industrial ocorrido na Inglaterra, no século XVIII tendo em
vista que nesse periodo foram descobertos novos processos de produgdo e deu-se inicio da
urbanizagdo (SOUSA, 2017; VIEIRA 2009). O rapido processo de industrializa¢do, o
crescimento populacional e a melhoria nos padrdes de vida, contribuiram para aumentar

consideravelmente os niveis de gases poluentes na atmosfera, principalmente nos paises em

! Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Naturais (PPGCN).
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desenvolvimento (SOUSA, 2017). Na interrelagdo entre meio ambiente, economia e sociedade,

0 objetivo geral ¢ a boa qualidade de vida das populacdes (VIEIRA, 2009).

Os principais responsaveis pela degradacao da qualidade do ar sdao substancias geradas
por fendmenos naturais ou pelas atividades humanas, em concentragdes suficientes e com
potencial para causar danos a saude, ao meio ambiente ou ao patriménio (WIESE, 2017). A
preocupacdo com a polui¢do do ar ndo ¢ recente, ha registros de que as primeiras reclamagdes
datam de 351 a.C. feitas por Theophrastus, filosofo grego que relacionava a queima de
substancias fosseis com cheiro desagradavel; o poeta Horacio em 65 a.C. comentava que os
templos de sua época estavam enegrecidos devido a fumaga da queima de combustiveis; em
1909 em Glasgow, Escdcia, 1.063 mortes foram atribuidas as condi¢des de fumaga e neblina.
Em suma, pode-se dizer que a preocupacdo com a qualidade do ar ¢ identificada e relacionada

com o bem-estar e saude da populagdo e meio ambiente (VIEIRA, 2009).

A partir dos acontecimentos de diversos desastres ambientais com a ocorréncia de
mortes que se correlacionam com efeitos na satde da polugdo, foi dado aten¢do para a gravidade
do problema da polui¢cdo do ar em areas urbanas. Diante disso foi criada em 1970 a Agéncia de
Protecao Ambiental dos Estados Unidos (EPA) que estabeleceu padroes de qualidade do ar para
poluentes que sdo considerados nocivos como particulas inaldveis (MP1o), particulas inalaveis
finas (MP5), dioxido de enxofre (SO.), didéxido de nitrogénio (NOz), monodxido de carbono
(CO), ozomnio (O3), e chumbo (Pb). No Brasil, o Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA) baseado nas legislagdes dos Estados Unidos também estabeleceu parametros de
qualidade do ar, excluindo o monitoramento de MP10 e incluindo os poluentes como particulas
totais em suspensdo (PTS), e fumaca, que devem ser monitorados de acordo com a metodologia

especifica de cada poluente (BAIRD; CANN, 2011; VIEIRA 2009).

Para estudos de monitoramento da qualidade do ar, o poluente material particulado
(MP), que sdo pequenos sélidos ou particulas liquidas que estdo suspensas no ar, pode ser
dividido em duas categorias: fumaca negra e black carbon (BC) (CARVALHO, 2017; LIMA,
2015; ZHANG et al. 2015). A fumaga negra refere-se as particulas mais escuras presentes no
MP e sdo responsaveis por absor¢ao da luz (BURIGO, 2016; SOUSA, 2017). Em geral, sdo
particulas muito finas associada as emissoes veiculares, sobretudo aqueles movidos a diesel,
portanto presentes em atmosferas tipicamente urbanas (VIEIRA, 2009). Dentro da fragdo
MP2,5 estd o BC que ¢ a forma so6lida do carbono puro, que absorve a luz em todos os

comprimentos de onda. O BC sdo as particulas mais eficazes para absorver a energia solar e ¢
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produzido também por combustio incompleta (EPA, 2012; SOUSA 2017). A alta capacidade
de absorcdo da luz para o BC e seu papel nos processos atmosféricos resulta em diversos

impactos climaticos como aumento da temperatura, degelo da neve e interrupgdes nos padrdes

de precipitagcdo (EPA, 2012).

Além de fumacga negra e BC serem prejudiciais ao meio ambiente, eles causam
problemas na satde. O fato das particulas de BC serem fragdes do MP» 5 e muito finas, faz com
que sejam facilmente assimiladas no corpo humano através da inalacdo, elas também podem
aderir a pele e a mucosa através do trato gastrointestinal com a agua ou alimentos (GIWA et
al., 2014; VIEIRA, 2009). Segundo Beverland e colaboradores, mortalidade por problemas
cardiovasculares e respiratorios podem também ser relacionados as concentragdes de fumacga

negra.

O grande interesse nesses poluentes ¢ o fato deles serem formados a por meio das
emissdes veiculares, portanto ¢ por meio da amostragem de coletas que ¢ possivel comparar
com os padrdes de qualidade do ar estabelecidos pelas legislagcdes vigentes em cada regido.
Vale salientar que a concentragao de poluentes no ar ¢ funcao ndo somente das emissdes, mas
também da forma que eles se transportam, dispersam, depositam e reagem entre si e das
condi¢des meteoroldgicas (VIEIRA, 2009). E de fundamental importancia o acompanhamento
de uma estacdo meteoroldgica simultdnea ao monitoramento dos poluentes para possiveis

correlagoes.

Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo determinar as emissoes de black
carbon e fumaga negra na Universidade Estadual do Ceard — Campus Itaperi em func¢do dos
fatores meteorologicos relacionadas a qualidade do ar no trecho urbano estudado. Além disso,
comparar os resultados das concentragdes de black carbon e fumacga negra com as legislacoes

vigentes e outros trabalhos da literatura.
METODOLOGIA

O estudo foi realizado na estagdo meteorologica da Universidade Estadual do Ceara
(UECE) — Campus Itaperi localizada na Av. Dr. Silas Munguba, circundada pelas avenidas
Bernardo Manuel e Dr. Justa Aragjo (Figura 1A). O trecho em questao € conhecido pela grande
movimentagdo de pessoas e veiculos, haja vista que nos arredores da Universidade existem
residéncias, estabelecimentos comerciais, escolas, faculdade e a propria universidade, além de

circular diariamente diversas linhas de 6nibus. Tudo isso evidencia uma significativa influéncia
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de emissdes para a atmosfera provenientes de fontes moveis, resultados da combustio

automotiva.

A aquisi¢do dos parametros meteoroldgicos de temperatura, umidade relativa,
precipitacdo, pressao, velocidade e direcao do vento utilizada simultaneamente a coleta de black
carbon e fumaga negra, foram obtidos com o radar meteorolégico da Fundagdo Cearense de
Meteorologia e Recursos Hidricos (FUNCEME) que fica situado na UECE Campus Itaperi
(Figura 1B).

Figura 1: (A) Estacao meteorologica da Universidade Estadual do Ceara (UECE) — Campus Itaperi (B) Torre do
radar meteorologico da Fundagdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos (FUNCEME).

(A) (B)

Fonte: Elaborada pelos autores (2018).

As amostragens foram realizadas em conformidade com a legislacao brasileira vigente,
usando como base a Resolugdo CONAMA N° 491, de novembro de 2018. As coletas
totalizaram duas semanas — de segunda a sdbado — do més de fevereiro de 2018 (e os trés
primeiros dias do més de marco). As analises foram efetuadas no dia posterior a coleta. Os
horarios das coletas corresponderam de 6:30h as 6:30h do dia seguinte, totalizando 24 horas

para o monitoramento de black carbon e fumaga negra.

A Resolugdo CONAMA N° 491 estabelece métodos de amostragem e analise de
poluentes atmosféricos. Para a determinacao de fumaca, ¢ estabelecido o método da refletancia,
predita pela NBR 10736 “Material Particulado em Suspensdo na Atmosfera — Determinagdo da
Concentracdo de Fumaca pela Método da Refletancia da Luz”, esta norma adota o amostrador
ativo OPSOMS da ENERGETICA como equipamento oficial para amostragem de fumaca.
Entretanto a NBR 10736 foi cancelada pela ABNT no dia 14 de outubro de 2013 e como
alternativa, a ENERGETICA recomenda que se utilize 0 Método L8.012 da CETESB, que ¢ a
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norma atualmente vigente. A determinagao de black carbon na atmosfera também ¢ feita através

do método da refletancia.

O principio do método da refletancia utiliza a refletancia da luz sobre a area enegrecida
do filtro, para isso foram selecionados filtros ndo expostos com valores de refletancia de 100%
(filtro completamente branco) e refletancia do filtro apds 24 horas de coleta (R), a diferenca
entre as medi¢des final e inicial da o valor do indice de obscurecimento (I) dada pela Equacao

1.
1=100-R (1)

O indice de obscurecimento ¢ utilizado para o calculo da concentracdo superficial de
fumaga em (s). As medigoes do indice de obscurecimento sdo realizadas utilizando um
refletometro SmokeStainRefletometer da Diffusion System, modelo M43. A partir do indice (1),
tomando como base valores tabelados, obtém-se a concentracao superficial (s) em pg/cm? por
meio de uma curva padrao. A razdo da concentragdo superficial multiplicada pela area do filtro
enegrecido (A) em cm? e o volume corrigido de ar amostrado (V) em m?, determina a

concentracdo de fumaga em pg/m?, conforme a Equagao 2.
SxA
Cr (ngim’) = (22) @)

Para determinar a concentragdo de black carbon, a refletancia obtida para cada filtro foi
inserida em uma equacao validada por Beal (2015) para a obten¢do da concentracdo do BC em

pug/m?; dada pela Equacao 3.

BC (ug/m®) = (0,3724 x e(5,52 — (%) x eO84X IRy 3 Ay /Y 3)

RESULTADOS E DISCUSSOES

O periodo de estudo compreendeu duas semanas — de segunda a sabado — do més de
fevereiro de 2018 (e os trés primeiros dias do més de margo). As variaveis meteorologicas,
temperatura média, umidade relativa, precipitagcdo e velocidade dos ventos, foram medidas e os
valores estao representados na Figura 2. Foram feitas médias relativas as coletas realizadas para

uma melhor representacao dos resultados coletados.
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Figura 2: Variaveis meteorologicas observadas na area de estudo durante o periodo amostral.
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Fonte: Elaborada pelos autores (2018).

O periodo de monitoramento no més de fevereiro esta dentro do periodo de quadras
chuvosas no estado do Ceard, segundo Sakamoto (2017), esse periodo se estende até maio e sdo
influenciadas pela presenca da Zona de Convergéncia Intertropical - ZCIT, considerada o
principal sistema ocasionador da pluviometria no norte do Nordeste. Os indices pluviométricos
variaram de 0,00 mm a 1,30 mm. Apesar de ser um valor pequeno diante da quadra chuvosa
(pois os valores sao as médias diarias), houve dias com intensa chuva, como os dias 19 e 22 de

fevereiro; e 01 de margo, como pode ser visto na Figura 3.
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Figura 3: Distribuicao de chuvas (A) Dia 19/02 (B) Dia 22/02 (C) 01/03.
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Fonte: Elaborada pelos autores (2018).
Durante os dias de estudo, alguns horarios apresentaram chuvas fracas (1,1 mm/h até
5,0 mm/h) em sua grande maioria, porém houve a presenga de chuvas moderadas (5,1 mm/h
até 25 mm/h), Segundo Lima e colaboradores, esta classificacdo foi feita pela Organizacao
Meteorologica Mundial (OMM). Esse volume de chuva em determinados horérios pode
influenciar diretamente nos resultados das concentragdes dos poluentes estudados, segundo
Vieira (2009) a chuvas afetam a concentra¢do de poluentes por dilui¢do e por auxiliarem na

precipitagdo das particulas por deposi¢ao imida.

A umidade relativa (UR), tendo relagdo direta com as chuvas, também constitui um
parametro expressivo. A presenca de nebulosidade com eventos de chuva contribuiu para o
aumento dessa umidade na atmosfera. A UR apresentou variagdes entre 77,5 % e 92,9 %. Pode-
se notar que os maiores valores de umidade relativa foram observados nos dias que tiveram o
maior indice pluviométrico. O aumento da umidade relativa do ar em uma determinada regido
pode impedir a formagao de novas particulas na atmosfera, influenciando também na qualidade

do ar (SOUSA, 2017).

No periodo de estudo, as temperaturas médias apresentaram baixas amplitudes,
variando, em média, entre 25,7 °C e 29,2 °C. Pode-se observar na Figura 2 que o
comportamento da temperatura ¢ inversamente proporcional ao da precipitacdo: Os dias com

maiores indices pluviométricos sao os que apresentam menor temperatura média.

A topografia local ¢ mais um parametro que influencia o transporte e a dispersdao dos
poluentes no ar. Nos centros urbanos localizados na costa normalmente tem condi¢des de vento
que promovem maior dispersdao de poluentes do que aqueles cercados de montanhas € morros

(VIEIRA, 2009). Quanto a isso, a velocidade dos ventos apontou varia¢des entre 1,0 m/s e 4,0
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m/s durante o periodo de estudo. Segundo a escala de Beaufort, os ventos desse periodo sdao
classificados com forca 3 e como ventos fracos. Segundo a FUNCEME (2017) com a atuagao
da Zona de Convergéncia Intertropical (ZCIT) e formacao de chuvas, os ventos tendem a ter

velocidade menor.

Os ventos sdo responsaveis pelo carreamento dos compostos existentes no ar para outras
regides, dessa forma, podem ser transportados a longas distancias, e o aumento da velocidade
dos ventos tende a promover maior dispersdao de gases e particulas (SOUSA, 2017). Além da
velocidade, a direcdo do vento também ¢ um parametro que altera as concentragdes de
particulas na atmosfera. A Figura 4 apresenta de forma mais detalhada o perfil de ventos

observados durante o periodo monitorado em fevereiro e margo de 2018.

Figura 4: Rosa dos ventos e frequéncia das velocidades dos ventos na area em estudo durante o periodo de
coleta: (A) Primeira semana — 19/02 a 24/02. (B) Segunda semana — 26/06 a 03/03.

o R T e
Station # 1 ind Speed
Directi

Wind Class Frequency Distribution

VMND SPEED
(mis)

O =1
B sa0- 1100

280570 -
L] Cams  050-210 210-360 3E0-570 ST0-88) BE0-1110  ==11.0
[ z10-360 i Class (mis)

Calms: 18284

A)

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pos-graduagao em
ciéncias naturais - PPGCN




NG ROGE PLOT: [EETE

Wind Speed
Direstion (blowing from)

Wind Class Frequency Distribution

164%
131%

‘8,64%

B.56%

Caims 0S0-200  10-350  3E0-5F0 ST0-880 S20-1740  ==1110
Wi Class (mis)

IRFLOT VW aze EurrmEnE Sawer

B)
Fonte: Elaborada pelos autores (2018).

Considerando as rosas dos ventos, na primeira semana (Figura 4a), observa-se uma
maior frequéncia e predominancia destes na dire¢do nordeste, leste e sudeste, enquanto que na
segunda semana (Figura 4b), houve predominancia nas dire¢des leste-sudeste e sudeste. Tal
caracteristica reflete o perfil do comportamento das massas de ar no litoral cearense, onde
predominam os ventos de nordeste, sudeste e leste, tal como foi verificado nos estudos de Leite
e Frota (2010). Eles ainda destacam a influéncia das edifica¢des na intensidade e direcdo dos

ventos, causando alteragdes dependendo de suas presencas e alturas em cada regido.

Considerando a frequéncia de distribui¢do dos ventos em funcdo das velocidades
(Figura 4a), a maior parte variou na faixa entre 0,5 m/s a 5,70 m/s, correspondendo a 83,4% de
todo o periodo analisado, destacando-se a faixa entre 0,5 m/s a 2,1 m/s com ocorréncia de
54,9%. J4 a segunda semana (Figura 4b), a maior parte variou na faixa entre 0,5 m/s a 8,80 m/s
correspondendo a 92,3%, o que difere da outra semana estudada foi o fato da ocorréncia de
ventos mais velozes. Na classe entre 3,60 m/s a 5,70 m/s ¢ 5,70 m/s a 8,80 m/s houve a
ocorréncia de 26,2% e 4,2%, respectivamente. Essa predomindncia de ventos mais fortes na

segunda semana pode acarretar em uma maior dispersao dos poluentes.

Os resultados relativos as concentracdes de BC e fumaca negra estdo apresentados na
Figura 5. Os valores de BC na primeira semana variaram entre 0,27 a 0,31 pg/m?* com média

de 0,29 pg/m?, os valores de BC na segunda semana variaram entre 0,22 a 0,26 pg/m* com
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média de 0,24 pg/m?, resultado bem inferior comparado a primeira. Referente as concentragdes
de fumaca negra, seus valores também foram maiores na primeira semana, variando entre 3,79
a 4,55 pg/m? com média de 4,15 pg/m?3, enquanto que na segunda semana os valores variaram

entre 2,14 a 2,60 pg/m? com média de 2,40 pg/m?>.

Figura 5: Concentracdes de (A) black carbon (BC) e (B) fumaca negra em 24 h durante o periodo amostral.
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Fonte: Elaborada pelos autores (2018).

O black carbon ndo ¢ legislado pelos limites nacionais para a qualidade do ar, contudo,
figura-se como um importante poluente a ser analisado tendo em vista seus efeitos prejudiciais
tanto a saude humana quanto ao meio ambiente (SOUSA, 2017). Durante o periodo estudado,
foi observado, em geral, uma baixa concentracio de BC com média total de 0,26 pg/m?,
comparando esse resultado com o estudo de Sousa (2017) que também monitorou o BC e
fumaga negra na mesma area de estudo, nos meses de agosto, setembro e outubro de 2017 em
periodos com auséncia de chuva, foi obtido a concentracdo média de 0,44 png/m?3, quase o dobro
do que foi visto no presente estudo. Isso demonstra que a precipitagcdo influencia diretamente
nas concentragdes dos poluentes. O fato da concentragdo de black carbon ter apresentado um
valor médio menor na segunda semana de estudo pode ser atribuido & maior distribui¢do dos

ventos em classes com maiores velocidades, ocasionando numa maior dispersao dos poluentes.

E importante destacar que as emissdes oriundas de veiculos a diesel correspondem no
geral cerca de 40 a 60% das emissdes de NOx e material particulado e em torno de 70 a 90%

das emissdes de black carbon (ICCT, 2015). As emissdes do BC no local monitorado do
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presente estudo estdo relacionadas, sobretudo, aos veiculos pesados movidos a diesel (6nibus,
caminhdes) que trafegam na avenida Dr. Silas Munguba, em frente a estacdo de monitoramento

da UECE.

Quanto a fumaca negra, durante o monitoramento os valores estiveram de acordo com
os padrdes nacionais que abrangem coletas de 24 horas. O CONAMA delimita um padrao
primario de 120 pg/m? para o padrdo primario e 100 pg/m? para o padrdo secundario, ja a
CETESB, apresenta um limite com um padrao de 120 pg/m?. O mesmo comportamento que foi
notado para BC em comparagdo as duas semanas estudadas, também foi visto no
monitoramento de fumaga negra. Maiores concentracdes foram observadas na primeira em
compara¢do com a segunda semana, justificados pelos mesmos motivos apresentadores para

BC quanto as influéncias das variaveis meteorologicas.

Um estudo de Lima (2015) em outra via urbana da cidade de Fortaleza, obteve os valores
médios de BC e fumaga negra os valores de 0,69 pg/m® e 7,27 pg/m?, respectivamente,
concentragdes maiores haja vista que no trecho em estudo trafegam cerca de 58 linhas de

transporte coletivo e as condi¢gdes meteorologicas e periodos de estudo foram diferentes.

No estado de Sao Paulo e regido metropolitana, o monitoramento dos teores de fumaca
em Sdo Paulo no ano de 2013 apontam valores médios de 26 pg/m? segundo a CETESB (2014),
valor exorbitante quando comparado com outros locais. Trabalhos realizados em Londrina-PR
como o de Squizzato et al. (2017) foram avaliadas concentracdo de BC em duas universidades
distintas e obteve valores médios em torno de 1,3 pg/m® e 1,9 ug/m3. Valores bem superiores
ao presente estudo, que pode ser associado a fatores além dos meteorologicos, tendo em vista
que a cidade de Londrina possui uma localizacdo geografica diferente da cidade de Fortaleza-

CE, cidade litoranea.
CONSIDERACOES FINAIS

Os parametros meteoroldgicos influenciaram significativamente os processos de
deposicao e dispersdo dos poluentes analisados; principalmente quanto a velocidade dos ventos,

como foi evidenciada na segunda semana monitorada.

A precipitagdo foi outro fator meteoroldgico fundamental, pois estudos realizados em
Fortaleza-CE em vias urbanas movimentadas em periodos de auséncia de chuva tiveram

concentragdes mais elevadas de BC e fumaga negra.
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Os resultados mostram que em todo o periodo monitorado, a concentragdo de fumaca
negra se manteve dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo nacional para controle da
qualidade do ar e inferiores a estudos de outros estados. Para black carbon obteve-se valores

bem inferiores a médias de outras cidades.

Apesar do grande fluxo de automoveis na avenida estudada, as varidveis meteorologicas
exerceram grande impacto; para melhores resultados quanto a influéncia do transito, a pesquisa
deve ser complementada com um estudo do fluxo de veiculos atrelada as variaveis

meteorologicas.

A revisdo dos valores dos padrdes estabelecidos pela legislacdo brasileira ¢ de grande
importancia para fomentar acdes de reducao das emissdes e urge a implementacao de uma rede
de monitoramento em todo o estado mostra-se necessaria para ampliagdo de estudos sobre o

entendimento da dindmica dos poluentes, bem como subsidiar agdes de controle de emissoes.
REFERENCIAS

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 10736: Material particulado
em suspensao na atmosfera - Determinacdo da concentracdo de fumaca pelo método da
refletancia da luz. Rio de Janeiro, 1989.

BAIRD, C.; CANN, M. Quimica ambiental. 4. ed. Porto Alegre: Bookman, 2011. 844 p.

BEAL, Alexandra. Avaliacdo inorganica de material particulado atmosférico inalavel na
regiao norte do Parana. 2015. 151f. Dissertacdo (Mestrado Académico em Engenharia
Ambiental) — Programa de Poés-Graduacdo em Engenharia Ambiental, Universidade
Tecnolédgica Federal do Parand, Londrina, 2015.

BEVERLAND, I. J.; et al. Associations between short/medium-term variations in black smoke
air pollution and mortality in the Glasgow conurbation, UK. Environment International, v.
50, p. 1-6, 2012.

BRASIL. Ministério Do Meio Ambiente. Conselho Nacional Do Meio Ambiente — Resolucao
CONAMA n° 491, de 19 de novembro de 2018. Disponivel em:
https://www.in.gov.br/materia/-/asset_publisher/KujrwOTZC2Mb/content/id/51058895.
Acesso em: 10 maio 2022.

BRASIL. Ministério Do Meio Ambiente. Conselho Nacional Do Meio Ambiente — O que é o
CONAMA? Disponivel em: http://www.mma.gov.br/port/conama/estr.cfm. Acesso em: 01
maio 2022.

BRASIL. Ministério Do Meio Ambiente. Conselho Nacional Do Meio Ambiente — Resolucao
CONAMA n° 05 de junho de 1989. Disponivel em:
http://www.mma.gov.br/port/conama/res/res89/res0589.html. Acesso em 01 maio 2022.

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pds-graduagcdo em
ciéncias naturais - PPGCN




BURIGO, Stefano Damian. Analise da emissido de fumaca preta em obras de construcgio e
montagem industrial no Brasil. 2016. 97 f. Dissertacdo (Mestrado Académico em
Planejamento Energético). Instituto Alberto Luiz Coimbra de Pos-Graduagdo e Pesquisa de
Engenharia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

CARVALHO, Amanda Carvalho. Monitoramento da exposicio pessoal ao poluente
atmosférico black carbon. 2017. 96 f. Dissertacdo (Mestrado Académico em Engenharia
Ambiental). Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia Ambiental, Universidade Tecnologica
Federal do Parana, Londrina, 2017.

CEARA. Secretaria De Meio Ambiente Do Ceara. Programa Fumaca Negra. Disponivel em:
http://www.semace.ce.gov.br/licenciamento-ambiental/monitoramento/programa-fumaca-
negra/. Acesso em: 01 maio 2018

COMPANHIA AMBIENTAL DO ESTADO DE SAO PAULO. Material particulado em
suspensdo na atmosfera - determinagdo da concentracdo pelo método da refletancia da luz:
método de ensaio. Norma Técnica L.8.012. Sdo Paulo: CETESB, 1986.

COMPANHIA ESTADUAL DO ESTADO DE SAO PAULO. Poluentes Atmosféricos.
Disponivel em: http://ar.cetesb.sp.gov.br/poluentes. Acesso em: 01 maio 2018.

COMPANHIA ESTADUAL DO ESTADO DE SAO PAULO. Qualidade do ar no estado de
Sao Paulo 2013. Sao Paulo: CETESB, 2014. 110 p.

ENERGETICA (QUALIDADE DO AR). Analisador de refletincia da luz. Refletometro.
Disponivel em: http://www.energetica.ind.br/produto/refletometro. Acesso em: 20 abr. 2018.

ENERGETICA (QUALIDADE DO AR). Manual de Operagio (OPSOMS) (2012). Disponivel
em: http://www.energetica.ind.br. Acesso em: 20 abr. 2018.

ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY. Report to Congress on Black carbon —
Black carbon Effects on Public Health and the Environment. Washington, D.C.: EPA, 2012.

FUNDACAO CEARENSE DE METEOROLOGIA E RECURSOS HIDRICOS. FUNCEME,
Fortaleza, 01 mai. 2018. Chuvas no Ceara. Disponivel em:
http://www.funceme.br/produtos/script/chuvas/Grafico _chuvas postos pluviometricos/totalc
huvas/index.htm>. Acesso em: 01 maio 2022.

GIWA, S. O; ADAMA, O. O; AKINYEMI, O. O. Baseline black carbon emissions for gas
flaring in the Niger Delta region of Nigeria. Journal of Natural Gas Science and Engineering,
v. 20, p. 373-379. 2014.

INTERNATIONAL COUNCIL ON CLEAN TRANSPORTATION (ICCT). Review of
current practices and new developments in heavy-duty vehicle inspection and
maintenance programs. Washington, D.C.: 2015.

LEITE, R. C. V.; FROTA, A. B. Analise da influéncia da verticalizacdo sobre a ventilacao
natural através de aplicativo de dindmica dos fluidos computadorizada - Estudo de caso em
Fortaleza, Ceara. In: SEMINARIO INTERNACIONAL DE ARQUITETURA, URBANISMO
E DESIGN, 8, 2010, Sao Paulo. Anais... Sdo Paulo: NUTAU, 2010.

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pds-graduagcdo em
ciéncias naturais - PPGCN

v

”

)’ A » A
/ v

>



LIMA, A. M. de; et al. Intensidade das chuvas na bacia de Cagu-GO. Revista Geonorte, v. 2,
p.1089-1097, 2012.

LIMA, Rodrigo Martins de. Avaliacao da Qualidade do ar em um trecho urbano da cidade
de Fortaleza — Ceara. 2015. 106 f. Dissertagdao (Mestrado Académico em Tecnologia e Gestao
Ambiental) - Programa de P6s-Graduagao em Tecnologia e Gestdo Ambiental, Instituto Federal
de Educacao Ciéncia e Tecnologia do Estado do Ceara, Fortaleza, 2015.

SAKAMOTO, Meire. [Entrevista publicada em 01 de agosto de 2017]. Disponivel em:
https://www.opovo.com.br/noticias/fortaleza/2017/08/temporada-de-ventos-fortes-inicia-
neste-mes-de-agosto.html. Acesso em: 01 maio 2018.

SAO PAULO. Decreto Estadual N°. 59.113, de 23 de abril de 2013. Estabelece novos padrdes
de qualidade do ar e dé providéncias correlatas. Diario Oficial do Estado de Sao Paulo. Poder
Executivo, de 24 abr. 2013.

SOUSA, Natannael Almeida. Determinacao de Material Particulado em um corredor de
transito e modelagem da deposicao no sistema respiratorio: Estudo de caso em Fortaleza-
CE. 2017. 103 f. Dissertacdo (Mestrado Académico em Ciéncias Fisicas Aplicadas) -
Universidade Estadual do Ceara, Fortaleza, 2017.

SQUIZZATO, Rafaela. Avaliacio de curto prazo nos sintomas respiratorios em individuos
expostos ao material particulado em ar ambiente. 2017. 100 f. Dissertagdo (Mestrado
Académico em Engenharia Ambiental) - Programa de Poés-Graduagdo em Engenharia
Ambiental, Universidade Tecnologica Federal do Parané, Londrina, 2017.

VIEIRA, N. R. Poluicao do ar. Rio de Janeiro: E-papers, 2009. 220 p.

WIESE, Luiz Felippe. Modelagem da dispersiao de poluentes atmosféricos na cidade de
Curitiba-PR usando modelos semi-empiricos. 2017. 81 f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacdo em Engenharia Ambiental) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana,
Londrina, 2017.

ZHANG, X.; et al. Black carbon an urban central China. Journal of Quantitative
Spectroscopy; Radiative Transfer, v. 150, p. 3-11, 2015.

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pds-graduagcdo em 91
ciéncias naturais - PPGCN

v

”

)’ A » A
/ v

>



ARTIGO 7

ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO TRITERPENO 3, 68, 164-
TRIHIDROXILUP-20(29) -ENO ISOLADO DAS FOLHAS DE Combretum leprosum
EM ZEBRAFISH (Danio rerio) ADULTO

Francisca Crislandia Oliveira Silva
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Antonio Wlisses da Silva
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Francisco Ernani Alves Magalhaes

Jane Eire Silva Alencar de Menezes

RESUMO

A dor envolve uma resposta fisioldgica gerada apos uma lesdo tecidual, que pode ser estimulada
por fatores generalizados, bem como, o envolvimento do processo neural. Para o tratamento da
dor, sdo utilizadas duas classes de farmacos, os analgésicos e os anti-inflamatorios nao
esteroidais, os quais geralmente estdo associados a efeitos colaterais como depressao
respiratoria, complicagdes renais e sangramento gastrointestinal. Dessa forma, os compostos
isolados de plantas, tais como os triterpenos, sao uma medida alternativa na busca do
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da dor. Portanto, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a atividade antinociceptiva do triterpeno 34, 64, 16f-trihidroxilup-20(29) -
eno (CLF-1) isolado das folhas de Combretum leprosum em zebrafish (Danio rerio) adulto. A
toxicidade aguda foi realizada frente ao zebrafish adulto para determinar a Concentragao Letal
(CLso) até 96h de anélise. O teste de Campo aberto foi realizado em Placas de Petri contendo a
mesma agua do aquario, marcadas com quatro quadrantes e analisada a atividade locomotora
através da contagem do numero de Cruzamento de Linhas (CL) de 0-5min. Posteriormente,
CLF-1 foi submetido a testes de nocicep¢ao aguda sob diferentes estimulos quimicos:
Formalina, cinamaldeido, glutamato, salina 4cida, capsaicina e salina hipertonica (corneal). O
mecanismo de neuromodulagdo de CLF-1 ainda foi verificado, utilizando diferentes
antagonistas (naloxona, L- NAME, cetamina, canfora, azul de metileno, vermelho de ruténio,
amilorida, acido mefandmico e capsazepina). Como resultado, CLF-1 nao apresentou
toxicidade aguda (CLso > 1,0 mg/mL) até 96h de analise, ndo alterou o sistema locomotor dos
animais e reduziu o comportamento nociceptivo em todos os testes de atividade antinociceptiva
com zebrafish adulto (ZFa). Além disso, o efeito de CLF-1 foi significantemente semelhante a
morfina, usado como controle positivo. O efeito antinociceptivo de CLF-1 foi resistente ao azul
de metileno, mas totalmente prevenido pelo tratamento com naloxona, L-NAME, &cido
mefanamico e vermelho de ruténio, e ainda, parcialmente inibido por canfora, ketamina,
amilorida e capsazepina. O efeito antinociceptivo corneal de CLF-1 também foi inibido por
capsazepina. Portanto, CLF-1 apresentou potencial farmacolégico para o tratamento da dor
aguda e este efeito ¢ modulado pelo sistema opidide, nitrérgico, receptores NMDA e canais
TRPs e ASICs.

PALAVRAS-CHAVE: Triterpeno 3f, 6f. 16f-trihidroxilup-20(29) -eno. Antinocicepgao.
Zebrafish (Danio rerio) adulto.
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INTRODUCAO

A dor envolve uma resposta fisioldgica gerada ap6s uma lesdo tecidual, que pode ser
estimulada por fatores generalizados, bem como, o envolvimento do processo neural
(BENNETT et al., 2019; SALAT et al., 2015). Para que o estimulo doloroso se processe, ¢
necessario que os nociceptores sejam ativados por estimulos mecénicos, fisicos, térmicos ou
quimicos, por meio da mediagdo de agentes nociceptivos como a formalina, capsaicina,
glutamato, salina acida e solugio salina hipertonica (BATISTA et al., 2018; MAGALHAES et
al., 2017) Além disso, a dor ocular do tipo corneal, ¢ considerada um sintoma central de
disturbios inflamatorios, traumaticos e dolorosos, que afetam o segmento anterior do olho.
Assim, o aumento da prevaléncia suceptiva da dor, a sua morbidade e o 6nus social estao

relacionados a um sério problema de satude publica (BELMONTE et al., 2015).

Portanto, para o tratamento de varios mecanismos fisiopatologicos tipicos da dor sdo
utilizados os anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINEs) e as drogas analgésicas (LENARDAO
et al., 2016). Embora sejam altamente eficazes, esses farmacos geralmente nio estdo
dissociados de efeitos adversos, como depressao respiratdria, sangramentos gastrointestinais e
complicagdes renais (LIU et al., 2015; ZAMANIAN et al., 2016). Dessa maneira, ¢ necessario
elucidar medidas alternativas para o desenvolvimento de novos firmacos que visam o
tratamento eficaz da dor. Nessa perspectiva, os compostos isolados de plantas como os
triterpenos, encaixam-se como uma fonte promissora na pesquisa de moléculas com potencial

atividade antinociceptiva (BARROT, 2012).

Assim, a planta foco desse estudo denominada Combretum leprosum Mart.
(Combretaceae), ¢ uma espécie vegetal arbustiva comumente encontrada no Norte e Nordeste
do Brasil, na qual ¢ conhecida popularmente por “mofumbo” ou "cipoaba" (LIRA et al., 2003).
O triterpeno pentaciclico 34, 6f, 16f-tri-hidroxilup-20(29) -eno (CLF1) obtido para esse
estudo, foi isolado das folhas de C. leprosum (EVARISTO et al., 2014). Dessa forma, muitos
estudos farmacologicos com CLF-1 ja descritos na literatura, sugerem sua a¢cdo mediante os
efeitos anti-inflamatorios, antinociceptivos, anticancerigeno, antibacteriano, antibiofilme,
antioxidante e anti-proliferacdao (EVARISTO et al., 2014, 2017; HORINOUCHI et al., 2017,
LACOUTH-SILVA et al., 2015; VIAU et al., 2014;).

Em destaque, zebrafish (Danio rerio) conhecido popularmente como paulistinha, vem
ganhando popularidade como um modelo animal usado para estudos de novos farmacos que

atuam no Sistema Nervoso Central, em testes comportamentais, genéticos, toxicoldgicos € na
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investigacdo dos mecanismos de diversas doencas humanas (SILVEIRA; SCHNEIDER;
HAMMES, 2012; KALUEFF et al., 2016), ja que esse modelo oferece uma alternativa de
manuten¢do de baixo custo, alta taxa de reproducdo e mecanismos genéticos € bioquimicos
evolutivamente conservados (RENNEKAMP; PETERSON, 2015). Além disso, evidéncias
sugerem que o desenvolvimento e a organiza¢do de sistemas de processamento nociceptivo
periférico e central sdo semelhantes entre zebrafish e outros vertebrados (DO NASCIMENTO
etal., 2018).

Nesse contexto, o objetivo principal desse estudo foi avaliar o efeito antinociceptivo de
CLF-1 isolado das folhas de C. leprosum e seus possiveis mecanismos de a¢do, usando como

modelo animal o zebrafish (D. rerio) adulto.
METODOLOGIA
OBTENCAO DO TRITERPENO 38, 68, 164-TRI-HIDROXILUP-20(29) -ENO

O triterpeno pentaciclico 3f, 64, 16f-tri-hidroxilup-20(29) -eno (CLF1) (Figura 1) foi
isolado das folhas de C. leprosum. O material vegetal foi coletado em Sobral, Cearé- Brasil,
identificado e catalogado no Herbario Francisco José¢ de Abreu Matos, sob o n° de voucher
4573. As caracterizagdes e propriedades vibracionais do triterpeno foram realizadas por
Evaristo et al. (2014). Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica do Uso de Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE), sob protocolo n°
7210149/2016.

Figura 1: Estrutura quimica do triterpeno 38,6(,16(-trihidroxilup-20(29)- eno.

Fonte: Elaborada pelos autores.

AVALIACAO DA SEGURANCA NAO CLINICA
Toxicidade 96h

O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao zebrafish (D. rerio) adulto (ZFa),
conforme as diretrizes da Organizagdo de Cooperagdo Econdmica e Método Padrao de

Desenvolvimento (OECD, 1992). Os animais (n = 6/grupo) foram tratados por via
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intraperitoneal (i.p.) com CLF-1 (0,1; 0,3 e 1 mg/mL; 20 puL) e grupo veiculo (Controle, solu¢ao
salina 0,9%; 20 uL). Apos os tratamentos, foram observadas as taxas de mortalidade dos
animais. A cada 24 h durante 96 h de analise, foi registrado o numero de peixes mortos em cada
grupo e determinado a concentracdo letal capaz de matar 50% dos animais (CLso) através do
método matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalo de confianca de 95%

(ARELLANO-AGUILAR, et al., 2015).
Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

Os animais (n= 6/grupo) foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) com 20 pL de CLF-
1 (0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL) ou veiculo (Controle, solugdo salina 0,9%). Além disso, foi incluido
um grupo de animais ndo tratados (Naive). Apds 30 min, os animais foram submetidos ao teste
de campo aberto (MAGALHAES et al., 2017), para avaliar possiveis alteracdes na coordenagio
motora dos ZFa. O numero de Cruzamentos de Linhas (CL) dos animais foi registrado durante

0-5 min.
PROTOCOLO GERAL DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

No dia dos experimentos, os animais foram selecionados aleatoriamente, anestesiados
com agua fria (12°C-15°C) até ficarem imoéveis, com todos os reflexos e controle muscular
temporariamente prejudicados, transferidos para uma esponja umida, submetidos a inje¢ao
intraperitoneal com a amostra teste ou grupo controle. Em seguida, os animais foram colocados
individualmente em copos individuais (250 mL) contendo 150 mL de dgua parada do aquaério.
Para os tratamentos, em todos os testes nociceptivos, os animais (n = 6/grupo) foram pré-
tratados intraperitonealmente (20 uL) com CLF-1 (0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL), morfina (1, 0 e 2,5
mg/mL - controle positivo) ou veiculo (solug¢do salina 0,9%). O grupo Naive (n = 6/grupo)
também foi incluido. Além disso, foi realizado o tratamento por via intramuscular (i.m.) ou por

via topica corneal de diferentes agentes indutores da nocicepgao.
Comportamento nociceptivo induzido por agentes nocivos

Os animais foram pré-tratados por via intraperitoneal (20 uL.) com CLF-1 (0,1; 0,3 ¢ 1,0
mg/mL), morfina (1, 0 e 2,5 mg/mL - controle positivo) ou veiculo (solu¢do salina 0,9%), 30
minutos antes de receber os tratamentos para os estimulos nocivos: (1) Formalina (agonista de
canal de cations com potencial para receptor transitério, subfamilia A, membro 1 [TRPA1]
fases neuropaticas e neurogénicas; 0,1%; 5,0 uL); (2) Cinamaldeido (agonista de canal de

cations com potencial para receptor transitorio, subfamilia A, membro 1 [TRPA1]; 0,33 uM/5,0
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pL); (3) Capsaicina (agonista de canal de cations com potencial para receptor transitorio 1 da
subfamilia V [TRPV1]; 40,93 uM/5,0 pL); (4) Solugdo Salina Acida (Agonista do canal iénico
do sensor de acido [ASIC]; acido acético a 0,1% dissolvido em solugao salina; pH 3,28/5,0 uL);
(5) Glutamato (agonista do receptor glutamatérgico; 12,5 uM/5,0 uL). A porcentagem de
analgesia foi analisada individualmente em diferentes tempos, conforme cada modelo
nociceptivo, onde os animais foram colocados em placas de Petri (10 X 15 cm), divididas em
quadrantes e contabilizados o numero de CL dos animais. Posteriormente, o modelo de
nocicep¢ao induzido por capsaicina foi escolhido para avaliar o possivel mecanismo de
neuromodulacdo de CLF-1, pois foi observado um maior potencial comportamental do efeito
antinociceptivo de CLF-1. Assim, em experimentos subsequentes, os animais (n= 6/grupo)
foram pré-tratados intraperitonealmente (5,0 uL) com naloxona (0,2 mg/mL), L -NAME (1,0
mg/mL), azul de metileno (1,0 mg/mL), cetamina (0,01 mg /mL), canfora (0,76 mg/mL),
vermelho de ruténio (0,3 mg/mL), amilorida (5,0 mg/mL) ou acido mefenamico (30 mM), 15
min antes do pré-tratamento intraperitoneal com a menor concentragao efetiva de CLF-1 (0,1
mg /ml; 20 puL). A nocicepc¢do foi induzida pela capsaicina (5 pL; i.m.) 30 min apos o pré-
tratamento com CLF-1 (BATISTA et al., 2018; MAGALHAES et al., 2017; SOARES et al
2018).

Comportamento nociceptivo induzido por solu¢io salina hipertonica

O comportamento de nocicepcao da cornea foi induzido com solucao salina hipertonica
aplicada no olho direito dos animais (n = 6/grupo) 30 min ap6s o pré-tratamento (20 pL; i.p.)
com CLF-1 (0,1; 0,3; 1,0 mg/mL), morfina (1 mg/mL; controle positivo) ou veiculo (Controle;
solugdo salina a 0,9%). Um grupo de animais (n=6/grupo) ndo tratado (Naive) também foi
incluido. A porcentagem de analgesia (A%) foi calculada individualmente durante 0-5 min.
Esse modelo também foi escolhido para avaliar o possivel envolvimento dos canais TRPV1.
Assim, em um experimento subsequente, os animais (n= 6/grupo) foram pré-tratados
intraperitonealmente com capsazepina, 15 min antes da administragao intraperitoneal de CLF-

1 (0,1 mg/ml; 20 pL) (MAGALHAES et al., 2018).
ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como valores da média + erro padrao da média para cada
grupo de 6 animais. Ap6s confirmagdo da normalidade de distribui¢ao e homogeneidade dos

dados, as diferengas entre os grupos foram submetidas a andlise de variancia (ANOVA
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unidirecional), seguido do teste de Tukey. Todas as analises foram realizadas com o software

GraphPad Prism v. 5.01. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p <0,05).
RESULTADOS E DISCUSSOES

AVALIACAO DA SEGURANCA NAO CLINICA

Toxicidade aguda frente ao Zebrafish (Danio rerio) adulto

A importancia do uso do zebrafish em estudos de toxicidade tem permitido grandes
avangos cientificos voltadas para o desenvolvimento de novas drogas analgésicas
(MAGALHAES et al., 2017). Neste estudo, a possivel toxicidade de CLF-1 foi analisada em
zebrafish. Com base nos resultados, constatou-se que CLF-1 se mostrou seguro, pois nao

apresentou sinais de toxicidade frente a ZFa até 96 h de analise (CLso > 1 mg/mL).
Avaliacao da atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

Recentemente, o teste de campo aberto foi adaptado em placas de Petri para avaliar a
atividade locomotora do Zebrafish sob acdo de drogas analgésicas (BATISTA et al., 2018;
MAGALHAES et al., 2017). Nesse contexto, foi empregado o mesmo método para avaliar o
efeito de CLF-1 no sistema locomotor do zebrafish adulto. Dessa forma, foi observado que no
teste de campo aberto, CLF-1 ndo alterou a locomog¢ao dos animais, pois mostrou atividade

locomotora significativamente (p > 0,05) semelhante ao grupo naive (Figura 2).

Figura 2: Efeito de CLF-1 na atividade locomotora do Zebrafish (D. rerio) adulto no Teste de Campo Aberto (0-
5 min). Cada coluna representa a média + erro padrdo da média (n = 6/grupo). Os numeros acima das colunas
indicam a porcentagem de atividade locomotora (AL%). Naive (grupo ndo tratado). Veiculo (Controle, solucao
salina 0,9%; 20 pL; i.p.). ANOVA unidirecional com teste post-hoc de Tukey.
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

Como resultado, todas as concentragdes testadas de CFL-1 (0,1; 0,3 e 1,0 mg/mL)
reduziram (p < 0,01- p < 0,001 vs. Controle) o comportamento nociceptivo induzido pela
formalina em ZFa na primeira fase do teste. Posteriormente, foi averiguado que na segunda fase
do teste, apenas a concentracdo mais elevada de CLF-1 (1,0 mg/mL) inibiu (p <0,001 vs.
Controle) o comportamento nociceptivo induzido pela formalina em ZFa. Além disso, as
concentracoes de 0,3 e 1,0 mg/mL de CLF-1 reduziram o comportamento nociceptivo induzido
por cinamaldeido (p < 0,001 e p < 0,001 vs. Controle; respectivamente). Em relacdo aos
modelos nociceptivos induzidos por solugdo acida, glutamato e capsaicina foi observado que
todas as concentragdes testadas de CFL-1 reduziram (p < 0,01 - p < 0,001 vs. Controle) a

nocicep¢ao em ZFa (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito antinociceptivo de CLF-1 em zebrafish (Danio rerio) adulto. O nivel de significancia estatistica
foi estabelecido em 5% (p < 0,05): *xp < 0,01 vs. controle; **xp < 0,001 vs. controle; p < 0,05; °p < 0,01; p <
0,001 vs. Morfina.

Tratamento GRUPOS
(ip)
Concentracdo  Formalina (1° fase)* Formalina (2° fase)* Cinamaldeido** Salina dcida* Glutamato Capsaicina®
(mg/mL)
A Cruzamentos %A Cruzamentosde %A Cruzamentosde %A Cruzamenfosde %A Cruzamentos de %A Cruzamentos de
de linhas linhas linhas linhas linhas linhas
Controle - - 382265 - 9532272 - 368+24 - 535228 - 428:18 - 338:43
CLF1 01 52,12 1255+89™ 8.90 118,8 = 8,64¢ 12,60 588+99 30,96 165,7 30,4 38,88 1185 £17.7° 54,09 1795236
CLF-1 03 5104 1237+172° 2230 1540:1073 3328 950+102" 32,39 1709157 3819 117,3£169" 64,41 2073+ 16,3
CLF-1 1,0 46,26 1167+144" 2877 171,3 £10,28" 37,40 102276 s 1688 11,77 48,14 1367 11,2 43,69 1518877
Morfina 02a-1,00 60,95 1403+131° 4765 2212+1667° 4272 1115+74™ 5049 2365+112" 64,19 168,092 4525 1557+ 40
2 5o

Naive - 5 1675+ 13,68™ - 264,2 £23,62 - 1748 6,67 g 362,5 +20,54™ el 1950+ 18,3 E 2693153

Fonte: Elaborada pelos autores.
Contudo, embora o potencial antinociceptivo de diferentes partes de C. leprosum ja
tenha sido investigado (VIAU et al., 2014), a presente pesquisa foi a primeira a relatar a
avaliacdo da capacidade de CLF-1 em atenuar a nocicepcdo aguda comportamental em

zebrafish adultos.

MECANISMO DE ACAO DO TRITERPENO CLF-1 SOB NOCICEPCAO INDUZIDA POR
CAPSAICINA

A menor concentracao efetiva de CLF-1 (0,1 mg/mL) foi obtida no teste de capsaicina,
com 54,09% de inibicdo do comportamento nociceptivo (Tabela 1). Portanto, este modelo foi
escolhido para investigar os possiveis mecanismos de neuromodulacdo. Como resultado, o

efeito antinociceptivo de CLF-1 foi completamente prevenido pela naloxona, L-NAME e
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vermelho de ruténio, e parcialmente bloqueado pela cetamina, canfora, amilorida e capsazepina.

Contudo, CLF-1 foi resistente apenas ao azul de metileno, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2: Efeito do pré-tratamento com naloxona, L-NAME, azul de metileno, cetamina, canfora, vermelho de
ruténio e amilorida na antinocicep¢ao induzida por CLF-1 em zebrafish adulto. Nocicep¢ao induzida por
capsaicina (40,93 uM; 5 pL; i.m). ANOVA seguida de Teste de Tukey (*p < 0,001; °» < 0,01 vs. Controle; ##p <
0,01; ###p < 0,001 vs. CLF-1).

Concentragdo Cruzamentos de linhas Analgesia

Grupos (mg/mL; 20 uL i.p.) {10 - 20 min) (%)
Controle Salina 0,9% (20 pL) 3750+168
CLF-1 0,1 197,2 £12,13¢ 62,52
Naloxona + CLF-1 0,2+0,1 58,33 +2,80¢## 10,95
L-NAME + CLF-1 1,0+0,1 23,67 + 13372 210
Azul de metileno + CLF-1 1,0+0,1 164,00 + 12,05° 50,19
Cetamina + CLF-1 0,01+01 1217 £5,31s#%# 34,49
Cénfora + CLF-1 0,76 +0,1 1078 £ 14, 040### 29,32
Vermelho de ruténio + CLF-1 0,3+01 2317 £713### 1,92
Amilorida + GLF-1 5,0+0,1 153,2 + 7 782## 4618
Naive Sem tratamento 2693 £1531™

Fonte: Elaborada pelos autores.

O mecanismo de agdo antinociceptivo de triterpenos foi relatado anteriormente em
diferentes modelos animais (LONGHI-BALBINOT et al., 2011; PIETROVSKI et al., 2006).
Dessa forma, foi demonstrado que o triterpeno CLF-1 diminuiu o comportamento de
nocicep¢ao induzida por capsaicina em roedores, agindo nos receptores de TRPs
(PIETROVSKI et al., 2006) bem como demonstrado nesse estudo com ZFa. O triterpeno do
tipo acido oleandlico, também preveniu a nocicepgao induzida pela capsaicina, modulando os
canais TRPV1 em ZFa (SOARES et al., 2018). Os canais TRPs, especialmente TRPV1 e
TRPAI, constituem o maior grupo de canais i0nicos nociceptivos, onde hd um grau de interagao
entre eles e sua ativagdo ocorre em resposta a temperaturas elevadas, sob condigoes de pH <
5,9, e por substancias como capsaicina e solu¢do salina hipertonica (CALIXTO et al., 2005;
JARDIN et al., 2017). Este efeito pode ser bloqueado quando um antagonista do canal TRPV1,
como o vermelho de ruténio ¢ usado (SOARES et al., 2018).

Longhi-Balbinot et al. (2009) avaliaram o envolvimento do sistema glutamatérgico
(receptores NMDA e metabotropicos de glutamato) na agdo antinociceptiva causada pelo CLF-
1 em camundongos. Além disso, CLF-1 também demonstrou modular os canais do sistema
opidde e o sistema nitrérgico em camundongos (LONGHI-BALBINOT et al., 2011). Outros
triterpenos como tigenona e acido oleanolico demonstraram envolvimento no sistema do 6xido
nitrico ¢ ASICs (SOARES et al., 2018; VELOSO et al., 2015). Portanto, esses dados fornecem
uma visdo geral de que essa subclasse de moléculas estd ligada a reducdo da modulagdo e

sinalizagao dolorosa, e assim, pode atuar em diferentes alvos moleculares.

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pds-graduagcdo em
ciéncias naturais - PPGCN

fr‘

WPy ¥
J,;s& {

@



NOCICEPCAO CORNEAL INDUZIDA POR SOLUCAO SALINA HIPERTONICA

Como resultado, foi observado que todas as concentragdes de CLF-1 (0,1; 0,3 ¢ 1,0
mg/mL) também foram capazes de reduzir (p < 0,001 vs. Controle) o comportamento
nociceptivo no modelo de dor corneal induzida por solucao salina hipertonica em ZFa (Figura

3a), e este efeito foi prevenido pela capsazepina (Figura 3b).

Figura 3: (A) Efeito de CLF-1 na nocicep¢ao corneana induzida por solucdo salina hipertdnica (5 M NaCl) em
Zebrafish adulto (0-5 min). (B) Efeito da Capsazepina (Cpasa) na agdo antinociceptiva de CLF-1. Os numeros
acima das colunas indicam a porcentagem de analgesia (% A). Controle: veiculo (solucdo salina 0,9%; 20 uL;
i.p.). Naive - grupo ndo tratado. Mor — morfina (1,0 mg/mL; 20 pL; i.p.). Capsa (0,5 mg/mL; 20 pl; i.p.).
ANOVA unidirecional com teste post-hoc de Tukey (x**p<0,001 vs. Controle).
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Os canais TRPV1 sdo sensores celulares envolvidos na formagdo da cornea e na
deteccao de sensagdes nocivas. Além disso, as fibras nociceptivas da coérnea respondem
coletivamente a diferentes estimulos quimicos ativando os canais TRPV1 (LAUNAY et al.,
2016). Portanto, os resultados confirmam o valor potencial antinociceptivo de CLF-1 ativo

nessa via.
CONSIDERACC)ES FINAIS

O presente estudo mostrou que o triterpeno CLF-1 isolado das folhas de C. leprosum
apresentou efeito farmacoldgico como inibidor do comportamento de nocicep¢ao em zebrafish
(D. rerio) adulto, sem apresentar alteracao locomotora e sem causar toxicidade nos animais.
Além disso, o comportamento antinociceptivo de CLF-1 foi mediado por receptores opioides,

nitrérgicos, glutamatérgicos (NMDA) e canais TRPs e ASICS.
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ARTIGO 8

EXTRACAO, PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE POLISSACARIDEO
OBTIDO A PARTIR DO ESXUDATO DA SIRIGUELA (SPONDIAS PURPUREA L.)

Henety Nascimento Pinheiro
DOI10.47402/ed.ep.c20221826820 Flavia Freitas Veloso

Flavia Oliveira Monteiro da Silva Abreu

RESUMO

Polissacarideos extraidos de exsudatos de plantas s3o comumente estudados na comunidade
académica em sistemas de liberag¢ao de farmacos, como bioadsorvente, e outras finalidades. No
Brasil existe uma grande busca por exsudatos que substituam outros que ndo possuem
ocorréncia na américa latina. Este trabalho teve como objetivo, extrair goma do exsudato de
siriguela localizadas na regido metropolitana de Fortaleza. A caracterizagdo do polimero foi
realizada por titulagdo potenciométrica, analises em espectroscopia de Infravermelho e RMN
Cl13, além da determinacdo da viscosidade intrinseca e massa molar viscosimétrica por
viscosimetro Cannon-Feske. A extragdao da goma teve um rendimento médio de 63,83%. A
titulagdo apresentou um grau de acidez de 6,27% em termos de acido galacturdnico e uma massa
viscosimétrica de 712105.86 g/mol.

PALAVRAS-CHAVE: Polissacarideos naturais; Spondias purpurea L.; Viscosidade.

INTRODUCAO

Gomas naturais sdo substancias que podem ser definidas, de forma geral como
polissacarideos que podem se solubilizar ou absorver agua, em diversas faixas de temperatura,
podendo formar dispersdes coloidais, solugdes de alta viscosidade ou géis. (RODRIGUES,
1993). Gomas naturais podem ser extraidas de varias fontes, como exsudatos (HOSSEINI et
al., 2015), sementes (DEEPAK et al., 2016), ou por processos de fermentacao microbioldgica
(REINOSO et al., 2019).

A Siriguela (Spondias purpurea L.) ¢ uma planta da familia das Anacardiaceas que pode
ser encontrada em diversas regides tropicais do mundo, em especial na américa latina. Uma
grande parte das espécies € encontrada na Venezuela (TEIXEIRA et al., 2007), porém ¢ uma
planta muito presente, também, no México, Guatemala, Caribe e no Brasil, onde apresenta forte
ocorréncia na regido nordeste. A Figura 1 mostra um exemplar da espécie de onde partiu o

material obtido nesse estudo.
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Figura 1: Siriguela, planta utilizada como material de estudo.

7 F nte elborada pelos autrs

Essa planta carrega um importante valor econdomico no cenario do cultivo de especies
frutiferas, embora ndo possua pomares comerciais para sua exploragdo, seu potencial de
comercializacdo ¢ consideravel (GAMA et al. 2009). O ultimo censo agropecudrio realizado
pelo IBGE em 1996, mostra dados importante sobre o cultivo da planta, a Tabela 1 mostra esses

resultados.

Tabela 1: Producdo de Siriguela no Brasil em toneladas e porcentagem por regiao em 1996.

Toneladas %
Brasil 3744 100,00
Nordeste 3372 90,06
Sudeste 184 491
Norte 120 3,21
Sul 35 0,93
Centro-Oeste 33 0,88

Fonte: Adaptado de IBGE (1996).

Tais resultados mostram que a espécie, na regido Nordeste do Brasil, possui
consideravel visibilidade, porém, seu cultivo se resume a fins de comercializag¢ao da fruta, nesse
sentido, o estudo e utilizagdo de materiais extraidos de outros 6rgdos, como o exsudato do caule,
se mostra como uma alternativa de aproveitamento da planta, na produgdao de polimeros

naturais.

A literatura apresenta esse polissacarideo como um material contendo galactose (59%),
arabinose (9%), mannose (2%), xylose (2%) e rhamnose (2%). Existe uma fracdo de acidos
uronicos (26%) representado pelo acido D-glucurdnico além de material proteico residual.
(MARTINEZ, et al. 2008). Estudos espectroscopicos da goma mostram que sua estrutura &
baseada em b-D-galactopiranose (1-3) e (1-6) ligados, bem como, arabinose, ramnose, acido
b-D-glucurénico e acido 4-O-metil a-glucurénico como residuos de cadeias terminais

(GOTERA et al., 2005).
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Este trabalho tem o objetivo de extrair exsudatos de plantas localizadas na regido
metropolitana de Fortaleza, assim como isolar, purificar e caracterizar a goma de acordo com

seus grupamentos funcionais e suas propriedades reoldgicas.
METODOLOGIA

MATERIAIS

Para extragdo, purificagdo e caracterizagdo da goma foi utilizado como reagentes:
Cloreto de sodio (Neon), Etanol 96% (Neon), Acetona (Neon), hidroxido de so6dio (Dindmica)

e hidroxido de potassio (Dindmica).
EXTRACAO E PURIFICACAO

O processo de isolamento e purificagdo da goma pode ser observado pela representagao
esquematica, descrita na Figura 2. Inicialmente houve a extracdo do exsudato, obtido por
choque mecanico em partes do caule da arvore localizadas no municipio de Pacatuba-CE, o
exsudato liquido foi coletado e seco em temperatura ambiente, em seguida, foi triturado em
almofariz. O exsudato triturado foi solubilizado em agua destilada e mantido sob agitacao
magnética por 24 horas. Realizou-se a primeira filtracao a vacuo em funil de placa porosa G1,
para retirada de residuos. Adicionou-se a mistura 5 g de NaCl, seguido de corre¢do de pH para
7,00. A mistura foi entdo precipitada em etanol 96% numa propor¢ao de 1:4 de solugdo/etanol.
O precipitado foi filtrado em funil G3 e lavado com etanol absoluto e acetona. O processo foi
repetido por mais duas vezes como processo de purificacdo. Por ultimo, a goma extraida foi

seca em estufa a 50°C por 24 horas, pesada e armazenada em dessecador.

Figura 2: Representacéo esquematica do processo de isolamento e purificagdo da goma da Siriguela.

=

Spondias purpurea Trituragdo do esxudato  Filtragdo da solugdode  Adiciio de NaCl e

Precipitagdo em etanol
esxudato

corregdo de pH

" <

Filtragdo Goma isolada Repeticdo do processo

Secagem Goma purificada

Fonte: claborada pelos autores.
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CARACTERIZACAO
Titulacao Potenciométrica

Para avaliar o teor de acidez na goma, em termos de &cido galacturdnico, foi dissolvido
0,4g da goma em 100 ml de 4gua destilada e em seguida titulada com KOH 0,1 M em pHmetro
Luca-210. Uma curva de titulacdo foi obtida com os valores de pH em fun¢do do volume

adicionado. Para calcular o grau de Acidez da cadeia, foi utilizado a equacgdo 1:

178 x Vo x [KO
é“*‘* [ H]xlﬂﬂ

goma (Eq 1)

Gacid.=

Onde: Vkon = volume de base gasto até o ponto de inflexdo da curva, [KOH] =
concentragcdo de base em Mol/L, Cgoma = concentragdo de goma em g/L. na amostra e 178 =
massa molar do acido galactur6nico com a perda de hidroxila e hidrogénio ocasionada pela

polimerizacao do mondmero.
Viscosimetria

Os testes de viscosidade foram realizados de acordo com a metodologia de Abreu
(2008). A Viscosidade especifica do polimero foi obtida pela equacao 2, e a viscosidade

especifica reduzida pela equagdo 3, utilizando um viscosimetro Cannon-Feske, com vérias

concentragdes da solugdo diluidas em NaCl 0,2M a 25°C. Onde: 1] ;5= viscosidade especifica;

t =tempo de escoamento da solugdo; To = tempo de escoamento do solvente e ¢ = concentracao

percentual do polimero na solugao.

E_tﬂ‘ nes
nQS' = ( ) g5 == —p
’ to /(Bq.2) Nesp rea ( c )(Eq. 3)

A viscosidade intrinseca foi obtida pelo limite da viscosidade especifica reduzida,
quando a concentracdo do polimero tende a zero, representada pela equacdo 4 e obtida
graficamente. A massa molar viscosimétrica do polimero foi determinada pela equagdo de
Mark-Kuhn-Houwink-Sakurada, como mostra a equacao 5. Onde a = 0,5406 ¢ k = 0,01311,
valores obtidos em comparagao com a goma ardbica (MASUELLI, 2013).

intrinseca = li a5 — TR
Nint (7] lim (7? pma) (Eq. 4) Il =k (L) (gq. 5)
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Analise de FTIR

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
espectrometro Shimadzu IR-tracer-100, com transformada de Fourier. Os experimentos foram
realizados com amostra em pastilhas de KBr, com espectro registrado na faixa de 4000 a 400

cm’!. Os dados por absorbancia foram obtidos com 64 scans e resolugdo de 4 cm™.
Espectroscopia de ressoniancia magnética nuclear

As amostras foram caracterizadas por RMN 1H em um Espectrometro Avance DRX
500 MHz (Bruker) usando agua deuterada (D20) como solvente. Foram realizadas 128
transientes. 20 mg da amostra foram dissolvidos em 0,5 mL de solvente deuterado. Os espectros

foram analisados usando o software TopSpin 3.6.2.
RESULTADOS E DISCUSSOES

Seguindo toda a rota de extracdo e purificacdo, a obten¢do da goma foi efetuada com
sucesso, onde obteve-se em 5 lotes um rendimento médio de 63,83%. Os resultados das massas
de esxudatos dissolvidos e de gomas obtidas, bem como rendimentos obtidos nos processos

estao apresentados na Tabela 2 a seguir.

Tabela 2: Massa de exsudato, massa da goma obtida e rendimento.

Massa de Exsudato Massa de goma obtida Rendimento (%)
5,0021 3,5670 71,31
5,0089 2,5207 50,32
5,0105 3,4251 68,36
5,0620 2,7851 55,02
5,0008 3,1920 63,83
Média 5,0089 + 0,03 3,1920 + 0,44 63,83 + 0,09

Fonte: elaborada pelos autores.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que a producdo da goma ¢é viavel e
apresenta porcentagens de rendimento semelhantes a goma do cajueiro, como consta em um
estudo feito por Rodrigues e colaboradores (1993). Dessa forma, em termos de producao, o

exsudato da Siriguela pode ser uma fonte importante para o isolamento de polissacarideos.
Titulacdo Potenciométrica

Ap6s a realizagdo da titulagdo, determinou-se o volume do ponto de inflexao
graficamente utilizando Origin, através do método da Segunda derivada, com os dados

dispostos na Figura 3.
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Figura 3: Curva de titulagao da goma da siriguela purificada.
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Fonte: elaborada pelos autores.

O ponto de inflexdo determinado com o valor de 1,60 mL ¢ referente a neutralizacao
dos fons H3O" presentes nos grupamentos de acidos carboxilicos dos mondmeros de écido
galacturonico. Com esse volume foi determinado o grau de acidez, cujo valor foi igual a 6,27%.
Essa consideravel influéncia no pH da solu¢ao de goma, corrobora com a alta porcentagem de
acidos uronicos na cadeia, citados anteriormente. Essa acidez relativa, pode estar relacionada
com caracteristicas da propria planta, onde estudos mostram que os frutos da siriguela possuem

alta taxa de acidez (ORTEGA et al., 2019).
Analise de FTIR

Os picos de absor¢ao de grupamentos funcionais de importante determinagdo em
polissacarideos pode ser observadas na Figura 4. Onde Sao evidenciadas bandas na regido de
3405 cm™! pertencentes a deformacdo axial de grupamento hidroxila (-OH), grupamentos
predominantes em polissacarideos naturais, além disso, bandas em 2930 cm!sdo caracteristicas
de deformacao axial e angular de hidrogénios (-H) ligados a carbonos sp3. Um pico intenso em
1608 cm™! est4 relacionado ao estiramento simétrico do grupamento carboxilato (-COO-), bem
como o pico na regido de 1419 cm’, atribuido ao estiramento assimétrico do gruo, ambos
oriundos de 4cido galacturdnico, que tem sua banda em 3000 cm™ sobreposta por absor¢des de

-OH que possuem predominancia nos mondémeros majoritarios.
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Figura 4: Espectro de FTIR da goma de Siriguela purificada.
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Fonte: claborada pelos autores.

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear RMN-H"'

A Figura 5 revela o espectro de ressonancia magnética nuclear para a goma de siriguela.
De acordo com o espectro gerado nota-se a presenca de prétons anoméricos caracteristicos de
polissacarideos, onde podem ser observados na regido 4,34 ppm até 6 ppm devido a presenga
de -D-glicose (5,75 ppm), -I-ramnose (5,27 ppm), -d-galactose (1 — 3) (5,07 ppm) e acido -d
glucurdnico (4,34 ppm), ha também, deslocamentos quimicos em 4,44 ppm ¢ 4,95 ppm que sdo
atribuidos a H-1 de galactose e ramnose, respectivamente. Os sinais H-2 a H-5 s3o sobrepostos
nas regides de 3,3 até 3,8 ppm, assim como o sinal em 1,32 ppm ¢ devido aos protons metil da

ramnose. (LIMA, 2018)
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Figura 5: Espectro de RMN H! da goma de siriguela.
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Fonte: claborada pelos autores.

Viscosimetria

De acordo com as medidas de tempo de escoamento, aplicados a equagdo 2 e com o0s

valores de viscosidade especifica reduzida da equagdo 3, foi obtido o grafico disposto na Figura
6.

A partir do grafico e pela extrapolagdo da reta quando a concentracao ¢ zero, foi obtido
o valor de viscosidade intrinseca de 19,12 ml/g, e a partir desse valor foi calculada uma massa
molar de 712105.86 g/mol do polimero de acordo com a equacdo 5, comparando os valores de

viscosidade com a goma arabica numa temperatura de 25°C.

Figura 6: Viscosidade especifica da solucdo polimérica em detrimento da concentragao.
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Fonte: claborada pelos autores.
4. CONSIDERACC)ES FINAIS

Polissacarideos Naturais sdo materiais extensamente explorados para diversas

finalidades, um exemplo desses materiais sdo as gomas que sdo polissacarideos soluveis em
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dgua que podem ser de alta ou baixa viscosidade. A forma mais utilizada de extragdo e
purificacdo ¢ a partir do exsudato da planta e por precipitacdo em etanol. O trabalho teve o
objetivo de purificar e caracterizar a goma quanto a acidez relativa, onde o resultado aponta a
influéncia do 4cido galacturonico nas cadeias terminais do polissacarideo. Quanto as
caracteristicas reoldgicas, a goma apresentou, em temperatura ambiente, uma viscosidade
intrinseca semelhante a goma arabica, outra goma natural obtida de exsudato. Essa semelhanca
de propriedade pode ser um ponto importante a ser considerado na utilizacdo da goma da
siriguela para substituir a goma arabica. O rendimento dos processos foi satisfatorio, mostrando
que a utilizagdo desse polissacarideo, pode ser uma alternativa sustentavel no aproveitamento
da planta quando cultivada no Brasil. Além disso, suas caracteristicas estruturais foram
confirmadas com sucesso pelas anélises espectroscopicas por RMN H!, confirmando os
mondmeros, arabinose, galactose, acido galacturdnico e ramnose anteriormente constatados na
literatura. Os grupamentos funcionais determinados por espectroscopia FTIR, apontam a
presenga de OH e COO", confirmando a presenga majoritaria de cadeias de mondmeros, comuns
em outras gomas de origem natural. Tais dados mostram a goma como um polissacarideo de
facil obtengao na regido do semiarido brasileiro, e pode substituir polimeros importados como

a goma arabica.
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ARTIGO 9

MICROENCAPSULACAO DA RIBOFLAVINA: CARAC:FERIZACAO FiSICO-
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RESUMO

A riboflavina (Rf) ¢ uma vitamina hidrossoliivel essencial para os seres vivos, atua como
cofatora em diversos processos metabolicos de oxido-redugao no sistema celular, no entanto,
apresenta pouca biodisponibilidade em alimentos, ¢ fotossensivel e pode sofrer reagdes de
degradagdo. Desta forma, o objetivo desse trabalho foi microencapsular a Rf pela técnica de
“spray drying”, visando a preservacao ou o aprimoramento das suas propriedades funcionais.
Para microencapsulagao utilizou-se como matriz de revestimento o biopolimero galactomanana
(G), extraido de endospermas da Delonix regia, € o surfactante F127, nas concentracdes de
0,10%. A Rf e as microparticulas produzidas (GRf e GRfF1) foram caracterizadas por meio de
Espectroscopia de Absor¢dao na Regido do Infravermelho (IV) e avaliadas quanto a sua
atividade microbiologica contra os fungos Trichophyton rubrum e Candida albicans, pela
técnica de Microdiluicao em caldo. O biopolimero (G) foi caracterizado através da andlise de
Ressonincia Magnética de 'H, em que foi determinada a relagio manose/galactose de
4,13:1,00. A espectroscopia de IV mostrou as bandas de absor¢do presentes nas
microparticulas, apontando que ndo houve interagdo quimica entre Rf e (G). A eficiéncia de
encapsulacdo nas microparticulas foi de 87,14 - 88,53%. A atividade microbiologica das
microparticulas (GRf) realizadas contra o 7. rubrum mostrou que tanto a Rf quanto as
microparticulas possuem capacidade inibitoria do fungo.

PALAVRAS-CHAVE: Encapsulacdo. Vitamina B2. Antiflingico

INTRODUCAO

A microencapsulacao pode ser definida como um processo no qual pequenas particulas
ou goticulas sdo circundadas ou incorporadas por uma matriz de revestimento homogénea ou
heterogénea (GHARSALLAOUI et al., 2007). Essa barreira serve para inibir interagdes
quimicas desfavoraveis e ajudar na liberacdo de ingredientes bioativos (KATOUZIAN;

JAFARLI, 2016).

Diversos produtos de origem natural servem como matriz de revestimento para
microencapsulacdo, tais como: amidos, proteinas, gomas, ciclodextrinas e lipossomas. Em

geral, a técnica de microencapsulagdo protege o material encapsulado de reacdes, por exemplo,
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com luz, oxigénio e 4gua; melhora a manipulagao e o fluxo da substancia encapsulada, favorece

a liberacdo controlada e € util para mascarar sabores indesejaveis (JAFARI et al., 2008).

O processo da microencapsulacao se da por métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos.
Os métodos mais comuns sdo: atomizagdo (spray drying), extrusdo, leito fluidizado,
coacervagdo, liofilizacdo, secagem em tambor, inclusdo molecular e inclusdo em lipossomas
(AZEREDO, 2008; KHADIRAM et al., 2015). A escolha do método depende do tamanho,
biocompatibilidade e biodegradabilidade das microparticulas, assim como das caracteristicas
do nucleo, matriz de revestimento, taxa de liberacdo do nucleo e custos de produgao

(NESTERENKO et al., 2013).

O método de microencapsulagdo por atomizacdo, também conhecido como spray
drying ¢ umas das tecnologias industriais mais utilizadas e tem como principio de secagem a
pulverizagao, onde o material ¢ seco por aspersao de forma simples e rapida (DE VOS et al.,

2010; OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

A microencapsulacdo de bioativos ¢ de grande interesse para a industria farmacéutica,
alimenticia e de cosméticos. As microparticulas, nanocapsulas e nanoesferas produzidas por
meio da microencapsulagdo servem como transportadores de droga, capazes de promover uma
liberacao de forma controlada (HONG; LEE; KIM, 2009; SANGUANSRI et al., 2013). Na
industria alimenticia, a microencapsulagdo ¢ adequada para producdo de alimentos funcionais
e nutracéuticos, melhora as propriedades e aumenta o periodo de vida util da substancia

encapsulada (BETORET et al., 2011; PEREZ-MAZIA et al., 2015).

As vitaminas s3o substancias essenciais para os seres vivos, no entanto, elas sdo
sensiveis a fatores como luz, temperatura, oxigénio e outros (DIAZ et al., 2009). Uma vez que
a microencapsulacao ¢ definida como a criagdo de uma barreira para inibir interagdes quimicas
desfavoraveis e para liberagdo de ingredientes bioativos, no caso das vitaminas, a
microencapsulagdo tem como principais caracteristicas: protegé-las do ambiente externo,
promover a liberagdo controlada, melhorar as propriedades de fluxo, reduzir excessos, mascarar

cores e sabores indesejaveis (KATOUZIAN; JAFARI, 2016).

Nessa perspectiva, essa pesquisa visou microencapsular a riboflavina (vitamina B2) com
galactomanana extraida da Delonix regia, determinar suas caracteristicas fisico-quimicas,
avaliar sua atividade microbioldgica contra a espécie Trichophyton rubrum e Candida albicans;

para possiveis aplicagdes farmacoldgicas e ou nutracéuticas.
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METODOLOGIA
EXTRACAO DA GALACTOMANANA

A galactomanana foi obtida de endospermas das sementes da D. regia, coletadas na
Universidade Estadual do Ceard, com exsicata registrada no Herbario Prisco Bezerra com n°
53140. As sementes foram submetidas a quatro extracdes aquosas de 900 mL cada, sob uma
temperatura de 75°C e 700 rpm em agitador magnético Fisatom modelo 710, conforme

metodologia proposta por Vieira et al. (2007), com algumas adaptagoes.
PREPARACAO DAS MICROPARTICULAS

Uma solucdo aquosa de galactomanana 0,325% (m/v) foi preparada e mantida a 60°C
por 6 horas, em agitador magnético modelo Fisatom 710 com 700 rpm de agitacdo para
completa dissolu¢ao do polimero. Nesta solugdo foi adicionado 260 mg de riboflavina na
propor¢ao 10: 1(G:Rf), a qual permaneceu sob agita¢ao por 1 hora a 700 rpm, protegido da luz.
Foram também produzidas microparticulas de Rf com G e F127 na concentracdo 0,10%

(GRfF1), mantendo as mesmas condi¢des das GRf.

Para produgdo das microparticulas de riboflavina encapsulada com galactomanana
(GRY) as solugdes foram submetidas a técnica de spray drying em mini Spray-Dryer modelo
Biichi B-290, com temperatura de entrada de 130°C, temperatura de saida 100°C, fluxo de

bomba 10% e eficiéncia do exaustor de 100%.
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA
Ressonancia Magnética Nuclear 'H da galactomanana

A amostra de galactomanana da D. regia foi diluida em D20 na concentragdo de 28
mg.1mL"! e mantida em 4gua deuterada nessa concentragio por 72 horas, sob a temperatura de
80°C. O espectro de RMN 'H foi obtido em equipamento Bruker Avance DRX-500, equipado
com uma sonda dual de 5 mm de diametro, detec¢ao inversa, gradiente de campo no eixo z,

magnitude de 10A.
Espectroscopia de infravermelho FTIR

Os espectros de infravermelho da Rf, G e microparticulas GRf foram realizados em
espectrofotometro modelo Shimadzu FT-IR 8300, as amostras foram trituradas com brometo
de potéssio (KBr) para obtencao de pastilhas. As bandas de absor¢ao na regido do infravermelho

foram realizadas em uma janela espectral de 500 — 4000 cm’'.
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Curva padriao

Foi preparada uma solugdo padrdo de riboflavina em dgua destilada com concentracdo
de 100 ppm, dessa solugao foram retiradas diferentes aliquotas as quais foram transferidas para
baldes volumétricos de 10 mL, a fim de se obter uma curva padrdo nas seguintes concentragoes,

em ppm (10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,90, 100).

Todo o processo foi realizado sem exposi¢do das amostras a luz. Cada solucdo foi
submetida a espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel UV-VIS em 444nm,
acondicionadas em cubetas de quartzo, usando a agua destilada como branco. Com a curva
padrdo obtivemos a equacdo de regressdo linear entre os valores das absorbancias e a
concentragdo da riboflavina em ppm. Com a curva padrao obtivemos a equacao (I) de regressao

linear entre os valores das absorbancias e a concentragdo da riboflavina em ppm.
Y=0,0191 x + 0,1449 Equacio (I); onde obtivemos R?>= 0,9871.
Eficiéncia de encapsulacao

Foram preparadas solugdes com 2 mg das microparticulas em 10 mL de 4gua destilada,
a fim de se obter uma solugdo de 200 ppm, essas solu¢des foram submetidas a espectroscopia

na regido do ultravioleta-visivel em 444 nm.
A concentrac¢do de riboflavina foi determinada com base na curva padrao, e a eficiéncia
de encapsulacao foi obtida pela equacao (II):
QTD ~
EE(%) = [m | 100 Equacio (1)
Onde, EE= Eficiéncia de encapsulacdo; QTD=Quantidade de riboflavina determinada
no sistema polimérico, QTA= Quantidade de riboflavina teoricamente adicionada ao sistema.

O teor de riboflavina encapsulada foi calculado através da equagdo (IV):

TGRf(%) = | Equagio (IV)

TTR f.EE]
100

TGR{f(%)= Teor de riboflavina encapsulada com galactomanana; TTRf= Teor tedrico

de riboflavina encapsulada; EE(%)= Eficiéncia de encapsulacao.
Atividade microbiologica

Na realizacdo da atividade antifiingica, o preparo do indculo se deu a partir de cepas do

T. rubrum e da C. albicans cultivadas em agar Sabouraud durante 5 e 2 dias a 28°C,
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respectivamente. Para o método da microdiluicdo em caldo, os indculos de C. albicans foram
padronizados em (2,5 - 5 x10 UFC mL™") e T. rubrum (5 x 10* UFC.mL™). As suspensdes
foram diluidas na proporg¢ao 1:2000 para C.albicans e 1:500 para T. rubrum, no meio de cultura
RPMI 1640, de forma que as concentracdes finais dos inéculos mantivessem o valor similar ao

padrdo.

A concentragdo inibitoéria minima (CIM) para C. Albicans foi determinada por meio do
método de microdiluicdo em caldo, conforme o Instituto Europeu de Normas Clinicas e
Laboratoriais (CLSI M27-A3, 2008). O ensaio de microdilui¢do para o T.rubrum foi realizado
em concordancia com o documento M38 - A2 (CLSI M38- A2, 2008). O cetoconazol foi
utilizado como droga controle e todos os testes foram realizados em duplicata. As concentragdes
fungicidas minimas (CFM) tanto para C. albicans e T. rubrum foram determinados segundo

Fontenelle ef al. (2007, 2008) .
Analise estatistica

Os dados da eficiéncia de encapsulacdo foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e teste Turkey ao nivel de 5% de probabilidade, usando o programa de estatistica
Assistat 7.7 beta.

RESULTADOS E DISCUSSAO
RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR 'H ( RMN 'H)

O espectro de RMN 'H para o polimero galactomanana mostrou sinais relativos aos
hidrogénios anoméricos da manose em 5,25 ppm; e da galactose em 5,53 ppm, os quais foram

integrados para obtencdo da razdo manose/galactose da galactomanana que foi estimada em

4,13:1,00 (Figura 1).
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Figura 1: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear 'H da (G).
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Fonte: Elaborada pelos autores.

As atribui¢des dos picos de ressonancia foram feitas de acordo com a literatura que
apresentou resultados similares aos encontrados para galactomananas extraidas da D. regia
(SOUZA et al., 2015; TAMAKI; TEREYUA, TAKO, 2010). Galactomanana obtida de outra
espécie de planta (Cassia fastuosa) apresentou razao similar, que foi de 4,0:1,0 (TAVARES,
1994), entretanto, a razdo observada para Cassia javanica foi menor (3,2:1,0) (ANDRADE et
al., 1999).

Na regido anomérica foram observados dois sinais diferentes, o sinal em 5,25 ppm e
5,53 ppm, identificados como correspondente ao anel f - D manopiranose ¢ a - D
galactopiranose, valores semelhantes foram encontrados para galactomananas de outras

espécies (VIEIRA et al., 2005).
ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO - FTIR

O espectro de infravermelho da galactomanana (Figura 2) mostrou uma banda larga de
absor¢do em 3398 cm! devido ao estiramento vibracional dos grupos (O — H) presentes na
molécula. Na regido de 2910 cm™ houve absorgdo referente as ligagdes (C — H). A absor¢do em
1150 cm™ ¢é relacionada ao estiramento vibracional (C — O) do anel piranose, o pico em 958
cm’! ¢ atribuido a deformacio axial (C — OH) do C — 4 do anel, bandas de absor¢do em 815 e
876 cm™! estdo relacionadas a ligagdes anoméricas dos grupos a — D — Galactopiranose e § — D

— manopiranose, respectivamente.

Essas duas bandas espectrais apontam a presenca de ligacdes glicosidicas a e B,

caracteristicas de polimero tipo galactomanana. As frequéncias de absor¢des estdo de acordo
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com as estruturas tipicas de galactomanana da D. regia e de outras espécies (CERQUEIRA et

al., 2011; FIGUEIRO et al., 2004; SIQUEIRA et al., 2015).

O espectro de infravermelho da riboflavina (Figura 2) mostra uma banda de absorcao
caracteristica de modos de estiramento (O — H) em 3490, 3351 e 3211 cm’!. A ligagio (N —
H) presente na molécula absorve na mesma regido. As bandas de estiramento (C = O) carbonila
de amida em 1733 cm™!, (C = N ) sistema conjugado em 1545 cm™ e (C — N) em 1393 cm™..
Absorcdes similares sdo reportadas na literatura como caracteristica dos grupos funcionais

presentes na riboflavina (MALELE et al., 2010; REFAT; MOUSSA; MOHAMED, 2011).

Os espectros de infravermelho das microparticulas ndo apresentaram novas bandas de
absorc¢ao, nem mudancas significativas na posi¢ao dos picos de absor¢do, o que sugere que nao
houve interagdo quimica entre a vitamina, a galactomanana e o F127; resultados semelhantes

sdo reportados na literatura (SAGIRI; PAL; BASAK, 2014; PIROOZNIA et al., 2012).

Figura 2: Espectro de infravermelho da galactomanana (G), riboflavina (Rf), microparticulas de riboflavina com
galactomanana (GRf, GRf1) e surfactante F127.

G

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda (cm'1)
Fonte: Elaborada pelos autores.
A presenga da riboflavina nas microparticulas pode ser confirmada pela banda em 1545
cm’! presente tanto nas GRf como na GRfF1, caracteristico do sistema conjugado C=N da

vitamina, isso denota que parte dos cristais da riboflavina estao adsorvidos nas superficies das

microparticulas.
EFICIENCIA DE ENCAPSULACAO

A concentragdo total de farmaco ¢ geralmente determinada pela completa dissolugao

das nanoparticulas em um solvente adequado. Por conseguinte, a concentracdo de firmaco
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associada as microestruturas € calculada pela diferenga entre as concentra¢des de farmaco total

e livre.

Através das equagdes (I) e (II) foi possivel calcular a eficiéncia de encapsulacao da
riboflavina com a galactomanana (Tabela 1) na proporcao 10:1 (G: Rf) e o teor de riboflavina

incorporado ao sistema polimérico.

Tabela 1: Eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas de riboflavina/galactomanana.

Amostra TTGRf (%) EE(%) TGRf (%) TGRf (mg)
GRf 10% 87,22+0,84° 8,72+0,12° 0,174+0,09*
GRfF1 10% 88,53+0,65* 8,85+0,10? 0,177+0,10*

GRf: Riboflavina encapsulada com galactomanana
GRfF1: Riboflavina encapsulada com galactomanana e F127 (0,10%)
TTR{: Teor teodrico de riboflavina encapsulada com galactomanana
EE: Eficiéncia de encapsulacao
TGRf: Teor de riboflavina encapsulada
ab As letras sobrescritas quando sdo iguais denotam que nio houve diferencas significativas entre as amostras
(p<0,05)
Fonte: Elaborada pelos autores.

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) nas condigdes propostas aponta que as
microparticulas de GRf e GRfF1 ndo sofreram grandes alteragdes, tiveram um teor de eficiéncia
consideravel, variando de 88,53 a 87,22%. Na presenga do surfactante F127 (0,10%), as
microparticulas apresentaram um aumento da eficiéncia de encapsulagdo. Os valores de EE
encontrados em ambos os casos GRf e GRfF1 sdo superiores ao citado na literatura por Azevedo
et al. (2014), em que no processo de encapsulagdo da vitamina B> com nanoparticulas de

alginato/quitosana por pré-gelificagdo ionotropica obtiveram 55,9 +5,6% de eficiéncia.

Os resultados obtidos nessa pesquisa estdo em consondncia com os encontrados por Bou
et al. (2014) ao encapsularem a riboflavina através de emulsdes com diferentes lipidios, onde a

maior eficiéncia de encapsulagdo foi com 6leo de chia, cerca de 85,4% = 0,79.
ATIVIDADE MICROBIOLOGICA

O crescimento fingico das cepas leveduriformes de C. Albicans ndo foi inibido pela
acdo da Rf e das microparticulas encapsuladas com galactomanana (GRf). J4 as cepas do fungo
dermatofitico 7. Rubrum mostraram-se sensiveis a riboflavina e as microparticulas de Rf

encapsuladas com biopolimero G (Tabela 2).
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Tabela 2: Concentragdo Inibitéria Minima das microparticulas encapsuladas com galactomana (GRf e GRfF1) e
Rf frente ao Trychophyton rubrum.

1. GRf(mg/mL) 2.GRfF1(mg/mL) 3.Rf(mg/mL) Cetoconazol

Cepas
CIM FMC CIM FMC CIM FMC (ug/ml)
LABMIC 0205 0,009 0,019 0,15 0,31 0,004 0,008 1,0
LABMIC 0206 0,019 0,039 0,15 0,31 0,009 0,018 2,0

GRf: Riboflavina encapsulada com galactomanana; GRfF1: Riboflavina encapsulada com galactomanana e F127
(0,10%); Rf: Riboflavina LABMIC: Laboratorio de Microbiologia; MIC: Concentragio inibitoria minima; MFC:
Concentragdo fungicida minima.

Fonte: Elaborada pelos autores.

O CIM obtido pelas microparticulas variou de 0,009-0,15 mg/mL, esses resultados
apontaram que o processo de microencapsulagao manteve a atividade antifiingica da riboflavina
contra o 7. rubrum e revelaram ndo haver necessidade do acréscimo do FI127 nas

microparticulas para que haja inibi¢do do crescimento fungico nas cepas testadas.

ENDO et al. (2012) verificaram que as microparticulas produzidas a partir do processo
de microencapsulacdo do extrato de roma com alginato ou quitosana por spray drying
preservaram a atividade antifingica contra C. albicans. Na microencapsulacdo do tioconazol,
também houve retengdo da atividade antifungica contra C. albicans, os processos de
desidratacdo nos quais nanocapsulas e nanoemulsdes sdo submetidos ndo modificam sua

atividade, o que denotou a manutencao de sua acao (RIBEIRO et al., 2016).

Desta forma, as microparticulas relatadas nesse trabalho tornam-se promissoras para
elaboracao de formulagdes capazes de inibir o 7. rubrum, apenas com o biopolimero G e a Rf,

pois ambos apresentam boas caracteristicas de biocompatibilidade.
CONSIDERACOES FINAIS

O processo de microencapsulacio da Rf com G por Spray Dryer mostrou ser
satisfatorio, o método usado apontou eficiéncia de encapsulagdo de 87,22-88,53%. A técnica
de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H permitiu analisar a estrutura do biopolimero utilizado
e a espectroscopia de infravermelho possibilitou o reconhecimento das impressdes digitais das
microparticulas, as quais revelaram nao haver interacdo quimica entre a Rf e a G, devido nado

haver o surgimento de novas bandas de absor¢ao nos espectros.

No entanto, assim como Schaffazick et al. (2003) reportaram, um dos desafios da
encapsulacdo ¢ a elucidacao da forma de associacao do bioativo com a matriz polimérica, para

que sejam otimizados a taxa de associacao e o perfil de liberagdao dessas substancias.
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A atividade microbioldgica das microparticulas contra o fungo 7. rubrum torna
relevante novos ensaios em pesquisas futuras, de forma que possa ser associado o valor
nutricional de alimentos fortificados com riboflavina como uma alternativa para inibicao de

doencas causadas por esse tipo de fungo.

O estudo da eficiéncia de encapsulacdo revelou que a (G) ¢ um biopolimero compativel
para o processo de microencapsulacdo da riboflavina, e que ndo ha necessidade de adigdo do
F127, o que melhora ainda mais o processo, pois torna mais baixo o custo e possibilita que
sejam produzidas microparticulas apenas com excipiente biodegradavel. Portanto, a
microencapsulacio da Rf com (G) ¢ viavel do ponto de vista comercial e apresenta

aplicabilidade que vao desde o uso em formulagdes farmacéuticas como também alimentares.
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ARTIGO 10

QUALIDADE, COMPOSTOS BIOATIVOS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
DURANTE A MATURACAO DE QUATRO FRUTAS NATIVAS DA RESTINGA
CEARENSE

DOI 10.47402/ed.ep.c202218281020 . Nigéria Pereira Gonealves
Eliseu Marlonio Pereira de Lucena

RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo quantificar a qualidade, os compostos bioativos ¢ a
atividade antioxidante durante a maturacao de quatro frutas nativas da Restinga cearense. Os
frutos da murta (Eugenia punicifolia (Kunth) DC.) foram colhidos no Parque Estadual Botanico
do Ceara, em Caucaia-CE e os do guajiru (Chrisobalanus icaco L.), do manipugd (Mouriri
cearensis Huber) e do murici-pitanga (Byrsonima gardneriana A. Juss.) no Jardim Botanico de
Sao Gongalo, em Sao Gongalo do Amarante—CE. Os frutos foram coletados em diferentes
estadios (E) e transportados ao Laboratorio de Ecofisiologia Vegetal, sendo caracterizados,
depois processados e congelados para as avaliagdes. Utilizou-se o programa ESTAT nas
analises estatisticas. Concluiu-se que os frutos do guajiru e do manipucd atingiram a maturidade
fisiologica no estadio 3 e os frutos do murici-pitanga ¢ da murta atingiram no estadio 4,
portanto, estes foram os estadios ideais para a colheita dos frutos. Nos compostos bioativos o
fruto do murici-pitanga foi superior para vitamina C, carotenoides totais € antocianinas totais,
enquanto o fruto da murta foi superior para clorofila e flavonoides amarelos. O teor de
polifendlicos teve o maior ¢ o menor valor para o fruto guajiru, embora para a atividade
antioxidante total, o maior valor foi no fruto manipug¢é e o menor valor, no fruto guajiru.

PALAVRAS-CHAVE: Eugenia punicifolia. Chrisobalanus icaco. Mouriri cearensis.
Byrsonima gardneriana.

INTRODUCAO

A aparéncia dos frutos ¢ um dos critérios utilizado para avaliar a qualidade através dos
consumidores (KRAUSE et al., 2012). Uma fruta é considerada de qualidade, quando atende
as expectativas dos diferentes segmentos consumidores, em suas caracteristicas internas e
externas, atendendo aos padrdes para que atinjam a qualidade desejada nos mercados

(OCAMPO et al., 2013).

As frutas proporcionam uma importante fonte de moléculas bioativas. Por este motivo,
0 seu consumo colabora para beneficios a saide humana, como a prevencdo de doencas

cardiovasculares e cancer (MORAIS et. al., 2015).

A frequéncia e o desenvolvimento de doengas cronicas sdo, em parte, devido ao
desequilibrio dos componentes funcionais nos parametros biologicos, dentre eles, compostos

fenolicos, carotenoides, flavonoides, antocianinas, terpenos, vitamina C e outros fitoquimicos

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pds-graduagcdo em 125
ciéncias naturais - PPGCN

fr‘

WPy ¥
J,;s& {

@


http://lattes.cnpq.br/9926590681533079
http://lattes.cnpq.br/2639402429072222

presentes em quase todos os frutos encontrados nas espécies frutiferas brasileiras. Em
quantidades adequadas, as substincias contidas nos frutos podem ser responsaveis pela
protecao de células, prevengdao de infecgdes e doengas, propiciando a sustentabilidade, a
manutengdo de metabolismos reparatorios e compensadores, como a funcdo antioxidante

(ROCHA et al., 2013).

Inimeras espécies de plantas produzem compostos bioativos que podem desempenhar
papéis importantes na manutengdo do corpo humano. Embora, as variagdes sazonais e
ambientais, tipo de solo e idade da planta associados a dificuldades de propagagao de certas
espécies podem limitar a disponibilidade de muitos compostos bioativos e restringir uma

investigacdo mais aprofundada das suas propriedades (CASTRO et al., 2016).

A presente pesquisa teve como objetivo quantificar a qualidade, os compostos bioativos

e a atividade antioxidante durante a maturacao de quatro frutas nativas da Restinga cearense.
METODOLOGIA

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Ecofisiologia Vegetal-ECOFISO, da
Universidade Estadual do Ceara—UECE e no Laboratorio de Fisiologia e Tecnologia Pos-

Colheita, da Embrapa Agroindustria Tropical, ambos em Fortaleza—CE, no periodo de fevereiro

de 2013 a novembro de 2014.

Os frutos da murta foram coletados no Parque Estadual Botanico do Ceard, em Caucaia,
e os frutos do guajiru, manipuca e murici-pitanga, foram colhidos no Jardim Botanico de Sao

Gongalo, em Sao Gongalo do Amarante, ambos localizados na Restinga cearense.

No ECOFISIO retiraram-se as sementes dos frutos, depois a polpa foi processada e
congelada em freezer a —20°C + 1, para fazer as seguintes analises: sélidos soluveis totais
(SST), acidez total titulavel (ATT), pH e relagdo SST/ATT (RSA) (BRASIL, 2005); vitamina
C (VC) (STROHECKER; HENNING, 1967); clorofila (CL) e carotenoides totais (CA)
(LICHTENTHALER, 1987); antocianinas totais (AN) e flavonoides amarelos (FL) (FRANCIS,
1982); polifendlicos extraiveis totais (POL) (LARRAURI; RUPEREZ; SAURA-CALIXTO,
1997); e atividade antioxidante total (AAT) (RUFINO et. al., 2007).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com cinco ou seis
tratamentos e quatro repeticoes de 200 frutos cada. Foi feita a analise de variancia e o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Sistema para Anélises

Estatisticas <V.1.0> - ESTAT.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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Verifica-se que os SST (Figura 1A) e a RSA (Figura 1D) foram crescentes para todas

as frutas; a ATT (Figura 1B) foi crescente para murici-pitanga e murta, decrescente para guajiru

e constante para manipucd; o pH (Figura 1C) foi crescente para manipuga e decrescente para as

demais frutas ao longo da maturacao.

Figura 1: Mudangcas fisicas e quimicas durante a maturacdo de quatro frutas nativas do litoral cearense: (A)
Solidos soluveis totais (SST); (B) Acidez total titulavel (ATT); (C) pH; (D) Relacdo SST/ATT (RSA). *Médias
seguidas por uma mesma letra na mesma espécie, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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Garcia et al. (2011) avaliando os SST de frutos de manipuca (Mouriri cearensis Huber)

provenientes de Sao Gongalo do Amarante, CE obteve valor semelhante em relacdo ao primeiro

estadio de maturacdo destes frutos no estudo em pauta, ja para os frutos maduros, o resultado

foi inferior ao da presente pesquisa.

Nascimento, Cardoso e Cocozza (2014) estudando a ATT frutos maduros da mangabeira

(Hancornia speciosa Gomes) obtiveram valor superior ao obtido neste estudo, porém, inferior

em relagdo aos frutos do murici-pitanga, as diferencas supracitadas tiveram a influéncia dos

fatores ambientais climaticos, pedologicos e geomorfologicos.

Aguiar et al. (2011) estudando o pH dos frutos maduros do guajiru (Chrysobalanus

icaco L.) obtiveram o valor semelhante ao obtido no fruto maduro do guajiru neste trabalho, o

que coaduna, também com o resultado obtido por Gondim ef al. (2013) ao estudarem os frutos

da umbu-cajazeira (Spondias sp.).
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Souza et al. (2014) pesquisando trés clones de acerola para a RSA, obtiveram valores
superiores aos obtidos no fruto murici-pitanga nesta pesquisa, apesar de as duas cultivares
pertencerem a mesma familia, elas diferiram em seus resultados, pois as caracteristicas do local

das plantas, o periodo de colheita e os aspectos edafoclimaticos influenciaram.

Observa-se que a VC (Figura 2A) foi crescente para murici-pitanga e murta, e
decrescente para guajiru e manipugd; a CL (Figura 2B) foi decrescente para todas as frutas; os
CA (Figura 2C) foram crescentes para murici-pitanga e decrescentes para as demais; as AN
(Figura 2D) foram decrescentes para guajiru € murici-pitanga, e crescentes para manipuca e
murta; os FL (Figura 2E) foram crescentes para o guajiru e decrescentes para as demais frutas

ao longo da maturacao.

Pereira et al. (2012) analisando o teor de VC nos frutos maduros de guabiroba
(Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O. Berg) e para os frutos maduros da uvaia (Eugenia
pyriformis Cambess.) apresentam valores inferiores em relagdo aos frutos maduros da murta

neste trabalho no ultimo estadio de maturagao.

Figura 2: Mudancas nos compostos bioativos durante a maturagdo de quatro frutas nativas do litoral cearense:
(A) Vitamina C (VC); (B) Clorofila (CL); (C) Carotenoides Totais (CA); (D) Antocianinas Totais (AN); (E)
Flavonoides amarelos (FL). *Médias seguidas por uma mesma letra na mesma espécie, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Egea (2014) estudando frutos maduros nativos da Floresta Atlantica obteve no teor de

CL para os frutos da uvaia, valores superiores aos frutos da murta neste trabalho.

Aquino et al. (2011) estudando variedades de frutos maduros de acerola obteve no CA

valor superior ao encontrado para os frutos maduros do murici-pitanga neste ensaio.

Rocha et al. (2013) pesquisando frutos maduros do Cerrado piauiense, dentre eles a
cagaita (Eugenia dysenterica DC.) obtiveram para a AN valores inferiores ao obtido nos frutos

da murta madura neste trabalho.

Também Rocha et al. (2013) estudando frutos maduros da cagaita obteve teor de FL

inferior ao obtido nos frutos maduros da murta em estudo nesta pesquisa.

Constata-se que os POL (Figura 3A) foram crescentes para guajiru € manipugd, e
decrescentes para murici-pitanga e murta; a AAT (Figura 3B) foi crescente para guajiru e

decrescente para as demais frutas ao longo da maturagao.

Figura 3: Mudangas nos compostos polifendlicos e a atividade antioxidante durante a maturag@o de quatro frutas
nativas do litoral cearense: (A) Polifenolicos (POL); (B) Atividade Antioxidante (AAT). *Médias seguidas por
uma mesma letra na mesma espécie, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Faganha (2012) analisando os POL obtidos nos frutos da viuvinha (Myrcia splendens
(Sw.) DC.) e nos frutos da mapirunga, estes valores foram superiores a0 maximo obtido nos

frutos da murta neste estudo.

Morais et al. (2013) avaliando a AAT dos frutos maduros do murici (Byrsonima
verbascifolia) obteve o valor superior ao obtido no fruto maduro do murici-pitanga neste

trabalho.
CONSIDERACOES FINAIS

Quanto a qualidade, foram observadas que nos frutos do guajiru os resultados foram

superiores para pH, para relagdo sélidos soluveis totais e acidez total titulavel, ja nos frutos do
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manipuca o destaque foi nos sélidos soliveis totais e nos frutos do murici-pitanga foram

apresentados maiores teores de acidez.

Em relagdo aos compostos bioativos, o fruto do murici-pitanga foi superior para
vitamina C, carotenoides totais e antocianinas totais e o fruto da murta foi superior para clorofila

e flavonoides amarelos.

Maiores valores de polifendlicos foram encontrados nos frutos do guajiru e para
atividade antioxidante, destacou-se o estddio 1 de maturagdo do fruto do manipugé em relagao
aos outros frutos pesquisados, embora este estddio tenha apresentado o menor teor de
polifendlicos, o que sugere a acao de outros antioxidantes, tais como: vitaminas C e E, clorofila

e carotenoides.

Os frutos do guajiru e do manipuca podem ser utilizados para uma alimentagao mais
saudavel, pois o guajiru possui os maiores valores de polifenolicos € o manipuca a maior
atividade antioxidante, portanto, ambos podem ser recomendados para serem explorados

comercialmente pelo setor de alimentagao.
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RESUMO

A ansiedade ¢ um transtorno comportamental, o qual vem sendo estudada pela neurociéncia a
fim de compreender o modo como os circuitos neuronais modulam este comportamento. O
objetivo deste trabalho foi investigar o potencial ansiolitico da chalcona n-{4’-[(2E)-3-(4-
fluorofenil)-1-(fenil) prop-2-en-1-ona]}acetamida, utilizando o zebrafish (Danio rerio) como
modelo animal. A toxicidade aguda foi realizada frente ao zebrafish adulto para determinar a
DLso até 96h de analise. O teste de Campo aberto foi realizado para avaliar a atividade
locomotora através da contagem do ntimero de cruzamento de linhas em placas de petri. No
efeito ansiolitico-simile e mecanismo foi explorado o Teste Claro; Escuro, em umaquario com
zona clara e uma escura. A chalcona foi usado no tratamento da ansiedade induzida pela
abstinéncia do alcool. A interacdo chalcona /receptor GABAAa foi analisada in silico usando
simulacao de docking molecular. A chalcona PAAPFBA nao foi téxica frente a ZFa até 96 h de
afle (DLs0>40 mg/kg). Todas as doses analisadas diminuiram a atividade locomotora dos
animais. O flumazenil (40 mg/Kg; i.p.) reverteu significantemente o efeito ansiolitico-simile da
PAAPFBA (40 mg/Kg; i.p.), bem como reverteu significantemente o efeito ansiolitico-simile
do diazepam. A reversdo da ansidlise por flumazenil sugere um possivel envolvimento do
receptor GABAA nos efeitos ansioliticos da PAAPFBA. Notratamento da ansiedade induzida
pela retirada de alcool, a PAAPFBA (40 mg/Kg; i.p.) se mostrou efetiva, pois os animais
tratados permaneceram maior parte do tempo de anélise na zonaclara. No docking molecular,
foi possivel observar uma interagao da PAAPFBA com os aminoacidos no receptor GABAA.
A chalcona PAAPFBA apresentou seguranga ndo clinica e efeito ansiolitico em zebrafish
adulto, eficaz no tratamento da ansiedade induzida pela abstinéncia do alcool. Os resultados
sugerem que o efeito ansiolitico da chalcona ¢ mediado via sistema GABAérgico.

PALAVRAS-CHAVE: Tratamento da ansiedade. Abstinéncia do alcool. GABA.

INTRODUCAO

A ansiedade ¢ um transtorno comportamental multidimensional, a qual vem sendo
estudada na neurociéncia a fim de compreender o modo como os circuitos neuronais modulam
este comportamento (KYSIL ez al., 2017). Os farmacos mais utilizados para o tratamento desta

patologia sdo os benzodiazepinicos, porém, causam diversos efeitos colaterais, como
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sonoléncia, sedacdo e diminui¢do da coordenagdo motora que ao ser usado cronicamente pode
ocasionar tolerancia ou dependéncia, além de causar sindrome de abstinéncia. Em altas doses,
esses medicamentos podem ser fatais, principalmente se forem utilizados com outros
depressores do Sistema Nervoso Central (SNC) (BRUNTON; KNOLLMAN; BJORN
CHABNER, 2012). Contudo, a presenca dos efeitos adversos demonstrados para estes firmacos
aliada a prevaléncia dos distirbios de ansiedade na sociedade denota a importancia da busca

por novas moléculas efetivas para o tratamento da ansiedade.

Modelos animais alternativos estdo sendo utilizados para mensurar a ansiedade através
do rastreio de drogas e avaliar a eficacia de substancias em desenvolvimento, ja que ensaios
clinicos sdo de alto custo (HARRO, 2018), especialmente no que se refere a terapéutica do SNC
(FRANTZ, 2004). Atualmente, o zebrafish vém se tornando popular em uma variedade de areas
da neurociéncia, incluindo pesquisas envolvendo o comportamento cerebral e

psicofarmacologia (HARRO, 2018).

Neste contexto, as chalconas, precursores produzidos durante a via de biossintese de
flavonoides mostraram atividades antioxidante (VANANGAMUDI; SUBRAMANIAN;
THIRUNARAYANAN, 2017), antiacetilcolinesterase (LIU et al., 2014) e anticonvulsivante
(BEYHAN et al., 2013). Essas atividades sao decorrentes do sistema carbonila a,B-insaturado
em chalconas, o que as torna biologicamente ativos (MISHRA et al., 2016) e a exclusdo do
sistema carbonilico os torna biologicamente inativos, garantindo a estabilidade nas formas cis

€ trans.

Vale ressaltar que as pesquisas mencionadas anteriormente foram realizadas em
camundongos ou ratos, no entanto, o Zebrafish (Danio rerio), popularmente conhecido como
paulistinha, tornou-se importante organismo modelo experimental, quando comparado com
roedores por ser de baixo custo, ¢ devido aos seus mecanismos genéticos € bioquimicos
evolutivamente conservados. E considerado um modelo significativo principalmente porque
seu genotipo apresenta 70% de homologia exclusiva nos receptores de neurotransmissores para
mamiferos segundo (ANICHTCHIK et al., 2007), além do seu pequeno tamanho, alto poder de
proliferagdo, desenvolvimento transparente e rapido que pode facilitar significativamente a
descoberta de drogas em estudos utilizando este animal como modelo (FACCIOL; TRAN;
GERLALI 2017).

Essas caracteristicas fazem do zebrafish, um importante modelo animal na triagem de

novas drogas, assim como a quantidade de compostos necessarios para realizagdo dos
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bioensaios (GHENO et al., 2016). Portanto, o modelo vem sendo utilizado em estudos
comportamentais, genéticos, toxicoldgicos e na investigagdo dos mecanismos de diversas
doencas humanas, na busca por novos agentes terapéuticos (SILVEIRA; SCHNEIDER;
HAMMES, 2012). Assim sendo, o objetivo principal deste trabalho foi investigar a atividade
ansiolitica da chalcona sintetizada PAAPFBA, utilizando o zebrafish, bem como o mecanismo

de acdo dessa atividade.
METODOLOGIA

A chalcona N - {(4'- [(E) -3- (4-fluorofenil) -1- (fenil) prop-2-en-1-ona]} acetamida
(PAAPFBA) foi sintetizada através da reacdao de condensagdo aldolica de Claisen-Schmidt em
meio bésico usando p-aminoacetofenona e p-fluorobenzaldeido, seguido pela reacdo de
acetilagdo com anidrido acético em meio tamponado (acido acético/acetato de s6dio) em pH
4,5 sob agitacdo magnética (DE CAMPOS-BUZZI et al., 2007).Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso de Animais da Universidade

Estadual do Ceara (CEUA-UECE), sob protocolo n® 7210149/2016.
AVALIACAO DA SEGURANCA NAO CLINICA
Atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

Os animais foram tratados com a chalcona sintetizada PAAPFBA, e em seguida foram
submetidos ao teste de campo aberto (MAGALHAES et al., 2017) para avaliar se houve
alteracdo na coordenagdo motora dos ZFa. Dessa maneira, os animais (n=6/grupo) foram
tratados, via intraperitoneal com a chalcona (4; 12 e 40 mg/kg; i.p). Simultaneamente, foram
inclusos grupos de animais (n=6/grupo) tratados, via intraperitoneal, com veiculo (Controle,
DMSO 3%, 20 pL) ou diazepam (40 mg/Kg; i.p) e um grupo de animais (n=6/grupo) sem
tratamentos (Naive). Apds 30 min dos tratamentos, os animais foram adicionados em placas de
Petri (10 x 15 cm), contendo a mesma agua do aquario, marcadas com quatro quadrantes e
analisada a atividade locomotora através da contagem do nimero de cruzamento de linhas (CL).
O valor de CL do grupo Naive foi usado como linha de base (100%), portanto foi calculada a

porcentagem de cruzamentos de linha (CL%) individualmente durante 0-5 minutos.
Toxicidade 96h

O estudo da toxicidade aguda foi realizado frente ao zebrafish adulto de acordo com a
Organizacao de Cooperagao Econdmica e Método Padrao de Desenvolvimento OECD (1992)

para determinar a DLso-96h. A mortalidade foi controlada de 12 em 12 h apds o inicio dos
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testes. Os individuos mortos foram removidos imediatamente. Quatro grupos de animais
(n=6/grupo) foram tratados, via intraperitoneal, com a chalcona sintetizada PAAPFBA (4 ou
12 ou 40 mg/kg; i.p), além do veiculo (Controle, DMSO 3%, 20 uL i.p.). Apds 96 h, foi anotado
o numero de peixes mortos em cada grupo e determinado a dose letal capaz de matar 50% dos

animais (DLso) através do método matematico Trimmed Spearman-Karber com intervalo de

confianca de 95% (ARELLANO-AGUILAR, 2015).
AVALIACAO DO EFEITO ANSIOLITICO-SIMILE

O efeito ansiolitico-simile foi explorado no Teste Claro e Escuro, o qual foi realizado
em um aquario de vidro (30 x 15 x 20 cm) com uma zona clara e uma escura. O aquario foi
cheio com 3 cm de dgua da torneira e pré-tratada com anticloro. Os animais (n=6/grupo) foram
tratados com a chalcona sintetizada PAAPFBA (4 ou 12 ou 40 mg/kg; i.p.). Neste teste também
foram inclusos animais (n=6/grupo) tratados com veiculo (Controle, DMSO 3%, 20 uL i.p.);
diazepam (40 mg/kg; i.p.) € um grupo de animais (n=6/grupo) sem tratamentos (Naive). Apos
30 min dos tratamentos, os animais foram, individualmente, adicionados na zona clara do
aquario e o efeito ansiolitico-simile foi quantificado como porcentagem de permanéncia na zona

clara (%PZC), durante 5 min de andlise.
Mecanismo de acio ansiolitica e docking molecular
Sistema GABAérgico

O envolvimento do sistema GABAérgico da chalcona sintetizada (menor dose efetiva
do teste de avaliagcdo do efeito ansiolitico-simile) foi explorado no Teste Claro e Escuro, apds
pré-tratamento com flumazenil, um antagonista GABAA (BENNEH et al., 2017). Os animais
(n=6/grupo) foram tratados, via intraperitoneal, com a chalcona sintetizada PAAPFBA (40
mg/Kg; i.p) ou diazepam (40 mg/kg; i.p). Outros animais (n=6/grupo) foram pré-tratados com
flumazenil (4 mg/kg; i.p ), 15 min antes de ser tratado com a chalcona sintetizada PAAPFBA
(40 mg/kg; i.p) ou diazepam (40 mg/kg; i.p), bem como um grupo de animais (n=6/grupo) sem
tratamentos (Naive). Apos 30 min, os animais foram, individualmente, adicionados na zona
clara do aquério e o efeito ansiolitico-simile foi quantificado como porcentagem de
permanéncia na zona clara (%PZC), durante 5 min de andlise. A interacdo entre chalcona

PAAPFBA e o receptor GABAA foi analisada usando docking molecular.

ANSIEDADE INDUZIDA PELA RETIRADA DO ALCOOL
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A ansiedade induzida por retirada do alcool foi investigada em zebrafish adulto, baseando-se
em métodos descritos por (HOLCOMBE et al., 2013) com adaptagdes. O Teste do Claro e
Escuro foi utilizado como parametro de analise para avaliar o efeito ansiolitico-simile durante
7 dias de andlise, de 10 dias consecutivos. Como adaptacdo do método, foi utilizada a
Aguardente de Cana de Agucar Amarela (ACAA) como fonte de etanol (EtOH 38%).
Inicialmente, a toxicidade do ACAA foi investigada. Os animais (n = 6 / grupo) foram tratados
por via oral (v.0.), do dia 1 ao dia 5, com 20 pL de ACAA (EtOH; 0,38 ou 3,8 ou 38%; v/v).
Como controle do teste, outro grupo de animais (n = 8) foi tratado por via oral com agua
destilada (20 puL). A mortalidade foi avaliada do dia 1 ao dia 11, conforme descrito no item
2.1.2. Em seguida, o teste de claro e escuro foi realizado para caracterizar o efeito do tipo

ansiolitico por 11 dias consecutivos. Os animais (n = 6 / grupo) foram divididos em sete grupos:

Grupo I - Naive (sem tratamentos); Grupo II - Veiculo - DMSO 3% (20 pL; i.p.); Grupo
III - 1° ao 5° dia: ACAA (20 pL; v.0.); Grupo IV - 1° ao 5° dia: ACAA (20 pL; v.0.); 11° dia:
PAAPFBA (4 mg / kg; 20 uL; i.p.); Grupo V— 1° ao 5° dia: ACAA (20 uL; p.o.); 11° dia:
PAAPFBA (12 mg / kg; 20 pL; i.p.); Grupo VI - 1° ao 5° dia: ACAA (20 uL; p.o.); 11° dia;
PAAPFBA (40 mg / kg; 20 uL; i.p.); Grupo VII- 1° ao 5° dia: ACAA (20 uL; v.0.); 11° dia:
Diazepam (40 mg / kg; 20 uL; i.p.).

Ap6s 1h dos tratamentos orais e 30 min dos tratamentos intraperitoneais, os animais
foram colocados individualmente na zona de luz do aquéario e o efeito do tipo ansiolitico foi
caracterizado pela permanéncia dos animais na zona de luz durante 5 min de analise. Somente
no 11° dia a reversdo da ansiedade foi ocasionada pela abstinéncia de ACAA por meio do
percentual de tempo gasto na zona leve (% PZC) ap6s o pré-tratamento com a PAAPFBA (4
ou 12 ou 40 mg /kg; i.p) ou DZP (40 mg/kg; i.p).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como valores da média + erro padrao da média para cada
grupo de 6 animais. Ap6s confirmagdo da normalidade de distribui¢do e homogeneidade dos
dados, as diferengas entre os grupos foram submetidas a andalise de variancia (ANOVA
unidirecional), seguido do teste de Tukey. Todas as anélises foram realizadas com o software

GraphPad Prism v. 5.01. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em 5% (p <0,05).
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RESULTADOS E DISCUSSOES
AVALIACAO DA SEGURANCA NAO CLINICA
Toxicidade aguda frente ao Zebrafish (Danio rerio) adulto

O zebrafish apresenta-se como modelo vertebrado viavel para avaliar toxicidade durante
uma triagem inicial de drogas (CABALLERO; CANDIRACCI, 2018). Dessa forma, empregou-
se este modelo animal para avaliar a toxicidade aguda das chalconas e seus respectivos materiais
de partida. Com base nos resultados, constatou-se que todas as amostras se mostraram seguras,

pois nao foram toxicas frente a ZFa até 96 h de analise (DLso > 40 mg/kg).
Avaliacio da atividade locomotora (Teste de Campo Aberto)

Ao analisar o comportamento do ZFa frente a chalcona PAAPFBA (4 ou 12 ou 40
mg/kg; ip.), foi observado que os animais sofreram uma mobilizagdo, pois diminuiram
significativamente a atividade locomotora em relagao ao controle (**p<0,01; ***p<0,001 vs.
Naive). Dessa maneira, a agdo da chalcona foi significantemente semelhante (p>0,05) ao

diazepam (40 mg/Kg; 20 pL i.p.) (p<0,001 vs. Naive) (Figura 1).

Figura 1: Efeito da chalcona sintetizada PAAPFBA sob a atividade locomotora do zebrafish (Danio rerio)

adulto no Teste de Campo Aberto (0-5min).
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Fonte: Elaborada pelos autores.

A diminuicdo da atividade locomotora em zebrafish adulto causada pelas chalcona
sintetizada (PAAPFBA,) sugere uma possivel acdo sedativa, tais como os benzodiazepinicos
(drogas ansioliticas), os quais diminuem atividade locomotora (mobilidade) de zebrafish
(Danio rerio) adulto em campo aberto (BENNEH et al., 2017, GUPTA et al., 2014). Nesse

contexto, investigamos o possivel efeito ansiolitico e seu mecanismo de a¢do da chalcona.
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EFEITO ANSIOLITICO E DOCKING MOLECULAR

Como resultado, a chalcona PAAPFBA apresentou efeito ansiolitico-simile, pois os ZFa
tratados com essa chalcona (40 mg/kg; i.p.) (Figura 2A) permaneceram maior parte do tempo
de analise na zona clara (PZCpaaprrea = 53,7%), significantemente (p>0,05) semelhante ao

diazepam (40 mg/kg; 20 uL; i.p.), controle ansiolitico (PZCpzp = 81,5%).

Os resultados do mecanismo de a¢do ansiolitica mostraram que, o pré-tratamento com
flumazenil (4 mg/kg; 20 uL; i.p.) reverteu significantemente (p<0,01) o efeito ansiolitico-simile
da PAAPFBA (40 mg/kg; 20 uL; i.p.), bem como reverteu significantemente (p<0,001) o efeito
ansiolitico-simile do diazepam (40 mg/kg; 20 pL; i.p.). Neste caso, houve diminuicdo da
permanéncia na zona clara dos animais tratados com flumazenil e PAAPFBA (PZCrm; + pAAPFBA
= 32%), significantemente (p>0,05) semelhante aos animais tratados com flumazenil e

diazepam (PZC gmz + pzp = 45,1%), como poder ser visto na Figura 2B.

Figura 2: (A) Efeito ansiolitico-simile e (B) Efeito do flumazenil sob o efeito ansiolitico-simile da PAAPFBA
em zebrafish.
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Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pos-graduagao em
ciéncias naturais - PPGCN




O teste do claro e escuro ¢ indicado para avaliar novos agentes ansioliticos do tipo
benzodiazepinico (GEBAUER et al., 2011a) e foi validado para uso em ratos e camundongos
(MAXIMINO et al., 2010a). No teste com peixe-zebra, a ansiedade € caracterizada pela aversao
inata do peixe-zebra as areas iluminadas, como enfatizado por (GEBAUER et al., 2011Db).
Estudos semelhantes mostraram que zebrafish que ndo foram tratados com drogas ansioliticas
exibem o mesmo comportamento em camundongos (GEBAUER et al., 201 1a; MAXIMINO et
al.,2010a, 2010b). Neste sentido, Benneh et al. (2017) realizaram uma analise comparativa do
comportamento semelhante a ansiedade em peixes-zebra adultos usando os testes Claro e
escuro € novo tanque, e sugeriram que o claro e escuro ¢ mais sensivel a tratamentos

farmacoldgicos em comparagdo com o novo tanque.

Assim, a reversdo da ansiolise por pré-tratamento com flumazenil sugere um possivel
envolvimento do receptor GABAA nos efeitos ansioliticos da PAAPFBA, assim como reverteu
significantemente (p<0,05) o efeito ansiolitico- do diazepam (40 mg/kg; 20 uL; i.p.), controle
ansiolitico. Dessa forma, essa interacdo foi vista pelos resultados obtidos no docking molecular,
onde sugere-se uma compatibilidade quimica, espacial e energética entre o receptor GABAA €

PAAPFBA, com interacdes de Van der Waals e pontes de hidrogénio (Figura 2B).
ANSIEDADE INDUZIDA PELA RETIRADA DO ALCOOL

Neste teste, foi analisado o efeito da Aguardente de Cana de Agucar Amarela (ACAA)
administrada (20 pL; v.0.) nos animais durante cinco dias consecutivos (1°-5°), e retirada por
mais cinco dias (6-10). Como resultado, a ACAA (EtOH 38%; 20 pL) apresentou efeito
ansiolitico-simile no 4° e 5° dia apds administragdo via oral, significantemente (p<0,001)
diferente do Naive (Controle, animais sem tratamento), como visualizado na Figura 3. Neste
caso, o efeito ansiolitico-simile foi caracterizado pela maior permanéncia dos animais na zona
clara, como descrito por (BENNEH et al., 2017). Este efeito também foi observado no 6° ¢ 7°
dia, mesmo sem a administracao da ACAA. A retirada do alcool (ACAA) no 9° e 10° dia deixou

0s animais mais ansiosos, significante (p>0,05) semelhante ao Naive.

No 11° dia, foi realizado o tratamento da ansiedade induzida pela retirada do alcool com
a PAAPFBA e o diazepam. Como resultado, os animais tratados permaneceram maior parte do
tempo de analise na zona clara (PZCpaarrea = 43,7,7%), significantemente (p<0,001) diferente
do Naive (PZCnaive = 7,1%), Veiculo (PZCveicuo = 7,5%) € ACAA (PZCacaa = 11%). Vale

salientar que tais resultados corroboraram com os resultados de atividade ansiolitica aguda

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pds-graduagcdo em 140
ciéncias naturais - PPGCN

fr‘

WPy ¥
J,;s& {

@



’

(Figura 2A), pois s6 a maior dose da PAAPFBA (40 mg/kg; 20 uL; i.p.) teve agdo ansiolitica
(Figura 3).

Figura 3: Efeito da PAAPFBA sob a ansiedade em zebrafish adulto induzida pela retirada do alcool no Teste do
Claro ; Escuro (0-5min).
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Os modelos de ansiedade de abstinéncia de alcool ja foram estabelecidos em roedores
(ALONGKRONRUSMEE; CHIANG; VAN RIJIN, 2016; XIAO et al., 2018), bem como em
peixes-zebra adultos (BENNEH et al., 2017; HOLCOMBE et al., 2013). Portanto, o peixe-
zebra se tornou um modelo importante para o estudo dos efeitos neurocomportamentais do uso
cronico de alcool. Como esperado, a chalcona PAAPFBA (40 mg /kg, i.p.) foi eficaz porque
diminuiu a ansiedade em peixes-zebra adultos induzida por abstinéncia de alcool. O teste de
ansiedade cronica foi realizado neste estudo porque o consumo agudo de alcool em
concentragdes relativamente baixas pode resultar em efeitos "prazerosos", como relaxamento e
alivio do estresse ou ansiedade (HOFFMAN; MATHEW, 2008). Por esse motivo, o teor de
alcool diario (20 pL) foi equivalente a proporcao de etanol 38% por cinco dias consecutivos,
com o objetivo de causar dependéncia dos peixes, o que aumenta o estresse e a ansiedade com

a abstinéncia do alcool.
CONSIDERACC)ES FINAIS

O presente estudo confirmou que N- {4 '- [(E) -3- (4-Fluorofenil) -1- (fenil) prop-2-en-

l-ona]} acetamida (PAAPFBA) foi atoxico e mostrou efeito sedativo e do tipo ansiolitico no
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zebrafish, bem como mostrou-se eficiente no tratamento da ansiedade induzida pela abstinéncia
de alcool. Nossos achados sugerem que esse efeito do tipo ansiolitico ¢ mediado pelo sistema
GABAérgico, também demonstrado no estudo in silico, evidenciado pela formac¢dao de um

complexo estavel GABAA / PAAPFBA.
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ARTIGO 12

FORMACAO DE MICROPARTiCULAS DE OLEO DE PEQUI POR GELIFICACAO
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RESUMO

O ¢6leo de pequi (Caryocar coriaceum) possui alto teor de compostos bioativos, o que lhe
confere excelente potencial para uso nas industrias alimenticia e farmacéutica. A
microencapsulagdo do o6leo oferece condigdes favoraveis de armazenamento e liberagao
controlada para manter suas caracteristicas funcionais por mais tempo. A tecnologia de
microencapsulagcdo de bico vibracional foi aplicada a produgdo de microparticulas de dleo de
pequi usando matriz de alginato de s6dio. Apds o encapsulamento, foi realizada a complexacao
eletrolitica das particulas com quitosana. As particulas formadas apresentaram didmetro médio
de 1562, 65um e eficiéncia de encapsulamento de 96,17%. A complexacao eletrolitica das
particulas de alginato com quitosana pode melhorar o refor¢o da matriz e favorecer uma futura
aplicagdo na industria.

PALAVRAS-CHAVE: Microencapsulagdo. Gelificacdo i6nica. Alginato. Quitosana.
Complexacao eletrolitica.

INTRODUCAO

O género Caryocar, conhecido popularmente como Pequi, possui uma ampla
distribui¢do e pode ser encontrado em varios biomas brasileiros, como Cerrado, Mata Atlantica,
Amazodnia e Caatinga (ASCARI; TAKAHASHI; BOAVENTURA, 2013; CARVALHO;
PEREIRA; ARAUJO, 2015). O 6leo extraido de Caryocar coriaceum tem sido utilizado como
composto antibacteriano, anticonvulsivo, na cicatrizagdo de feridas, como agente anti-
inflamatorio, e no tratamento de doengas do trato respiratorio, incluindo tosse, afecgdes
bronquicas e asma (BATISTA et al., 2010; DE LACERDA NETO et al., 2018; OLIVEIRA et
al., 2017; RIBEIRO, 2010; ROESLER ef al., 2008; ROSANE et al., 2016; SARAIVA et al.,
2011).

O ¢6leo da polpa do pequi € constituido majoritariamente pelos acidos graxos palmitico
(35,17%) e oleico (55,87%). O total de acidos graxos saturados soma em torno de 38%37,9%
e de insaturados 62% (DE LIMA et al., 2007). Esse elevado percentual de acidos graxos

insaturados ¢ muito importante, ja que o consumo de acidos graxos insaturados ¢ benéfico a
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satide (ASCHERIO et al., 1996). O 6leo de pequi pode ser considerado uma fonte de [-
caroteno, precursor da vitamina A. O uso de métodos que mantenha as caracteristicas funcionais
de compostos bioativos presentes no 6leo por um tempo maior ¢ interessante quando se busca

uma aplicac¢do nutrac€utica e funcional do produto.

A protecdo de compostos que exibam instabilidade oxidativa estd sendo demonstrada
em muitas pesquisas, através do processo de microencapsulagdo. Neste processo, o material
facilmente oxidado (material de recheio ou nucleo) ¢ envolvido por uma matriz homo ou
heterogénea (material de parede ou revestimento) (MATTA, 2013; TUPUNA et al., 2018). A
encapsulacdo confere prote¢do ao material encapsulado inibindo ou reduzindo o processo
oxidativo, preservando sabor e aroma e, mantendo a sua qualidade nutricional por um tempo
maior (LENGYEL et al., 2019; MOHAMMADI et al., 2016). Além da protegdo, a
encapsulacdo aumenta a estabilidade, solubilidade e pode permitir o controle da liberagao do

material de recheio (MATTA, 2013).

No processo de microencapsulagdo, varias técnicas podem ser empregadas, dentre elas
a gelificacdo i6nica ou gelificagdo ionotropica. Esta técnica ¢ baseada na habilidade de
polieletrolitos (alginato, pectinas, goma gelana, carragena) formarem géis na presenca de ions.
Por exemplo, a interacdo de ions, como Ca™2, com os grupos carboxilas das cadeias poliméricas

de polissacarideos resulta na formagéo de reticulados insolaveis (RACOVITA et al., 2009).

Na formagdo de microencapsulados utilizando a técnica de gelificagdo idnica por
extrusdo, a tecnologia de vibragdao do bico pode ser também utilizada de forma a favorecer a
homogeneidade e reprodutibilidade das gotas injetadas através do bico. E baseada na quebra de
uma corrente de liquido laminar em goticulas por uma vibragdo mecanica sobreposta (Figura
1). A tecnologia ganhou interesse significativo para fins de produg¢do de microesferas
reproduziveis e homogéneas, com tamanhos definidos, produzindo particulas uniformes e
monodispersas (BUCHI, 2014; RAZGA et al., 2014). Em complemento, na formagio das gotas,
0 jato pode ser submetido a um campo elétrico, onde, atingindo uma certa tensdo, sdo criadas
particulas com forgas repulsivas que impedem sua agregac¢do antes da extrusdo deles pelo bico

de injecao, a chamada extrusao eletrostatica (MANOJLOVIC et al., 2006).

Como forma de produzir matrizes com maior potencial de retencao do nucleo e controle
de liberagdo do nucleo, biopolimeros sdo utilizados na formagdo de um estavel complexo
(MCCLEMENTS, 2017). O complexo alginato-quitosana ¢ formado a partir da interacdo

eletrostatica dos grupos amino da quitosana com os grupos carboxilicos do alginato (THAYA
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etal.,2018; YADAV et al.,2018). Neste trabalho, 6leo da polpa de pequi foi microencapsulado
em matriz polimérica de alginato e Ca*>" para formagdo das particulas seguido de complexacio

eletrostatica para o refor¢o da matriz encapsulante com quitosana.

Figura 1: Principio operacional dos encapsuladores que usam frequéncias vibracionais para a separagdo
controlada de um jato de liquido laminar em gotas de igual tamanho.

Jato laminar Vibrag@o mecanica
continuo de «— do polimero
T \ passando pelo bocal
Bocal
Formacéo de (orificio
goticulas

As gotas sﬁo\

O
convertidas em <: 0 Gotas de tamanho
O igual

Q
—O—

Fonte: Buchi (2014) (Adaptado).

esferas/ capsulas

FORMACAO DAS PARTICULAS

Foram utilizados os seguintes materiais: alginato de sodio de viscosidade média, 90%
puro (Dindmica®), quitosana de baixo peso molecular (75-85% de desacetilagdao) da Sigma-
Aldrich, Cloreto de calcio (Dinamica®), Surfactantes Span 80 (Sigma-Aldrich), Tween 80
(Vertec), Span 20 e Tween 20 (Chemical Dynamics). O o6leo de pequi (C. coriaceum) foi

extraido da polpa do fruto e adquirido diretamente de produtores locais.

Para a producao dos microencapsulados, inicialmente, alginato foi disperso em agua
destilada (1,2% p/v), permanecendo sob agitacao por 24h. Tween 80 (0,55% v/v) foi adicionado
a solucdo, a qual foi submetida a homogeneizacdo em Ultra-Turrax® a 12.000 rpm por 2 min
(T-25 digital, IKA®). Ao final, 6leo de pequi (2% p/v) armazenado a temperatura ambiente
(25°C) e tensoativo Span 80 (0,45% v/v) foram adicionados a solugdo de alginato e
homogeneizado em rotor-estator Ultra-Turrax® a 12.000 rpm por 5 minutos. Para producao das
particulas por gelificacdo ionica foi utilizada a técnica de extrusdo, utilizando o equipamento

Encapsulator B-395 (Biichi, Essen, Alemanha).

A emulsdo foi gotejada em uma solucdo de cloreto de calcio 1,3% (p/v) e quitosana
1,2% (p/v) (Figura 2). Utilizou-se um bico de gotejamento com diametro de 120 um, frequéncia

de 120Hz, voltagem de 300v e agitacdo de 80%.
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Figura 2: Fluxograma com etapas para formac¢do de microparticulas de 6leo de Pequi.

Preparo da emulsdo:
Solugdo 1) Alginato (1,2%) + Tween 80 [0,55%)
Homogeneizagdo a 12rpm por 2min.

Solugdo W) Solugdo | + éleo de pequi (2g) + Span
20(0,45%) Homogeneizagdo a 12 rpm por Smin.

1 Solugdo I

Gelificacdo idnica

Bico de extrusdo de 120um

l Gotejamento controlado

Zolugdo reticulants com
COuitoszna (1,2%) + Call (1,3%)

Sob agitacdo

lCl:l mplexagio polieletrolitica

Formagso das
microparticulas de dlec de
Pequi

Fonte: Elaborada pelos autores.

A eficiéncia de encapsulamento das microparticulas de 6leo de pequi foi determinada
relacionando o teor de oleo total e superficial de acordo com equacdo 1(CARNEIRO et al.,
2013). O dleo total refere-se a quantidade total de 6leo (2 g) em 100 mL emulsdo. O teor de
oleo superficial foi determinado a partir de lavagens de particulas (32,51 g) com 10mL de
hexano e o 6leo quantificado por espectrofotometro a 450 nm. Anteriormente, a calibragdo foi

estabelecida através de uma curva para o 6leo de pequi em hexano.

(total oil—surface oil)

EE (%)= x 100 Equagao 1

total oil

RESULTADOS E DISCUSSOES

Esferas homogéneas e reprodutiveis foram obtidas com tamanho de 1562, 65um, cerca
de 13 vezes o diametro do orificio do bico de extrusao (Figura 3). Trabalhos semelhantes foram
relatados por De Prisco et al. (2014) usando a tecnologia de vibragao do bico de extrusao e
encapsularam o probidtico Lactobacillus reuteri em uma matriz de polimero de

alginato/quitosana e obtiveram particulas esféricas usando a frequéncia de 1740 Hz. Benucci et
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al. (2019) encapsularam leveduras para aplicagdo em vinho espumante utilizando

alginato/quitosana e obtiveram microesferas a 2700 Hz.

Figura 3: Microparticulas de 6leo de pequi em matriz polimérica de alginato e quitosana. Microscopia optica,
magnitude de aumento 2,5x.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Determinar a eficiéncia de encapsulamento ¢ um parametro importante para conhecer o
percentual de ingrediente ativo aprisionado internamente na microparticula. A eficiéncia de
encapsulacao do 6leo de pequi em microesferas umidas em uma matriz polimérica de alginato
e quitosana foi de 96,17%. Estudos semelhantes foram relatados na literatura, embora a
eficiéncia de encapsulamento encontrado neste trabalho tenha sido aparentemente maior. Yadav
et al. (2018) relataram que a eficiéncia de particulas contendo drogas (Ornidazol e Doxiciclina)
na matriz de alginato/quitosana foi de 86,20%. Sanches et al. (2020) produziram nanoparticulas
com o6leo essencial de citronela utilizando alginato/quitosana, apresentando uma eficiéncia de

aproximadamente 80%.
CONSIDERACOES FINAIS

Particulas padronizadas de o6leo de pequi foram produzidas por gelificagdo iOnica
combinada com tecnologia de vibragao do bico, seguida de complexagdo eletrolitica com
quitosana. As microesferas de 6leo de pequi tém potencial para aplicagdo em alimentos ou
bebidas, necessitando de estudos mais especificos, principalmente sobre liberagdo controlada

para direcionar a uma aplicabilidade adequada das microparticulas produzidas neste trabalho.
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RESUMO

O género Mentha, pertencente a familia Lamiaceae, tem ampla distribui¢do no planeta, e suas
varias espécies sdo conhecidas por suas caracteristicas aromaticas e por serem detentoras de
6leos essenciais com aplicagdes em alimentos, cosmética e principalmente na medicina popular.
Suas aplicagdes farmacoldgicas se devem as suas caracteristicas antimicrobianas, antivirais,
anestésicas, carminativas e gastro-sedativas. O presente trabalho visou contribuir para o estudo
de espécies do género Mentha, analisando e estabelecendo uma relagdo entre as composicoes
quimicas dos 6leos essenciais de algumas espécies do género e suas atividades antioxidante,
antiacetilcolinesterase e antifungica. A composi¢do dos Oleos foi determinada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. As atividades antioxidantes foram
determinadas pelo método de sequestro do radical livre DPPH e pela inibi¢ao da co-oxidagao
no sistema P-caroteno/acido linoleico. A a¢do inibitéria da enzima acetilcolinesterase e a
atividade antifingica frente Trycophytum rubrum, Mycrosporum canis ¢ Candida albicans
também foram avaliadas. Na composi¢do dos 6leos essenciais observou-se um maior teor de
monoterpenos oxigenados, com predominancia da isomentona, mentol, mentofurano, D-
neoisomentol, D-carvona, linalol, acetato de linalila, pulegona, 6xido de piperitenona,
limonenoe e 1,8-cineol (eucaliptol). A atividade antioxidante dos 6leos essenciais foi moderada
com destaque para os Oleos de M. spicata (horteld caseira), M. arvensis (ginger mint) e M.
longifolia (himalayan silver mint). Os 6leos de M. piperita (chocolate mint) e M. spicata
(mentol mint) apresentaram forte inibicdo da acetilcolinesterase e esta inibicdo deve-se ao
sinergismo dos constituintes ativos. A atividade antifingica contra 7. rubrum e M. canis dos
0leos essenciais foi moderada, destacando-se o 6leo de M. spicata (mint de Ciudad del leste).
As propriedades biologicas dos 6leos de Mentha estudados devem-se provavelmente aos seus
principias constituintes bioativos.

PALAVRAS-CHAVE: Mentha. Acetilcolinesterase. Sinergismo. Monoterpenos oxigenados.
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INTRODUCAO

A utilizag¢do de plantas na medicina vem acompanhando a evolu¢do humana desde os
primérdios da humanidade. A utilizacdo das plantas primeiramente como alimento, a
observacao de determinados efeitos por meio dessa ingestdo e a disseminagdo por meio da
cultura iniciou de forma empirica o uso medicinal das plantas. Assim, o conhecimento empirico
das propriedades medicinais de plantas foi inicialmente a base da medicina caseira ou popular.
Esse conhecimento e uso popular possibilitou a descoberta de muitos farmacos e sua utilizagao

na medicina tradicional (FIRMO et al., 2011; PEIXOTO et al., 2009).

As plantas medicinais t€ém contribuido fortemente para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas. A explora¢do racional dos recursos biologicos ¢ hoje uma das
principais ferramentas da Ciéncia e tem seus fundamentos no aproveitamento da diversidade
oferecida pela natureza. A importincia do aproveitamento dos recursos naturais esta
diretamente relacionada a fatores econdmicos como a minimizagao de custos e a fatores socio-
culturais como a valorizagdo do meio, da sua diversidade e de suas tradi¢des. O crescimento
dos estudos com produtos naturais demonstra assim, a importacia desses compostos para a

ciéncia e tecnologia.

Dentre os géneros pertencentes a familia Lamiaceae, o género Mentha destaca-se por
suas aplicagdes terapé€uticas e industriais. Suas plantas possuem distribui¢do em todo o mundo,
tendo como centro de origem a Europa meridional e a regido do Mediterraneo, suportando
temperaturas baixas, mas bem adaptadas ao clima tropical. Sdo plantas perenes, com folhas

opostas, pecioladas e pubescentes (MATTOS, 2000).

As mentas destacam-se pelo uso culinario ou em chas medicinais, para combater
parasitas intestinais e distarbios digestivos (LORENZI; MATOS, 2002). As folhas aromaticas
das Menthas sao usadas frescas e secas como aromatizantes ou especiarias em uma ampla
variedade de alimentos. Eles contém componentes biologicamente ativos (GRACINDO et al.,
20006). O principal produto da mentha ¢ o seu 6leo essencial, que pode ser obtido por diferentes
métodos de extragio (MONTEIRO, 2009). Oleos essenciais sdo constituintes volateis organicos
responsaveis pela fragrancia de muitas plantas. Podem ser obtidos de flores, folhas, frutos,
sementes, gramas, raizes, rizomas e caules das plantas (MORAIS et al., 2006). Os o6leos

essenciais podem conter cerca de 20-60 componentes em concentracdes bastante diferentes e
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sdo caracterizados por dois ou trés componentes principais em concentragdes relativamente

elevadas em comparagdo com outros componentes presentes (CROTEAU et al., 2000).

A composi¢ao quimica do 6leo essencial de Mentha varia de acordo com a idade da
planta, variedade da espécie, regidao geografica e as condigdes de processamento. Os principais
compostos identificados no dleo essencial do género sdo o mentol (33-60%), mentona (15-
32%), isomentona (2-8%), 1,8-cineol (eucaliptol) (5-13%), acetato de mentila (2-11%),
mentofurano (1-10%), limoneno (1-7%), f-mirceno (0,1-1,7%), f-cariofileno (2-4%), pulegona
(0,5-1,6%) e carvona (1%) (PITTLER; ERNEST, 1998; XU et al., 2003). Também ¢ relatado
a presenca de oxido de piperitona, 6xido de piperitenona e linalol nos seus 6leos essenciais.
Dos principais compostos encontrados nos 6leos essenciais do género Mentha pode-se destacar
o mentol com propriedade anestésica local suave, antisséptica, e internamente como
carminativo e sedativo gastrico. A mentona que ¢ utilizada em produtos de higiene oral.

(GRACINDO et al., 2006; HUSSAIN et al., 2010; OUMZIL et al., 2002).

Os Oleos essenciais das espécies do género Mentha despertam grande interesse em
funcdo de suas propriedades bioldgicas e seu valor comercial. Dentre as propriedades bioldgicas
destacam-se a sua atividade antioxidante e sua atividade antimicrobiana (MIMICA-DUKIC et
al., 2003; SCHMIDT et al., 2003). Desta forma, o presente trabalho objetivou contribuir para
o estudo de variedades de espécies do género Mentha, analisando e estabelecendo uma relagao
entre as composicoes quimicas dos Oleos essenciais e suas propriedades bioldgicas, tais como

atividade antioxidante, antiacetilcolinesterase e antifungica.
METOGOLOGIA

MATERIAL VEGETAL E EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

As espécies vegetais foram cultivadas no horto da Embrapa Agroindustria Tropical
(Ceara), localizado no campus da Universidade Federal do Cearéa (Ceara-Brasil). As mudas das
espécies foram obtidas a partir do banco de germoplasma da Embrapa Produtos Genéticos
(Brasilia-Brasil). E os 6leos essenciais das folhas das plantas foram coletados pelo periodo da

manha e extraidos por hidrodestilagao.
ANALISE DE CROMATOGRAFIA GASOSA / ESPECTROMETRIA DE MASSA (CG-MS)

A analise quimica dos constituintes dos 6leos essenciais foi realizada em cromatografo
gasoso com espectrometro de massas acoplado modelo Shimadzu QP-2010 utilizando as

seguintes condigdes: Coluna: DB-5 MS (Agilent, parte n°® 122-5532) com revestimento da
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coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 milimetros x 0.25 um); Gés transportador: He com
vazdo de 1 mL/min, no modo de velocidade linear constante; Temperatura do injetor foi de
250°C, no modo split (1:100), e a temperatura do detector foi de 250°C. A programagao de
temperatura da coluna foi de 35 - 180°C a 4°C/min, em seguida, 180 - 280°C a 17°C/min, e a
280°C por 10 min; Espectros de massas com impacto de elétrons de 70 eV. O volume de amostra

injetado foi de 1 mL.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTI-RADICAIS LIVRES PELO METODO DPPH
(1,1-DIFENIL, 2-PICRILHIDRAZIL)

Utilizou-se o método desenvolvido por Yepez et al. (2002), onde 0,1 mL de solucdo de
metanol de cada amostra (10.000 — 1 ppm) foi adicionada a um tubo de ensaio contendo 3,9 mL
de solucdo de metanol DPPH 6,5x10° M. O teste foi realizado em triplicata e ap6s 1 hora, a

absorbancia da mistura foi medida em 515 nm.

DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE - SISTEMA DE CO-
OXIDACAO DE B-CAROTENO/ACIDO LINOLEICO

O ensaio de clareamento com [-caroteno foi realizado de acordo com o método
desenvolvido por Wettasinghe e Shahidi (1999). 2mL de solugdo de B-caroteno (0,2 mg/mL de
cloroférmio) foi pipetado para um frasco de fundo redondo contendo 20 pL de 4cido linoleico
e 200 pL de Tween 40. A mistura foi evaporada a temperatura ambiente para remover o
cloroféormio. Apods evaporagdo, a mistura foi imediatamente adicionada a 100 mL de agua
destilada. A mistura foi agitada vigorosamente para formar uma emulsdo. Aliquotas de 0,2 mL
de solugdes das amostras foram adicionadas a 5 mL da solucdo de acido B-caroteno-linoleico.

As misturas foram incubadas a 50°C durante 2 horas e medidas em UV a 470 nm.
INIBICAO DA AChE

A inibi¢do da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi avaliada de acordo com a
metodologia descrita por Elmann, posteriormente adaptada por Rhee et al. (2001). O ensaio
consiste na aplicacdo da amostra em cromatoplacas e pulverizacdo da placa com reagente de
Ellman. A cromatoplaca foi posteriormente pulverizada com enzima AChE (3U/mL). Apds 3
min, a inibi¢do da enzima foi observada pela presenga de manchas brancas na placa amarela.
ApoOs 10 minutos os didmetros foram medidos para determinacao do halo de inibigdo. A

fisostigmina foi usada como controle positivo.
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ATIVIDADE ANTIFUNGICA
Preparacio de indculo para testes de sensibilidade a antifungicos

O indculo foi preparado a partir de cepas cultivadas em adgar Sabour e dermatofitico por
5 dias a 35°C e cepas de levedura por 35 h a 24°C. Um fragmento de Microsporum canis,
Trichophyton rubrum e Candida albicans foi transferido para tubos contendo 9 mL de soro
fisiologico para obter uma turbidez equivalente ao padrdo 5x10* mL™! ou 0,5 McFarland na
escala UFC. As suspensoes foram diluidas a 1:2 para Candida albicans e 1:5 para M. canis ¢
T. rubrum, ambos com meio RPMI 1640 com L-glutamina, sem bicarbonato de sddio,
tamponado a pH 7,0 com acido morfolinopropano sulfonico 0,165 M, para obter o tamanho do
inoculo de aproximadamente 2,5 — 5 x 10° UFC/mL para Candida albicans e 5 x 10* UFC/mL

para M. canis.
Método de microdiluicio em caldo

A concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (MFC) dos
6leos essenciais contra microrganismos dermatofitos e leveuduriformes foram realizadas pelo
método de microdilui¢ao em caldo utilizando placas de 96 pogos para microdilui¢ao de acordo
com o CLSI M27A2 (2002). Os 6leos foram preparados em 6leo mineral na concentracao de
2,5 mg/mL diluidos em 100 pL de meio RPMI 1640 e testados em uma faixa de concentragao

de 9,7 - 2500 pg/mL.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicao quimica dos 6leos essenciais das espécies Mentha spp esta apresentada
na Tabela 1 e Tabela 2. Foram identificados 50 compostos nos 6leos e a porcentagem de
compostos identificados variou de 87,45 a 98,80%. Os 6leos essenciais das espécies Mentha
apresentaram predominantemente monoterpenos oxigenados. Um teor significativo de
hidrocarbonetos monoterpenicos também foi observado no o6leo essencial de M. spicata

(Botucatu).
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Tabela 1: Composicao percentual relativa dos 6leos essenciais das espécies Mentha.

M. piperita M. piperita M. canadensis M. arvensis M. longifolia
Compostos Rlii. Rlexp. Chocolate  Grapefruit Japanese Ginger Himalayan
mint mint mint mint silver mint
a-Pineno 939 945 1.11 - 0.70 0.65 1.65
Sabineno 975 973 0.93 - 0.34 0.89 1.31
p-Pineno 980 979 1.69 - 0.75 1.37 1.92
Mirceno 990 987 - 0.79 0.62 0.97 2.51
3-Octanol 994 994 - - 0.75 - -
1-Limoneno 1029 1022 3.04 1.81 4.26 0.80 13.81
1,8-Cineol 1031 1024 4.76 0.98 - 10.04 1.48
cis-Ocimeno 1040 1028 - - - 0.55 -
trans-p-Ocimeno 1044 1038 - - - 0.44 -
L-Linalol 1099 1091 - 25.43 0.82 34.57 -
Mentone 1155 1148 17.27 3.68 3.00 - -
Isomentona 1163 1153 - - 29.07 - -
Mentofurano 1164 1154 23.70 4.03 - - -
Neomentol 1166 1163 2.87 - 1.84 - -
Isopulegona 1174 1167 - - 0.19 - -
1-Mentol 1175 1170 - 2.69 46.98 - -
a-Terpineol 1188 1172 - 0.88 0.40 2.38 -
Neomentol 1192 1174 14.35 - - - -
Pulegone 1207 1229 10.74 1.90 1.45 - -
Carvone D 1244 1247 - - - 0.96 5.21
cis-piperitone oxido 1254 1249 - - - - 1.44
Linalil acetato 1257 1253 - 51.35 1.42 39.72 -
Piperitona 1262 1254 - - 1.46 - -
Mentol acetato 1295 1292 - 1.25 4.34 - -
Iso-Mentil acetato 1298 1294 6.37 - - - -
Nerila acetato 1361 1357 - 0.75 0.19 0.58 -
Oxido de Piperitenona 1363 1363 2.13 - - - 60.79
Geranyl acetate 1381 1386 - 1.29 0.22 1.28 -
p-Cariofileno 1418 1420 4.56 1.03 0.75 1.88 4.69
p-Farneseno 1457 1461 0.99 0.69 - 0.64 -
Germacreno D 1485 1483 5.48 1.46 - 0.82 5.18
Elemol 1549 1552 - - - 1.10 -
% Total identificados 99.98 99.47 99.55 88.80 99.99

IRlit- Indice de retengio da literatura; IRexp - Indice de retengdo experimental
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Tabela 2: Composicdo percentual relativa dos dleos essenciais das espécies Mentha (continuagdo)

M. aquatica Mentha x M. spicata M. spicata M. spicata

Compostos IRLi. IRgxyp Lavander piperita Large leaf Hortela Ciudad del
mint  Peppermint spearmint caseira Leste mint
o-Pineno 939 945 1.09 1.08 1.69 1.14 1.05
Camfeno 954 957 - - 0.71 - -
Sabineno 975 973 0.82 0.81 1.43 0.77 1.04
p-Pineno 980 979 1.38 1.50 4.27 1.19 1.63
Mirceno 990 987 1.21 1.21 1.67 1.05 1.31
3-Octanol 994 994 0.24 - - - -
Limoneno 1029 1022 28.29 37.18 22.10 28.81 2.04
1,8-Cineol 1031 1024 - 2.41 2.62 - 8.10
cis-Ocimeno 1040 1028 0.36 - - - -
p-Ocimeno 1044 1038 - - - - 0.28
Y-Terpineno 1059 1047 - - 0.36 - -
L-linalol 1099 1091 - - - 0.53 -
Mentona 1155 1148 - - 0.46 - 11.60
Isomentona 1163 1154 - - - - 4.46
Neomenthol 1166 1163 - - - - 2.28
Borneol L 1169 1165 - - 1.02 - -
Isopulegone 1174 1167 - - - - 1.29
1-Mentol 1175 1170 - 0.84 - - -
4-Terpineol 1177 1172 - - 0.37 0.61 -
a-Terpineol 1188 1174 - 0.30 - - -
Methyl chavicol 1195 1193 - - 0.61 2.60 -
Pulegone 1207 1229 - - 6.68 - 53.95
trans-Carveol 1216 1230 0.33 - - 0.44 -
Carvone D 1244 1247 58.79 49.27 31.35 54.94 -
Piperitone 1262 1254 - 1.19 - - -
Bornil acetate 1283 1284 - - 0.42 - -
Piperitenona 1343 1337 - - - - 1.13
p-Bourbonene 1388 1384 1.08 1.00 5.37 1.39 -
B-Elemeno 1390 1392 - - 0.33 - -
p-Cariofileno 1418 1420 1.93 1.16 3.09 2.02 1.08
o-Humuleno 1452 1457 - - - 0.40 -
p-Farneseno 1457 1461 0.61 0.49

Germacreno D 1485 1483 1.72 0.59 1.00 2.03 0.57

Spatulenol 1578 1576 - - 0.45 - -
Viridiflorol 1592 1593 0.60 - - - -
Fitol 1949 1838 - - 0.96 - -

% Total identificados 98,44 98,53 87,45 98,64 92,81

IRlit- Indice de retengio da literatura; IRexp - Indice de retengdo experimental
A avaliagdo da atividade antioxidante dos Oleos essenciais das espécies Mentha ¢
apresentada na Tabela 3. Os Oleos essenciais das espécies de Mentha apresentaram bons
resultados no método do sistema B-caroteno/acido linoleico, o que ¢ esperado uma vez que o
carater hidrofobico ¢ um fator importante para a exibicao de atividade antioxidante conforme

descrito por Lagouri e Boskou (1995).

O teste de atividade antioxidante mostrou que os 6leos com resultados préximos ao do

padrao Trolox (ICso = 0,13 = 0,01 mg/mL) foram o de M. spicata (Hortela caseira) com ICsp =
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0,23 + 0,01 mg/mL, tendo como constituintes principais limoneno e carvona. Resultados
interessantes também os de M. spicata (large leaf spearmint) com ICso = 0,96 = 0,06 mg/mL e
M. aquética (Lavander) com ICso = 1,62 + 0,05 mg/mL apresentando composi¢ao semelhante.
Outros 6leos com propriedades antioxidantes proximas foram os de M. arvensis (ginger mint),
M. piperita (Grapefruit) contendo como principais constituintes o linalol e linalil acetato. A M.
longifolia (Himalayan silver mint) também se destacou com ICso = 0,64 = 0,02 mg/mL, tendo

como constituintes majoritarios limoneno e 6xido de piperitenona.

Os compostos limoneno, linalol e linalil acetato apresentam varios hidrogénios alilicos
que possuem um carater acido ou um potencial antioxidante. J4 o 6xido de piperitenona e a
carvona possuem hidrogénios alilicos a duplas como também hidrogénio ligados a carbono alfa
as carbonilas que conferem um maior cardter acido ou maior poder antioxidante a estes

hidrogénios.

Tabela 3: Atividade antioxidante pelo método do B-Caroteno/acido linoleico e inibigdo da acetilcolinesterase das
espécies de Mentha

p-Caroteno ACHhE Inibicao

Mentha Clsp (mg/mL) (cm)

M. piperita (Chocolate mint) 1,82 +£ 0,05 1.0
M. piperita (Grapefruit mint) 1,52 £0,05 NI
Mentha x piperita (Peppermint) 3,57+0,22 NI
M. aquatica (Lavander mint) 1,62 + 0,05 0.7
M. canadensis (Japanese mint) 3,48 £0,13 NI
M. longifolia (Himalayan silver mint) 0,64 + 0,02 0.7
M. arvensis (Ginger mint) 0,33 +£0,03 0.6
M. spicata (Larg leaf spearmint) 0,96 £ 0,06 0.7
M. spicata (Hortela caseira) 0,23 +£0,01 0.6
M. spicata (Ciudad del Leste mint) 2,65 +£0,03 NI
Trolox 0,13 +0,01 -

Physostigmina - 0.9

NI: nenhuma inibigao.

Em geral, os compostos fenolicos presentes nos 6leos essenciais como timol e carvacrol
apresentam maior atividade antioxidante, porém, no Oleo essencial de M. spicata os
hidrocarbonetos insaturados estdo em maior propor¢do. A presenca de monoterpenos
oxigenados como os alcoois alilicos, compostos carbonilicos apresentando hidrogénios na
posi¢ao alfa e hidrocarbonetos terpénicos insaturados como limoneno tem atividade

significativa (Ruberto e Baratta, 2000).

A avaliagdo da acdo inibidora da enzima acetilcolinesterase dos o6leos, na Tabela 3,

mostrou-se positiva para os 6leos essenciais de M. piperita (chocolate mint) com principais
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constituintes mentona e mentofurano, M. aquatica, M. spicata (Large leaf) e M. spicata (Hortela
caseira) os constituintes majoritarios foram limoneno e carvona e M. longifo6lia os constituintes
principais foram limoneno e 6xido de piperitenona. Observa-se que os 0leos essenciais de menta
foram avaliados por Miyazawa ef al. (1998) e mostraram forte atividade inibitoria da enzima
acetilcolinesterase, e alguns compostos majoritarios foram testados como 1,8-cineol, 6xido de
piperitenona, mentona, mentofurano, linalol, linalil acetato, carvona e limoneno que
apresentaram atividade moderada, o que sugerem os autores que a atividade inibitéria da enzima
acetilcolinesterase dos 0leos de Mentha esta relacionada a um mecanismo sinérgico que ocorre

entre os constituintes.

A atividade antifingica dos Oleos essenciais das espécies Mentha ¢ apresentada na
Tabela 4. Pode-se observar que o 6leo de M. spicata (hortela Ciudad del Leste) se destaca por
suas fortes propriedades antifingicas, inibindo o crescimento ¢ matando as coldonias de 7.
rubrum e M. canis, com valores de CIM (concentragdo inibitdria minima) menor que o controle
e CFM (concentragdo fungicida minima) préximo ao controle. Nenhum dos o6leos testados
apresentou atividade antifungica para Candida albicans. A boa atividade antifiungica do 6leo
essencial de M. spicata (hortela Ciudad del Leste) estad provavelmente relacionada ao alto teor
do composto pulegona (53,95%) descrito na literatura como um potente fungicida (Oumzil et

al., 2002).
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Tabela 4: Atividade antifungica de 6leos essenciais de Mentha.
Microrganismos
T. rubrum T. rubrum M. canis M. canis C. Albicans C. Albicans
CEMM 5-1-08 | CEMM 5-1-034 | LABMIC 1-1-01 |[LABMIC 1-1-02 | LABMIC 2-1-01 | LABMIC 2-1-02
MIC MFC MIC | MFC | MIC | MFC | MIC | MFC MIC MFC MIC | MFC

M. piperita NI - o6 | 125 | NI - 25 . NI - NI -
Chocolate mint

M. piperita 25 - o6 | 125 | 062 | 125 | NI : NI : N[ -
Grapefruit mint

M. aquatica NI - 062 | 125 | 125 | 25 | 125 | 25 | NI - NI -
Lavander mint.

M. canaden'sts NI i 1.25 25 25 _ 25 . NI - NI -
Japanese mint

M. x piperita NI ; 125 | 25 | 062 | 125 | NI - NI - NI -

Peppermint
M. arvensis NI - 125 | 25 | o062 | 125 | NI . NI - N -
Ginger mint

M. spicata Larg | - oe2 | 125 | N | - | 25 | - NI . N |-
leaf spearmint
M. longifolia

Himalayan silver NI - 1.25 2.5 0.31 0.62 NI - NI - NI -

mint
M. spzcata. Horteld NI i 0.62 1.25 25 ) 25 } NI - NI -
caseira

M. spicata Ciudad |, § - o3t | 062 | 062 | 125 | 125 | 25 | NI : NI |-

del Leste mint
Controle 4,0 8,0 1,0 | 05 1,0 | 05 20 | 40 1.0 2,0 20 | 40

CIM: concentragdo inibitéria minima expressa em mg.ml"!; CFM: Concentragdo fungicida minima em mg.ml;
NI: ndo inibe; (-): indica que ndo ha maneira de determinar CFM porque a CIM foi observada na mais alta
concentracdo; Duas replicatas foram feitas para cada experimento.

CONSIDERACOES FINAIS

A composi¢ao dos oleos essenciais das plantas do género Mentha avaliadas apresentam
predominancia de monoterpenos oxigenados, com destaque para os compostos isomentona,
mentol, mentofurano, D-neoisomentol, 1,8-cineol (eucaliptol), D-carvona, linalol, linalil
acetato, oxido de piperitenona, pulegona e também limoneno, um hidrocarboneto
monoterpénico. A atividade antioxidante em espécies de Mentha estéa relacionada a presenca
nos compostos com ligagdes duplas com hidrogénios alilicos e carbonilas com hidrogénios alfa
que possuem um carater acido ou um potencial antioxidante. Em relagdo a atividade
antiacetilcolinesterase observou-se que a agdo inibitoria da enzima deve ocorrer através de um
mecanismo sinérgico entre os componentes majoritario e minoritario, onde a presenga de 6xido
de piperitenona, mentofurano, 1,8-cineol, carvona, linalol e limoneno como componentes

majoritarios, destaca essa agdo inibitéria. As propriedades antifingicas dos 6leos essenciais de
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Mentha apresentaram atividade moderada, na qual a composi¢do também tem relacdo direta
com essa atividade. A presenga do composto antifingico pulegona em alta concentragdo no

oleo de M. spicata (Ciudad del Leste mint) confere suas melhores propriedades antifingicas.
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ARTIGO 14

PROSPECCAO, SINTESE E APLICACAO DE PONTOS QUANTICOS DE
CARBONO NO SENSORIAMENTO DE Co?*

Bruno Peixoto de Oliveira

Joice Farias do Nascimento

Nathalia Uchoda de Castro Bessa

Flavia Oliveira Monteiro da Silva Abreu

RESUMO

Pontos quanticos de carbono (PQCs) também chamados de carbon-dots, sintetizados a partir de
matrizes carbonaceas naturais s3o uma boa alternativa aos PQ de origem inorganica devido a
sua baixa citotoxicidade. Neste trabalho, o pequi (Caryocar coriaceum) foi escolhido como
matéria prima vegetal para producao de PQCs. Inicialmente foi realizada uma prospeccao afim
de identificar qual por¢do do pequi (casca, mesocarpo e améndoa) tinha maior potencial para
producao dos PQCs. Posteriormente foram preparados PQCs via pirolise de micro-ondas a
partir da améndoa do pequi. As propriedades dos PQC sintetizados foram investigadas através
das seguintes técnicas: teste qualitativo fluorescéncia em camara escura, espectroscopia UV-
Vis e espectroscopia de fluorescéncia. Os resultados iniciais mostraram que a parte da améndoa
do pequi foi a que exibiu melhores propriedades de fluorescéncia, tanto no teste qualitativo da
camara escura quanto na espectroscopia de fluorescéncia. Os resultados preliminares da sintese
de PQCs a partir da améndoa do pequi em fun¢do do tempo mostrou que a amostra com tempo
de sintese de 6 min ndo apresentou perfil de fluorescéncia, diferente das amostras sintetizadas
em 2 ¢ 4 min. A amostra sintetizada em 4 min apresentou fluorescéncia superior. Em um
segundo estudo, sintetizou-se PQCs usando outras condi¢des de sintese para aplicagdo como
sensores para a detecgdo de Co?*. Os resultados obtidos mostraram que a amostra apresentou
fluorescéncia caracteristica bem como bandas de absor¢do em 280 nm e 320 nm no espectro
UV consistentes com outros pontos quanticos de carbono relatados na literatura. Os testes para
sensoriamento de Co?* revelaram que na interagio dos PQCs houve um aumento da intensidade
de fluorescéncia com o aumento da concentragio de Co?*. Com isso, conclui-se que o pequi é
uma fonte promissora para producdo de PQCs para aplicagdo no sensoriamento de ions
metalicos.

PALAVRAS-CHAVE: Pontos quanticos de carbono. Pequi. Fluorescéncia. Sensoriamento.

INTRODUCAO

O pequi (Caryocar coriaceum) ¢ uma fruta tropical tipicamente cultivada no semiarido
nordestino, normalmente utiliza-se o fruto na industria cosmética, lubrificantes, e na industria
farmacéutica (NASCIMENTO, 2018), e o 6leo extraido da améndoa na producdo de doces,
sorvetes e licores (ALMEIDA; SILVA, 1994). Na literatura, ndo sao encontrados relatos da
utilizacao do pequi como fonte precursora para a sintese dos pontos quanticos de carbono, no

entanto, optamos por usar essa fonte carbondcea natural, por seu baixo valor de mercado, grande

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pds-graduagcdo em 163
ciéncias naturais - PPGCN

| k.
Y N\ 44 @

| y V
31070 06

~4


http://lattes.cnpq.br/8769833166818743
http://lattes.cnpq.br/4868715117768340
http://lattes.cnpq.br/7010922442055270
http://lattes.cnpq.br/1683438407515300
http://lattes.cnpq.br/7921122115673207

importancia economica regional e suas versatilidades de uso. Além de uma nova possibilidade
para o aproveitamento deste recurso natural, agregando ainda mais valor e potencialidade ao

uso do pequi e a sintese de pontos quanticos de carbono.

Pontos quanticos de carbono (PQCs) sdo nanoparticulas fluorescentes com tamanho
abaixo de 10 nm que exibem forte fluorescéncia com emissdo ajustavel dependendo do
tamanho, estrutura da  superficie, comprimento de onda de excitagdo
ajustavel, biocompatibilidade e baixa citotoxicidade (BAKER; BAKER, 2010). Desde sua
descoberta acidental em 2004, os PQCs tém adquirido popularidade e sendo cada vez mais
analisados a fim de compreender sobre suas propriedades dpticas, mecanismos de formagdo e

aplicagdo (WANG et al., 2014).

Os pontos quanticos (PQ) baseados em precursores inorganicos € metais pesados, como
cadmio, apresentam problemas de citotoxicidade quando empregados em larga escala
(PAWAR; UPADHAYA; PATRAVALE, 2018). Uma alternativa a esses PQs sao os PQCs
sintetizados a partir de precursores de biomassa. As vantagens dessa abordagem sao a utilizacao
de condi¢des mais brandas na sintese, a baixa toxicidade do material produzido, alta

solubilidade, biocompatibilidade incluindo o menor prego e sua grande abundancia.

Sendo assim, os pontos quanticos de carbono possuem aplicagdes diversas como na
geracdo de energia, em células solares, bioimagem e sensores quimicos (JELINEK, 2016; LI et
al., 2018). Na aplicacao de sensoriamento os pontos quanticos de carbono interagem com o
analito de interesse, gerando assim a diminuic¢ao da fluorescéncia ou aumento dela (LIU et al.,
2019). A pesquisa foi baseada em sensor de Co?" visto que esse ion ¢é essencial para o ser
humano e possui papel bioldgico importante, onde os seres humanos apresentam uma grande
dependéncia em decorréncia da presenga do mesmo na vitamina Bi». Essa vitamina participa
de processos bioquimicos importantes como a sintese de aminoacidos, acidos nucléicos e
formacdo de globulos vermelhos no sangue. (ALVES; ROSA, 2003). Portanto, propde-se

sinteses de pontos quanticos de carbono a base de pequi.
METODOLOGIA

MATERIAIS

Para a realizagdo da sintese foram utilizados materiais listados na Tabela 1 abaixo:
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Tabela 1: Materiais usados na producdo de PQCs a base de Pequi.

Pequi (Caryocar coriaceum)
Alcool Etilico PA (DINAMICA)
Agua destilada
Solugdo Acido Fosforico 40%
Etilenodiamina
Solugdo NaOH 2 mol/L

Micro-ondas doméstico (PHILCO)

Fonte: Elaborada pelos autores.

SINTESES DE PONTOS QUANTICOS DE CARBONO
Prospeccio dos PQCs a partir do pequi

Inicialmente foi realizado o tratamento do fruto fazendo a separagdo de suas partes
como, exocarpo ou casca, mesocarpo (endocarpo ou tegumento) e semente ou améndoa (Figura
1) para encontrarmos a melhor parte do fruto e realizar a sintese dos pontos quanticos de

carbono. Para isso foram feitos testes na parte da casca, mesocarpo e améndoa (Tabela 2).

Figura 1: 1. Exocarpo (casca externa verde); 2. mesocarpo (parte interna amarelada da casca); 3. endocarpo
(polpa laranja / amarelada); 4. tegumento (marrom e duro, coberto por uma camada de espinhos finos que
penetram no endocarpo); e 5. semente (branca, incluindo o embrido, tegumento e endosperma).

Fonte: Ledo et. al. (2017).
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Tabela 2: Condigdes experimentais dos testes feitos nas partes da casca, mesocarpo e améndoa respectivamente
seguindo a metodologia de Gong ef al., (2015) com adaptacdes.

Parte do Massa  Agua Micro-ondas Centrifuga Fluorescéncia
pequi (2) (mL) (W/min.) (rpm/min.) visivel
CANMAX12 2 10 1400/12 4000/30 -
MESNMAX12 2 10 1400/12 4000/30 -
AMNMAX12 2 10 1400/12 4000/30 +

Fonte: Elaborada pelos autores.

Influéncia do tempo de sintese para producio de PQCs a partir da améndoa do pequi

Os PQCs foram preparados seguindo o método de Bhamore er al., (2018) com
adaptagdes. Pesou-se aproximadamente 2g da améndoa pequi em 3 béqueres diferentes,
macerou-se a améndoa com um almofariz e pistilo. Acrescentou-se 10 mL de dgua destilada
em cada béquer e 10 mL de alcool etilico, filtrou-se as amostras em béqueres de 100 mL, em
seguida as amostras foram para o micro-ondas na poténcia de 840 W cada uma em tempos
diferentes 2, 4 e 6 minutos constantes, em seguida foram adicionados mais 10 mL de agua

destilada para dissolver o produto resultante, as amostras foram filtradas e dialisadas por 9 horas

seguidas (Figura 2).
Figura 2: Fluxograma da primeira rota de sintese de PQCs.
4. Micro-
< 1. Améndoa do ondas (840 W)
g — pequi
B 2g) —
£ e dl
=
O E . (
2 5 2. Agua destilada e 5-. Agua
SL EtOH destilada (10
S8 mL)
e O (10mL)
= 2min 4 min  6min
%}
3 . 6. Filtragdo
k= — 3. Filtracao +
Z dialise (9h)

Fonte: Elaborada pelos autores.

Sintese dos PQCs para sensoriamento de Co?>*

A sintese adotada de pontos quanticos de carbono para o sensoriamento foi adaptada ao

proposto por Raji et al., 2019. Foi pesado e macerado 1g da améndoa do pequi. Em um béquer

adicionou-se a améndoa macerada 10 mL da solucdo de acido fosforico 40%, e SmL do agente
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dopante (etilenodiamina). A amostra foi levada para o micro-ondas a uma poténcia de S60W
por 1,5 min. Apds o resfriamento, a amostra foi dispersa em 20mL de etanol, e 20 gotas de
NaOH 2 mol/L foram adicionadas para ajuste de pH. Apds filtracdo com papel de filtro, a

amostra foi centrifugada a 4000 rpm por 60 min e postas para dialise por 48 horas seguidas.

(Figura 3).
Figura 3: Fluxograma da segunda rota de sintese de PQCs
d) EtOH
(20 mL)
+
b) HiPO, 40% NaOH 2 mol/L
(10 mL) (20 gotas)
J’_
Etilenodiamina e
(5 mL) e) Filtragao
(papel)
\
+
Centrifugagao
60 min - 4000 rpm
¢) Micro-ondas ( tpm)

(1,5 min - 560 W) -

f) Dialise
Fonte: Elaborada pelos autores
CARACTERIZACOES

Teste de fluorescéncia qualitativa em cAmara escura

Apo6s cada sintese as amostras foram colocadas em uma camera escura com uma luz
ultravioleta para fazer o teste qualitativo de fluorescéncia, se a amostra ficar fluorescente ¢ um

indicativo que a sintese dos carbon-dots foi bem-sucedida.
Espectroscopia de fluorescéncia

Para as varreduras de emissdo de fluorescéncia foi utilizado um espectrofluorimetro
RF600 (Shimadzu), utilizando lampada de arco de Xenonio de 75 W. Foram utilizadas cubetas

de quartzo com caminho Optico de 10mm. Os testes de sensoriamento foram realizados a partir
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da leitura inicial da intensidade de fluorescéncia da amostra sem adi¢do de Co>* com 3 mL de
PQCs de pequi. O sensoriamento foi feito com a adi¢cdo de 2 mL da amostra de pontos quanticos
de pequi com 1 mL de solugiio de Co?" em diferentes concentragdes (5x107#, 1 x 102, 1,5 x 10°
3,2x107,2,5x 10 mol/L) e observou-se a resposta da intensidade de fluorescéncia dos pontos

quanticos de carbono.
ESPECTROSCOPIA UV-VIS

As analises de UV-Vis foram realizadas em espectrofotometro UV-1800 da Shimadzu,
em cubeta de quartzo com caminho Optico de 10 mm, e varredura de 200 a 800 nm, com

incremento de 0,5 nm.
RESULTADOS E DISCUSSAO
PROSPECCAO DOS PQCs A PARTIR DO PEQUI

A Figura 4 representa as amostras CANMAX12, MESNMAX12, AMNMAXI12 na
camara escura. Verifica-se que as amostras CANMAXI12 ¢ MESNMAXI12 ndo emitem
nenhuma fluorescéncia na presenga da luz ultravioleta, indicando que ndo houve a formacgao
dos pontos quanticos de carbono. A amostra AMNMAX12 exibiu uma fluorescéncia intensa,

revelando ter potencial como fonte precursora de pontos quanticos de carbono.

Figura 4: Teste qualitativo das solu¢des de pontos quanticos de carbono de diferentes partes do Pequi na camara
escura. (a) Casca do Pequi (b) Mesocarpo (¢) Améndoa.
b ] -

Fonte: Elaborada pelos autores.

INFLUENCIA DO TEMPO DE SINTESE NAS PROPRIEDADES DOS PQCs

Uma vez definido que a améndoa ¢ a melhor fonte precursora do pequi para a sintese
dos PQC:s, foi estudado a influéncia do tempo de sintese nas propriedades dos PQCs. Na Figura
5 (a) temos as amostras AM2’, AM4’ e AM6’ respectivamente onde se pode observar uma

fluorescéncia intensa nas amostras AM2’ e AM4’. Na amostra AM6’ a luz emitida é de baixa
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intensidade. A Figura 5 (b) temos a amostra AM4’ tendo a maior intensidade luminosa.

Portanto, nas amostras ¢ justificado a sintese de pontos quanticos de carbono.

Figura 5: Amostras da améndoa em diferentes tempos de sintese. (a) Tempos diferentes de sintese. (b) Amostra
de PQCs da améndoa do pequi no tempo de 4 minutos.

(2)

4
|

| :
&um ¥ !ﬂk DAV TN h.:’-t\\m

2 minutos 4 minutos 6 minutos

Fonte: Elaborada pelos autores.

ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Na sequéncia da Figura 6 temos os espectros de fluorescéncia de intensidade versos
comprimento de onda das amostras AM2’ e AM4’ e AM6’ (2 — 4 — 6 minutos) respectivamente.
A amostra AM2’ contém um pico bem acentuado préximo a =340 nm com intensidade maior
que 40.000 a.u com bandas bastante intensas tendo um perfil de fluorescéncia indicado pelo
pico formado. A amostra AM4’ compreende um pico bem acentuado préximo ao comprimento
de onda de 330 nm com intensidade maior que 45.000 a.u tornando-se a amostra com maior
intensidade de fluorescéncia. Por outro lado, a amostra AM6’ nao contém perfil de
fluorescéncia ja que ndo apresenta um pico acentuado de intensidade. Conclui-se entdo que nas
condi¢des realizadas, o tempo de 4 minutos exibiu melhores propriedades de fluorescéncia em

funcdo do perfil da espectroscopia de fluorescéncia.
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Figura 6: Espectroscopia de Fluorescéncia das amostras AM2’, AM4’, AM6°.

AM2’

40000 -

35000 -

30000

25000 «

20000 «

15000 o

270 nm
280 nm
290 nm
300 nm
310 nm
320 nm
330 nm
340 nm

Intensity (a.u.)

AM4’

—— 280 nm
290 nm.
300 nm.
310 nm.
320 nm
330 nm.

Intensity (a.u)

10000

50004

AM6’

N\ 290 nm

270nm
280 nm

10000 )
] N
N
5000 —

0

T T T T
350 400 450 500

Wavelength (nm)

T T T
400 450 250 300

Wavelength (nm)

T T
0 T T T T 300 350
250 400 450 500 550

Wavelength (nm)

T T
300 350 600

Fonte: Elaborada pelos autores.

PROPRIEDADES DOS PQCs PRODUZIDOS PARA SENSORIAMENTO DE Co*
Espectroscopia UV-vis e de fluorescéncia

Na Figura 7 € possivel observar que existem dois picos de absor¢dao um a 280 nm e outro
em torno de 320 nm. Quase todos os CDs produzidos a partir das mais diversas técnicas
apresentam banda de absor¢ao na faixa 260-320 nm (CAO et al., 2007; YANG et al., 2009;
ZHU et al., 2009). Os picos correspondem a transi¢ao eletronica n-n* aparece devido ao grupo
carbonila e aos carbonos sp? (C=C) e a banda de transi¢io n-m* presenca de heteroatomos,
respectivamente. O surgimento dessas bandas pode ser considerado um forte indicio da

formacao de carbon dots (ZHU et al., 2015).

Figura 7: Espectro na regido do ultravioleta-visivel da amostra de PQCs de pequi produzida para o

sensoriamento.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Os PQCs particularmente produzidos para o sensoriamento também foram
caracterizados e os resultados constam na Figura 8. O espectro de fluorescéncia revelou que o
ponto mais alto da curva de fluorescéncia apresentou intensidade por volta de 10.000 u.a. Essa
intensidade maxima de emissao foi observada quando o comprimento de onda de excitagdo era
de 430 nm. A emissdo foi detectada em 520 nm, correspondendo assim a regido do verde no

espectro eletromagnético.
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Figura 8: Espectroscopia de fluorescéncia da amostra de PQCs de pequi produzida para o sensoriamento.
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SENSORIAMENTO DE Co**

De acordo com Aberasturi et al. (2012) os pontos quanticos podem atuar na deteccao de
ions por meio da ligacdo direta dos ions com a nanoparticula. Nesse processo pode causar um
aumento ou diminuicdo da fluorescéncia. A Figura 9 (a) mostra o espectro de fluorescéncia da
amostra de PQCs na presenca de Co?*. No sensoriamento, é possivel observar a diminuicdo da
intensidade no primeiro momento de adi¢do da solucdo de Co*", fato que pode ter relagio com
a transferéncia de energia entre o analito € o sensor. A partir do aumento da concentragao de
Co?*, houve o aumento da intensidade de fluorescéncia. Esse aumento pode estar associado ao
efeito de coordenacao entre os grupos funcionais presentes na superficie dos PQCs e o metal, o
que gera uma passivagao da superficie, elevando assim, a intensidade de fluorescéncia (LIU et

al.,2019; SUN et al., 2020).
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Figura 9: (a) Espectro de fluorescéncia da amostra de PQCs de pequi na presenca de concentragdes de Co?". (b)
Curva analitica da relag@o de intensidade de fluorescéncia (F/F0) dos PQCs sintetizados versus diferentes
concentragdes de cobalto.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

A Figura 9 (b) mostra a curva analitica entre o valor da relagdo da intensidade
fluorescéncia a partir da presenca e auséncia do analito (F/F0) e a concentragcdo de cobalto das
solugdes. A equacdo da reta obtida apresentou boa correlagio linear de R?=0,9518 na faixa das
concentragdes abordadas. A faixa de resposta obtida pela regressdo linear da curva ¢

considerada linear quando seu coeficiente (R?) é igual ou superior a 0,90 (ANVISA, 2003).
CONSIDERACOES FINAIS

Concluiu-se que através do estudo exploratdrio que a améndoa € o tinico precursor com
potencial para a sintese de PQCs. No estudo preliminar das investigacdes das condi¢des de
sintese observou-se que as propriedades dos PQCs sdao dependentes do tempo de sintese. Foi
comprovada por meio dos testes que a amostra AM6’ ndo possui perfil de fluorescéncia. J4 as
amostras AM2’e AM4’ apresentaram o perfil de fluorescéncia, sendo a melhor a amostra AM4’

por possuir uma luminosidade mais intensa mostrando ser a melhor precursora para a sintese.

Assim sendo, fica claro que os testes mostram caracteristicas como a fluorescéncia e
picos nos espectros batem com a literatura. Os PQCs a base de pequi se mostra promissores no

. , 2+ . . . . . ~
sensoriamento de ions Co”". Gerando assim, um entendimento maior desses nanomateriais tao

recentes.
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RESUMO

A celulose bacteriana (CB), obtida a partir da fermentagdo microbiana, ¢ um produto com
inimeras aplicagdes € em pleno processo de desenvolvimento tecnologico, com inimeras rotas
de produgdo atualmente disponiveis em escala laboratorial. A integracdo sistematica de
avaliacdes de desempenho ambiental nesse estagio inicial do desenvolvimento desses processos
¢ importante para permitir escolhas e realizar melhorias que resultem em melhor desempenho
ambiental desse produto quando produzido em escala industrial. Esse trabalho apresenta e
aplica uma estratégia para o ecodesign da produgdo de CB, baseada na realizagao de duas ACVs
para selecao de rotas e implementacdo de melhorias em rota especifica. Parte-se da avaliacao
de trés rotas alternativas de producao de CB (melago de soja hidrolisado - MSH, melago de soja
diluido - MSD, suco de caju suplementado SCS) em comparacao a uma rota de referéncia (meio
sintético Hestrin&Schramm - HS), todas em escala laboratorial. Essa avaliagdo permitiu
selecionar a rota MSH como mais promissora, assim como a troca de reagentes para reducao
de impactos. Em seguida, as rotas MSH e HS foram simuladas em escala industrial e novamente
comparadas, reforcando o melhor desempenho da rota MSH. Os resultados obtidos nesse estudo
permitiram indicar a rota MSH para implementagdo em planta piloto, assim como otimizar a
estratégia de ecodesign originalmente proposta. Essa estratégia pode ser adaptada para inser¢ao
da avaliacdo ambiental no processo de desenvolvimento de outras tecnologias.

PALAVRAS-CHAVE: ecodesign; celulose bacteriana; ACV.

INTRODUCAO

O ecodesign traz a avaliagdo de desempenho ambiental para o processo de concepcao e
desenvolvimento tecnoldgico, antecipando possiveis impactos ambientais negativos e
melhorando o desempenho ambiental de novos rotas e produtos. O ecodesign vem sendo
promovido por institui¢gdes governamentais em todo o mundo, como a Unido Europeia com a
Diretiva para o Ecodesign (EU, 2009), por gerar otimizagdes nos processos produtivos,
melhorando a eficiéncia no uso dos recursos, reduzindo poluentes, e gerando novos produtos

com menor impacto ambiental.
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Nesse contexto, a celulose bacteriana (CB), obtida a partir da fermentagdo microbiana,
¢ um exemplo de produto com processo de producdao em investigacao, visando amplia¢do de
escala (JANG et al., 2017). A producao de CB em escala piloto, a um custo acessivel, ¢ um
desafio perseguido por equipes de pesquisa e desenvolvimento em todo mundo (GULLO et al.,
2017). Atualmente, o elevado custo do processo de produ¢do de CB em meio estatico,

utilizando meio fermentativo sintético, inibe sua produ¢do em escala industrial.

A diversidade de meios e sistemas de cultivo promissores para producao de CB
requerem uma decisdo sobre qual processo empregar para que os potenciais impactos
ambientais da CB sejam menores ou pelo menos iguais aos de produtos similares. A realiza¢ao
de avaliagdes ambientais durante o processo de desenvolvimento tecnologico pode auxiliar a
escolha sobre materiais e rotas de producao mais promissoras para investimentos em plantas

piloto.

Esse trabalho apresenta e aplica uma estratégia para o ecodesign da producdo de CB,
baseada na realizacdo de avaliagdo de ciclo de vida (ACV), para selecdo de rotas e
implementagdo de melhorias em rota especifica em escala laboratorial e simuladas
industrialmente. Os resultados da aplicagdao sdo empregados para otimizacao da estratégia de
ecodesign de processos de producdo de CB, podendo ser adaptada para o ecodesign de outras

tecnologias em estagio inicial de desenvolvimento.
METODOLOGIA
ESTRATEGIA PARA O ECODESIGN de processos de produgdo de CB

A estratégia proposta para o ecodesign de processos de producdo de CB abrange a
realizacdo de avaliacdes técnicas e ambientais, na fase de experimentacdo do processo de
desenvolvimento tecnologico. Inicialmente, sdo identificadas as rotas que produzem CB em
quantidade e qualidade proxima a obtida por rota identificada como de referéncia por meio de

revisdo da literatura.

Identificadas as rotas de producdo de CB em escala laboratorial, iniciam-se as avaliagdes
ambientais comparativas dessas rotas com a de referéncia. Essas avalia¢cdes sdo baseadas nas
normas NBR ISO 14040 (2014a) e 14044 (2014b) que estabelecem etapas e critérios de
qualidade para estudos de avaliagao de ciclo de vida (ACV).

A primeira ACV proposta ¢ baseada em inventarios de processos de produgdo de CB

testados em laboratorio e ¢ indicada para o caso de muitas rotas de produgdo terem sido
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identificadas e precisarem serem selecionadas. A produ¢do de CB pode ocorrer em diferentes
meios de cultura, incluindo efluentes ricos em agucares e disponiveis em diversas regides,
gerando-se muitas rotas de producdo alternativas e o dilema sobre qual rota privilegiar para
elevacdo da sua maturidade tecnologica. Assim, essa avaliagdo inicial tem como objetivo
selecionar a rota tecnoldgica cujo desempenho ambiental seja significativamente melhor que o

das demais rotas avaliadas, incluindo uma de referéncia, mais consolidada na literatura.

Para que a rota selecionada possa avangar no processo de desenvolvimento tecnolédgico
ela precisa ser simulada em escala industrial, adaptando-se equipamentos e fontes de energia
para a producdo industrial. A defini¢do de novos equipamentos costuma alterar o consumo
energético e de agua, além do tempo de produgdo (HETHERINGTON et al., 2014; PICCINNO

et al. 2016), modificando o desempenho ambiental das rotas avaliadas em escala laboratorial.

Assim, propde-se realizar uma segunda ACV comparativa entre rotas, utilizando dados
de inventério de uma planta simulada em escala industrial. Como na primeira avaliagdo, propde-
se que a segunda ACV também analise os pontos criticos da rota alternativa, modelada em
escala industrial. E possivel que outras etapas dessa rota, diferentes das apontadas na ACV 1,
passem a ser relevantes nessa escala de produgdo, como apontado por Piccinno et al. (2016).
Assim, essa andlise permite a identificagdo de outros pontos criticos e novas investigagdes

visando a melhoria de desempenho ambiental.
APLICACAO DA ESTRATEGIA DE ECODESIGN

A estratégia de ecodesign foi aplicada na escolha de rotas tecnoldgicas em
desenvolvimento nos laboratorios de Tecnologia da Biomassa da Embrapa Agroindustria
Tropical e de Analise de Alimentos da Universidade Estadual de Londrina, no Brasil. De acordo
com a literatura (CAKAR et al., 2014), a rota mais utilizada de producao de CB, considerada
referéncia nesse trabalho, foi a de producdo em meio sintético Hestrin;Schramm (HS),
composto por uma mistura de glicose, peptona, extrato de levedura, acido citrico e fosfato de

sédio (HESTRIN; SCHRAMM, 1954).

As seguintes rotas foram investigadas: melago de soja hidrolisado (MSH), melaco de
soja diluido (MSD) e suco de caju suplementado (SCS). Além de utilizarem diferentes meios
de cultivos, essas rotas diferem nos seguintes aspectos: tipo de bactéria, quantidade de in6culo,

suplementagdo, tempo de cultivo, concentracdo de reagente e condi¢des de secagem.
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Objetivo e escopo das ACVs

Na ACV 1 (escala laboratorial), foram comparadas as rotas alternativas MSH, MSD e
SCS com a rota HS. Na ACV 2 (modelagem na escala industrial), a rota de menor impacto
(selecionadana ACV 1) foi comparada com a rota de referéncia HS. Ambas ACVs (1 e 2) foram
do berco ao portdo, incluindo as etapas de extracdo de matérias-primas, produgdo de insumos e
producdo de CB. O transporte de insumos até a unidade de producdo de CB foi desconsiderado
nesse trabalho devido ndo haver estudos que mostrem a possivel localizagao dessa unidade

produtiva nesse nivel de desenvolvimento da tecnologia.

A unidade funcional empregada na ACV 1 foi a producdo de 1 g de CB, em 35 dias. Na
ACYV 2, a unidade funcional foi a produgdo de 1 kg de CB (80% de umidade), considerando 1

ano de produgao.

Nas ACVs 1 e 2, as seguintes etapas de produgdo de CB foram consideradas:
manuten¢do do microrganismo, pré-ativacdo, propagacdo do indculo, preparo do meio de
cultivo, cultivo estatico, purificacdo, neutralizagdo e secagem das peliculas, e tratamento de
efluentes (Figura 1). A compostagem de residuos so6lidos foi realizada apenas na ACV 2, uma
vez que a quantidade de residuos solido na escala laboratorial foi desprezivel. O escopo das
ACVs se diferenciou devido a: i) agregacdo na ACV2 das etapas de manutencdo do
microrganismo, pré-ativagdo e propagacdo do indculo separadas na ACV1 e ii) consideragao

na ACV 2 da etapa de embalagem de CB em plastico laminado.
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Coleta de dados de inventario
Dados Primarios

Na ACV 1, a quantifica¢dao dos insumos, efluentes e produ¢ao das rotas HS, SCS e MSH
foi realizada entre 2016 e 2018. A descri¢do detalhada da produgdo de CB nas rotas HS e MSH
esta em (CHAGAS, 2018), na rota MSD em (GOMES, 2017) e na rota SCS, em (PINHEIRO,
2016).

Na ACV 2, a rota com menor impacto ambiental (identificada na ACV 1) e a rota de
referéncia (HS) foram modeladas no software SuperPro Designer®, versao 10 (Intelligen Inc.
- New Jersey, US). Os dados referentes as condi¢cdes de fermentagao para a produgdo de CB
em escala laboratorial, relacionados a temperatura e tempo de reacdo, quantidade de insumos
em cada etapa, e producdo de CB por litro de meio de cultivo foram utilizados nessa
modelagem. O projeto conceitual para o processo de produgdo em escala industrial de CB
elaborado por Dourado et al. (2016) serviu como base para escolha da capacidade de producao

da planta.
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Dados secundarios

Os inventarios de producao do meio HS, producdo do suco de caju, produ¢do do suco
de caju suplementado e produg¢dao do melago de soja foram construidos a partir de dados de
literatura, assim como utilizando as bases de dados ecoinvent v.3.0 (WEIDEMA et al., 2013) e

Agri-footprint v. 1.0 (Blonk Agri-footprint BV 2014).

Os inventarios do suco de caju suplementado e da rota SCS foram obtidos de Pinheiro
et al. (2017). Ja o inventario da producdo agricola de caju foi oriundo de Figueirédo et al.
(2016). Os inventarios agricola e de producao do melacgo de soja foram provenientes da base de
dados do Agri-footprint v. 1.0 (Blonk Agri-footprint BV 2014). Os inventarios relacionados a
produgdo dos insumos utilizados nas rotas avaliadas, assim como tratamento de efluentes,

foram obtidos na base de dados ecoinvent v.3.0 (WEIDEMA et al., 2013).
Avaliacao de impactos ambientais

Os métodos escolhidos para a avaliagdo de impactos nas ACVs 1 e 2 foram o ILCD
2011 Midpoint V1.05, considerando 7 categorias de impacto (mudanga climatica, acidificagao
do solo, ecotoxicidade de agua doce, toxicidade humana cancer e ndo cancer, eutrofizacao de
agua doce e marinha) e AWARE V1.00 para a categoria de escassez hidrica. Essa avaliacao foi

realizada no software SimaPro® versao 9.0.0.35 (PRé-CONSULTANTS, 2019).
Analise de incerteza

O método de Monte Carlo foi utilizado para analise de incerteza na comparagao entre
rotas de produgdo de CB. Considerou-se que os dados de inventario possuem distribui¢ao log-
normal. O desvio padrdo de cada dado de inventéario foi calculado utilizando-se a matriz

Pedegree (GOEDKOORP et al., 2013).

Na comparagdo entre duas rotas ou produtos (A e B), calculou-se quantas vezes o
produto A apresentou menor impacto ambiental que B, avaliando-se o impacto de A — B <0
em 1000 simulacdes (GOEDKOOP et al., 2016). Se A-B<O em pelo menos 95% das

simulagdes, concluiu-se que A causou impacto significativamente menor que B.
RESULTADOS e DISCUSSOES
ANALISE DA VIABILIDADE TECNICA DAS ROTAS DE PRODUCAO DE CB

Todas as rotas pré-selecionadas (MSH, MSD e SCS) foram consideradas tecnicamente

vidveis por produzirem CB em quantidade e qualidade similares a CB oriunda da rota HS,
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credenciando-as a aplicagdes tipicas desse biopolimero natural (TROVATTI et al., 2011;

TSOUKO et al., 2015).
AVALIACAO AMBIENTAL DAS ROTAS NA ESCALA LABORATORIAL (ACV 1)

Ao comparar as rotas de producao de CB, observa-se que a MSH ¢ potencialmente a
menos impactante em todas as categorias de impacto avaliadas, enquanto a SCS ¢ a mais
impactante (Figura 2). O maior impacto da rota SCS decorre principalmente do menor
rendimento de CB obtida por volume de meio de cultivo utilizado (4.6 g L!). A rota MSH foi

a que apresentou melhor rendimento em relacdo as demais (11.7 g L.

Figura 2: Avaliacdo comparativa de impacto ambiental dos processos estudados.

Mudangas
coliméticas
100% Toxicidade
Escagsez 80% Humana
hidrica 60% SN cancer
400 N S
9 ..
Ecotoxicidade (; \ ;OX‘C‘dadf: MoK
de 4gua doce \ ) umAana’ e MSD
cancer
J SCS
Eutrofizagéo Acidificacio
marinha
Eutrofizagao
de agua doce

Fonte: Elaborada pelos autores.

AVALIACAO AMBIENTAL DAS ROTAS MODELADAS EM ESCALA INDUSTRIAL
(ACV ?2)

A comparagdo dos potenciais impactos ambientais decorrentes da producdo de 1 kg de
CB na rota MSH (selecionada na ACV 1) e na HS (referéncia), ambas simuladas em escala
industrial, mostra que a rota MSH apresentou menor impacto ambiental significativo nas
categorias mudangas climaticas e toxicidade humana cancer (Figura 3). A rota HS apresentou
menor impacto ambiental significativo apenas para a categoria toxicidade humana ndo cancer,
considerando um indice de confianga de 95%. Para as demais categorias nao houve diferenca

significativa entre as rotas avaliadas.
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Figura 3: Comparativo dos potenciais impactos ambientais da produ¢do de 1 kg de CB na rota MSH e na HS em
escala industrial.
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Fonte: Elaborada pelos autores.

Analise de pontos criticos e oportunidades de reducio de impactos

Analisando a contribui¢do das etapas na rota MSH, observa-se que o preparo do meio
de cultivo foi a etapa mais relevante em todas as categorias de impactos (Figura 4). Na avaliagao

de contribui¢do dos insumos, observou-se a importancia do melaco de soja, etanol e NaOH.

Figura 4: Contribuicao das etapas do processo para os impactos ambientais da producdo de 1kg de CB na rota
MSH em escala industrial.
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Fonte: Elaborada pelos autores.
Os impactos foram devidos principalmente ao melago de soja, com producdo de soja
afetando quase todas as categorias. Também se observou impactos devido ao etanol e ao

hidréxido de sédio (NaOH), com maior contribuicao de impacto na escassez hidrica. Com base
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nesses resultados, avaliaram-se possibilidades de mudancas nos processos criticos junto a

equipe de P, D;L.

A quantidade de melago de soja € o bindmio tempo e temperatura ja haviam sido
otimizados em laboratorio na rota MSH. Assim, nao foi encontrada possibilidade de reducao

desse insumo na etapa de preparo do meio de cultivo.

Foram realizados experimentos em laboratorio para avaliar a possibilidade de reducao
ou eliminagdo do etanol. Observou-se que sem a adi¢do de etanol, ocorreu reducao de
aproximadamente 54% na produ¢do de CB, assim, ndo houve possibilidade de reducao desse

insumo.

Por fim, investigou-se a possibilidade de troca do NaOH na etapa de purificacdo. Dois
cenarios foram propostos para a etapa de purificagdo por pesquisadores responsaveis pela
experimentacdo: 1) substituicdo do NaOH 2% (v/v) por KOH na mesma concentragdo e
quantidade e 2) inser¢do do H2O2 1% (v/v) na primeira lavagem com NaOH 2% (v/v), a fim de

diminuir a quantidade de lavagens basicas nas CBs.

Observou-se que o cenario 1 levou ao decréscimo de 50% do impacto na escassez
hidrica. Embora tenha aumentado o impacto em outras categorias, a mudanga foi insignificante.
O cendrio 2 ndo acarretou mudanga nos impactos (Figura 5). Assim, a mudanc¢a de reagente

proposta no cenario 1 foi implementada na rota MSH.

Figura 5: Analises de cendrio da substituicdo de reagentes quimicos no processo de purificagdo em escala de
laboratdrio, considerando a produgdo de 1g de CB.

mCenario 2 ®Cenariol  mPurificacdo (NaOH 2%)

Escassez hidrica

Ecotoxicidade de agua doce
Eutrofiza¢do marinha
Eutrofizacdo de agua doce
Acidificacdo

Toxicidade Humana, ndo cancer

Toxicidade Humana, cincer

Mudangas climaticas
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Fonte: Elaborada pelos autores.
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PRINCIPAIS MUDANCAS COM O ESCALONAMENTO DA PRODUCAO

O escalonamento da producdo de CB do laboratorio para a planta industrial alterou o
consumo de agua e energia, assim como a magnitude dos impactos em todas as categorias
avaliadas da rota MSH. Além disso, alterou a identificagdo das etapas criticas. Os insumos mais

impactantes se mantiveram em ambas as escalas de avaliacao.

Com relagdo a energia, observou-se reducdo total de 79% na rota MSH. Essa reducao
ocorreu apesar do aumento de 100% do consumo nas etapas de neutralizagdo (realizada
manualmente em laboratorio) e empacotamento (desconsiderado no laboratério). Os reatores
empregados no preparo do meio de cultura foram responsaveis pela maior elevagao do consumo
de energia (94.32%) nessa rota. A reducdo no consumo total de energia com o escalonamento
da producao foi também observado por Hetherington et al. (2014), Piccinno et al. (2018b) e
Bartolozzi et al. (2019).

Com relagdo ao consumo de dgua, ocorreu aumento de 86% no volume total utilizado
em MSH, quando se passou da escala laboratorial para a industrial. O alto consumo de dgua
observado na etapa de neutralizacdo mostra a necessidade de caracterizagao do efluente gerado

e defini¢do de tratamento que permita reuso da 4gua nessa mesma etapa.

No que se refere a magnitude dos impactos, os valores dos impactos relacionados a
producdo de 1 kg de CB também diminuiram com a mudanca de escala, em todas as categorias
avaliadas. Piccinno et al. (2018b), avaliando a producao de nanocelulose, e Bartolozzi et al.
(2019), a de nanoesponjas de celulose, também observaram redugdo significativa nos valores
dos impactos quando compararam a produ¢@o em escala laboratorial com a simulada em escala

piloto.
ANALISE DA ESTRATEGIA DE ECODESIGN PROPOSTA

Analisando a estratégia de ecodesign proposta, aspectos positivos e oportunidades de
simplificacdo afloram. Um aspecto positivo dessa estratégia foi a selecao de rota tecnologica
na escala laboratorial. Essa acdo reduziu substancialmente os recursos necessarios nas proximas
etapas, relacionadas ao estudo de mudancas em pontos criticos ¢ modelagem em escala
industrial. Além disso, a modelagem de processos em escala industrial ¢ fundamental para
identificacdo de etapas criticas, devido as mudangas principalmente relacionadas a maior
eficiéncia do uso de energia e agua na producdo modelada em escala industrial, com reducao

da importancia desses aspectos ambientais na avaliagdo de impactos. O escalonamento da
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produgdo também permite a comparagdo da CB com celulose vegetal, amplamente utilizada na

industria de papel e celulose.

Uma questdo que deve ser analisada nesse modelo ¢ o elevado tempo e recursos
tecnologicos demandados para relagdo de duas ACVs previstas nessa abordagem de ecodesign.
Uma possibilidade para minimizar esse tempo ¢ a utilizagdo de abordagens simplificadas para
comparagdo de rotas tecnologicas em escala laboratorial, utilizando ferramentas simplificadas
de avaliacdo baseadas no pensamento de ciclo de vida, mas nao na ACV tradicional, como
proposta na abordagem de ecodesign desse trabalho (ACV1). Hung et al. (2018) propuseram
uma estratégia para desenvolvimento de avaliacdo simplificada de ciclo de vida de tecnologias
em estagio inicial de desenvolvimento. Entretanto, ndo foram identificadas ferramentas ageis
disponiveis, baseadas nessa estratégia, que pudessem ser empregadas na comparagao de rotas

para obtencao de CB ou de outros produtos em desenvolvimento.
CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho apresentou uma estratégia para o ecodesign da produ¢ao de CB baseada
na realizagdo de duas ACVs. Essa estratégia foi aplicada em estagio inicial do processo de
desenvolvimento de rotas de produg¢do de CB, considerando levantamentos realizados em

escala laboratorial e simulados em escala industrial.

A primeira avaliagdo ambiental de rotas alternativas de producdo de CB em comparagao
arota sintética de referéncia mostrou que a rota MSH apresentou melhor desempenho ambiental

na producdo de CB em cultivo estatico.

A modelagem das rotas MSH e HS em escala industrial permitiu uma segunda
comparac¢do de desempenho ambiental dessas rotas que reforgou o melhor desempenho da rota
MSH. Observou-se que o escalonamento reduziu consideravelmente o consumo de energia e a
magnitude dos impactos ambientais em todas as categorias avaliadas da rota MSH. Entretanto,

ocorreu aumento do consumo de agua na producao de CB.

Essas conclusdes permitem indicar a rota MSH para producdo em planta piloto. Para
que o desenvolvimento de tecnologias de produg¢do de CB ocorra com maximo desempenho
ambiental, indica-se realizar ACV em escala de laboratorio (TRL 4) para selecionar rota
tecnologica menos impactante. Em seguida, deve-se modelar a melhor rota de laboratério em
escala industrial para realizacdo de nova ACV com o objetivo de identificar as etapas criticas,

melhorando a eficiéncia no consumo de dgua e energia nessas etapas.
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ARTIGO 16

METODOS DE CONTROLE DE CRYPTOSTEGIA MADAGASCARIENSIS BOJER EX
DECNE EM BOSQUES DA PALMEIRA COPERNICIA PRUNIFERA (MILL.) H. E.
MOORE.) NO NORDESTE DO BRASIL

DOI 10.47402/ed.ep.c202218341620 Jos¢ Vagner Rebougas Filho
Oriel Herrera Bonilla

RESUMO

Cryptostegia madagascariensis Bojer, é uma planta nativa de Madagascar (Africa), conhecida
popularmente por “unha-do-cao” ou “boca de ledo” no Nordeste Brasileiro. Nessa regido, essa
espécie ¢ considerada invasora e vem causando sérios danos a biodiversidade nativa,
especialmente na Caatinga, quando associada a uma palmeira endémica e de grande
importancia economica e ecologica, a Copernicia prunifera (Mill.) H. E. Moore.). Diante desse
cenario, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar a eficiéncia de diferentes métodos no controle de
populacdes C. madagascariensis em um bosque de C. prunifera no municipio de Pacatuba,
Ceard, Brasil. Para realizacdo desse trabalho, foi demarcada uma area no municipio de
Pacatuba-Ceard, onde foram delimitados quatro blocos compostos por 4 parcelas, e
selecionados 5 individuos por parcela para o monitoramento do niumero de brotos e tempo de
realizagdo dos métodos de controle, corte, corte e destoca, corte ¢ herbicida ¢ corte e dleo
lubrificante usado. A andlise estatistica da eficiéncia dos métodos de controle e os tempos de
realizacdo (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias) de cada método foi feita a partir do delineamento em
blocos casualizados (DBC), com um esquema fatorial 4x6 para a analise de eficiéncia dos
métodos de controle, sendo 4 tratamentos e 6 tempos de monitoramento, ndo houve fatorial
para analise do tempo de realizacdo dos métodos de controle. Os resultados indicaram que o
tempo para realizacdo dos métodos de controle variou de 100 (Corte e Corte e 6leo lubrificante)
a 128 segundos (Corte e destoca e Corte e herbicida) e que o tratamento de corte e destoca foi
0 Unico que causou a morte de individuos de C. madagascariensis. Assim, conclui-se que nao
houve diferenca estatistica relacionado ao tempo de controle dos métodos testados, € que o
tratamento mais eficiente no controle de C. madagascariensis foi o de corte e destoca.

PALAVRAS-CHAVE: Invasora. Biodiversidade. Caatinga.

INTRODUCAO

No Nordeste do Brasil ja foi constatada a ocorréncia de varias espécies invasoras no
bioma Caatinga (PINTO et al., 2020). Essas espécies impactam negativamente a biodiversidade
e ecossistemas em todo o mundo devido ao grande nimero de populagdes, amplas distribuicdes
e graus variados de impacto, precisando assim de diferentes estratégias de controle que variam
a partir das condi¢des ambientais em que essas espécies estdo submetidas (WEBSTER et al.,
2007). Uma dessas espécies consideradas invasoras ¢ a Cryptostegia madagascariensis Bojer,
originaria da Africa, essa planta vem causando sérios danos na Caatinga (REBOUCAS FILHO
etal., 2021).

Editora e-Publicar — Coletanea de artigos do programa de pds-graduagcdo em 188
ciéncias naturais - PPGCN



http://lattes.cnpq.br/0862250194370133
http://lattes.cnpq.br/1987220130978704

-
w - &
;-i, y #» g‘ i Ay
/ L

Brito et al. (2015), ressaltaram que a Cryptostegia madagascariensis Bojer ¢ certamente
umas das espécies invasoras mais agressivas do Nordeste brasileiro. Nativa da Ilha de
Madagascar (Africa), ¢ uma espécie arbustiva trepadeira, heliofila, que possui uma grande area
de ocorréncia que vai desde o nivel do mar até regides mais secas como as savanas,
distribuindo-se principalmente em éareas perturbadas, matas ciliares e/ou em outros ambientes

com grande disponibilidade de 4gua (KLACKENBERG, 2001).

Além da C. madagascariensis, ha também outra espécie muito similar que pertence a
esse mesmo género, trata-se da Cryptostegia grandiflora R.Br., uma espécie que ja causou
sérios danos ambientais sobre a biodiversidade nativa da Australia (STARR et al., 2003;
BEBAWI et al., 2002). Entretanto, Tomley e Evans (2004) relataram que o controle dessa
espécie foi feito com sucesso a partir do programa de controle biologico classico. Os mesmos
autores indicaram que essa conquista se deu a partir da introdugdo de dois inimigos naturais
dessa espécie em Madagascar e na Australia: o fungo ferrugem Maravalia cryptostegiae
(Cummins) Y. Ono, e o inseto FEuclasta whalleyi (Popescu Gorj & Constantinescu)

(MCFADYEN et al., 2002).

Ja o controle efetivo da C. madagascariensis ainda nao foi alcangado, talvez pelo fato
dessa espécie conseguir se estabelecer em diversos ambientes diferentes (KLACKENBERG,
2001; PINTO et al., 2020). Brito et al. (2015), indicaram que essa invasora possui uma grande
plasticidade fenotipica, o que a confere a capacidade de alterar sua forma de crescimento e

alocacao de biomassa, permitindo-lhe assim se estabelecer em diferentes ecossistemas.

Sem um controle efetivo para essa espécie, a preocupacdo aumenta devido aos
problemas ambientais causados por essa invasora, especialmente nos bosques da palmeira
Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore., uma espécie endémica do Nordeste do Brasil, sendo
ainda considerada uma espécie de grande relevancia para a economia desta regido, por ser
altamente produtora de cera natural, porém suas populag¢des naturais estao morrendo por causa
da presenca massiva da C. madagascariensis, que consegue escalar e impedir que a radiagao
solar chegue as folhas da palmeira, levando-as assim a morte (BRITO et al., 2015; SOUSA et
al., 2015).

Sousa et al. (2015), salientaram a importancia da C. prunifera como fonte de renda para
os agricultores extrativistas do semidrido do Nordeste do Brasil. Estes autores relataram que a
economia gerada em torno dessa espécie se da a partir da extragdo da cera que estd presente nas

folhas durante a estacao seca, podendo ser utilizada na industria alimenticia, cosméticos, dentre
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outras. Elucidaram ainda que devido a sua capacidade de adaptagdo as condigdes climaticas da

regido, tem gerado emprego e renda para a populacdo nos periodos de estiagem.

Queiroga (2017) indicou que o Brasil ¢ o tnico pais do mundo que produz cera vegetal
de C. prunifera de alta qualidade, usada para conservacao de frutas, géis e condicionadores de
cabelo. O autor ressaltou também que a economia gerada em torno dessa palmeira na regido
Nordeste ¢ responsavel pela geracao de mais de 400 mil empregos diretos, sendo muitas vezes
a principal fonte de renda da populacao, principalmente na época seca, quando a disponibilidade

de atividades remuneradas no campo ¢ reduzida.

Segundo a Grand View Research (GRV) (2019), a industria ¢ altamente dependente das
matérias-primas de origem vegetal, e que esse mercado ¢ muito importante do custo operacional
dos fabricantes. Além disso, o mesmo autor indica que essa € uma das principais matérias-
primas no Nordeste do Brasil fornecida principalmente pelos agricultores e proprietarios de
terras, empregando técnicas culturais para a extragdo de cera, que lhes conferem muitas vezes

a Unica renda para sua sobrevivéncia.

Apesar disso, Silva et al. (2008), ressaltaram que ainda ha uma grande dificuldade em
combater as infestagdes causadas por espécies do género Cryptostegia. De acordo estes autores,
a remo¢ao mecanica dessa planta é antiecondmica e perigosa devido a natureza toxica da sua
seiva leitosa, enquanto o uso de herbicidas ¢ caro demais para as populacdes pobres da regido
e ecologicamente indesejavel nessa vegetagao natural. O controle de plantas invasoras pode ser
através de muitos métodos diferentes: manual / mecéanico, quimico e biologico (LOVE;

ANDERSON, 2011; MCFADYEN et al., 2002; KETTENRING; ADAMS, 2011).

O controle bioldgico através da introducao de agente bioldgicos pode ser muito eficaz e
gerar menos danos ambientais (WEBSTER et al., 2007), porém o controle de plantas invasoras
com herbicidas também ¢ uma das praticas mais comuns e isso ocorre devido a sua eficacia,
praticidade e boa relacao custo/beneficio (MERVOSH; GUMBART, 2018). Gongalves et al.
(2015), ressalta que além dos métodos de controle mecanicos, tem-se também os quimicos a

base de 6leos minerais que possuem efeito herbicida.

Os mesmos autores dizem ainda que os herbicidas mais utilizados no manejo de plantas
perenes tém sido a base de Picloram em solucao aquosa. Outro método de controle quimico ¢
o uso do 6leo lubrificante de descarte, que causa efeitos fitotdxicos fisicos e quimicos, cuja

intensidade pode variar como tipo e a quantidade, bem como com a espécie (CARMONA et
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al., 2001). Diante de uma espécie com um alto potencial bioinvasor nos ecossistemas naturais
como a C. madagascariensis, torna-se importante estudos direcionados as suas técnicas de

controle (GONCALVES et al., 2015).

O desenvolvimento e o uso desses métodos poderdao ter grande significancia para o
manejo populacional dessa espécie, reduzindo assim os danos provocados sobre a
biodiversidade, criando ainda condig¢des para que as espécies nativas possam se reestabelecer
(FLORY; CLAY, 2009; FIRN et al., 2015). A presenca de um método de controle eficaz para
essa espécie ira contribuir também para a economia do Nordeste do Brasil, uma vez que a C.
madagascariensis prejudica direta e indiretamente a C. prunifera (GONCALVES et al., 2015).
Assim, o objetivo deste trabalho ¢ avaliar a eficiéncia de diferentes métodos no controle de

populagdes C. madagascariensis em um bosque de C. prunifera.
METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada em um bosque de C. prunifera, infestada com C.
madagascariensis em area de Caatinga, localizado no municipio de Pacatuba-CE, nas
coordenadas geograficas 04° 00° 18 S e 38° 35’ 09” WO, com elevagdo de 63 m. O estudo
ocorreu durante os meses de junho-setembro de 2019. Segundo a classificacao climatica de
Koppen o clima predominante da regido ¢ o semiarido, quente e seco ou BSh, podendo ter
também o BShw, com chuvas de verdo (ALVARES et al., 2013). Entre os meses de janeiro a
maio, a média pluviométrica ¢ de aproximadamente 1.479,5 mm, com uma temperatura média

anual entre 26 a 28° C e apresentando predominantemente solo podzoélico (IPECE, 2009).

A drea total para este estudo foi de 160 metros, sendo dividida em 4 blocos com
caracteristicas distintas: Bloco I — caracterizado como ambiente mais seco; Bloco II — uma area
mais umida; Bloco III - um ambiente intermediario entre o seco e o umido; Bloco IV — Area
proxima a um riacho. Cada bloco contém 4 parcelas delimitadas como unidades amostrais,
apresentando dimensao de 10 m? cada, totalizando 16 parcelas. Ap6s a demarcagao dos blocos,
foram selecionados 5 individuos de C. madagascariensis por parcela com diametro ao nivel do
peito (DNS) > 10 cm para cronometragem do tempo para realiza¢ao de cada método de controle.
No total foram monitorados 80 individuos de C. madagascariensis. Para realizacdo dos
tratamentos no campo, foi contratado um trabalhador rural extrativista sazonal das folhas de C.

prunifera.
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Os tratamentos foram sorteados para cada 5 individuos selecionados em cada parcela
sendo: corte; corte e destoca; corte e herbicida e corte e 6leo lubrificante. O herbicida utilizado
foi o Tordon, o qual foi utilizado 0,5 L do seu contetido em 15 L de 4gua, como recomendado
para o controle de dicotiledoneas indesejaveis de porte arbustivo e subarbustivo (CARMONA
et al., 2001). No tratamento de corte, a planta teve apenas seu caule cortado com o auxilio de
uma foice (Figura 1a); ja no corte e destoca, apos o corte, a planta foi retirada do solo juntamente
com suas raizes (Figura 1b); no tratamento corte e herbicida, primeiramente houve o corte do
caule e posteriormente feita a aspersdo sobre sua superficie com o floema ainda ativo, com o
auxilio de um pulverizador costal (Figura Ic) e no tratamento de corte e 6leo lubrificante de

carro usado, apds o corte houve um pincelamento sobre o toco (Figura 1d).

Figura 1: Métodos de controle de C. madagascariensis. a— Corte; b — Corte e destoca; ¢ — Corte ¢ herbicida. d —
Corte e oleo lubrificante.
I — :

o c B

Visando saber a eficacia dos métodos de controle nos individuos selecionados, foram
monitorados o numero de brotos emitidos pelos tocos e raizes e/ou sua mortalidade por parcela
dos blocos a cada quinze dias (15, 30, 45, 60, 75, 90 dias) durante os meses de julho a setembro
de 2019. Em relagdo a porcentagem de controle de cada tratamento, Frans e Talbert (1977) e
Carmona et al. (2001), consideram o nivel de 100% como controle total; 90-99%, controle
eficiente; 80-89%, controle aceitavel; 50-79%, controle ndo aceitavel; e 0-49%, controle
insuficiente. No campo, a morte dos individuos foi constatada quando os tecidos do floema se

apresentaram completamente secos e pela auséncia de brotagdes.

Neste estudo, utilizou-se o delineamento de blocos ao acaso (DBC), com um esquema
fatorial 4x6, sendo 4 tratamentos e 6 tempos de monitoramento (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias)
dos tratamentos de métodos de controle. Para analise do tempo gasto para fazer cada tratamento
foi utilizado um DBC sem fatorial, onde foram analisados quatro tratamentos (corte; corte e

destoca; corte e herbicida; corte e 6leo lubrificante). Os resultados foram submetidos a analise
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de variancia e teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o software Statistical

Analysis System V. 1.0 (ESTAT).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste estudo indicaram que ndo houve diferenca estatistica em relagdo ao

tempo médio para realizacao dos métodos de controle de C. madagascariensis (Figura 2), uma

vez que houve uma baixa variagdo no tempo de realizacdo dos tratamentos, de 100 (Corte e

Corte e 6leo lubrificante) a 128 segundos (Corte e destoca e corte e herbicida).

Figura 2: Médias dos tempos de tratamentos no controle de C. madagascariensis na populacdo estudada.
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* Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Baker et al. (2019), indicam que aspectos relacionados ao tempo de controle de espécies

invasoras podem influenciar direta e indiretamente em planos de manejo de areas invadidas e

otimizacdo dos resultados a longo prazo, contribuindo para conserva¢ao do ambiente. No

contexto dos bosques de C. prunifera, o controle da C. madagascariensis torna-se essencial

para reestruturagdo da comunidade vegetal e facilitagdo da extracdo sustentavel das folhas de

C. prunifera (QUEIROGA et al., 2017).

Além disso, o experimento demonstrou que, para as variaveis avaliadas, houve variagao

estatistica no comportamento de C. madagascariensis em relagao aos tratamentos de controle.

O tratamento de corte e destoca foi o mais eficiente no controle da invasora, conforme

constatou-se aos 75 e 90 dias ap6s a execucao do controle, também para este tratamento nao se
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verificou diferenga estatistica entre os tempos de avaliacdo, o que ratifica a sua eficiéncia
(Figura 3). De acordo com os critérios de Frans e Talbert (1977) e Carmona et al. (2001), o
método de corte e destoca ¢ o mais eficiente para o controle dessa fitoinvasora, pois foi o tinico
que causou mortalidade nas plantas, enquanto os demais apresentam-se insuficientes devido a

auséncia de individuos mortos.

Figura 3: Médias do numero de brotacdes de C. madagascariensis na populacao estudada.

m Corte Corte e destoca W Corte e herbicida W Corte e 6leo lubrificante
20
18 Aa Aa
16 Ab
14 Ac
w
g 12
H Bb
= 10
D
= 8
Z
6 Be
4
Ad Ba
2 Ab Ade Ad Bb ABd Cab Cab I
0 Ae Aa__ Ad .Aa ib- IBa_. Ca- Da. Ca
15 30 45 60 75 90

Tempo (dias)

*Letras minusculas iguais nas linhas e letras maitsculas iguais nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborada pelos autores.

A partir da analise da Figura 3 pode-se observar que houve interagao entre o tempo de
tratamento e o nimero de brotos de C. madagascariensis. O tratamento de corte e destoca foi o
mais eficiente no controle da C. madagascariensis, uma vez que até 30 dias ndo havia nenhum
brotamento, e ap6s os 90 dias de monitoramento, houve apenas um brotamento, diferentemente
do observado nos tratamentos de corte, corte e herbicida e corte e 6leo lubrificante, que

apresentaram numero de brotos crescentes no decorrer dos dias.

O tratamento de corte nao causou mortalidade nos individuos de C. madagascariensis,
similarmente ao apresentado por Gongalves et al. (2015), em que o0 mesmo método foi testado
na Prosopis juliflora (Sw.) DC., isolado e também se mostrou um método ineficiente no
combate a invasora, pois a maioria dos individuos rebrotou e sobreviveu. Outros estudos
também retrataram a ineficiéncia desse tratamento no controle de planas invasoras como

indicado por Carmona et al. (2001) e Love e Anderson (2009).
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Love e Anderson (2009), ressaltaram ainda que as plantas estdo mais susceptiveis ao
corte quando os niveis de carboidratos nas raizes sa3o minimos, ou seja, logo ap6s a formacgao
de folhas, flores e frutos. Dias (1993), indica que o corte do sistema aéreo de muitos arbustos e
arvores, de modo geral, ndo apresentam controle satisfatorio, uma vez que ao ser cortado o

caule rebrota facilmente, ndo sendo possivel um controle em longo prazo.

Gongalves et al. (2015), indicaram que a técnica de corte com 6leo para o controle de
P. juliflora apresentou efeito herbicida, principalmente em plantas adultas, nas quais foi
observada maior mortalidade. Os mesmos autores ressaltaram ainda que o método de corte e
aplicagdo de herbicida apresentou morte total das populagdes de P. juliflora no semidrido
brasileiro. No presente trabalho, esses métodos ndo apresentaram mortalidade nos individuos

de C. madagascariensis, visto que a planta constantemente emitia novos brotos (Figura 4).

P -
Fonte: Elaborada pelos autores.

O resultado apresentado neste estudo corrobora com outros feitos com a Acacia
farnesiana Wall. e Mimosa pteridifolia Benth., os quais o uso do 6leo ndo causou nenhum dano
as plantas (CARMONA et al., 2001), revelando-se ineficiente para o controle destas espécies.
Para Lin e Mendelssohn (1996) o 6leo lubrificante pode causar efeitos fitotoxicos fisicos e

quimicos, cuja intensidade pode variar com o tipo e a quantidade, bem como com a espécie.

Vitelli et al. (2009), realizaram estudos com o controle quimico da liana invasora
Hiptage benghalensis (L.) Kurz no norte de Queensland, Australia, através do herbicida
picloram. Os autores obtiveram €xito nos testes, uma vez que a taxa e mortalidade das plantas

foi total assim como apresentado por Gongalves et al. (2015), porém diferente dos resultados
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encontrados no presente estudo para C. madagascariensis, em que ndo houve mortalidade com

esse tratamento.

Mervosh e Gumbart (2018), ressaltaram que a combinagdo de corte e aplicacao
direcionada de herbicida fornecerd opcodes de gerenciamento eficazes e ambientalmente
corretas para varias espécies de plantas invasoras, uma vez que o herbicida ndo ird infiltrar no
solo e prejudicar o crescimento e desenvolvimento de outras espécies. Especialistas da area de
manejo de espécies invasoras, concluiram que os métodos quimicos € mecanicos sao 0s mais
praticos e eficazes para o controle de C. grandiflora em Queensland, Australia, entretanto o uso
de quimicos implica em maiores custos (OSUNKOYA et al.,2019). Tais resultados corroboram
em parte com presente trabalho, pois foi um método mecanico (Corte e destoca) o mais eficaz

no controle da espécie invasora C. madagascariensis.

Ainda que o controle mecanico seja um dos métodos mais utilizados pelos agricultores
e pecuaristas, sua baixa eficiéncia ¢ observada na maioria das vezes (CARMONA et al., 2001),
porém, no presente estudo o tratamento mecanico de corte e destoca foi o de maior eficiéncia.
Esta técnica inclui o corte, que pode ser realizado em diferentes partes da planta como, caule,
ramos ou até mesmo arrancar a planta do solo, porém necessita-se de mais conhecimento sobre
a eficacia dessas medidas de controle para o desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo

da vegetacdo (KETTENRING; ADAMS, 2011; GONCALVES et al., 2015).

Starr et al. (2003) indicaram o controle fisico como o melhor para plantas do género
Cryptostegia, assim como comprovou-se no presente estudo, sendo o controle mecanico de
corte e destoca o mais eficiente. Os mesmos autores enfatizam que o corte do toco ¢ considerado
um método econdmico na Australia, embora também o mais trabalhoso, € que o controle
quimico também pode ser feito com uma variedade de produtos quimicos, porém o controle
quimico apresentado neste estudo mostrou-se ineficiente. O fogo também ja foi usado como
método de controle dessa planta na Australia (RADFORD et al., 2008), porém, o método mais
eficaz foi o de controle bioldgico (MCFADYEN et al., 2002).

Os mesmos autores relataram que na Australia foi utilizado também um tratamento com
uso do fogo, em diferentes regimes e que todos foram eficazes na redu¢ao do numero e da
biomassa de arbustos e trepadeiras de C. grandiflora, sendo assim um método eficiente para o
controle, mas que por outro lado pode causar danos ambientais maiores, uma vez que caso nao
seja controlado pode se alastrar com facilidade e causar a morte de animais, plantas, dentre

outros.
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Porém, o uso do fogo no Nordeste do Brasil pode ser muito perigoso devido a presenga
de uma vegetacao seca em determinada época do ano, o que facilmente poderia causar grandes
incéndios caso nado fosse controlado pela populagdo local e/ou por pessoas especializadas. Com
base em observagdes de campo, foi possivel perceber o quao dificil € o controle de individuos
adultos de C. madagascariensis devido a formacao de densas populacdes emaranhadas que
dificultam o acesso dos trabalhadores e de animais de criagdo, além da presenga de caules
lenhosos e abundancia de latex que pode ser toxico e causar sérios danos a saude humana como

irritacdo na pele e coceira nos olhos.

Apoés a realizagdo de todas as técnicas apresentadas no presente trabalho, deve-se
recolher as partes cortadas da planta e armazenar até secar, pois caso fique no solo pode haver
rebrota. Deve-se ter cuidado também com os ramos que ainda ficam suspensos na planta para
que eles ndo entrem em contato com o solo, uma vez que pode haver rebrota. A estacdo seca ¢
ideal para realizacao de controle de plantas invasoras no Nordeste do Brasil, uma vez que ¢ um
periodo em que a planta estd passando por estresse hidrico, h4 desfoliagdo natural e parcial das
plantas e possui uma menor quantidade de latex, tornando-a assim mais suscetivel ao controle
(GONCALVES et al., 2012). Além disso, no Nordeste brasileiro ainda ndo ha um plano de
manejo para os bosques de C. prunifera, apesar de ser centendria a sua utilidade e exploracao

para fins sociais e econdmicos.
CONSIDERACOES FINAIS

A partir da andlise dos resultados deste estudo pode-se concluir que nao houve diferenca
significativa para o tempo de realiza¢do dos métodos de controle da C. madagascariensis em
bosques de C. prunifera, e que o tratamento mais eficiente no controle da C. madagascariensis

¢ o de corte e destoca.
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ARTIGO 17

MICROENCAPSULAMENTO DE OLEO DE PEQUI EM MATRIZ DE GOMA DE
CAJUEIRO/GELATINA POR COACERVACAO COMPLEXA SEGUIDO DE
SECAGEM POR SPRAY DRYING OU LIOFILIZACAO

Marilia Alves do Nascimento

DOI 10.47402/ed.ep.c202218351720 Luana Carvalho da Silva
José Maria Correia da Costa

Roselayne Ferro Furtado

Carlucio Roberto Alves

RESUMO

O ¢6leo de pequi (Caryocar coriaceum Witt) € sensivel a agentes fisicos, quimicos e bioldgicos,
como altas temperaturas, presenga de oxigénio e enzimas. O uso da tecnologia de
microencapsulamento permite preservar as caracteristicas fisico-quimicas do material e
proteger suas propriedades terapéuticas e nutricionais. A secagem das microcapsulas amplia a
sua gama de aplicagdo por estender seu tempo de armazenamento. O presente estudo teve o
objetivo de avaliar o microencapsulamento do 6leo de pequi, por coacervacdo complexa, em
revestimento de goma de cajueiro/gelatina e posterior secagem por liofilizagao e spray drying,
tendo como controle a matriz de revestimento goma arabica/gelatina. As microcapsulas secas
foram avaliadas com relacdo a eficiéncia de encapsulamento, solubilidade e rendimento. A
secagem por spray drying apresentou melhor eficiéncia de encapsulamento, porém menores
taxas de rendimento e solubilidade do que a microcapsulas secas por liofilizagdo, em ambos os
tratamentos. As cépsulas em matriz de goma de cajueiro e gelatina mostraram desempenho
aproximado as capsulas com revestimento de goma arabica e gelatina, nas mesmas analises.
Foi possivel concluir, portanto, que a liofilizagdo ¢ o método de secagem mais apropriado para
estas microcapsulas e que a goma de cajueiro apresenta potencial de uso como matriz de
encapsulamento, sendo uma alternativa a goma arabica.

PALAVRAS-CHAVE: Coacervagdo complexa. Goma de cajueiro. Oleo de pequi. Spray
drying. Liofilizagao.

INTRODUCAO

Caryocar coriaceum Witt ¢ uma espécie de pequizeiro endémica do Brasil, tendo sua
ocorréncia registrada no Cerrado e, sobretudo, nas chapadas do dominio da Caatinga,
especialmente na Chapada do Araripe, onde a atividade extrativista representa fonte de renda
para inumeras familias do cariri cearense que se reinem, nos meses de dezembro a abril, no

entorno da Floresta Nacional do Araripe-Apodi, para a colheita dos frutos.

Popularmente conhecida como pequi, piqui ou pequi branco, a espécie possui fruto
comestivel do tipo drupa ovoide, pirenos geralmente 1-2, rigidos, com endocarpo espinhoso
(MEDEIROS; AMORIM, 2015) bastante utilizado na alimentacdo devido seu alto teor de
vitaminas (A, E, B1, B2, B3) e minerais (CARDOSO et al., 2013), no preparo de pratos quentes,
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doces, licores e conservas. Do fruto ¢ produzido um 6leo rico em acido palmitico (GARCIA et
al.,2007), oleico (LOPES et al., 2008) ¢ carotenoides (AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2004), com propriedades anti-inflamatorias, cicatrizantes e redutoras de colesterol

(OLIVEIRA et al., 2015; FIGUEIREDO et al., 2016).

Nesse estudo foi realizado o encapsulamento de 6leo de pequi, considerando que a
aplicagdo desta técnica reduz as interagdes do material encapsulado com os fatores ambientais,
proporcionando protecdo e estabilidade fisico-quimica (SILVA et al., 2018). Além disso, o
encapsulamento ¢ capaz de mascarar caracteristicas como cor, aroma ¢ sabor do nucleo e
viabilizar a liberagdo do ingrediente para o meio ao longo do tempo, assegurando a dosagem

otima e estendendo as possibilidades de uso e aplicacao dessas substancias (GOUIN, 2004).

O microencapsulamento foi realizado por coacervagao complexa, método que consiste
na mistura de polieletrdlitos de cargas opostas em solugdo aquosa, resultando numa separagao
de fases: uma densa rica em polimero (coacervado) e outra diluida pobre em polimero (BLACK
et al., 2014). Esse método ¢ comumente usado para encapsular substincias hidrofobicas

(ALVIM; GROSSO, 2010).

Dentre os materiais mais comumente usados como materiais de parede em
microcapsulas (SHAHIDI; HAN, 1993) estdo as gomas. A goma ardbica ¢ a mais utilizada
nesses processos, porém apresenta alto custo e, por vezes, apresenta dificuldade de
fornecimento relacionada a problemas climaticos, econdmicos e politicos na regido africana
onde ¢ produzida (ANDRADE et al., 2013). A goma de cajueiro surge, entdo, como material
com grande potencial de substitui¢do & goma arabica pela semelhanga estrutural (ramificagdes),
quimica (ac¢ucares componentes) e fisico-quimica. Rodrigues (2004) ressalta em seu estudo a
ampla disponibilidade da goma de cajueiro, especialmente na regido Nordeste do Brasil, além
da rapidez e baixo custo para o isolamento. Estudos recentes como o de Gomez-Estaca et al.
(2016), Oliveira, Paula e Paula (2014), Rodrigues e Grosso (2008) confirmam a eficiéncia da

goma de cajueiro como matriz encapsulante.

Assim, considerando o alto custo da goma ardbica, bem como problemas de
disponibilidade e obtencao por ser um produto importado, o uso rotineiro de goma de cajueiro
poderé trazer beneficios a balanga comercial brasileira, reduzindo a importagao da goma arabica
e tornando o pais um exportador desse polissacarideo. Além disso, viabilizar formas mais
tecnologicas de uso e aplicagdo do 6leo de Pequi ¢ estratégico para atrair o investimento da

industria (farmacéutica, cosmética e alimenticia, por exemplo) e garantir a viabilidade
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econdmica dessa cadeia produtiva e a continuidade dessa atividade tradicional, acarretando em
melhores ganhos para todos os atores envolvidos, como agricultores(as) familiares, pequenos

produtores e comunidades rurais.

O presente trabalho teve, portanto, o objetivo de avaliar o microencapsulamento do 6leo
de pequi revestido de goma de cajueiro/gelatina por coacervacdo complexa e submetidas a
secagem por liofilizacdo ou spray drying, tendo como controle a matriz de revestimento goma

arabica/gelatina.
METODOLOGIA
MATERIAIS

O polissacarideo foi coletado de plantas de cajueiro do Campo Experimental da
Embrapa Agroindustria Tropical em Pacajus, Ceara, Brasil. A goma arabica foi adquirida da
JB Quimica Industria e Comercio Ltda e a gelatina 225H tipo B da Rousselout®. O 6leo de
pequi (Caryocar coriaceum Wittm.) foi obtido na regido do Cariri, na cidade do Crato, Ceara,
Brasil. Os reagentes utilizados foram agua destilada, etanol, hexano, metanol, cloroférmio e
sulfato de sodio, com grau analitico. Para o controle de pH das solugdes, foram utilizadas acido

cloridrico (2M) e hidroxido de sédio (2M), com grau analitico.
METODOS
Isolamento da goma de cajueiro

Para o isolamento dos polissacarideos foi utilizada a metodologia descrita por Torquato
et al. (2004) com modificag¢des. O exsudato do cajueiro foi triturado em moinho de facas e, em
seguida, solubilizado em 4gua na proporc¢ao de 300 g da amostra para um litro de d4gua. Apos a
solubilizagdo, a amostra foi filtrada e centrifugada (15.303 xg a 25°C por 10 min) para retirada

de residuos.

ApoOs esse tratamento, a amostra foi precipitada em etanol (propor¢dao 1:3
amostra/etanol), durante 24 horas, sob refrigeracdo. O excesso de etanol foi retirado e o
precipitado foi seco em estufa de circulag@o de ar a 60°C. Por fim, o material seco foi triturado

resultando na goma de cajueiro isolada.
Formacio das microcapsulas com o é6leo de Pequi

Utilizou-se o processo de coacervagdo complexa para formagao das microcapsulas. As

propor¢des de material de revestimento e o pH foram definidos ap6s investigagdo da carga
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elétrica dos biopolimeros, por meio de analise de potencial Zeta, e avaliagdo de rendimento,
conforme Nascimento (2016). Para o complexo goma de cajueiro e gelatina, adotou-se a
propor¢ao de 2:1 (m/m) em pH 4,5 e para goma arabica e gelatina adotou-se a proporcao 1:3

(m/m) e pH 4,5.

Para formacao das microcapsulas de goma de cajueiro/gelatina, foi preparada solucao
de 100 mL de goma de cajueiro, na concentracdo acima citada, e homogeneizada em ultra turrax
10.000 rpm por 3 minutos. Em seguida, foi adicionado 1g de 6leo de pequi e homogeneizou-se
novamente. Posteriormente, 100 mL de solugdo de gelatina foram adicionadas a mistura e
homogeneizada. Entdo, adicionou-se 400 mL de agua destilada a solugdo e homogeneizou-se
novamente. Todas as homogeneizagdes foram feitas em ultraturrax a 10.000 rpm por 3 minutos.
Por fim, o pH da mistura foi ajustado com HCI 2 M e a solucdo foi submetida a refrigeragao

por 24 horas.

Esse processo foi reproduzido para a formacdo de microcdpsulas de goma

arabica/gelatina adaptando-se as proporc¢des dos biopolimeros e utilizando 2,5g de 6leo de
pequi.
Secagem das microcapsulas por atomizacao (Técnica Spray drying)

O material refrigerado produzido pelo processo descrito anteriormente foi centrifugado
(15.303 x g, 10 min a 25°C) para retirada do excesso de agua e pesado. Para padronizar a
umidade do material a ser seco, a amostra foi solubilizada novamente em agua destilada na
propor¢ao de 1:10 da amostra:agua (p/v). Em seguida, o material foi seco pelo aparelho spray
dryer (LM MSD 1.0 Labmaq Brasil). Para escolha das condigdes ideais de secagem foram
realizados testes em diversas condi¢des e assim foram escolhidas aquelas que apresentaram
melhores resultados em relacdo ao rendimento de secagem. As condigdes definidas foram:
Temperatura de entrada: 170°C; Vazao do ar de atomizagdo: 4,2 m3/min; Vazao do ar de

secagem: 30,0 L/min; Vazao de alimentagao: 0,5 L/h.
Secagem das microcapsulas por Liofilizacao

O material refrigerado produzido pelo processo descrito anteriormente foi centrifugado
(10.000 rpm 10 mim 25°C) para retirada do excesso de dgua e congelado em ultrafreezer por
24h. Apos congelamento, o material foi liofilizado pelo aparelho Liotop K1005 até total

secagem das microcéapsulas.
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Eficiéncia de Encapsulamento

As microcapsulas secas foram avaliadas com relagdo a eficiéncia de encapsulamento,

solubilidade, rendimento.

A eficiéncia de encapsulamento foi determinada pela seguinte equacao: EE (%)= (OT -
0S)/ OT x 100, onde OT ¢ a concentracao de Oleo total ¢ OS ¢é a concentracdo de oleo

superficial.
Determinacao do Oleo Total (04N

Foi utilizado o método de Bligh-Dyer descrito por Cecchi (2003), com modificagdes.
Pesou-se 0,1 g das microcépsulas secas e adicionou-se 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol
e 8 mL de 4gua destilada. A mistura foi colocada em agitador magnético durante 30 minutos.
Entdo, adicionou-se 10 mL de cloroféormio ¢ 10 mL de solu¢ao de sulfato de sodio 1,5% a
mistura e agitou-se por 2 minutos. Posteriormente, o material foi transferido para o funil de
separagdo onde ficou em repouso até completa separagao das fases. Em seguida, foi retirado 15
mL da fase organica a qual foi adicionada 1 g de sulfato de sddio. O material foi filtrado e
transferida uma aliquota de 1 mL para baldao volumétrico de 10 mL e o volume foi completado
com hexano. A mistura foi quantificada por leitura em espectrofotometro no comprimento de

onda de 450nm.
Determinacio do Oleo Superficial (OS)

Realizada de acordo com Higuita (2013), com modificagcdes. Misturou-se 0,1 g de
microcapsulas € 10 mL de hexano, em tubo de ensaio, e agitou-se por 1 minuto em agitador
vortex. A amostra foi, entdo, filtrada e quantificada por leitura em espectrofotdmetro (aparelho

UV-Vis) no comprimento de onda de 450 nm.
Solubilidade

A solubilidade das microcéapsulas secas foi determinada conforme descrito por Cano-
Chauca et al. (2005), com modificagdes. Pesou-se 0,25 g de microcapsulas as quais foram
acondicionadas em erlenmeyer e adicionado 25 mL de dgua destilada. A solucdo foi agitada
por um minuto e centrifugada (4276,4 x g por 5 min a 25°C). Foi, entdo, retirada uma aliquota
de 15 mL do sobrenadante e colocada em placa de petri, previamente pesada, € seca em estufa
de circulagdo de ar por 5h a 105°C. A solubilidade foi expressa em percentual e calculada por

meio da diferenga de massas.
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Rendimento

Calculado de acordo com estudo de Huang et al. (2012). Aplicou-se a formula R =
mi/m0 x 100, em que R ¢ o rendimento (em porcentagem), mi corresponde ao valor da massa
seca (em gramas) € m0 o valor da massa inicial (massa da goma + massa da gelatina + massa

do 6leo), em gramas.
Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e submetidas as analises de variancia

ANOVA e teste de Tukey ao nivel de significancia 5% (p<0,05) para comparacdo das médias.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Eficiéncia de Encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento foi calculada a partir da relagdo entre o teor de oleo

superficial e 6leo total das microcapsulas. Os resultados estao retratados na Tabela 1.

Tabela 1: Valores para eficiéncia de encapsulamento dos tratamentos Goma de Cajueiro/Gelatina (GC+G) 2:1
em pH 4,5 com 1 g de 6leo de pequi e Goma Arabica/ Gelatina (GA+G) 1:3 em pH 4,5 com 2,5 g de 6leo de
pequi, apds processo de secagem por spray drying e liofilizago.

Eficiéncia de Encapsulamento (%)

Spray Drying Liofilizacao
GC+G 2:1 com 1 g de dleo 90,70 + 0,254 72,53 +4,80¢°
GA+G 1:3 com 2,5 g de 6leo 94,61 +0,355¢ 82,77 + 6,092

Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam que ha diferenga significativa entre as médias e letras
maiusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenga significativa entre as médias.
Fonte: Elaborada pelos autores.

Em ambos os tratamentos, o material seco por spray drying apresentou melhor eficiéncia
de encapsulamento do que o material seco por liofilizacdo. As capsulas secas por spray drying
apresentaram eficiéncia de encapsulamento altas quando comparadas, por exemplo, com o
estudo de Hu et al. (2016) que encapsulou 6leo de Brucea javanica em matriz de goma
arabica/gelatina e atingiu eficiéncia de encapsulamento em torno de 82,9% e de Prata e Grosso

(2015) que atingiu 89,6%.

Além disso, a eficiéncia das microcapsulas de 6leo de pequi em revestimento de goma
arabica/gelatina foi maior do que a eficiéncia das capsulas revestidas por goma de
cajueiro/gelatina. Tang e Li (2013) explicam tal comportamento afirmando que a retengdo de
6leo na capsula ¢ influenciada pela espessura da parede de revestimento, de modo que o uso de

maior quantidade de material de parede pode favorecer a retengdo de 6leo e, consequentemente,
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melhorar a eficiéncia de encapsulamento. Dessa maneira, como o tratamento goma de
cajueiro/gelatina tem um nimero de massa, em gramas, menor do que o tratamento goma

arabica/gelatina pode resultar também em uma menor eficiéncia.
Solubilidade

As médias de solubilidade das microcépsulas secas estdo expressas na Tabela 2.

Tabela 2: Valores de solubilidade das microcapsulas de 6leo de pequi em matrizes de Goma de
Cajueiro/Gelatina (GC+G) 2:1 em pH 4,5 com 1 g de 6leo de pequi e Goma Arabica/ Gelatina (GA+G) 1:3 em
pH 4,5 com 2,5 g de 6leo de pequi apds processo de secagem por spray drying e liofilizagao.

Solubilidade (%)
Spray Drying Liofilizagdo
GC + G 2:1 com 1 g de dleo 77,88 + 1,30% 93,50 + 2,40
GA + G 1:3 com 2,5 g de dleo 87,78 £ 1,395¢ 98,46 + 0,08

Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam que ha diferenca significativa entre as médias e letras
maiusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre as médias.
Fonte: Elaborada pelos autores.

As microcapsulas secas por spray drying sdo menos soliveis do que as secas por
liofilizagdo, considerando que as médias de solubilidade de ambos os tratamentos e técnicas de
secagem sao, estatisticamente, diferentes. Por meio da andlise estatistica, ¢ possivel concluir
que as microcapsulas de 6leo de pequi em matriz de goma ardbica/gelatina s3o mais soluveis

que as de matriz de goma de cajueiro/gelatina.

A solubilidade esta inversamente relacionada a eficiéncia de encapsulamento de modo
que quanto maior a eficiéncia, maior a quantidade de material retido no interior da capsula e,
consequentemente, menor solubilidade. Assim, os resultados da andlise de solubilidade estao

de acordo com a eficiéncia de encapsulamento.
Rendimento

Os rendimentos foram calculados relacionando a massa inicial (material de parede

juntamente com o 6leo) e a massa seca final. Os valores estao indicados na Tabela 3.
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Tabela 3: Valores de rendimento das microcapsulas de 6leo de pequi em matrizes de Goma de Cajueiro/Gelatina
(GC+G) 2:1 em pH 4,5 com 1 g de 6leo de pequi e Goma Arabica/ Gelatina (GA+G) 1:3 em pH 4,5 com2,5 g
de o6leo de pequi apds processo de secagem por spray drying e liofiliza¢do
Rendimento apos Secagem (%)

Spray Drying Liofilizagdo
GC+G 2:1 com 1 g de dleo 2,85+0,324 53,15+3,52¢
GA+G 1:3 com 2,5 g de dleo 4,61 +1,74 %8¢ 78,75 + 2,98 P4

Letras mintsculas diferentes na mesma linha indicam que ha diferenga significativa entre as médias e letras
maiusculas diferentes na mesma coluna indicam que ha diferenca significativa entre as médias.
Fonte: Elaborada pelos autores.

As secagens por liofilizagdo, em ambos os tratamentos, apresentaram maior rendimento,
estatisticamente, do que as secagens por spray drying, € o rendimento das microcapsulas de
goma arabica e gelatina 1:3, em pH 4,5, com 2,5 g de 6leo de pequi, foi maior do que o
rendimento das microcapsulas de goma de cajueiro e gelatina 2:1, em pH 4,5, com 1 g de dleo,

nos dois tipos de secagem.

Os baixos rendimentos das microcapsulas secas por spray drying podem estar
associados a quebra das capsulas durante o processo por sensibilidade a altas temperaturas e
agregacao do material na camara de secagem. Além disso, o fato de a temperatura de secagem
ser maior do que a temperatura de transi¢do vitrea dos biopolimeros utilizados também pode
afetar negativamente o rendimento. Segundo Conto, Grosso e Gongalves (2013), as cépsulas
produzidas por coacervagao apresentam baixa resisténcia térmica e mecanica devido a natureza
10nica das interagdes entre os polimeros de parede, de modo que o uso de reticulantes apresenta

potencial para otimizar o rendimento por reforgar a parede das cépsulas.
CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, as capsulas secas por spray drying apresentaram menor rendimento e
solubilidade e maior eficiéncia de encapsulamento do que as secas por liofilizagdo, em ambos
os tratamentos. As capsulas de matriz de goma de cajueiro e gelatina mostraram desempenho

aproximado as capsulas com revestimento de goma arabica e gelatina nas mesmas analises.

Assim, goma de cajueiro apresenta potencial de uso como matriz de encapsulamento,
sendo uma alternativa a goma arabica, podendo, desse modo, contribuir para a valoragao deste
coproduto. Além disso, a formagao de microcépsulas de 6leo de pequi agrega valor a produgao
deste fruto devido a vasta possibilidade de aplicacdo deste material pelas industrias

farmacéuticas, alimenticias e cosméticas.
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