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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 1

INIBICAO DA PECONHA DE Bothrops alternatus
(URUTU) ‘IN VIVO’ PELO PRINCIPIO ATIVO ISOLADO

Benedito Matheus dos Santos
Universidade Federal de Goias — Regional
Jatai, Unidade Académica Especial de Ciéncias
Agrarias, jatai — Goias

Klaus Casaro Saturnino

Universidade Federal de Goias — Regional
Jatai, Unidade Académica Especial de Ciéncias
Agrarias, jatai — Goias

Vanderlucia Fonseca de Paula
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia,
Departamento de Quimica e Exatas, Jequié —

Bahia

Mirian Machado Mendes

Universidade Federal de Goias — Regional Jatai,
Unidade Académica Especial de biociéncias, Jatai
— Goias

RESUMO: A maioria dos acidentes ofidicos
no Brasil ocorrem com serpentes do género
Bothrops. A pecgonha botrépica é constituida
de enzimas e toxinas nao enzimaticas, que
atuam sinergicamente, provocando severos
danos teciduais locais como edema, dor
intensa, sangramento e necrose severa.
Metabdlitos secundarios vegetais tem sido
cada vez mais estudados como inibidores
de toxinas encontradas em peconhas de
serpentes. Neste contexto, o presente trabalho
visou avaliar a inibicao do dano causado pela
peconha de Bothrops alternatus, utilizando
amostras resultantes da incubag¢ao da pe¢onha

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3

VEGETAL LUPEOL

bruta (20ug) com o principio ativo Lupeol,
nas concentracbes de 1:20 e 1:50, (m/m). Os
resultados permitiram perceber que o Lupeol
apresenta a capacidade de inibir algumas das
toxinas presentes na peconha que provocam
hemorragia e necrose.

PALAVRAS-CHAVE: Inibicao, Lupeol, Necrose,
Peconha.

ABSTRACT: Most ophidian accidents in Brazil
occur with Bothrops snakes. The botropc
venom consists of non-enzymatic enzymes and
toxins that act synergistically, causing severe
local tissue damage such as edema, severe
pain, bleeding, and severe necrosis. Vegetal
secondary metabolites have been increasingly
studied as inhibitors of toxins found in snake
venoms. In this context, the present work aimed
to evaluate the inhibition of the damage caused
by the venom of Bothrops alternatus, using
samples resulting from the incubation of the
crude venom (20ug) with the active principle
Lupeol at ratio of 1:20 and 1:50 (w/ w). It was
possible to notice that Lupeol is able to inhibit
the some toxins present in the venom causing
hemorrhage and necrosis.
KEYWORDS: Inhibition,
Venom.

Lupeol, Necrosis,
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11 INTRODUCAO

Segundo o Ministério da Saude, ocorrem cerca de 22 mil acidentes ofidicos
por ano no Brasil, dos quais, cerca de 90,5% ocorrem com serpentes do género
Bothrops (Jararacas) (BARRAVIEIRA, 1993; FUNASA, 2001; FUNDACENTRO,
INSTITUTO BUTATAN, 2001). Segundo a Coordenacdo Nacional de Controle de
Zoonoses e Animais Peconhentos do Ministério da Saude, o coeficiente de incidéncia
€ de 13,5 acidentes/100.000 habitantes e na regiao Centro-Oeste o indice € de 33
acidentes/100.000 habitantes.

A peconha ofidica é constituida basicamente de proteinas (90 a 94% do peso
seco), compreendendo enzimas e toxinas ndo enzimaticas. Esse “pool” de proteinas
atua, sinergicamente, provocando severos danos teciduais locais, como edema,
sangramento e necrose e sistemicamente essas proteinas prolongam o tempo de
coagulacao, além de causar hemorragias em locais distantes da picada.

Metabdlitos secundarios vegetais tem sido cada vez mais estudados visando
diversas aplicagdes, incluindo a atuagdo como inibidores de toxinas ofidicas. Oliveira
(2011) avaliou a capacidade de neutralizagcdo do veneno de Bothrops jararaca pelo
extrato vegetal de Clusia fluminensis, muitas outras espécies vegetais ja tiveram
seu efeito antiofidico comprovado cientificamente, como por exemplo Schizolobium
parahyba (MENDES, et al. 2008) e Bombacopsis glabra, da qual se isolou 0 composto
p-cumarato de triacontila (MENDES, et al. 2013).

2| OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a inibicdo do dano tecidual local
causado pela peconha de Bothrops alternatus (urutu), no musculo gastrocnémio de
camundongos, pelo principio ativo isolado Lupeol (triterpendide presente em frutas).

3 | MATERIAIS E METODOS

3.1 Lupeol

O principio ativo isolado vegetal Lupeol € um triterpendide, que pertence a classe
dos terpenos.

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 1
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Figura 1 — Estrutura quimica do Lupeol. Fonte: GEETHA & VARALAKSHMI, 2001

3.2 Peconha

Foi utilizada a peconha de Bothrops alternatus liofilizada foi gentilmente doada
pelo prof. Dr. Luiz Fernando Moreira Izidoro, armazenada em freezer a -18°C, a
mesma foi parcialmente reconstituida em solucdo de NaCl 0,9%, posteriormente a
concentracao de proteinas foi mensurada através de dosagem de proteinas totais
pelo método de Biureto (GORNALL, et al. 1949), para que a dose a ser utilizada fosse
estipulada.

3.3 Animais

O modelo animal utilizado para o experimento foi camundongo Swiss, adulto,
fémea pesando 18-22g cedido pelo biotério central da Universidade Federal de Goias.
A utilizagéo do animais seguiu metodologia conforme descrito e aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de animais da Regional Jatai, Protocolo: CEUA/UFG — 106/2015

3.4 Metodologia

Para avaliar a atividade miotoxica foram utilizadas amostras resultantes da
incubaca@o da peconha bruta de B. alternatus (20 pg) com o principio ativo Lupeol,
durante 15 minutos a 37°C, em duas razdes (1:20 e 1:50, m/m), nos testes 1 e 2,
respectivamente. As amostras, apdés a incubacdo, foram aplicadas no musculo
gastrocnémio direito de camundongos Swiss (n=3).
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Apos 3 horas os animais foram anestesiados e eutanasiados com sobredose de
Xilazina 300 mg/kg e Cetamina 32 mg/kg, via IP. Também foram realizados controles
negativo e positivo com solugéao de NaCl 0,9% (m/v), Lupeol (1000ug) e peconha bruta
(20ug), respectivamente. Apds eutanasia, foi realizada a coleta do musculo inoculado
para analise, o qual foi preservado em formol a 10%.

Posteriormente, realizou-se o processamento para desidratacéo, diafanizacéo e
parafinizagcdo das amostras, e posterior confecgéo das laminas histologicas que foram
coradas pela bateria de coloracdo hematoxilina-eosina (HE). Apds a confeccéo das
laminas histoldgicas, foi realizada a analise em microscdpio optico em maior e menor
aumento.

4 1| RESULTADOS/DISCUSSAO

Os extratos vegetais e os principios ativos isolados constituem uma interessante
fonte de compostos capazes de atuar de diversas formas sobre patologias, consistindo
em um promissor e interessante campo de descobertas.

A fisiopatologia do envenenamento botrdpico é caracterizada pela presenca
de intensa hemorragia nas primeiras 3 horas apds o acidente podendo evoluir para
necrose e processos inflamatérios, culminando em perda tecidual.

Com a realizagcao das andlises histoldégicas do material coletado (figura 2),
constatou-se que o grupo controle positivo (figura A), o qual recebeu a aplicacao
apenas da peconha apresentou intensa hemorragia, bem como alteracbes como,
distanciamento e fragmentacdo das fibras musculares, congestdo e presenca de
infiltrado inflamatério, evidenciando também o edema proeminente e a desorganizacéo
e morte das células por necrose.

O grupo 1 (figura B) que recebeu a peconha combinada com Lupeol, na razdo de
1:20 (m/m), exibiu uma melhor estruturacéo do tecido muscular quando comparado ao
grupo controle com apenas peconha. Foi possivel visualizar a diminuicdo da hemorragia
e consideravel reducdo da congestao e auséncia de fibras desfragmentadas. Na
analise do grupo 2 que recebeu peconha combinada com Lupeol na razdo de 1:50
(m/m), constatou-se que o tecido se apresentava com uma maior homogeneidade,
poucos focos hemorragicos de menor intensidade e significativa reducéo de infiltrado
inflamatorio.

A mionecrose é o evento de morte de células do tecido muscular, caracterizada
pela desorganizacado do citoplasma, seguido da perda da integridade da membrana
plasmatica e consequente ruptura celular, sendo possivel observar no tecido a perda
das estriagdes transversais das fibras e o afluxo de células inflamatérias (GRIVICICH,
et al 2007).

As toxinas capazes de provocar hemorragia sédo capazes também de causar a
mionecrose, de modo secundario, devido a isquemia causada pelo déficit de sangue
ocasionando prejuizo na irrigacao dos tecidos proximos a picada. Essas toxinas sao
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capazes de destruir a matriz extracelular e a membrana basal endotelial, causando
danos a microvasculatura e ao arranjo estrutural do tecido muscular (Gutiérrez et al.
2009).

A anadlise e comparacao dos musculos inoculados com os controles pegonha
(figura 2 A) e solugéo salina (NaCl0,9%) (figura 2 D) mostram a magnitude do dano
causado por 20ug de pecohna de B. alternatus. A analise histopatol6gica dos musculos
que receberam o principio ativo Lupeol, combinado com a pec¢onha (figura 2 B e C)
permite afirmar que o composto tem a capacidade de inibir toxinas hemorragicas e &
parcialmente capaz de neutralizar o efeito miotdxico da peconha. O composto Lupeol
nao causou hemorragia ou necrose no tecido muscular quando inoculado (resultado
nao mostrado).

CONTROLE +(C+#) TRATAMENTO 1(T1) TRATAMENTO2(T2) CONTROLE NaCl

|- .

Figura 2 - Andlise histopatolégica de secdes do musculo gastrocnemio de camundongos
inoculados com peconha de B. alternatos, eutanasiados apds 3 horas, analisados em aumentos
de 40x e 400x por microscopia de luz. A) Peconha de B. alternatus (C+) 20 ug, B) Peconha de

B. alternatus + Lupeol 1:20 m/m (T1), C) Peconha de B. alternatus + Lupeol 1:50 m/m (T2), D)
Solugéo salina NaCl 0,9%. (m/v).
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51 CONCLUSOES

Os resultados permitem concluir que o composto Lupeol apresenta capacidade
de inibir toxinas presentes na pegonha que provocam hemorragia e que causam
necrose por isquemia. Novos testes devem ser realizados para avaliar esse mecanismo
de inibicdo e avaliar se o principio ativo Lupeol é efetivo em inibir outras classes de
toxinas existentes na peconha botrdpica.
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RESUMO: Sida rhombifolia (Malvaceae),
conhecida popularmente por “guanxuma’,
“mata-pasto” e “reldgio”, € amplamente utilizada
no Brasil para tratar reumatismo e diarreia.
Assim, objetivou-se investigar os efeitos toxico,
antidiarreico e antiespasmodico do extrato
etandlico bruto obtido das partes aéreas de Sida
rhombifolia (SR-EtOH,,) em roedores. Foram
realizadas as avaliagbes comportamental
e toxicoldégica aguda (n=6), investigacao
da atividade antidiarreica (n=6) e do efeito
antiespasmodico do SR-EtOH,, (n=5). Todos
os protocolos foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais da UFPB (Certiddo
045/16). Dessa forma, no ensaio de toxicidade
aguda, o SREtOH_, (2000 mg/kg, vo) ndo induziu
sinais de toxicidade em camundongos fémeas.
O SR-EtOH,, apresentou efeito antidiarreico
em camundongos por inibir as fezes liquidas
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(E,=90,0+12,6% e DE,=29,4+15,6 mg/kg). Diferentemente, o SR-EtOH_, (500
mg/kg) ndo alterou a secreg¢do de fluido intestinal, porém inibiu com baixa eficacia
0 transito intestinal normal (E__=21,7+13,7%). Entretanto, o extrato inibiu o transito
intestinal induzido por 6leo de ricino (E_ =94,0+9,0% e DE, =43,0+16,0 mg/kg) com
maior eficacia. Além disso, em ileo isolado de rato, o SREtOH_, inibiu de maneira
dependente de concentracdo e equipotente as contragbes fasicas induzidas tanto
por KCI (E, =98,3+1,7% e Cl,, = 114,7+8,1 pyg/mL) como por carbacol (E,__=100%
e Cl,=101,2+11,8 pyg/mL). Com isso, pode-se concluir que o SREtOH_, apresenta
baixa toxicidade e efeito antidiarreico em camundongos, sendo este por diminuir o
transito intestinal, demostrando potencial utilizacdo medicinal para diarreia. Além
disso, sugere-se que seu efeito antiespasmodico em ileo de rato ocorre por inibicao
do influxo de célcio através de canais de célcio dependentes de voltagem.
PALAVRAS-CHAVE: Sida rhombifolia Linn., antidiarreica, antiespasmaodica.
ABSTRACT: Sida rhombifolia (Malvaceae), popularly known as “guanxuma”, “mata-
pasto” and “relégio”, is widely used in Brazil to treat rheumatism and diarrhea. The
objective of this study was to investigate the toxic, antidiarrheal and antispasmodic
effects of the crude ethanolic extract obtained from the aerial parts of Sida rhombifolia
(SR-EtOH,.) in rodents. Acute behavioral and toxicological evaluation (n=6),
investigation of antidiarrheal activity (n=6) and antispasmodic effect of the SR-EtOH,
(n=5) were performed. All protocols were approved by the Ethics Committee on Animal
Use of the UFPB (Certificate 045/16). It was observed that SR-EtOH,, (2000 mg/
kg, vo) did not induce signs of toxicity, nor death of the evaluated mice. SR-EtOH,,
showed antidiarrheal effect in mice by inhibiting liquid feces (E __=90.0£12.6% and
ED,,=29.4+15.6 mg/kg). Differently, SR-EtOH,, (500 mg/kg) did not alter intestinal fluid
secretion, but inhibited normal intestinal transit (E__=21.7+13.7%) with low efficacy.
However, the extract inhibited intestinal transit induced by castor oil (E_ _ =94.0+9.0%
and ED,, =43.0+16.0 mg/kg) with greater efficacy. In addition, in rat isolated ileum, the
SR-EtOH , inhibited in concentration-dependent and equipotent manner the phasic
contractions induced by both KCI (E__=98.3+1.7% and IC, =114.7+8.1 ug/mL) and
carbachol (E_  =100% and IC,=101.2+11.8 pg/mL). Thus, it can be concluded that
SR-EtOH,, has low toxicity in mice. It has antidiarrheal effect by reducing the intestinal
transit, demonstrating potential medicinal use in diarrhea. In addition, its antispasmodic
effect on ratileum is probably due to inhibition calcium influx through voltage-dependent
calcium channels.

KEYWORDS: Sida rhombifolia Linn., antidiarrheal, antispasmodic.

11 INTRODUGCAO

Os produtos naturais historicamente desempenham um papel importante na
farmacologia, sendo utilizados tanto para producéo de derivados, bem como na sintese
de novos farmacos a partir de protétipos moleculares de substancias isoladas desses
produtos, sendo essenciais na terapéutica (KINGSTON, 2010). Ademais, as drogas
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de origem vegetal tém ampla aceita¢cdo na populagcdo mundial, sendo muito utilizadas
na profilaxia, cura e como adjuvante no tratamento de doencas (FIRMO et al., 2011).

As plantas pertencentes a familia Malvaceae possuem ampla distribuicdo nas
regides tropicais do mundo, sendo identificados cerca de 250 géneros e 4.225 espécies.
Outrossim, no Brasil, ha uma variedade muito grande de espécies dessa familia, no
qual foram identificados 70 géneros, sendo 9 endémicos, num total de 765 espécies
(STEVENS, 2003; COSTA et al., 2007). Ja foram relatados efeitos anti-inflamatérios
(Malva sylvestris), anticancerigeno (Ecballium elaterium) e laxante (Verbena officinalis)
para varias espécies dessa familia (PINHEIRO, 2016). O género Sida € o segundo
mais abundante desta familia, com 250 espécies distribuidas nas regides tropicais
(STEVENS, 2003).

A espécie de Sida rhombifolia Linn é conhecida popularmente como
“‘guanxuma”, “mato-pasto” e/ou “relégio”, consiste em um subarbusto ereto de até 1,5
m de altura, que possui caracteristica peculiar de desenvolver-se em solos pouco
férteis e acidos. Isto, por sua vez, pode explicar sua ampla distribuicdo no nordeste
brasileiro (KISSMANN; GROTH, 2000). Na Figura 1, podem-se observar as imagens
da espécie e as caracteristicas de suas folhas e flores. Para essa espécie, ja foram
relatadas atividades larvicida (ISLAM et al., 2003), antiartritica (GUPTA; NIRMAL;
PATIL, 2009), hipoglicemiante (DHALWAL et al., 2010), antibacteriana (ASSAM et
al., 2010), analgésica (KONATE et al., 2012), vasorrelaxante (CHAVES et al., 2013),
anti-inflamatéria (LOGESWARI et al., 2013), antioxidante (CHATURVEDI; KWATE;
FULUKANI, 2015), e também existe comprovacao de sua baixa toxicidade aguda e
cronica em ratos (ANDRADE, 2016).

Figura 1 — Fotos da espécie de Sida rhombifolia Linn.

A) Subarbusto B) Flores e folhas

Fonte: http://www.fairfun.net / lepidoptera.butterflyhouse.com.au

Dentre os constituintes quimicos isolados desta espécie, destacam-se flavonoides,
alcaloides, terpenoides e acidos graxos (PINHEIRO, 2016). Varios metabdlitos foram
descritos, entre estes, estao 4 esteroides: sitosterol, estigmasterol, sitosterol-3-D-O-
glicopiranosideo, estigmasterol-3-D-O-glicopiranosideo. Além destes, 4 porfirinicos:
feofitina a, 172 -etoxi feoforbideo a, 13-hidroxi feofitina b, 172 -etoxi feoforbideo a. A
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criptolepinona (alcaloide) e a 5,7- dehidroxi 4-metoxiflavona (flavonoide) também
foram isolados a partir das partes aéreas (CHAVES, 2012). Todavia, segundo Pinheiro
(2016), também foram isolados das partes aéreas acidos graxos, como acido palmitico
(27,97%), acido linoleico (26,81%) e acido oleico (25,09%).

Em relacdo ao uso etnomedicinal para esta espécie, vale destacar o tratamento
da gota (PINHEIRO, 2016) e desordens diarreicas (LORENZI; MATOS, 2008), bem
relatadas na literatura.

Conceitualmente, a diarreia caracteriza-se por aumento do numero de defecagdes
(3 ou mais vezes) diarias, bem como pela consisténcia semissoélidas e/ou liquidas das
fezes, associadas frequentemente a dores abdominais (WHO, 2013). Além desse fato,
geralmente a diarreia pode ser caracterizada como uma doencga autolimitada, que
em muitos casos podem ser evitados e tratados de forma rapida (FARTHING, 2000).
Epidemiologicamente, as afec¢des diarreicas afetam principalmente criancas, abaixo
dos cinco anos de idade, provocando em média, 1,9 milhdes de mortes por ano, sendo
desse total 78% nas regides africanas e sudeste asiatico, onde apresentam condicoes
sanitarias precarias (WHO, 2017). Etiologicamente, esse processo patoldgico esta
relacionado a trés fatores desencadeadores: componente inflamatério, contratil
e secretor. Entdo, buscam-se novas substancias com atividade sobre estes trés
causadores da diarreia, como aquelas que interferem no processo contratil do musculo
liso intestinal, promovendo atividade espasmolitica.

Sabe-se que, fundamentalmente, a contracéo de qualquer musculo liso depende
do gradiente de concentragéo do calcio citosoélico ([Ca*'] ), quando ha um aumento
da [Ca*'], ocorre um estimulo para contragdo (CAMPBELL, 2015). Quando, por
sua vez, isto ocorre em resposta a ligacdo de um agonista ao receptor, denomina-
se acoplamento farmacomecanico. Em contrapartida, quando ha uma alteracéo da
voltagem basal da membrana, levando a uma abertura posterior de um canal de calcio
(Ca), diz-se que houve um acoplamento eletromecéanico (REMBOLD, 1996; FUKATA;
AMANO; KAIBUCHI, 2001). Assim, substancias que atuam em um ou mais pontos
dessas fontes etiologicas, podem ser candidatos a futuros farmacos (CURRO, 2016).

Com isso, nesse presente trabalho, foram investigadas as atividades toxica,
antidiarreica e antiespasmodica do extrato etandlico bruto obtido das partes aéreas de
Sida rhombifolia Linn. (SREtOH_,) em roedores, e assim, comparar com os referidos
efeitos observados para o extrato obtido de suas raizes, fomentando futuras pesquisas
clinicas para a confirmacdo do uso medicinal da espécie no tratamento da diarreia
(KINGSTON, 2010).
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2| OBJETIVOS

2.1 Geral

+  Contribuir com o estudo farmacolégico da familia Malvaceae, em patrticular,
da espécie Sida rhombifolia L;

2.2 especificos

* Avaliar a toxicidade aguda do SR-EtOH_, em camundongos;

- Investigar o efeito do SR-EtOH,, em modelo diarreia induzida por dleo de
ricino em camundongos;

Analisar o efeito do SR-EtOH_, sobre a secrec¢éo de fluido intestinal em ca-
mundongos;

« Avaliar o efeito do SR-E’[OHF,A sobre a motilidade intestinal normal e induzida
por Oleo de ricino em camundongos;

* Investigar um possivel efeito antiespasmaodico do SR-EtOH,,, em ileo de rato.

31 METODOLOGIA

3.1 Material

3.1.1 Droga teste

O material vegetal foi cedido pela Profa. Dra. Maria de Fatima Vanderlei do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF) do Centro de Ciéncias da Saude
(CCS) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

3.1.2 Coleta do material vegetal

As partes aéreas de Sida rhombifolia Linn. foram coletadas na cidade de
Santa Rita-PB, em setembro de 2008 e sua identificagcao boténica foi realizada pela
Profa. Dra. Maria de Fatima Agra do Centro de Biotecnologia da UFPB. Uma excicata
encontra-se no herbario Prof. Lauro Pires Xavier, Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) sob a numeracéao Agra 7045.

3.1.3 Obtencéo do extrato etanolico bruto

As partes aéreas de Sida rhombifolia L. foram desidratadas em estufa, com
ar circulante, a temperatura de 40 °C durante 96 horas, sendo em seguida triturada
em moinho mecanico, obtendo um total de 5,5 kg de p6. Em seguida, 0 mesmo foi
macerado em alcool (etanol) a 95% por 72 horas para a extracdo dos constituintes
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organicos. A solucéo extrativa foi concentrada em rotaevaporador a 40 °C, fornecendo
570,0 g do extrato etandlico bruto.

3.1.4 Animais

Para a realizacdo dos protocolos experimentais eram utilizados camundongos
swiss (Mus musculus) machos e fémeas (25-33 g) e ratos Wistar (Rattus novergicus)
com 250 a 300 g. Todos estes provenientes do Biotério Prof. Thomas George do
Instituto de Pesquisa de Farmacos e Medicamentos (lpeFarM)/UFPB.

3.1.5 Solugéo Nutritiva

Foi utilizada a solugao nutritiva de Krebs Henseleit (PAUVERT, 2003): NaCl
(118,0 mM), KCI (1,2 mM), MgSO, (1,18 mM), KH,PO, (1,18 mM), CaCl, (2,5 mM),
glicose (1,1 mM) e NaHCQO, (25,0 mM).

3.1.6 Preparacao do extrato para os ensaios farmacologicos

O SR-EtOH,,, era solubilizado em Cremophor® (3%) e diluido em agua destilada
até a concentracédo de 50 mg/mL (in vivo) ou 10 mg/mL (in vitro) (solu¢des-estoque),
conservado a 0 °C. No momento da realizagdo dos protocolos experimentais
eram diluidas em agua destilada de acordo com a necessidade de cada protocolo
experimental. As doses e as concentragdes eram utilizadas em multiplos de 2 ou 3,
respectivamente, sendo a dose maxima de 500 mg/kg e a concentracdo maxima 729
png/mL. A concentracédo final de Cremophor® nas cubas nunca excedeu 0,01% (v/v),
nessa concentracédo o Cremophor® é desprovido de efeito contratil ou relaxante no
orgao estudado, de acordo com dados obtidos anteriormente.

3.2 METODOS

3.2.1 Triagem farmacologica comportamental e avaliacdo da toxicidade aguda

do SR-EtOH,, em camundongos

Para avaliacdo da toxicidade aguda, seguiu-se a metodologia descrita no guia
n°® 423 da Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD, 2001).
Esta, por sua vez, foi realizada em duas etapas, cada uma utilizando 3 fémeas.
Inicialmente, apos jejum de 4 horas, eram tratadas com SR-EtOH,, (dose Unica de
2000 mg/kg) por via oral (vo) ou salina 10 mg/kg com Cremophor® (controle negativo,
vo). Neste protocolo, eram avaliados alguns parametros comportamentais, como
agressividade, postura, reacédo a manipulagdo, aos movimentos e aparéncia externa,
além de dificuldades de respiracao, ulceracéo da cérnea, relutédncia ao movimento,
dentre outros (Adaptado de Almeida et al., 1999). Outrossim, os animais eram ainda
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avaliados durante 14 dias com a finalidade de verificar se houve alguma morte e,
assim, estimar a dose do extrato que mata 50% dos animais testados (DL, ). ApGs a
administragao da SR-EtOH,,,
antes do tratamento, além de 7 e 14 dias apds o tratamento. Todo procedimento foi

a evolucdo do peso dos animais também foi avaliada

realizado em duas etapas, cada uma com 3 fémeas.

3.2.2 Efeito do SR-EtOH,, sobre a diarreia induzida por oleo de ricino

Os camundongos, em jejum de 12 horas, eram divididos em 3 grupos de 6
animais cada um. O primeiro grupo era tratado com 10 mL/kg de solugcéo salina mais
Cremophor®’ vo (controle negativo), o grupo dois com 10 mL/kg de loperamida, vo

(controle positivo), e o grupo trés era tratado com varias doses de SR-EtOH,,, vo. Apds

PA’
30 minutos dos tratamentos, era administrado 10 mL/kg de Oleo de ricino vo, agente
indutor da diarreia. Em seguida, os animais eram separados em caixas individualizadas
com fundo branco, era também realizada a contagem do numero de bolos fecais e
observada a sua consisténcia por até 4 horas, classificando-os em sélidos ou liquidos
(AWOUTERS et al., 1978). Os valores do efeito maximo (E

para produzir 50% de seu efeito maximo) foram expressos como a percentagem da

e DE,, (dose necessaria

max)

média e o desvio-padrao dos seus valores individuais.

3.2.3 Efeito do SR-EtOH,, sobre o transito intestinal

Os camundongos em jejum de 12 horas eram divididos em 3 grupos de 6 animais
cada um e todos tratados vo, com 10 mL/kg de solu¢dao salina mais Cremophor®
(controle negativo), 2 mg/kg de atropina (controle positivo) ou SREtOH_, (varias
doses). Apos 30 minutos, era administrado 10 mL/kg do marcador, carvao ativado
(5%) suspenso em goma arabica (0,5%). Transcorridos mais 30 minutos os animais
eram eutanasiados por deslocamento cervical. A cavidade abdominal era aberta e 0
intestino delgado removido. Era determinado o comprimento total do intestino delgado
de cada animal e a distancia percorrida pelo marcador na auséncia (RAO et al., 1997)
e na presenca do 6leo de ricino 30 minutos antes da administracdo do carvao ativado
(HSU, 1982; AYE-THAN; KUKAMI; THA, 1989). Os resultados foram expressos como
a percentagem da distancia percorrida pelo marcador em relagdo ao comprimento
total do intestino. Os valores de DE,  foram calculados por regresséo nao linear.

3.2.4 Efeito do SR-EtOH,, sobre o acumulo de fluido intestinal induzido por

Oleo de ricino

Os camundongos, apds passarem por um periodo de jejum de 24 horas e
livre acesso a agua eram divididos em 3 grupos de 6 animais cada um e tratados
com solucao salina 10mg/kg mais Cremophor®, vo (controle negativo), 10 mg/kg de
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loperamida, vo (controle positivo) e SR-EtOH_,, vo (varias doses). Apdés 30 minutos,

PA?
eram administrados 2 mL de 6leo de ricino por animal. Transcorridos 30 minutos da
administracao do 6leo, os camundongos eram eutanasiados por deslocamento vertical,
o intestino delgado de cada animal era removido cuidadosamente, impedindo que
o vazamento do conteudo, e assim foi imediatamente pesado. Os resultados foram
expressos como (Pi/Pm) x 1000, onde Pi € o peso do intestino delgado e Pm é o peso
do animal, em gramas (DI CARLO et al., 1993; MEHMOODA; SIDDIQIA; GILANIA,

2011). Os valores de DE_, foram calculados por regressao néo linear.

3.2.5 Efeito do SR-EtOH,, frente as contragdes fasicas induzidas por carbacol

ou por KCI

Os ratos eram mantidos em jejum por um periodo de 12 horas, tendo acesso a agua
ad libitum antes do inicio dos experimentos. Apos este periodo eram eutanasiados por
decapitacdo com o auxilio de uma guilhotina. O abdémen era aberto e um segmento
do ileo de aproximadamente 15 cm de comprimento era retirado e colocado em uma
placa de Petri contendo solug¢ao nutritiva de Krebs Henseleit a 37 °C gaseificadas com
carbogénio. O pH da solugao nutritiva era ajustado para 7,4 com uma solucao de HCI
ou NaOH 1 M (DANIEL; KWAN; JANSSEN 2001).

Apos cuidadosa dissecacédo, o segmento do ileo era seccionado em fragmentos
de 2 a 3 cm de comprimento, suspensos individualmente em cubas de banho para
orgaos isolados. Para estabilizacdo da preparacdo, esta era mantida em repouso
por 30 minutos antes do contato com qualquer agente, sob tensédo de 1 g, efetuando
neste periodo, a renovacao da solugao nutritiva da cuba a cada 15 minutos. Ap6s o
periodo de estabilizacdo era induzida uma contracdo com 30 mM de KClI para verificar
a funcionalidade do 6rgao. Apés um periodo de 15 minutos duas contracdes fasicas
de magnitudes similares, com intervalo de 15 minutos entre ambas, eram obtidas
com 10° M de carbacol, para obtengéo do controle. O SR-EtOH_, era incubado por
15 minutos em preparacgdes diferentes e a inibicao da resposta submaxima do CCh
e KCI era avaliada por comparacao das respostas antes (controle) e apds a adicao
do SR-EtOH_, a cuba, sendo sua eficacia expressa como E__. Os valores de Cl
(concentragcédo do extrato que inibe 50% do efeito de um agonista) foram calculados
por regressao nao linear.

3.3 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a percentagem da média e do desvio-
padrdao (experimentos in vivo) ou erro padrao da média (experimentos in vitro), e
analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” (ndo pareado) ou analise de
variancia (ANOVA) “one-way” seguido do poOs-teste de Tukey. A hipétese nula foi
rejeitada quando p < 0,05. Como parametro de eficacia foi usado o E__ e de poténcia
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a DE, e a Cl,, que foram calculadas por regressao nao linear. Todos os dados foram
analisados pelo programa GraphPad Prism® versdo 5.01.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo péde nos fornecer dados importantes para a confirmacéo
da atividade terapéutica das partes aéreas de Sida rhombifolia Linn. promovendo
assim futuros estudos para a confirmacdo do seu uso na medicina popular para o
tratamento da diarreia. Além disso, este estudo apresentou dados importantes sobre o
seu provavel mecanismo de agdo farmacolégico.

Esta doenca, por sua vez, tem sido um fator preocupante de mortalidade
e morbidade de diversas criangcas, abaixo dos 5 anos de idade, em paises
subdesenvolvidos, principalmente, tendo em vista as condicbes sanitarias mais
precarias dos mesmos (PEREIRA; CABRAL, 2008). Finalmente, como a diarreia é
uma doenga mais prevalente e letal em regides mais pobres (OMS, 2008) e como ha
uma maior acessibilidade destas populagdes aos produtos de origem natural, o estudo
pdde corroborar com o uso medicinal da planta, estabelecendo bases cientificas para
tal.

A priori, foi realizada avaliagdo da toxicidade aguda do SR-EtOH,,, seguindo
a OECD (Organisation for Economic Cooperation and Development), pelo fato desse
método de avaliacdo toxicolégica estimar uma dose letal utilizando menos animais.
O protocolo, seguindo o guia n° 423 (OECD, 2001), foi realizado iniciando-se com a
administracdo de SREtOH_, em camundongos fémeas (n = 6) partindo da dose de
2000 mg/kg, tendo em vista que, na literatura ha registros de baixa toxicidade aguda
e/ou crbnica do extrato em questao (LOGESWARI, 2012; KONATE, 2012).

N&ao foi observada nenhuma alteracao de ordem estimulante ou depressora do
sistema nervoso central em 4 horas de observagao. Em relacdo ao peso dos animais,
néo foi observado alterac&o entre os animais do grupo controle (30,0 +2,0 g) e do grupo
que recebeu o SR-EtOH,, (30,7 + 1,4 g), assim como nao foi observada alteragao do
consumo de agua e ragéo. Apés a administragao oral do SR-EtOH,, também n&o foi
observado nenhuma morte durante os 14 dias de observagao, estimando-se uma a
DL, em torno de 5000 mg/kg, seguindo o preconizado (OECD, 2001). Assim, pode-se
concluir que o SREtOH,, possui baixa toxicidade aguda nesse modelo experimental.

Resultados semelhantes foram descritos por Ranjan et al. (2011), que
descreveram que na dose de 2000 mg/kg o extrato metandlico obtido das raizes de
Sida rhombifoliatambém n&o apresentou sinais de toxicidade em ratos e camundongos.
Além disso, Andrade (2016) descreveu que o extrato SR-EtOH_, na dose de 2000
mg/kg também ndo apresentou efeito toxico em ratos. Fator importante desse dado
toxicoldgico apresentado, uma vez que nos fornece uma seguranca na utilizacao desse
extrato para os demais protocolos experimentais in vivo utilizados nesse trabalho.
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Sabendo-se que a diarreia pode ser causada por diversos fatores, dentre eles
por uma desregulacéo contratil e secretoria do intestino delgado (LOGESWARI, 2012),
investigou-se entéo se o extrato age em algum desses componentes. Tomando estas
premissas, no experimento em questéo, foi comprovada a sua atividade antidiarreica,
tendo o SR-EtOH,,, apresentado efeito antidiarreico de maneira dependente de dose
(B, =90,0 £12,6% e DE, = 29,4 + 15,6 mg/kg) que, por sua vez, foi obtido na dose
de 125 mg/kg (Grafico 1). Comparado com os dados de Ranjan et al. (2011), o extrato
metanolico obtido das raizes foi menos eficaz em inibir as fezes liquidas (E__ =67,4%)
alcangado na dose de 400 mg/kg.

Assim, isso permite fazer duas conclusdes importantes. Inicialmente, o uso
medicinal da espécie possuira menor limitacao, pois com a utilizacao das raizes poderia
ocorrer um déficit no numero de vegetais dessa espécie em longo prazo (EVANS et
al., 2017). Assim, com a realizacao desse estudo, havera maior incentivo ao seu uso
etnomedicinal, tendo-se em vista que a obtencao das partes aéreas € menos danosa
a espécie em estudo, além de otimizar sua obtencdo. Ademais, pode-se sugerir que
os metabdlitos secundarios identificados em comum nas raizes (RANJAN et al., 2011)
e partes aéreas (PINHEIRO, 2016), provavelmente sejam o0s responsaveis por esse
efeito antidiarreico.

100
75+
50

25+

Fezes liquidas (%)

[SR-EtOHp, mglkg]

Grafico 1 — Efeito antidiarreico do SR-EtOH,, em modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino
em camundongos.

As colunas e as barras verticais representam a percentagem da média e o dp, respectivamente (n = 6). ANOVA
“one-way” seguido do pés-teste de Tukey; *p < 0,05 e (salina vs. loperamida/SR-EtOH,,,).

Como a diarreia pode ser causada por um aumento da secre¢do ou da motilidade,
e o trato gastrintestinal exerce fung¢des importantes na absorcao dos nutrientes assim
como no controle da quantidade de fluidos que entra e € absorvido para manutencao de
uma boa saude. A secrecao de fluido € impulsionada pela secrecéao ativa de eletrglitos,
sendo responsavel por manter a fluidez do conteudo intestinal durante varias fases na
digestdao (CLARKE, 2009). Diante disso, decidiu-se avaliar se o efeito antidiarreico do
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SR-EtOH,, dar-se-ia por diminui¢éo na secregéo do fluido intestinal induzida por oleo
de ricino, combatendo desta forma um dos principais agravamentos da diarreia.

Em relacdo ao fluido intestinal, Ranjan et al. (2011) descreveram uma atividade
inibitoria (E__ = 31,1%) do extrato obtido das raizes de Sida rhombifolia Linn. em
camundongos. Diferentemente, em nossos resultados observou-se que o extrato
obtido das partes aéreas SR-EtOH_, na dose de 500 mg/kg ndo apresentou efeito
inibitério sobre o fluido intestinal induzido por 6leo de ricino. Podendo-se concluir que
essa diferenca se deve ao fato das raizes conterem metabdlitos secundarios diferentes
das partes aéreas.

Para investigar outro fator pelo qual o extrato promoveria seu efeito no quadro de
diarreia, foram realizados protocolos de transito intestinal normal e induzido por 6leo de
ricino. Naqueles, foi verificado que o extrato exerce um efeito antidiarreico por diminuir
o transito intestinal induzido (quadro patolégico) sem alterar, substancialmente, o
transito normal (quadro homeostatico). Assim, o SREtOH_, apresentou efeito inibitorio
do transito intestinal normal, tendo o mesmo mostrado efeito maximo inibitério de
apenas 21,7 + 13,7% na dose de 250 mg/kg. Importante salientar que, na dose maxima
(500 mg/kg) néo houve inibigéo do transito intestinal normal. Por sua vez, o SREtOH_,
no protocolo de transito induzido por éleo de ricino, obteve efeito inibitério de maneira
dependente de dose (E_, = 94,0 + 9,0% e DE_ = 43,0 = 16,0 mg/kg) alcangado na
dose de 250 mg/kg do extrato (Grafico. 2).

Semelhante aos dados de diarreia induzida por éleo de ricino, o extrato metandlico
obtido das raizes foi menos eficaz em inibir o transito intestinal (E,__ =61,9%) alcangado
na dose de 400 mg/kg (RANJAN et al., 2011).
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Gréfico 2 — Efeito inibitorio desse extrato em modelo de transito intestinal normal e induzido em
camundongos.

A: Porcentagem de transito intestinal normal. B: Porcentagem de transito induzido. As colunas e as barras
verticais representam a percentagem da média e o dp, respectivamente (n = 6). ANOVA “one-way” seguido do
pos-teste de Tukey; *p < 0,05 e (salina vs. atropina/SR-EtOH_,).
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Assim, pode-se aferir que o extrato somente possui efeito em um quadro
diarreico, 0 que por sua vez é benéfico ao paciente, ndo causando efeito adverso
de constipacao, caso seja a espécie utilizada para outros fins medicinais (TEIXEIRA,
2013). Isso, contudo, pode ser afirmado, pois o efeito do extrato sobre o transito
normal foi verificado na dose de 250 mg/kg (Grafico 2), esta por sua vez, supera a do
efeito maximo encontrado no protocolo de atividade antidiarreica, que foi de 125 mg/
kg (Grafico 1).

Baseado no fato de que o SR-EtOH_, apresentou atividade sobre a motilidade
intestinal, investigou-se se o mesmo teria atividade sobre ileo de rato, pois o musculoliso
intestinal € considerado um modelo importante na investigacao do mecanismo de acéo
de algumas substancias para uma possivel utilizacdo em processos fisiopatoldgicos,
como diarreia e colicas intestinais (KIM et al., 2008).

Para confirmar a agdo do SR-EtOH_, na contratilidade intestinal, foi realizado
experimento in vitro, no qual verificou-se que o extrato inibiu de maneira dependente
de concentragéo tanto as contragdes induzidas por 30 mM de KCI (Cl,,= 114,7+ 8,1
pg/mL), através do acoplamento eletromecanico (REMBOLD, 1996), como por 10¢M
de carbacol (Cl,,= 101,2 + 11,8 pyg/mL), um éster de colina que apresenta atividade
muscarinica, sendo esta pela ligagéo ao receptor M, (acoplamento misto) no musculo
liso intestinal (FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001). O efeito maximo do SR-EtOH_, foi
atingido na concentragao de 729 pg/mL tanto frente ao KCI (E,__ = 98,3 +1,7%) quanto
ao CCh (E__ =100%). Assim, provavelmente, o extrato tem sua agéo antiespasmadica
por atuar em um passo comum das vias contrateis dos dois agentes em questéo,
sendo este passo, possivelmente, a inibicdo do influxo de célcio através dos canais
de calcio voltagem-dependente (Ca ). Contudo, para a confirmag&o do mecanismo de
acao do extrato, dever-se-a realizar protocolos mais especificos.
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Grafico 3 — Efeito espasmolitico do SR-EtOH,, frente as contragbes fasicas induzidas por 30
mM de KCI (A) e por 10° M de carbacol (B) em ileo de rato.

As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 5). ANOVA “one-way”
seguido do pés-teste de Tukey. *p < 0,05 (controle vs.SR-EtOH

pa)-
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A responsividade do ileo de rato aos agentes contrateis foi restabelecida em 45
+ 15 minutos para o KCI e de 30 = 15 minutos para o CCh apés a retirada do extrato
(729 pg/mL) da cuba.

51 CONCLUSOES

Na avaliacdo e comparag¢do do efeito do extrato obtido das folhas de Sida
rhombifolia sobre a musculatura lisa intestinal em roedores, pode-se concluir que o
SREtOH,,:

+ Nao induziu sinais de toxicidade aguda em camundongos nas condicdes
avaliadas, apresentando, assim, uma baixa toxicidade;

« Apresentou efeito antidiarreico por diminuicéo do transito intestinal induzido
por 6leo de ricino, demostrando uma potencial utilizagcdo medicinal da espé-
cie em doencas intestinais, como a diarreia;

+ Apresentou efeito antiespasmddico em ileo de rato, provavelmente, por ini-
bicdo do influxo de célcio através dos canais de calcio dependentes de
voltagem;

+ Foi mais eficaz que o extrato obtido das raizes de Sida rhombifolia.
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RESUMO: O inhame é um tubérculo da
familia Dioscoreaceae, pertencente ao género
Dioscorea. Dentre as espécies mais cultivadas
no Brasil encontra-se o Dioscorea alata. E
rico em carboidratos, com baixo teor lipidico e
possui teor consideravel de proteinas, minerais
e vitaminas. Além dos nutrientes, os tubérculos
podem apresentar fatores antinutricionais os
quais sdo compostos proteicos que quando
consumidos, interferem na digestéo e absorgao
dos nutrientes. S&o0 exemplos destes o0s
inibidores de tripsina (ITs) e lectinas. O objetivo
deste estudo foiinvestigar a presencade lectinas
e ITs no inhame (Dioscorea alata) cultivado no
nordeste brasileiro. Para isso, foi realizada a
extracdo, fracionamento pela solubilidade e
determinacdo do teor de proteinas soluveis.
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Em seguida determinou-se a presenca de ITs e
lectinas nos extratos bruto (EB) e nas fracoes,
cujo perfil eletroforético, realizado por SDS-
PAGE, atividade antibacteriana e antioxidante
foram avaliados. A extracdo em agua pH 9,0
apresentou maior teor de proteina soluvel. Para
a atividade anti-triptica, a fragcdo globulina acida
apresentou inibicdo enzimatica. No ensaio de
atividade hemaglutinante, foi detectada a lectina
em 4 extratos. O perfil eletroforético apresentou
proteinas com pesos moleculares variando de
24 kDa a 150 kDa, principalmente a dioscorina
com cerca de 31 kDa. Quanto a atividade
antioxidante, a fracao glutelina basica mostrou
maior atividade no método ABTS, ja no método
DPPH, prevaleceu os extratos solUveis em
agua. Com base nestas potenciais atividades
bioldgicas, seu uso como alimento terapéutico
deve ser melhor explorado.

PALAVRAS-CHAVE:
antioxidante, atividade anti-triptica, lectina.

inhame, proteina,

ABSTRACT: The yam is a tuber of the
Dioscoreaceaefamily, fromthe Dioscoreagenus.
One of the most cultivated species in Brazil is
the Dioscorea alata. It is rich in carbohydrates,
with a low lipid content and a considerable
protein content, minerals and vitamins. Beyond
nutrients, the tubers may present antinutritional
factors which are protein compounds that when
consumed can interfere with nutrients digestion

Capitulo 3




and absorption. Some examples are trypsin inhibitors (Tls) and lectins. The objective
of this study is to investigate the presence of lectins and Tls in yam (Dioscorea alata)
cultivated in Brazil. Therefore, the protein was extracted, fractionate by solubility and
determined its soluble content. Then the presence of ITs and lectins in the crude
extracts (CE) and in the fractions were determined, and its electrophoretic profile, by
SDS-PAGE, antibacterial and antioxidant activity were evaluated. The extraction in
water pH 9.0 presented higher soluble protein content. For the anti-triptic activity, the
acid globulin fraction showed enzymatic inhibition. In the hemagglutinating activity
assay, the presence of lectin in 4 extracts was detected. The electrophoretic profile
presented proteins with molecular weights varying from 24 kDa to 150 kDa, mainly the
dioscorin around 31 kDa. As for the antioxidant activity, the basic glutelin presented
greater activity in the ABTS method, while in the DPPH method, the extracts in water
prevailed. In view of those potential biological activities, its use as a therapeutic food
should be better explored.

KEYWORDS: yam, protein, antioxidant, anti-triptic activity, lectin.

11 INTRODUCAO

1.1 Inhame (Dioscorea sp.)

O inhame é um tubérculo da familia Dioscoreaceae, pertencente ao género
Dioscorea, apresentando cerca de 600 espécies, entre as quais as mais relevantes sao
as que apresentam tuberas (6rgao de reserva da planta) comestiveis, sendo algumas
delas: Dioscorea cayennensis, D. rotundata, D. alata, D. trifida e D. esculenta (PAULA,
2012; HEREDIA, 2000; SANTOS, 2007).

E cultivado e consumido mundialmente, principalmente em regides de clima
tropical, sendo originario do sudeste da Asia (D. alata), Africa Ocidental (D. cayenensis
e D. rotundata) e América do Sul e Central (D. trifida), onde o continente africano se
destaca como maior produtor mundial (ALEXANDER, 1969; FAOSTAT, 2014).

Tanto no Brasil como mundialmente, a producédo de inhame vem crescendo ao
longo dos anos, sendo o0 segundo maior produtor da América do Sul (FAOSTAT, 2014).
No Brasil a producdo e comercializagdo visam principalmente o consumo interno,
sendo a maior parte na regidao Nordeste (MENDES, 2013).

O elevado consumo de inhame no Nordeste brasileiro estéa relacionado a tradicéo
da culinaria local, sendo um ingrediente tipico da regido e presente na alimentacao de
todas as classes sociais, além servir como fonte de renda e emprego para a atividade
agricola local, predominantemente na agricultura familiar (MENDES, 2013). O Estado
da Paraiba é um dos maiores produtores de inhame a nivel da regi&do Nordeste, junto
a Pernambuco, Alagoas, Bahia e Maranhao (IBGE, 2010).

Em relagdo a sua composicao como alimento, o inhame é rico em carboidratos (em
sua maioria o amido), possui um teor consideravel de proteinas, baixo teor de lipideos
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e apresenta minerais como fésforo, calcio, ferro e vitaminas B1 e B2 (ABRAMO, 1990;
ANUARIO, 1994). A principal proteina presente no inhame é a dioscorina, que exerce
a funcéo de proteina de armazenamento, provendo reservas de nitrogénio, carbono e
enxofre, necessarias para o desenvolvimento da planta (SHEWRY, 1995). A dioscorina
vem sendo estudada devido ao seu potencial como composto bioativo, pois apresenta
diferentes atividades, dentre as quais, a capacidade antioxidante (HOU, 2001).

De acordo com Bhandari (2003), o inhame também & fonte de diversos
compostos que apresentam propriedades bioativas, como os acidos orgénicos e os
polifendis. Os acidos orgénicos no alimento influenciam no seu sabor, aceitabilidade,
estabilidade, enquanto os compostos fendlicos apresentam diversas atividades tais
como antioxidante, antitumoral, antimutagénica e antibacteriana (POYRAZOGLU,
2002; SHUI, 2002).

Entre as espécies mais cultivadas, destaca-se a Dioscorea alata, que apresenta
grande importancia comercial, sendo uma das mais consumidas in natura, juntamente
com Dioscorea cayennensis e Dioscorea rotundata (PAULA, 2012).

1.2 Fatores Antinutricionais

Os fatores antinutricionais sdo compostos, ou classes de compostos, presentes
em diversos alimentos, principalmente nos de origem vegetal, como leguminosas e
cereais, e também em outros diversos organismos, sendo amplamente encontradas
na natureza. Quando consumidos, esses compostos exercem uma diminuicdo no
valor nutricional do alimento, por interferirem na digestdo, absorcéo e utilizagdo dos
nutrientes (SOETAN & OYEWOLE, 2009). Dentre esses compostos encontram-se 0s
inibidores de proteases, fitatos, taninos, oxalatos e lectinas (NIKMARAM, 2017).

1.2.1 Lectinas

As lectinas foram identificadas em vegetais pela primeira vez no ano de 1888
quando Hermann Stillmark observou a ricina, fator téxico presente nos extratos da
mamona (Ricinus communis) responsavel pela aglutinacdo de hemacias no sangue
de animais (SHARON e LIS, 1988). Em seguida foram descobertas proteinas capazes
de aglutinar hemacias em outros vegetais e organismos.

Posteriormente, foi utilizado o termo lectinas para identificar algumas dessas
proteinas hemaglutinantes que eram seletivas para certos grupos sanguineos humanos
(PEUMANS, 1995). Por fim, lectinas foram definidas como proteinas estruturalmente
heterogéneas, néo pertencentes ao sistemaimunoldgico, que possuem a capacidade
de ligar-se reversivelmente e com alta especificidade a carboidratos, ao reconhecerem
os sitios especificos dessas moléculas, porém sem alterar a sua estrutura e suas
ligacdes (PEUMANS e VAN DAMME, 1995; 1998).

Estudos tém comprovado a presenca de lectinas em espécies de Dioscorea,
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conforme demostrado por Gaidamashvili et al. (2004), que observaram atividade
lectinica em 3 proteinas isoladas de D. batatas. Tais lectinas mostraram atividade para
selecao celular e isolamento de glicoproteinas (LU, 2012).

1.2.2 Inibidores de proteases

Osinibidores de proteases (IPs) sdo fatores antinutricionais de grande importancia,
tendo como principal funcdo a inativagdo de certas enzimas, seja desacelerando
ou inibindo totalmente a sua acdo (NIKMARAM, 2012). Os IPs interagem com as
enzimas proteoliticas durante a digestao, impedindo uma total absor¢céo das proteinas
alimentares, causando sua excrecao e diminuindo a biodisponibilidade dessas
proteinas para 0 organismo.

Os IPs estdao presentes principalmente em leguminosas e cereais, sendo o
inibidor de tripsina um dos mais relevantes. Quando presente nos alimentos durante a
ingestéo, os inibidores de tripsina interferem na digestao de proteinas, podendo causar
distarbios no metabolismo de certos nutrientes (ADEYEMO & ONILUDE, 2013).

No género Dioscorea spp, estudos comprovam a presenca de atividade de IPs em
dioscorinas purificadas dos tubérculos das espécies D. batatas, D. alata e D. pseudo
japonica (HOU et al., 1999; 2000). Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar
a presenca de lectinas e inibidores de tripsina no inhame (Dioscorea alata) cultivado
no nordeste brasileiro.

2 | MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Prote6mica Estrutural (LaProtE)
e Laboratoério de Bioquimica, Genética e Radiologia (BioGeR-LAB), localizados no
Departamento de Biologia Molecular (DBM) da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB).

2.1 Matéria-prima e preparo da amostra

A matéria-prima foi adquirida no comércio da cidade de Jodo Pessoa, Paraiba. Os
inhames foram primeiramente higienizados, lavados com agua corrente e em seguida
imersos em agua clorada a 200ppm, durante 15 minutos e, finalmente, lavados com
agua destilada. ApGs secos a sombra, os tubérculos foram devidamente embalados e
mantidos congelados até sua utilizagao.

Para a preparacao da farinha, os inhames foram descongelados, descascados
e cortados em pequenos pedacgos para serem triturados em liquidificador junto com
agua destilada. Ap6s o processo de trituracdo, obteve- se uma massa, a qual foi
passada por trés vezes em uma malha fina de poliéster para garantir a retirada total
da mucilagem (FONSECA, 2006).

Em seguida, para retirada dos compostos fendlicos, a massa foi imersa em etanol
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a 70% overnight, em refrigeracédo. A massa resultante foi centrifugada a 4856G por 10
minutos, a 4°C. Apos a centrifugacao, o precipitado obtido foi colocado a sombra, para
evaporar o residuo de etanol. A massa seca foi entéo triturada em moinho, obtendo-se
uma farinha fina, armazenada sob refrigeracéo e usada nas analises posteriores.

2.2 Extracao de proteinas soluveis

A farinha fina teve suas proteinas extraidas em diferentes solu¢cdes extratoras
(agua; agua pH 9,0; Glicina 0,1M NaCl 0,15M pH 2,6; Glicina 0,1M NaCl 0,15M pH 9,0;
NaCl 0,5M e Tris-HCI 0,1M pH 7,6). Assim, a farinha foi dissolvida nas solu¢des, na
proporcao de 1:10, sendo mantida em agitacao por 3 horas, seguida de centrifugacao
a 4856G por 15 minutos a 4°C. Ap6s a centrifugagcao, coletou-se o sobrenadante
denominado de extrato bruto (EB).

2.3 Fracionamento proteico

A farinha fina de tubérculos de D. alata também foi submetida ao fracionamento
proteico pela solubilidade de Osborne (1924), obtendo-se as fragcdes albumina,
globulina, prolamina, glutelina 4cida e basica,de acordo com a metodologia descrita
por Osborne(1924). Para a extracédo da primeira fracao utilizou-se a proporcéao de 1:10
de farinha para solugéo de NaCl 0,5M, mantendo em agitacdo constante por 4 horas e
em seguida centrifugado e separado o sobrenadante do residuo. O sobrenadante foi
entdo dialisado e centrifugado para obtencao da fracédo albumina. O precipitado dessa
centrifugacéo foi ressuspendido com solugcéo de NaCl 0,5M, obtendo no sobrenadante
a fracao globulina. O residuo da primeira extracao foi agitado com etanol 70% por 1
hora, para a obtencéo da fracdo prolamina. Em seguida o residuo foi ressuspendido
com solucao de HCI 0,1M e agitado por 1 hora, para extracao da fracdo glutelina acida
e seu precipitado agitado em solucdo de NaOH 0,1M por 1 hora para obtencao da
glutelina basica.

2.4 Determinacao do teor de proteinas soluveis

A determinacédo do teor de proteinas sollveis no extrato bruto e nas fracoes foi
realizada a partir do método de Bradford (1976), utilizando a albumina sérica bovina
(BSA) para obtencéo da curva padréo. A determinacao foi feita a partir da diluicdo de
100 pL da amostra em agua destilada, nas proporcdes de 1:2 - 1:32. Em seguida,
adicionou-se 2,5 mL do reagente de Bradford e apds 10 minutos foi feita a leitura das
absorbancias em espectrofotémetro UV/VIS em comprimento de onda a 595 nm.

2.5 Teste de tanino

A realizacao da verificacéo da presenca de tanino nos extratos e fragdes foi feita
de acordo com o método descrito por Mello et al. (2001) utilizando gelatina a 2,5%.
Em 2 ml de extrato adicionou-se a solucéo de gelatina gota a gota e verificou-se a
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formacao de precipitado, indicando reacao positiva para taninos.
2.6 Ensaio de atividade anti-triptica

As amostras foram submetidas ao ensaio de atividade anti-triptica para
determinar a presenca de inibidor de tripsina de acordo com o método descrito por
Xavier-Filho et al. (1989). Primeiramente, foi feita a curva padréo utilizando diferentes
concentracOes da enzima tripsina para determinar a quantidade a ser utilizada no
ensaio. A concentracéo de enzima que apresentou absorbancia entre 0,200 a 0,300
em comprimento de onda de 410 nm foi utilizada para o ensaio.

O ensaio de atividade anti-triptica foi realizado em banho de gelo, utilizando a
guantidade de enzima determinada pela curva, 120 yL de solugédo HCI 0,0025M, Tris-
HCI 0,05M em quantidade determinada pela concentracéo da enzima, 100 pyL de cada
amostra e 100 pL do inibidor de tripsina, usado para controle positivo.

Em seguida, os tubos foram incubados em banho-maria a 37°C durante 10
minutos. Posteriormente, o substrato BAPNA foi adicionado ao ensaio e apés 15
minutos de incubacéao, acrescentou-se 120 yL de solugcédo de acido acético 30% para
interromper a reacédo. A leitura foi realizada em espectrofotémetro a 410 nm, e em
seguida calculou-se o percentual de inibicdo de cada amostra.

2.7 Ensaio de atividade hemaglutinante

Foi realizado o ensaio de atividade hemaglutinante para a detecgao da presenca
de lectinas nos extratos e nas fracdes, pela metodologia descrita por Debray et al.
(1981).Para esse ensaio, foram utilizadas hemacias de coelho tratadas a 3%. As
amostras diluidas em solucao de NaCl 0,15 M foram tamponadas em solucéao de Tris-
HCI pH 7,4 e em seguida adicionado 100 pyL do sangue tratado. Em seguida, foram
mantidas em estufa a 37°C e os resultados foram observados nos intervalos de 20
minutos, 4 horas, 8 horas e 24 horas, a fim de verificar a presenca de hemaglutinacéo.

2.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A determinacéo do perfil de massas relativas das proteinas de tubérculos de
D. alata foi feita por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
SDS, de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). O experimento foi
realizado com o extrato bruto e fragdes concentradas, os quais foram diluidos em
tampéao de amostra e desnaturados por aquecimento. Para tanto, utilizou-se de um gel
de separacao de 15% e de concentragéo, 3,5%. A corrida foi realizada em 200V, 25
mA e 15W utilizando marcador de peso molecular da GE®. Ap6s o término da corrida,
o gel foi imerso em solugéo fixadora por 1 hora e em seguida corado com Comassie
Brilliant Blue R-250 overnight. Ap6s decorrido o tempo, o gel foi descorado em solugéo
de acido acético a 10% sob agitacao por 6 horas.
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2.9 Determinacao da capacidade antioxidante total

A capacidade antioxidante das amostras foi avaliada pelo método de sequestro
de radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) utilizando uma solugcéao de Trolox
2mM como padrao, conforme descrito por Brand-Willams, Cuvelier, Berset (1995). Na
determinacao, foram utilizadas 100 yL de cada amostra e 750 yL de uma solucéo 0,06M
do radical DPPH. A mistura foi deixada por 85 minutos em agitagdo, e em seguida
centrifugada a 4856G por 5 minutos e, finalmente, feito a leitura em espectrofotémetro
a 517 nm.

A atividade antioxidante também foi determinada pelo método de captura do
radical ABTS (RUFINO et al., 2007). O radical ABTS foi produzido a partir de 5mL da
solucao de ABTS mais 88uL da solucao de persulfato de potassio, sendo mantido no
escuro por 16 horas. Em seguida o radical foi diluido em alcool etilico P.A. até alcancar
absorbancia de 0,700 + 0,05nm a 734 nm. Assim como no método anterior, foi utilizado
uma solucdo de Trolox 2mM como padréo, transferindo uma aliquota de 15 uL da
solucéo de trolox para tubos de ensaio contendo 1,5 mL da solugéo do radical ABTS.
Apds 6 minutos realizou-se a leitura a 734 nm.

2.10 Determinacao da atividade antimicrobiana

Para determinagdo da atividade antimicrobiana das fragcdes e extratos foram
utilizadas bactérias dos géneros Salmonella typhi, Escherichia coli e Listeria
monocytogenes. As amostras foram diluidas na proporcdo de 3mg/ml de agua,
ajustadas para pH 7,0 e filtradas para o ensaio. As bactérias foram submetidas a
incubacao a 37°C em meio Brain Heart Infusion (BHI) por no minimo 11 horas antes
do ensaio.

Foi aplicada 100uL de amostra na microplaca de 96 pocos em diluicao seriada
em meio BHI e em seguida, aplicou-se 20uL da bactéria previamente diluida em agua
peptonada em cada pog¢o, exceto no controle. Em seguida, foi encubada a 37°C em
espectofotdbmetro para leitura a 630 nm por 18 horas.

2.11 Analise estatistica

Para analisar estatisticamente e gerar o grafico da atividade antimicrobiana, foi
utilizado o programa GraphPad Prism 6, e utilizou-se a ferramenta de teste T para
avaliar a significancia (<0,05) dos resultados.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao do teor de proteinas soluveis.

A partir do método de Bradford, foram quantificadas as proteinas soluveis de
6 extratos brutos e 5 fragbes a partir da farinha de tubérculos do inhame D. alata,
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apresentados na Tabela 1; onde pode ser verificado que as extragcdes realizadas em
agua e agua pH 9,0 resultaram em maiores concentracoes de proteina soluvel.

Amostras mg de proteina/mL de amostra
EB Agua 1,1988
EB Agua pH 9,0 1,2636
EB Glicina pH 2,6 0,0810
EB Glicina pH 9,0 0,8985
EB NaCl 0,6804
EB Tris-HCI pH 7,6 0,8942
Albumina 0,1058
Globulina 0,1188
Glutelina acida 0,6971
Glutelina basica 0,3412
Prolamina 0,0475

Tabela 1: Quantificagéo do teor de proteinas solUveis nos extratos proteicos e fragbes proteicas
de tubérculos do inhame D. alata.

EB Agua — Extrato bruto em agua destilada; EB Agua pH 9,0 — Extrato bruto em agua destilada
pH 9,0; EB Glicina pH 2,6 — Extrato bruto em Glicina 0,1M NaCl 0,15M pH 2,6; EB Glicina pH
9,0 — Extrato bruto em Glicina 0,1M NaCl 0,15M pH 9,0; EB NaCl — Extrato bruto em NacCl
0,15M; EB Tris-HCI pH 7,6 — Extrato bruto em Tris-HCI 0,1M pH 7,6.

Tal resultado demonstra que na presenca de agua e agua em pH 9,0, como
solucdes extratoras, foi possivel extrair uma maior quantidade de proteina soltvel em
relacdo a outros meios de extracdo, sendo a quantidade de proteina soluvel de 1,1988
e 1,2636 mg por mL, respectivamente. Todavia, sses resultados podem ser explicados
devido a interferéncia de compostos fendlicos presentes nos extratos (WHIFFEN,
2007), visto que a presenca de taninos foi posteriormente verificada nesses extratos.

3.2 Teste de tanino

Os extratos e fracdes de inhame D. alata foram submetidos ao teste qualitativo
para tanino, confirmando presenca deste polifenol em dois extratos, agua e agua pH
9,0, conforme demonstrado na Tabela 2.

Amostras Presenca de tanino

EB Agua pH 7,0 +
EB Agua pH 9,0 +
EB Glicina pH -
2,6 EB Glicina -
pH 9,0 EB NaCl -
EB Tris-HCI pH -
7,6 Albumina -
Globulina -
Glutelina acida -
Gilutelina basica -
Prolamina -
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Tabela 2: Presenca qualitativa de tanino nos extratos e fracées proteicas de tubérculos
do inhame_D. alata.

Tal presenca de taninos apenas em extratos aquosos deve-se, possivelmente,
a capacidade de solubilizacdo desses compostos em agua. Resultados semelhantes
foram encontrados por Adepoju (2016) para extratos de tubérculos de D. cayennensis,
mesmo em presenca de baixissimos teores de taninos.

3.3 Ensaio de atividade anti-triptica

Foi verificada a presenca de inibidor de tripsina nos extratos e fragdes protéicas
obtidos de tubérculos do inhame D. alata a partir do ensaio de atividade anti-triptica.
Como resultado, constate-se que foi possivel detectar a presenca de inibidor nas
fracoes de glutelina acida e basica, como demonstrado na Tabela 3.

o e
Amostras Absorbancias % Inibicao UIT/mg de 7o Atividade da

proteina enzima
EB Agua pH 7,0 0,205 - - 133,11
EB Agua pH 9,0 0,169 - - 109,74
Albumina 0,193 - - 125,32
Globulina 0,235 - - 152,59
Glutelina acida 0,054 64,9 143,45 35,06
Glutelina basica 0,149 3,2 14,65 96,75
Prolamina 0,221 - - 143,5
Enzima 0,154 - - 100
Inibidor de tripsina 0,008 100 - -

Tabela 3: Atividade anti-triptica nos extratos e frac6es protéicas de tubérculos do
inhame D. alata.

Para a fracao glutelina &cida foi encontrado o valor de 143,45 UIT/mg de proteina
e na fracao glutelina basica, 14,65 UIT/mg de proteina. A presenca de inibidores de
tripsina em farinhas de inhame ja havia sido relatada por Bhandari (2004) em diversas
espécies, com valores variando na faixa de 4,1 a 20,9 mg de inibidor de tripsina por
grama de amostra.

3.4 Ensaio de atividade hemaglutinante

Inicialmente, o ensaio de atividade hemaglutinante foi realizado com os 6 extratos
brutos proteicos de tubérculos do inhame D. alata, tendo sido detectada atividade
hemaglutinante apenos nos EB Tris pH 7,6; EB NaCl 0,15M, EB Agua pH 9,0 e EB
Glicina pH 9,0 (Tabela 4). Os resultados apresentados também foram expressos em
termos da atividade especifica em UH/mg de proteina.
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Atividade especifica

Amostras mg de proteina/mL UH total (UH/mgP)
EB Tris pH 7,6 0,8942 1600 1789,3
EB NaCl 0,15M 0,6804 6400 9406,23
EB Agua pH 9,0 1,2636 1600 1266,22
Glicina pH 9,0 0,8985 1600 1780,74

Tabela 4: Atividade hemaglutinante em extratos proteicos de tubérculos do inhame D.
alata.

Nos extratos onde se detectou atividade hemaglutinante, os ensaios foram
repetidos com as amostras fervidas. Tal procedimento foi feito visando assegurar
que a aglutinacéo foi, de fato, devido a presenca de lectina. Devido a sua natureza
proteica, lectinas se desnaturam quando aquecidas, perdendo sua atividade biolégica.
AplOs a repeticdo, observou-se que o extrato em agua pH 9,0 ainda apresentou
hemaglutinacéo, indicando que a atividade observada foi devido a presenca de outros
fatores interferentes de natureza nao protéica. Na Tabela 4, constata-se ainda que a
extracdo com maior atividade especifica foi aquela feita em solucédo de NaCl 0,15M,
com 9406,23 UH/mgP.

Diversos outros estudos corroboram a presenca de lectinas em varias espécies
de inhame; como por exemplo, na espécie D. batatas, a qual a lectina foi isolada por
Gaidamashvili (2004). Mais recentemente, foi relatada a purificacdo de uma lectina
especifica para manose existente em D. bulbifera (SHARMA, 2017).

3.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O perfil de massas relativas dos extratos e fragcdes proteicas de tubérculos de D.
alata foi determinado por eletroforese SDS-PAGE. Por meio dessa técnica, foi possivel
caracterizar a massa molecular das diferentes proteinas presentes em cada amostra,
variando de 24 a 225 kDa, como demonstrado nas Figuras 4 e 5.

Nacl Tris  Glize  GLYD Aguadp Agua M
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Figura 4: Perfil eletroforético das proteinas presentes nos extratos proteicos de tubérculos do
inhame D. alata. EB NaCI 0,15M; EB T,ris-HCI pH 7,6; EB Glicina pH 2,6; EB Glicina pH 9,0; EB
Agua pH 9,0; EB Agua e marcador de peso molecular.

Ao analisar o gel da Figura 4, percebe-se que os extratos EB Agua pH 9,0 e EB
Agua apresentam mais proteinas em termos qualitativo e quantitativo. Nestes mesmos
extratos, constatam-se bandas proteicas mais largas entre 24 e 38 kDa e a presenca
de proteinas de peso molecular maior na faixa de 150 kDa.

kDa
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Figura 5: Perfil eletroforético das proteinas presentes nas fracdes proteicas de tubérculos do
inhame D. alata. Marcador, fragées Albumina; Glutelina béasica e Glutelina acida.

Na Figura 5, é possivel observar, tanto nas fragdes glutelina basica como na
acida, a presenca da banda proteica na faixa entre 24 e 38 kDa. Evidencia-se ainda,
na fracao glutelina basica, a presenca de uma banda de maior peso molecular entre 52
e 76 kDa. Por outro lado, nas fragdes proteicas das albuminas, constata-se a presenca
de uma banda com peso molecular abaixo de 24 kDa.

3.6 Determinacao da atividade antioxidante

Na Figura 6 encontram-se os resultados obtidos de captura do radical ABTS
pelos extratos e fracGes proteicas de tubérculos do inhame D. alata. A fragéo glutelina
basica se destaca em sua capacidade antioxidante em relacdo as outras amostras
analisadas, apresentando 58,25% de captura do radical ABTS. Esse resultado se
assemelha aquele obtido por Chen (2007), que ao testar a capacidade de captura do
radical ABTS de extratos de 2 variacdes da espécie D. alata, obteve 50% e 70% de
captura deste radical.
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Figura 6: Capacidade de captura do radical ABTS dos extratos e fracdes protéicas de
tubérculos do inhame D. alata

No método de sequestro do radical livre DPPH, foram testados os extratos
proteicos de tubérculos do inhame D. alata frente a sua capacidade antioxidante. Em
contrapartida ao método de ABTS, nesse destacaram-se os extratos em agua e agua
pH 9,0, uma vez que mostraram maior eficacia de captura do radical livre, com valores
de 73,61% e 57,05%, respectivamente. Tal comportamento também pode ser explicado
pela possivel presenca de compostos fendlicos solUveis em agua, que possuem alta
capacidade antioxidante (BHANDARI, 2003).
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Figura 7: Capacidade de sequestro do radical livre DPPH dos extratos proteicos de tubérculis
do inhame D. alata.

3.7 Determinacéao da atividade antimicrobiana

Para o ensaio da atividade antimicrobiana foram selecionados extratos e fracoes
que apresentaram atividades nos testes anteriores (hemaglutinacéo e antioxidante),
sendo eles: EB Glicina pH 9,0; EB NaCl 0,15M; EB Tris pH 7,6; EB Agua pH 9,0;
Glutelina acida e Glutelina basica. Foram utilizadas 3 cepas de bactérias: Salmonella
typhi, Escherichia coli e Listeria monocytogenes.

Apoés realizar o ensaio de atividade antimicrobiana, foi feita a analise estatistica
pelo teste t, onde constatou-se que a diferenca entre as médias do controle e das
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amostras nao foi significativa (<0,05), revelando que a inibicdo do crescimento
bacteriano pelos extratos e fragdes testadas né&o foi suficiente ou seja, significativa do
ponto de vista estatistico, como pode ser comprovado nas Figuras 8 e 9.
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Figura 8: Atividade antimicrobiana dos extratos proteicos de tubérculos do inhame D. alata
frente a cepas de Escherichia coli.

Contudo, estudos anteriores ja demonstraram que outras espécies de Dioscorea
possuem atividade antimicrobiana. Assim, ja foi relatado que o extrato de D. bulbifera
inibiu significativamente o crescimento de E. coli, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
pneumoniae e micobactérias (KUETE, 2012). Estudos com extratos de solventes
orgéanicos de Dioscorea pentaphylla, também demonstraram atividade antibacteriana
significativa contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus e também a K.
pneumoniae (PRAKASH, 2012). Esses resultados demonstram o potencial promissor
de uso dos extratos de Dioscoreacomo fonte natural de medicamentos antimicrobianos,
entre outros usos.

41 CONCLUSAO

Apesar do baixo teor de proteinas soluveis nos extratos e fragcdes dos tubérculos
do inhame Dioscorea alata, hd de se considerar a importancia de suas atividades
biolégicas, tendo em vista a provavel presenca de lectinas e inibidores de tripsina em
sua composicao. Em relacao ao seu perfil eletroforético, a espécie D. alata apresenta
proteinas de diversos pesos moleculares, variando de menor que 24 kDa até 150 kDa,
com banda proteica mais expressiva entre 24 e 38 KDa, correspondendo a proteina
de reserva dioscorina (31 kDa). E fundamental que novos estudos, minimizando
fatores interferentes de natureza nao proteica, sejam feitos para que sua capacidade
antioxidante seja mais bem compreendida e que sua atividade antimicrobiana frente
a diferentes cepas bacterianas seja avaliada, para que o potencial desse alimento de
grande importancia regional seja verdadeiramente explorado.
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CAPITULO 4

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS
FILAMENTOSOS ALERGENICOS ENCONTRADOS EM
PECAS ANATOMICAS HUMANAS CONSERVADAS EM
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RESUMO: A disseccdo anatbmica de
cadaveres € uma ferramenta de ensino
utiizada por educadores médicos. Os
cadaveres utilizados sdao embalsamados com
formol 10 % seguindo as praticas padréo de
embalsamamento. A partir da fixacédo, pode-se
conservar as pecas anatdmicas, mas um dos
problemas que enfrentam os anatomistas é o
crescimento de fungos em cadaveres. A partir
destas consideracgdes, este estudo teve como
objetivo isolar e identificar fungos filamentosos
encontrados no Laboratdério de Anatomia
HumanadaUFPB, onde aproliferacdodo mesmo
é visivel em partes anatémicas preservadas em
solugdo de formol, visando prevenir possiveis
doencas fungicas oportunistas. Os fungos foram
coletados do ambiente e de pecas anatomicas
com sinais de contaminacdo. Em seguida, as
placas foram mantidas a temperatura ambiente
para crescimento. A identificacdo foi realizada
por meio de macro e micromorfologia. Foram
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identificados os géneros Aspergillus, Penicillium,
Trichophyton, Acremonium, Blastomyces e
Xylohypha. Foi avaliada a resisténcia dos
conidios a diferentes concentragdes de formol.
Os isolados de Aspergillus sp., Penicillium sp. e
Trichophyton sp. cresceram numa concentracéo
de 10 % e 12 % de formol. Os resultados indicam
que os cadaveres conservados com formol 10
% possuem fungos viaveis em suas superficies
que podem ser fonte de contaminacédo do
ambiente e dos profissionais que manipulam
essas pecas. Este estudo ressalta aimporténcia
dos protocolos de controle de contaminagéo e
destaca a necessidade do uso de padrdes de
biosseguranca.

PALAVRAS-CHAVE:
Pecas anatdmicas. Biosseguranca.

Fungos filamentosos.

ABSTRACT: Anatomical dissection of cadavers
is a teaching tool used by medical educators.
The corpses used are embalmed with 10 %
formaldehyde following standard embalming
practices. From fixation, anatomical pieces can
be preserved, but one of the problems facing
anatomists is the growth of fungi in cadavers.
Based on these considerations, this study aimed
to isolate and identify filamentous fungi found
in the Human Anatomy Laboratory of UFPB,
where the proliferation of the same is visible in
anatomical parts preserved in formalin solution,
in order to prevent possible opportunistic fungal
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diseases. The fungi were collected from the environment and from anatomical pieces with
signs of contamination. Thereafter, the plates were maintained at room temperature for
growth. ldentification was performed through macro and micromorphology. The genera
Aspergillus, Penicillium, Trichophyton, Acremonium, Blastomyces and Xylohypha were
identified. The resistance of conidia to different concentrations of formaldehyde was
evaluated. Isolates from Aspergillus sp., Penicillium sp. and Trichophyton sp. grew
at a concentration of 10 % and 12 % formaldehyde. The results indicate that corpses
preserved with 10 % formaldehyde have viable fungi on their surfaces that can be a
source of contamination of the environment and the professionals who handle these
pieces. This study highlights the importance of contamination control protocols and
highlights the need to use biosafety standards.

KEYWORDS: Filamentous fungus. Anatomical parts. Biosafety.

11 INTRODUCAO

O estudo daAnatomia Humana é fundamental nas Ciéncias Médicas e Biomédicas.
Porém a conservacao dos cadaveres, pecas anatdmicas, tecidos e visceras tem sido
um desafio para os profissionais que atuam nessa area, devido a proliferacdo de
microorganismos, e de forma predominante, os fungos filamentosos (IKEDA et al.,
1993; WINKELMANN, 2007).

A conservacdo dessas pecas é feita a base de substancias quimicas, entre
elas o formaldeido, o qual garante a manutencao da forma da peca anatémica por
um longo periodo e reduz o indice de contaminac¢do por acdo microbiana (KEIL et
al., 2001). Porém existem alguns micro-organismos (fungos, virus e bactérias) que
sao resistentes em diferentes concentracdes de formol (SPICHER; PETERS, 1976).
Essa caracteristica pode comprometer a conservacéo das pecas anatomicas pela
colonizagdo de micro-organismos e por consequéncia, a contaminacdo do ambiente
laboratorial e estudos (FISCHER; DOTT, 2003).

Dentre os micro-organismos, os fungos filamentosos séo os mais resistentes e
persistentes no ar atmosférico (OLONITOLA et al., 1994). Devido a esta caracteristica,
eles podem colonizar todo tipo de acervo, independente de sua constituicao. Apresenca
ou a suspeita de fungos colonizando uma cole¢ao requer atencao imediata, uma vez
que, seguramente, eles expdem 0 acervo e as pessoas que tém contato direto com
este material a condicdes de risco (STEVENS et al., 2000; GORNY et al., 2002).

O Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba abriga uma
colecéo de cadaveres humanos, pecas anatémicas, tecidos e visceras, conservados
em tanques e em recipientes adequados em diferentes espacos, para fins didaticos
e de pesquisas. Alteragdes observadas na superficie de algumas pecas por micro-
organismos reforcam a necessidade da identificacdo dos mesmos, antes de realizar a
limpeza ou manuseio desse material no ambiente por funcionarios da Instituicdo. Essa
pratica podera evitar a exposicao e o contato de pessoas com materiais contaminados
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antes de submeter este espaco a uma desinfeccédo adequada, prevenindo possiveis
doencgas secundarias.

A presenca de fungos filamentosos anemdfilos e a poluicdo do ar em ambientes
académicos fechados aumentam o risco de sensibilizacdo alérgica nos docentes,
discentes e técnicos (RANTIO; VIANDER, 1994; RAUTIALA et al., 1996). Estudos
epidemiologicos em salas de aula de escolas e universidades com alta taxa de
proliferacdo fungica e poluicdo no ar demonstraram a ocorréncia de sintomatologias
respiratérias como tosse cronica, muco crbnico, ofegéancia, dispnéia e asma
(HAVERINEN et al., 1999). Esses sintomas estavam significativamente associados
a contaminagao ambiental por micro-organismos (JEDRYCHOOWSKI; FLAK, 1997;
GORNY et al., 2002).

Mediante a grande preocupacéo relacionada ao desenvolvimento de fungos
patogénicos em ambientes fechados e os problemas de saude que esses agentes
provocam, a notavel proliferacdo fungica em pecas anatbémicas conservadas em
solucdo de formaldeido no Laboratério de Anatomia Humana da UFPB, foi o motivo
para elaboracdo dessa proposta, visto que, a presenca de fungos patogénicos em
ambientes de trabalho € o suficiente para implica-los como causadores de doencas,
pois n&o fazem parte do ambiente natural dos Laboratérios desse tipo. A partir dessas
consideragdes, este estudo teve por objetivo isolar e identificar fungos filamentosos
encontrados no Laboratério de Anatomia Humana, onde a proliferacédo dos mesmos
encontra-se visivel nas pecas anatdmicas conservadas em solucdo de formaldeido
10 %, visando a prevencao de possiveis doencas oportunistas causadas por fungos.

2| METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Genética Molecular e
Biotecnologia Vegetal do Centro de Biotecnologia — CBIOTEC/UFPB.

2.1 Local da coleta

A coleta foi realizada no complexo de Laboratorios de Anatomia do Departamento
de Morfologia, Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba,
Jodo Pessoa-PB. Foram coletadas amostras fungicas do ambiente e das superficies
das pecas anatbmicas. Para a coleta do ambiente (amostras aerdbias), trés placas
contendo meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose foram abertas em dois ambientes
do Laboratorio de Anatomia. As amostras das pecas anatbmicas que apresentavam
sinais visiveis de contaminacéo fungica foram coletadas com o auxilio de cotonetes
estéreis. Em seguida, as placas foram lacradas e mantidas a temperatura ambiente
para crescimento, e posteriormente foi realizado o isolamento das diferentes colénias
fungicas.
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2.2 Meio de cultura

Foi utilizado como meio para crescimento das colénias fungicas o agar-
Sabouraud-dextrose, constituido de 1g de peptona de carne, 40 g de dextrose, 15 g
de agar e 1000 mL de agua destilada apresentando pH 5,6 e autoclavado durante 15
minutos a 95 °C.

2.3 Manutencao da cultura fangica

As amostras foram repicadas em tubos de ensaio contendo meio 4gar-Sabouraud-
dextrose, onde a cultura foi mantida a temperatura ambiente durante 15 dias e em
seguida, sob refrigeracdo a 4 °C.

2.4 Cultura em laminula

Fragmentos dos isolados fungicos foram colocados estrategicamente sobre
0 meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose contidos em placas de Petri e coberto
com uma laminula previamente flambada. Apbs o crescimento, a cada 24 horas, as
laminulas foram tiradas e colocadas invertidas sobre uma lamina identificada contendo
o corante azul de metil e observada ao microscopio Optico para identificacdo dos
diferentes isolados fungicos.

2.5 Identificacao dos isolados fungicos

A anélise foi feita mediante a avaliagdo dos dados macroscopicos, obtidos a
partir da observacéo direta e dos dados microscdpicos com o auxilio de microscopio
Optico e de micrografias.

2.6 Teste de resisténcia ao formol

A avaliacéo da resisténcia dos conidios foi realizada em diferentes concentragcbes
de formol (10 %, 12 %, 15 %, 17 % e 20 %) diluido em agua destilada autoclavada. Uma
suspensao de 108 conidios/mL mais tween 1 % foi adicionada em cada concentragao do
formol por um periodo de 5 minutos. Em seguida, 100 ul dessa suspenséo foi inoculada
em meio de cultura agar-Sabouraud-dextrose e espalhada de forma homogénea com
uma alca de Drigalski. A avaliacdo do crescimento dos diferentes isolados fungicos
foi realizada durante 10 dias em temperatura ambiente. Foi realizada em experimento
com trés repeticdes e um grupo controle. Para este, utilizou-se apenas agua destilada
e Tween para eluir os conidios.
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31 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Identificacao e caracterizacao dos isolados fungicos

Foram isoladas 13 colbnias fungicas das pecas anatdbmicas e do ambiente. Apos
a avaliacao dos dados, foi possivel chegar a definicdo dos géneros caracteristicos que
estavam colonizando as pecas anatdbmicas e o ambiente do complexo de Laboratoérios
de Anatomia Humana, como também averiguar quais destes isolados estavam
presentes, exclusivamente, no ambiente e nas pecas anatdbmicas ou em ambos
setores (Tabela 1).

Colénias Ambiente Pecas anatémicas
Acremonium sp. + -

Penicillium sp.
Penicillium sp.
Trichophyton sp.
Penicillium sp. -

+ |+ |+

Blastomyces sp. -

+
+

Aspergillus niger +
Aspergillus sp. + +
+

+

Penicillium sp. -

Trichophyton sp. -

Trichophyton sp. + -
Penicilliun sp. + -
Xylohypha sp. + -

Tabela 1 - Locais de isolamento das colénias fungicas.

Para identificar o género dos isolados fungicos que estavam colonizando as
pecas anatbmicas conservadas em solugao de formol a 10 %, realizou-se anélises
macroscopicas dos caracteres fenotipicos das colénias e analises microscopicas
através da citologia fungica. Dentre os géneros e espécies isolados estdo: Acremonium
sp., Penicillium sp.; Trichophyton sp.; Blastomyces sp.; Aspergillus niger e Aspergillus
sp. € Xylohypha sp. (Tabela 2).

Género Numero de coldnias diferentes por género
Acremonium sp. 1
Penicillium sp. 5
Trichophyton sp. 3
Blastomyces sp. 1
Aspergillus sp. 2
Xylohypha sp. 1

Tabela 2 - Numero de colbnias diferentes por género.
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As micrografias dos diferentes isolados fungicos estdo apresentadas na
Figura 1. As colbnias do género Aspergillus sp. desenvolveram-se apos 2 dias da
inoculacdo. Algumas eram verde-liméo (Aspergillus fumigatus) e outras eram negras
(Aspergillus niger). As colénias eram arredondadas ou irregulares com a borda branca.
Microscopicamente, os fungos apresentaram hifas septadas e ramificadas. Observou-
se fialides formadas em cima de vesiculas inchadas no final de um conidiéforo longo. As
colénias do género Penicillium sp. desenvolveram-se a partir do 3° dia de inoculagao.
As colbnias eram verde-azuladas com uma borda esbranqui¢cada. Microscopicamente,
apresentaram cadeias longas de conidios dispostos em fialides, que eram dispostas
em conidi6foros ramificados.
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Figura 1. Micrografias dos géneros isolados do ambiente e das pegas anatdémicas: Acremonium
sp. (A); Penicillium sp. (B); Trichophyton sp. (C); Blastomyces sp. (D); Aspergillus sp. (E);
Xylohypha sp. (F).

Fonte: Autor

As colbnias do género Trichophyton sp. se desenvolveram apds 10 dias
depois da inoculagao e exibiram uma coloracao esbranquicada. Microscopicamente,
apresentaram microconidios redondos dispostos em cachos. As colénias do género
Acremonium sp. apresentaram crescimento lento e uma pigmentagcdo banca-
acinzentada. As hifas eram finas e hialinas, e produziam fialides simples. Os conidios
eram unicelulares e agregados em cabecas viscosas no apice de cada fialide. As
colbnias do género Blastomyces sp. desenvolveram-se a partir do 3° dia de inoculagédo
e exibiram uma pigmentagéo branca. Microscopicamente apresentaram conidios ovais
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ligados a conidi6foros curtos. As colbnias do género Xylohypha sp. apresentaram
crescimento muito lento e uma pigmentagao cinza escuro com uma textura aveludada.
Microscopicamente, evidenciou-se apresentar hifa septada e conidios formando
cadeias onduladas.

ApoOs identificacao dos géneros, pode se observar a presenca de isolados de
Penicillium sp. e Aspergillus sp. tanto no ambiente quanto nas pecas anatémicas.
Esses dois grupos de fungos sé@o considerados oportunistas pertencentes ao Filo
Ascomycota, o maior Filo de fungos, que inclui quase 50% de espécies fungicas
conhecidas que podem causar alergias ao homem e aos animais (GUARRO et al.,
1999).

3.2 Avaliacao de resisténcia dos isolados fungicos ao formol

A resisténcia dos conidios dos diferentes isolados fungicos foi avaliada em
diferentes concentra¢des de formol. Os resultados do experimento estéo ilustrados
na Tabela 3. Observou-se crescimento de Trichophyton sp., Aspergillus niger e
Penicillium sp. na presenca de formol a 10%. Foi constatado também crescimento de
Penicillium sp. e Aspergillus niger na concentracao de 12 % de formol. O crescimento
dos fungos avaliados n&o foi inibido totalmente pelo formol. Vale ressaltar que estudos
semelhantes apresentaram resultados diferentes, nos quais constataram que mesmo a
baixas concentracdes de formaldeido os fungos avaliados no estudo néo apresentaram
crescimento (PRZYBYSZ et al., 2009).

Formol Formol Formol Formol Formol

Isolado Controle 10 % 129, 15 9% 17 % 20 %

Acremonium sp.

Penicillium sp.

Penicillium sp.
Trichophyton sp.
Aspergillus niger
Aspergillus sp.
Penicillium sp.

Penicillium sp.
Xylohypha sp.

+ [+ [+ |+ |+ |+ [+ [+ ]+

Tabela 3. Avaliagéo de resisténcia dos isolados fungicos ao formol.

+ crescimento; - nao houve crescimento.

Os cadaveres acometidos pelos fungos avaliados no estudo estavam conservados
em formol na concentracéo de 10 % e ap0s este estudo inferiu-se que a concentragcéao
de 10 % de formol é ineficiente para inibir o crescimento de algumas espécies fungicas.

O isolamento dos diferentes fungos do ambiente e das pecas anatOmicas
conservadas a 10 % no complexo de Laboratérios de Anatomia Humana é um fato
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que deve ser tratado com cautela, visto as consequéncias adversas a saude que a
exposicao a esse agente pode causar, quando encontrado contaminando ambientes
fechados (DALES et al., 2000; MEKLIN et al., 2002). Apesar das espécies do género
Aspergillus serem agentes pertencente as espécies frequentemente encontradas em
ambientes fechados como residéncias e escolas (EDUARD et al., 2001; ENGELHART
et al., 2002), o desenvolvimento de fungos do género Aspergillus em Laboratorios
de Anatomia Humana é o suficiente para implica-los como causadores de doencas,
pois ndo sdo contaminantes naturais da rotina nos laboratérios de anatomia humana
(ANDRE et al., 2000).

Aspergillus sp. estao relacionadas a infecgées broncopulmonares, sinusite,
aspergiloma, micoses, infec¢cdes oculares, cardiovasculares, do sistema nervoso,
epiderme, Osseas e aspergiloses invasivas, a mais comum infeccdo invasiva do
mundo (COCKRILL; HALES, 1999; CUCCIA et al., 2000; MALCOLM, 2005; MURRAY,
2014) O género Acremonium ja foi associado como causador de infecgao oportunista
nao-comum em paciente imunocomprometido (PASTORINO et al., 2014), infec¢des
cardiovasculares (endocardite) e disseminacdo hematogénica (MURRAY, 2014).
Espécies do género Penicillium ja foram catalogadas como relacionadas a infeccoes
pulmonares, podendo-se citar a Peniciliose causada pelo Penicillium marfennei,
sendo mais comum em portadores do adenovirus causando morte nestes e tendo alta
prevaléncia na Asia (WOLBERS et al., 2011). O género Trichophyton estad comumente
associado a dermatomicoses (MURRAY, 2014). A patologia mais comum relacionada
ao género Blastomyces € a blastomicose fungica causada pelo Blastomyces dermatidis
que acomete 0ssos e epiderme (MURRAY, 2014). E o género Xylohypha esta também
associado a abcessos cerebrais ndo comuns causados por Xylohypha bantiana (LEE
et al., 2003).

No presente estudo observou-se uma variedade de géneros fungicos que
acometiam pecas anatOmicas biolégicas e 0 ambiente. A conservacdo das pecas
cadavéricas é uma das preocupacodes que foram levadas em conta neste trabalho, pois
a sua deterioracao causada pelos agentes biolégicos com certo grau é desagradavel
para os manipuladores das pecas biolégicas e contribui para o comprometimento
do aprendizado dos alunos. Contudo a seguranca com a saude dos estudantes,
professores e demais profissionais que trabalham em ambientes desta natureza
nao merece ser ignorada, visto que ha relatos de problemas de saude para todos os
géneros fungicos aqui apresentados, sendo causadores desde alergias mais comuns a
infeccdes sistémicas em graus mais graves podendo chegar a morte, quando acometem
pacientes imunocomprometidos (ALBRIGHT, 2001; DAISEY et al., 2003). Aspergillus
sp. e Penicillium sp. sdo mais frequentes e muitas vezes séo citados em outros artigos
com 0 mesmo objetivo de isolamento e identificacao de fungos filamentosos em pecas
anatdbmicas e sao possiveis causadores de alergias e doencgas oportunistas nos seres
humanos (ALMEIDA et al., 1988; MURRAY, 2014).

No presente trabalho notou-se que nao houve crescimento fingico em condicdes
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de formol diluido a concentracbes superiores 12 % para parte das espécies. A
ANVISA regulamenta o uso do formaldeido para conservacdo de pecas biolégicas
em concentracdes de até 10 % com 0 mesmo para a segurang¢a da saude humana
dos manipuladores e estudantes da area da saude que inevitavelmente entrardo em
contato com o material. O que pode ser feito como tentativa eficaz de reducéo dos
micro-organismos degradadores dos cadaveres em relacédo ao material utilizado é sua
troca regular periddica. Os custos em relagdo ao formaldeido ndo se comparam com
0s riscos a saude humana quando as condicdes de biosseguranca estdo insuficientes
nos ambientes laboratoriais, hospitalares, clinicas e outros ambientes (BURGE, 2002).

A preocupagdo com a conservagcao das pecas anatdmicas referente a sua
deterioracao por fungos deve ser causa de iniciativa para que haja mais cautela para
0 uso mais frequente de antimicrobianos nos ambientes laboratoriais, que haja sempre
a preocupacdo com a assepsia por todos os que transitam pelos laboratérios pois
acabam sendo veiculos de micro-organismos no geral (CALVO, 2002).

Trocas periddicas do formaldeido utilizado para a conservagdo das pecas
anatémicas ou o0 uso de outros conservantes que possuam uma agao antimicrobiana
superior ou igual ao formaldeido e conservem as pecas anatdmicas como alcool
etilico, fenol e glicerina apresentando menos efeitos adversos como risco ao cancer
trazidos pelo formaldeido & saide humana (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2004) como debilitagcdo da visdo, aumento do figado (ANVISA, 2005), irritacdo das
mucosas (LORENZINI, 2003) é importante.

A qualificacdo da mao de obra dos profissionais é importante, ressaltando a
necessidade de cuidados basicos como higienizagcao das maos, uso de antimicrobianos
em bancadas e outros instrumentos ao uso adequado de vestimentas préprias para o0s
servicos como luvas, mascaras e jalecos descartaveis (CHIA et al., 1992; MURRAY,
2014).

Nossos resultados levaram a crer que os fungos presentes nas pecas anatdbmicas
conservadas em solugdo de formol a 10 %, ndo morrem quando ficam submersos na
solucdo dentro das cubas, mas, poderiam estar num estado de dorméncia. Porém
quando as pecas sao retiradas das cubas e ficam expostas sobre as bancadas por
periodos indeterminados, enquanto os estudos sédo efetuados, o formol das pecas
comeca a evaporar, diminuindo sua concentracdo e ai os conidios dos fungos
comecariam agerminar, contaminando assim o ambiente do laboratoério, proporcionando
desta forma, um risco a saude dos ocupantes.

41 CONCLUSOES

Combase nos resultados obtidos, conclui-se que foi possivel identificar 13 isolados
fungicos distribuidos em 6 géneros diferentes; Foi constatada a presenca de colbnias
do género Aspergillus tanto no ambiente como nas pecas anatdmicas; Os isolados
pertencentes aos géneros Trichophyton, Penicillum e Aspergillus apresentaram
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resisténcia as concentracdes de 10 % e estas duas ultimas n&o tiveram seu crescimento
totalmente inibido mesmo em contato com formaldeido na concentracéo 12 %; Esses
resultados enfatizam a necessidade da substituicdo da solugdo de formol por outras
solugdes conservadoras que, se possivel, sejam inécuas a saude ou, a0 menos, a
ela oferegcam menor risco; Face ao grau de risco para a saude humana, gracas aos
géneros encontrados neste estudo, torna-se imprescindivel a ado¢ao de medidas
preventivas de protecéo para os usuarios do complexo de Laboratério de Anatomia
Humana.
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RESUMO: O direito a protecéo do meio ambiente
genético e dos embrides excedentarios néo
é tema de facil solugcdo no mundo juridico,
haja vista a auséncia de legislacdo especifica
aplicada ao caso. Por inusitado, o assunto
carece de jurisprudéncia e até entre os
doutrinadores séo escassas as abordagens
que tragam alguma luz em tdo controversa
questdo. Por outro lado, os avancos da
medicina, propiciando o prolongamento da vida
e inovadoras técnicas na area da reprodugao
humana, tornam reais o que até ha pouco
tempo seria inimaginavel, permitindo que casais
inférteis realizem o sonho da maternidade/
paternidade, até mesmo apds o falecimento
do marido. Nesse contexto, surge a questédo
do direito a vida dos embrides excedentarios
formados em laboratérios, apds congelados
para ulterior utilizagdo, considerando todas
as consequéncias juridicas, principalmente
aquelas referentes a efetivacdo plena dos
direitos fundamentais. O presente artigo
buscou, através da reflexdo dedutiva, alcancgar
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EXCEDENTARIOS

resposta plausivel para o assunto, onde através
da interpretacdo sistematica do ordenamento
juridico e de acordo com a Constituicao, chegou-
se a indefectivel conclusdo de que ao embriao
excedentario devem ser garantidos todos os
direitos da legislacdo ordinaria e os direitos
fundamentais constitucionais, principalmente
aquele, fundante da Nacdo Brasileira: a
dignidade da pessoa humana.
PALAVRAS-CHAVE: meio ambiente. embriao
excedentario. direitos fundamentais.

ABSTRACT: The right to protection of the
genetic environment and surplus embryos
is not a matter of easy solution in the legal
world, due to the absence of specific legislation
applied to the case. Unusually, the subject
lacks jurisprudence, and even among scholars
there are few approaches that shed any light
on such a controversial question. On the other
hand, the advances in medicine, which lead to
the extension of life and innovative techniques
in the field of human reproduction, make real
what until recently would be unimaginable,
allowing infertile couples to realize the dream
of motherhood / paternity, even after death of
her husband. In this context, the question arises
of the right to life of surplus embryos trained
in laboratories, after being frozen for further
use, considering all the legal consequences,
especially those concerning the full realization
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of fundamental rights. This article sought, through deductive reflection, to reach a
plausible answer to the subject, where through the systematic interpretation of the legal
system and according to the Constitution, the conclusion was reached that the surplus
embryo must be guaranteed all the rights of the ordinary legislation and fundamental
constitutional rights, especially that, founder of the Brazilian Nation: the dignity of the
human person.

KEYWORDS: environment. surplus embryo. fundamental rights.

INTRODUCAO

O meio ambiente, bem de uso comum do povo que deve ser preservado para
as atuais e futuras geracoes, possui diversas classificagbes doutrinarias e como bem
difuso e de maxima relevancia, é protegido no art. 225 da Constituicdo Federal. Dentre
ramificacbes do meio ambiente, encontra-se no inciso Il daquele dispositivo, a protecéao
ao patrimoénio genético do pais, nele compreendidos a integridade do patriménio e a
fiscalizagdo das entidades de pesquisa e manipulagao genéticas.

Na regulamentacéao desta regra constitucional, adveio a Lei 11.105/2005, Lei da
Biosseguranca, que aborda diversos aspectos do patriménio genético e da manipulacéo
das células embrionarias humanas, incluindo seu congelamento e utilizacdo apos
criopreservacao.

Os avancos da medicina, no campo da reprodu¢cédo humana, com a possibilidade
de manipulacdo das células reprodutivas e concepgao extracorpdrea, mesmo apos o
falecimento do marido, trouxe novos elementos a serem considerados, principalmente
referentes a protecdo ambiental que a Carta Magna consagra como direito inerente a
Ordem Social, cujo objetivo € a busca do bem estar e a justica social.

Este artigo busca investigar a protecao ao meio ambiente genético com énfase
ao controverso tema do embrido excedentario, citando a legislacao protetiva para os
embrides produzidos “in vita”, como a Constituicao Federal, Cédigo Civil, Codigo Penal,
Estatuto da Crianca e do Adolescente, Lei da Biossegurancga e Lei dos Transplantes,
assim como das Resolu¢des do Conselho Federal de Medicina, as quais ndo tem
natureza nem efeito de norma em sentido estrito e, a constatacédo de que nao existe
legislacdo acerca da protecéo aos embrides produzidos “in vitro”.

Abordamos o tema a luz do principio da dignidade da pessoa humana e da
realidade atual, que a partir do nascimento de Louise Brow, na Inglaterra em 1978,
como o primeiro bebe de proveta da historia, novos questionamento se impuseram
ao mundo moderno, mormente quanto ao direito a vida e a uma existéncia digna dos
embrides excedentarios, ndo encontrando amparo juridico e jurisprudencial, cabendo
a Doutrina elaborar fundamentacgao para, por analogia, efetivar tais direitos

Num cenario onde o embridao estad em desamparo, buscamos elementos de prova
de sua natureza humana, para trata-lo como sujeito de direitos e como patriménio
genético da humanidade, manipulado em clinicas de reproducdo humana nacionais e
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internacionais e por consequéncia, clamando a protecdo ambiental fundamentada na
Constituicao, por parte do Poder Publico e de toda sociedade.

MEIO AMBIENTE GENETICO

Todos os anos, no periodo liturgico da quaresma, a Igreja do Brasil apresenta a
sociedade a Campanha da Fraternidade, sempre desenvolvendo temas de relevante
interesse social que avangam em muito o aspecto meramente religioso, atingindo
propostas que criam espacos para a reflexdo e formacao de consciéncia critica em
funcéo da atuacéo social que deve ter todo cidadao brasileiro.

O tema do ano de 2017, FRATERNIDADE: Biomas Brasileiros e Defesa da Vida,
com o lema Cultivar e guardar a criacéo (Gn 2,15), atinge em cheio um dos principais
dilemas do homem moderno, que se revela em sua angustia de sobrevivéncia no
mundo capitalista em face de valores mais profundos e contraditérios em contraste
com os bens puramente materiais, ou seja, aqueles referentes a conservacao do meio
ambiente em todas as suas manifestacdes, no ensinamento do Papa Francisco na
recente enciclica Laudato si, como explica Dom Paulo Mendes Peixoto, Arcebispo de
Uberaba (MG) e presidente do Leste 2 da CNBB. (Revista Ave Maria, Ano 119, margo
2017, p. 38).

Com a abrangéncia do tema Meio Ambiente, objetiva-se de forma inédita,
alertar para a pratica de manipulacdo genética de embribes humanos em clinicas
de reproducédo, pois a ndo observéncia de limites e preservacdo da vida humana
embrionaria, acarretara danos irreparaveis a sociedade, principalmente, pela violagéo
do principio da dignidade humana. A respeito do Meio Ambiente Genético e Embrides
Excedentarios, suas implicacbes no mundo da ética e dos direitos fundamentais,
encontra-se perfeitamente ajustado ao tema geral da preservacdo ambiental
apresentada pela Campanha da Fraternidade 2017, com a preservacédo dos biomas
brasileiros, pois ambos cuidam da defesa da vida, mas vida que deve ser entendida
em todas as suas formas, principalmente as mais indefesas.

Objetiva o artigo, através do método dedutivo, analisar a bibliografia atual sobre
0 assunto, artigos e trabalhos de pesquisa, a legislacao pertinente e a jurisprudéncia.
Também buscamos fundamentacéo teérica nas aulas e na vivéncia académica do
Curso de Direito da Universidade S&o Francisco, campus Itatiba — SP, principalmente
nas disciplinas de Direito Penal, Direito Civil e Filosofia do Direito, onde através de
instigante questionamento, despertou-se nos autores o sentimento de inquietude e
indagacéo frente a tema tao controverso.

PROTECAO AMBIENTAL E EMBRIOES EXCEDENTARIOS

A protecao ambiental nem sempre esteve presente em nossa sociedade.
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Historicamente ndo foi uma preocupagao do legislador constituinte - que refletiu a
consciéncia geral de que os bens naturais eram inesgotaveis — somente foi regulada
em convengoes internacionais como a de Estocolmo em 1970, sobre a Eliminagao de
Poluentes, assinada pelo Brasil em 23 de maio de 2001, ratificada em 16 de junho
de 2004, com sua entrada em vigor em 14 de setembro de 2004. (Pagina Oficial
da Conferéncia de Estocolmo. Http://chm.pops.int/Countries/StatusofRatifications/
PartiesandSignatoires/tabid/4500/Default.aspx).

A protecao ambiental fundamenta-se no artigo 225 da Constituicdo, inserida no
Titulo VIII, da Ordem Social fundada no trabalho humano, com objetivo no bem estar e
na justica social. Ndo é fruto do acaso ou consequéncia natural da biodiversidade, mas
do agir consciente dos atores sociais que devem cuidar, preservar, proteger o meio
em que vivem, em beneficio da atual e futuras geracdes. Nesse sentido se expressa o
artigo 225 da Constituicéo Federal:

Art. 225. Todos tém direito ao meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de
uso comum do povo e essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao Poder
Publico e a coletividade o dever de defendé-lo e preserva- lo para as presentes e
futuras geracoes.

O meio ambiente pode ser classificado de diversas maneiras. Didaticamente,
citamos os cinco significativos aspectos que o compde, buscando identificar a atividade,
que ao final, poderia degrada-lo (FIORILLO, 2015):

1- Meio Ambiente Natural, constituido por todos os elementos naturais que nos
circundam, a atmosfera, as aguas, a fauna, a flora, etc.

2- Meio Ambiente Artificial, que corresponde a todos os espacos urbanos ou
rurais, abertos ou fechados, onde houve a intervengdo humana.

3- Meio Ambiente Cultural, que constitui o patriménio cultural do povo, sua
historia, cultura e sua propria formagéao como sociedade criadora de arte e cultura.

4-Meio ambiente do Trabalho, que € o proprio local onde as pessoas desempenham
suas atividades laborais envolvendo questdes de saude e integridade fisica e psiquica
dos trabalhadores.

5- Meio Ambiente Genético, que protege nao s6 a vida humana, mas a vida em
todas as suas formas, a diversidade e a integridade do patriménio genético do pais e a
fiscalizagdo das entidades dedicadas a pesquisa e manipulacdo de material genético
(Art. 225, § 1°, Il CF).

Artigo 225, § 1°, Il - Preservar a diversidade e a integridade do patriménio genético

do Pais e fiscalizar as entidade dedicadas a pesquisa e manipulacdo de material
genético.

O patrimbnio genético da pessoa humana tem protecdo ambiental constitucional
observada em face do que determina o artigo 225, § 1°, Il e V, da Carta Magna,
sendo certo que a matéria foi regulamentada pela Lei n® 11.105/2005, que define no
ambito infraconstitucional a tutela juridica dos mais importantes materiais genéticos
vinculados a pessoa humana. (FIORILLO, 2015).

O destinatario da protecdo ambiental é a pessoa humana. Segundo Fiorillo,
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(2015, p 52), ao estabelecer em seus principios fundamentais, a dignidade da pessoa
humana, a Constituicdo adotou a visdo antropocéntrica, atribuindo a pessoa humana
0 centro de todo sistema.

Pessoa humana e vida humana sao conceitos intimamente ligados, pois néo
existe pessoa sem vida, entendida em todas as suas formas, aplicando-se a protecao
ao meio ambiente genético, donde a vida humana surge e inicia o0 seu desenvolvimento,
considerada em todas as suas expressdes como destinataria do direito ambiental.
Mas quando se inicia a vida humana? Pergunta irrespondivel no atual estagio
do desenvolvimento humano, tanto cientifico, como juridico. Fiorillo (2015, p. 477)
fazendo uma analogia entre a lei 9.434/97, Lei dos Transplantes, que afirma o final
da vida humana com a morte encefalica, e por consequéncia o fim das atividades
neurais/nervosas, a vida humana comecaria com o inicio dessas atividades, “se a
vida humana termina quando para a atividade nervosa, podemos concluir que a vida
humana comeca quando se inicia a atividade nervosa”.

Nessa linha, afirma o autor, que a vida humana comeca quando inicia o sistema
nervoso, a partir de 14 dias de gestacéo.

O assunto nao é pacifico. Consideramos importante a definicao juridica do
inicio da vida pelos reflexos principalmente nas questdes referentes a ética e suas
consequéncias no agir humano. Nesse sentido, varias correntes sdo expostas, com
a definicao juridica do inicio da vida, e a protecao ao meio ambiente genético, e por
consequéncia a protecédo ao embrido, seja ele fruto de concepcgéao “in vita” ou “in vitro”,
estes considerados como os resultantes da retirada de évulos do corpo feminino,
para em ambiente extra corpdreo serem submetidos a penetracao do espermatozoide
masculino, como escreve Samantha K.C. Dufner (2015, p. 59):

A ciéncia evoluiu de modo espetacular, e na atualidade, verificamos com sucesso,
formas de reproducao humana em clinicas especializadas, via métodos artificiais
que manipulam os materiais genéticos masculino e feminino, utilizados in natura
ou apos congelamento, chamado de criopreservacédo. Os métodos sdo variados,
a depender das necessidades dos envolvidos, dos custos assumidos — ja que tais
procedimentos s&o caros no Brasil — e das recomendacdes médicas consideradas
a saude dos pacientes. (DUFNER, 2015).

A respeito do inicio da vida, no Brasil ha quem defenda que a Suprema Corte
tenha adotado a teoria concepcionista, como a propoésito escreve Danubia Cantieri
Silva (2013) em A tutela juridica do embrido implantado a luz da dignidade da pessoa
humana:

Restou demonstrado que, as teorias acerca do inicio da vida séo varias. Todavia,
foram citadas as principais teorias: Teoria Concepcionista, Teoria da Nidacao,
Teoria Gradualista, Teoria das Primeiras Atividades Cerebrais, Teoria Natalista.
Nesse contexto, em analise as Teorias do inicio da vida, a Teoria Concepcionista é a
mais adequada em tutelar os direitos do embrido implantado, pois considerando-o
pessoa humana em estado de laténcia. Assim, tendo em vista o embrido como
pessoa em potencial, ele merece o respeito e dignidade que é dado a todo homem.

Adepta a esse entendimento também esta a Suprema Corte que na ADPF n. 54, ora
demonstrada, firmou sua deciséo no sentido de que ao embri&do € garantido o direito
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a vida. Tal questéo, envolve a protecao da vida consagrado constitucionalmente e
em diversos tratados internacionais subscritos pelo Brasil, inclusive a Convencgao
Americana de Direitos Humanos. (SILVA, 2013)

Outro entendimento é de que a vida se inicia com a nidagao, ou seja, ndo basta
o Ovulo ser fecundado, € necesséria sua fixagdo na parede uterina, o que ocorre por
volta de 14 dias da fecundacgéo, quando entdo se iniciam as primeiras atividades
cerebrais, conforme julgamento da ADIN 3.510 pelo Supremo Tribunal Federal que
definiu a legalidade constitucional da pesquisa para fins cientificos utilizando-se das
células tronco de embrides congelados a mais de trés anos. Destacamos alguns
trechos da ementa da referida ADIN 3.510, cujo acérdao possui mais de 500 paginas,
onde transborda tal entendimento:

[...]O Magno Texto Federal ndo dispde sobre o inicio da vida humana ou o preciso
instante em que ela comeca. Nao faz de todo e qualquer estadio da vida humana um
autonomizado bem juridico, mas da vida que ja é propria de uma concreta pessoa,
porque nativiva (teoria “natalista”, em contraposicao as teorias “concepcionista”
ou da “personalidade condicional”) ... Mas as trés realidades n&do se confundem:
0 embrido é o embrido, o feto é o feto e a pessoa humana é a pessoa humana.
Donde néo existir pessoa humana embrionaria, mas embrido de pessoa humana.
O embriao referido na Lei de Biosseguranca (“in vitro” apenas) n&o é uma vida a
caminho de outra vida virginalmente nova, porquanto Ihe faltam possibilidades de
ganhar as primeiras terminagdes nervosas, sem as quais 0 ser humano nao tem
factibilidade como projeto de vida autbnoma e irrepetivel. A Lei de Biosseguranca
nao veicula autorizacao para extirpar do corpo feminino esse ou aquele embrido.
Eliminar ou desentranhar esse ou aquele zigoto a caminho do endométrio, ou
nele ja fixado. Nao se cuida de interromper gravidez humana, pois dela aqui ndo
se pode cogitar. A “controvérsia constitucional em exame na&o guarda qualquer
vinculagado com o problema do aborto.” (STF ADIN 3510 DF. Relator Ministro Aires
Brito, 29.05.2008, P.03).

Nesse contexto, o embriao proveniente de relacbes sexuais ou por manipulacao
genética assistida em laboratério, conserva as caracteristicas de ser humano, em que
pesem as diversas teorias sobre inicio da vida, uma vez que a fecundacéo, ou seja,
a unido do gameta feminino ao gameta masculino ja ocorreu, operando o milagre
da criacdo e surgimento de um ser humano unico, diferenciado, dotado de material
genético (DNA) irrepetivel. Nesse processo sao produzidos embrides excedentes que
nao serao utilizados, os chamados embrides excedentarios, cujo destino imediato sera
a criopreservagao.

Importante destacar depoimento da Doutora Lenize Garcia, professora do
Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia, constante do voto do
relator da ADIN 3.510, Ministro Aires Brito: (DUFNER 2015, p 82)

Nosso grupo traz o embasamento cientifico para afirmarmos que a vida humana
comeca na fecundacao, tal como esta colocado na solicitacéo da Procuradoria. (...)
Ja estéo definidas, al, as caracteristicas genéticas desse individuo; ja esta definido
se &€ homem ou mulher nesse primeiro momento (...). Tudo ja esta definido, neste
primeiro momento da fecundacéo. Ja estédo definidas eventuais doencas genéticas
(...). Também ja estardo ai as tendéncias herdadas: o dom para a musica, pintura,

poesia. Tudo ja esta ali na primeira célula formada. O zigoto de Mozart ja tinha
dom para a musica e Drummond, para a poesia. Tudo ja esta la. E um ser humano

irrepetivel (DUFNER, 2015).
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Nota-se a forga da teoria concepcionista fundada em base cientifica irrefutavel.
Importante diferenciar os termos do inicio da vida e inicio da personalidade juridica
da pessoa, a ultima explicitada no artigo 2, Cédigo Civil: a personalidade civil da
pessoa comeca do nascimento com vida, porém, a lei ressalva os direitos do nascituro
desde a concepgao. Conforme explica Samantha K. C. Dufner (2015, p. 91), a teoria
natalista € adotada neste dispositivo, porém, em reiteradas decisdes jurisprudenciais,
nossos Tribunais Superiores, bem como a Doutrina, manifestam inclinagcéo pela teoria
concepcionista.

Com o desenvolvimento das pesquisas na area da reproducéo humana e dentre
as técnicas de reproducéo artificial, destacamos a fertilizacéo in vitro, ou seja, realizada
fora do Utero materno, onde 6vulo e espermatozoide, previamente extraidos do corpo
da mulher e do homem sao aproximados em tubo de ensaio com determinadas técnicas
e condic¢des, acontecendo a fecundagdo e formacgéo do embrido.

Tudo comegou com as pesquisas desenvolvidas pelo o embriologista Robert
Edwards e o ginecologista Patrick Steptoe, pesquisadores ingleses que desenvolviam
novo método de fertilizagdo. Em dezembro de 1977 anunciaram ao mundo a gravidez
de Lesley Brow, que apdés muitos procedimentos e falhas, mais de 50 tentativas,
finalmente alcangcaram sucesso. O mundo acompanhou estupefato a grande noticia:
o nascimento de Louise Brow apds uma cesariana eletiva, no dia 25 de julho de 1978.
Embora pequena, com apenas 2,608 kg, Louise era perfeita. Seu nome do meio, Joy, do
inglés, alegria/felicidade, foi sugestéo do proprio Dr. Steptoe, satisfeito com o sucesso
das suas pesquisas em parceria com o Dr. Edwards. Assim 0 mundo conheceu 0
primeiro bebé de proveta da histéria que atualmente tem 40 anos e goza de excelente
saude. (http://acervo.oglobo.globo.com/em-destaque/com-25-quilos-nasce-primeiro-
bebe-de-proveta-do-mundo-na-inglaterra-em-1978-8998193).

Na prética da fertilizagcéo in vitro é possivel a produ¢cdo em grande quantidade
de embrides, que por dbvio ndo serdao implantados, e por consequéncia seu destino
provisoério sera o congelamento. Importante a reflexdo que nos traz Samantha K. C.
Dufner (2015, p. 69):

A maior de todas as complicacdes geradas a partir do procedimento € identificar
que néo é o embrido um mero objeto de estudo cientifico, nem objeto para pré-
implantac&o, muito menos para produ¢do em massa por questdes de conveniéncia
e oportunidade, tampouco para descarte futuro, pois trata-se de vida humana
concebida com DNA Unico e distintivo, que apenas nao se desenvolvera porque
nao introduzido no Utero. Ele seréa criopreservado e assim permanecera com todas
as condicdes potenciais de evolucao dessa vida, observados o direito de nascer,
ser protegido e tratado com dignidade. (DUFNER, 2015)

Como néao existe nenhuma legislacdo a regulamentar a produ¢do de embrides
formados pelo material de Unico casal nas clinicas de reproducéo assistida, é certo que
séo produzidos em numero excedente ao utilizado, é certo também que, nas palavras
de Samantha K. C. Dufner (2015, p. 70), “sem nenhum regramento estdao formando
seres humanos para congelamento, que poderéo vir a nascer, ser descartados...ou
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destinados a pesquisa cientifica”.

Entendemos que o fato € grave demais. A lei brasileira, em diversos diplomas,
protege o0 nascituro, ressalvando seu direito a vida e ao nascimento em condi¢des
dignas, todavia, 0 mesmo néo ocorre para 0 embrido humano congelado. O Codigo
Civil determina que a personalidade civil comeca do nascimento com vida, mas a lei
protege desde a concepg¢ao, os direitos do nascituro. Maria Helena Diniz comentando
este artigo, expressa que:

Poder-se-ia até mesmo afirmar que, na vida intrauterina, tem o nascituro, e na
vida extrauterina, tem o embrido, personalidade juridica formal, no que atina aos
direitos personalissimos, ou melhor, aos da personalidade, visto ter a pessoa carga
genética diferenciada desde a concepcéo, seja ela “in vivo” ou “in vitro”... Ante as
novas técnicas de fertilizacdo “in vitro” e do congelamento de embriées humanos,
houve quem levantasse o problema relativo ao momento em que se deve considerar
juridicamente o nascitum, entendendo-se que a vida tem inicio, naturalmente, com
a concepcdao no ventre materno. Assim sendo, na fecundacé&o na proveta, embora
seja a fecundacéo do 6vulo, pelo espermatozoide, que inicia a vida, é a nidacao
do zigoto ou ovo que a garantird; logo, para alguns autores, o nascituro sé sera
“pessoa” quando o ovo fecundado for implantado no Utero materno, sob a condicéo
do nascimento com vida. O embrido humano congelado nao poderia ser tido como
nascituro, apesar de dever ter protecao juridica como pessoa virtual, com uma
carga genética propria. Embora a vida se inicie com a fecundagao,-e a vida viavel
com a gravidez, que se da com a nidacéo, entendemos que na verdade o inicio
legal da consideracao juridica da personalidade € o momento da penetracédo do
espermatozoide no évulo, mesmo fora do corpo da mulher. Pelas razdes antes
expostas, oferecemos ao Deputado Fiuza a seguinte sugestéo legislativa: Art. 20
A personalidade civil da pessoa comec¢a do nascimento com vida; mas a lei poe a
salvo, desde a concepcéo, os direitos do embrido e os do nascituro. (DINIZ, 2012).

O artigo 542 do Codigo Civil determina que a doagéo pode ser feita ao nascituro
e aceita pelo representante legal. No artigo 1597, em seus incisos lll e |V, trata da
presuncdo de paternidade do marido para filhos concebidos na constancia do
casamento, os filhos havidos por fecundacgao artificial homologa, mesmo que falecido
0 marido e a qualquer tempo, quando se tratar de embrides excedentarios, decorrentes
de concepcgao artificial homdloga.

O Estatuto da Crianca e do Adolescente, Lei 8.069/90, artigo 7°., protege a
crianca e o0 adolescente, garantindo-lhes vida e saude, nestes termos: “a crianga e 0
adolescente tem direito a protecao a vida e a saude, mediante a efetivacao de politicas
sociais publicas que permitam o nascimento e o desenvolvimento sadio e harmonioso
em condicdes dignas de existéncia”. Com efeito, ao nascituro esta garantido o direito a
vida e nascimento (mas nao existe alusado expressa ao embrido), sendo obrigacéo do
Estado oferecer politicas publicas para tanto, Maria Viviane de Vasconcelos e Flaminio
Ferreira Pessoa Filho (2010):

O artigo 7° além de garantir a Vida e a Saude a crianca e o adolescente, possui
duas peculiaridades que nao podem deixar de ser comentadas, a primeira delas é
relacionada a vida do nascituro, onde o artigo imp6e ao Estado o dever de oferecer
servicos e programas de assisténcia pré-natal e pods-natal. A segunda delas
diz respeito a garantia de que toda crian¢a e adolescente tenham direito a um

nascimento e desenvolvimento harmonioso, ndo admitindo, porém o artigo 7° que
a vida e o desenvolvimento de tais seres sejam desumanamente materializados.
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Rezando entdo que nao basta ter vida e salde, se nao gozar desses dois direitos
de forma digna e humana. Garantindo também que tais direitos sejam garantidos
por meio de politicas sociais publicas.

Na seara penal o nascituro encontra-se protegido, conforme artigo 124 do
Cédigo Penal: “provocar aborto em si mesma ou consentir que outrem Iho provoque,
pena de 01 (um) a 03 (irés) anos de detencao”. Por outro lado, quanto ao embrido
manipulado em laboratorio e depois congelado é o art. 5°. da Lei 11.105/2005 que
autoriza a utilizac&o de células tronco embrionarias de embrides humanos fertilizados
“in vitro” e congelados a mais de 3 anos - objeto da ADIN 3.510, de 29 de maio de
2008, citada em topico acima. A lei 9.434/97, artigo 9. paragrafo VII, diz: “E vedado
a gestante dispor de tecidos, 6rgaos ou partes de seu corpo vivo, exceto quando se
tratar de doacéo de tecido para ser utilizado em transplante de medula 6ssea e o ato
nao oferecer risco a sua saude ou ao feto”.

Em sintese, analisamos que a legislacéo protege, expressamente, 0 embrido,
desde que implantado no utero materno, concebido naturalmente ou por maos
humanas, ‘in vitro”. A questao controvertida situa-se no campo dos embrides né&o
implantados, conservados em congelamento. De fato, foram concebidos em laboratorio
— no instante da unido do gameta feminino ao masculino — porém, por encontrar-se
temporaria ou permanentemente fora do corpo feminino, ndo comportam a mesma
protecéo do embriao implantado ou do nascituro.

Na pratica, no processo de reproducéo assistida que segue sem regulamentacao,
sdo produzidos muitos embrides que nao serdo implantados, sdao os chamados
embrides excedentarios, pois no estagio atual da medicina, € possivel a producdo em
grande quantidade, por consequéncia seu destino provisorio sera o congelamento. E
depois?

N&o ha protecado legal dirigida aos embrides que se encontram fora do Utero
materno, concebidos “in vitro”, o que é inadmissivel sob a ética do direito internacional
e nacional porque se trata de vida humana. E seu direito de nascer, especialmente no
contexto da protecdo ao meio ambiente genético, como afirma Fiorillo (2015, p. 59/71),
compreendendo a vida em todas as suas formas na protecé&o do direito ambiental,
patriménio genético da pessoa humana (artigos 5° e 225), direito tutelado pelo artigo
5°, XXXV, da Constituicéo:

O patrimbnio genético da pessoa humana tem protecdo ambiental constitucional
observada em face do que determina o artigo 225, § 1°, [l e V, iluminada pelo artigo
1°, 11, da Carta Magna, sendo certo que a matéria foi devidamente regulamentada
pela Lei n® 11.105/2005, que define no ambito infraconstitucional a tutela dos mais
importantes materiais genéticos vinculados a pessoa humana. (FIORILLO, 2015)

Em nada diferem, o embrido “in utero” do embrido “in vitro” congelado, no
que concerne as suas caracteristicas genéticas. Ambos possuem DNA irrepetivel,
expectativa de pleno desenvolvimento de vida futura com todas as potencialidades
e desdobramentos. Como seria possivel, a luz do ordenamento juridico interpretado
de maneira sistematica e observando os direitos fundamentais, negar-lhes os mais
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elementares direitos como o de viverem plenamente? (DUFNER, 2015).

Samantha K.C. Dufner (2015, p. 123) lista esses direitos, em analogia aos
direitos consagrados ao nascituro, como: o direito de nascer e desenvolver-se de
forma sadia e harmoniosa, com saude, com alimentos, com protecéo integral, em
convivéncia familiar, com identidade prépria, direito de nao ser tratado como objeto,
nem transformar-se em objeto de pesquisa ou descartado, e direito de n&o ser morto.
Contudo, a lei de Biosseguranga permite o estudo de células tronco-embrionarias dos
embrides excedentarios congelados por periodo de 3 anos, e a Resolucéo 2.121/2015
do Conselho Federal de Medicina, permite o descarte destes embrides, apbs 5
anos, para qualquer fim. E a desconsideracdo da vida humana, sua degradacao,
desconsideracdo. Qual a razdo para armazenar tantos embribes excedentérios
congelados em laboratério, para depois, destina-los a pesquisa em seres vivos ou
simplesmente, ao descarte?

A protecdo ao meio ambiente genético e a vida nele inserida, no caso em
analise o embrido com énfase nos embrides excedentarios congelados, nos conduz
ao entendimento de que deve ser sopesado, revisto e controlado o procedimento de
confeccao de embrides humanos excedentarios em laboratério, assim como, deve
ser evitada a destinacdo destes embrides humanos para pesquisa em laboratorio ou
descarte, pois embrides contém vida humana e merecem tratamento digno e condizente
a esta natureza. As técnicas de manipulacéo genética de vida devem ter limites éticos
e legais para servir ao meio ambiente genético e jamais para ameaca-lo ou destrui-lo.
A harmonizag&o entre os interesses de formar uma vida humana, respeitar esta vida
e fazer deste servico uma forma de atender as futuras geragdes, contribuindo para o
meio ambiente é exatamente o que se espera do meio ambiente genético e da nogcéo
de preservacao do Bioma conforme Campanha da Fraternidade.

CONSIDERACOES FINAIS

O instigante tema meio ambiente genético e embrides excedentarios, figura como
verdadeiro desafio aos operadores do Direito, buscando resposta que satisfaca a luz
da dignidade da pessoa humana e da nogao de preservagao ambiental, tao especifico
guestionamento.

Nesse artigo analisamos o tema controverso, que néo pode fugir da orientagao
dos direitos fundamentais, e devemos buscar diante da lacuna normativa, o
entendimento que contemple a maior satisfacdo dos direitos constitucionais. De fato,
o embrido humano, seja ele concebido através de relagbes sexuais, ou “in vitro”,
pelas modernas técnicas médicas de reprodu¢cdo humana é sujeito de direitos, € ser
humano e como tal deve ter garantido todos os direitos a ele inerentes, a luz de uma
interpretacéo sistematica do ordenamento juridico e segundo a Constituicdo. Dessa
forma ndo podemos chegar a outra conclusédo a néo ser aquela que garanta, ao
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embridao excedentario, o direito a vida e a uma existéncia futura, de desabrochar para
um projeto de vida, desenvolver livremente sua personalidade, buscar os valores que
cada ser humano tem em sua singularidade e que darao sentido a sua vida.

O progresso da medicina, capaz de realizar 0 sonho da maternidade e da
paternidade aqueles que por vias naturais sdao impossibilitados, e ainda mais
inusitado, mesmo apos o falecimento do marido, n&o pode trazer como consequéncia
o desrespeito a um direito fundamental, o da propria existéncia. Isto ganha relevancia
na medida em que é feito em grande escala em todos os laboratérios, dando-nos a
ideia de um vasto patrimdnio genético congelado formado sem a finalidade especifica
de continuacao da vida humana, mas desviados para a pesquisa em células tronco,
destruindo o embrido, ou, para descarte, violando, propriamente, os fins esperados do
artigo 225, inciso Il, CF.

Por derradeiro, as técnicas modernas de reproducédo assistida, sem controle
legal explicito, desrespeitam regras éticas, temos um contingente de embrides,
confinados em congelamento, sem superviséo, verdadeiro arsenal de seres humanos
congelados, presos indefinidamente, destinados a pesquisa cientifica ou a prdpria
destruicdo, sendo-lhes negados os mais elementares direitos humanos, na esteira
de tantas atrocidades ja vistas durante a Il Guerra Mundial, sem direito de nascer e
ter acolhimento familiar, desabrochar para uma existéncia onde todas as expectativas
possam ser realizadas, principalmente aquela, sob a qual funda-se a nacao brasileira,
da sua prépria dignidade.
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RESUMO: A producdo de acido propanoico
via biotecnologia vem se tornando uma
metodologia extremamente importante por
possuir principios de Quimica Verde e neste
trabalho foi obtido um acréscimo de 30% na
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producéo de acido propanoico quando utilizadas
células de Propionibacterium acidipropionici
adsorvidas em montmorilonita K-10. Também
foi desenvolvido um processo de pré-purificacdo
do acido propanoico do caldo fermentativo, de
forma continua, utilizando 1-octanol através do
uso da técnica de perstracao.

PALAVRAS-CHAVE: acido propanoico, acido
acético,

Propionibacterium  acidipropionici,

montmorilonita K-10, perstracao.

ABSTRACT: The production of propanoic acid by
biotechnology process is an extremely important
methodology because it has Green Chemistry
principles and in this work, a 30% increase in
propanoic acid production was obtained when
using Propionibacterium acidipropionici cells
adsorbed in montmorillonite K-10. In addition,
a process was developed of pre-purification of
the propanoic acid from the fermentative broth,
continuously using 1-octanol through the use of
the perstraction technique.
KEYWORDS: propanoic
acid, Propionibacterium
montmorilonita K 10, pertraction.

acid, acetic

acidipropionici,

11 INTRODUCAO

O acido propanoico € um dos principais
produtos utilizados em processos industriais.
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Na industria quimica é utilizado como reagente para a obtencao de plastificantes,
solventes, agentes emulsionantes, monOmeros, resinas, tintas e solugdes de
galvanoplastia; na agricultura é utilizado como componente de herbicidas (DISHISHA
et al., 2012); na area farmacéutica como reagente em producéo de principios ativos
(PARIZZI et al., 2012); na industria alimenticia como conservante, agente antifungico,
na constituicdo de sabores de frutos artificiais e panificagdo; na industria de cosméticos
é utilizado como constituinte de perfumes e demais produtos (CASCAVAL et al., 2013
e CASCAVAL et al., 2009). Também é utilizado como constituinte de produtos de
alimentacao animal (da COSTA et al., 1999).

O mercado mundial de acido propanoico foi de 399,4 quilotoneladas em 2014
e ha expectativas de que em 2020 supere 470 quilotoneladas, com um crescimento
2,7% aa no periodo de 2014 a 2020 e em valores deste acido e de seus derivados
atingiu a marca de aproximadamente U$ 1,6 bilhdes em 2018 (BUSISNES WIRE,
2016; MARKETS AND MARKETS, 2018).

Comercialmente o acido propanoico € produzido utilizando-se gas de petrdleo
liquefeito e propanol; por sintese quimica utilizando-se propionaldeido ou hidrélise de
ésteres (ZHU et al., 2012).

No entanto, processos biotecnolégicos vém sendo desenvolvidos com o objetivo
de diminuir os custos de produg¢ao, bem como de utilizar matérias primas renovaveis,
por serem processos ambientalmente corretos.

Na separacao do acido propanoico em escala industrial requer um alto consumo
de cal e de &cido sulfurico, produzindo assim grandes quantidades de efluentes
acidos e residuos soélidos de sulfato de célcio (CASCAVAL et al., 2013; WASEWAR e
PANGAKAR, 2006).

Os processos biotecnolégicos para a produc¢do de acido propanoico utilizando
Propionibacterium acidipropionici sao descritos na literatura, no entanto, ocorrem a
producdo de subprodutos, como os &cidos acético, succinico, piravico, bem como
dioxido de carbono e acetato. Quando se utiliza glicose, como fonte de carbono, sdo
obtidos além dos acidos propanoico e acético o didxido de carbono.

Com glicerol, ocorre a producao dos acidos acético, fébrmico e succinico, além
de propanol (DUARTE et al., 2015; COELHO, 2011; ZHANG e YANG, 2009). Sob
condicoes de estres celular, poraumento datemperatura e/ou pela propria concentracéo
do &cido propanoico produzido, a propionibactéria desvia a sua rota de producéo do
acido propanoico para o acido acético (LIU et al., 2011; SUWANNAKHAM, 2005; GU
etal.,, 1999; GU et al., 1998).

Dentre os processos biotecnoldgicos em desenvolvimento encontram-se a
reciclagem de células, reatores de leito fibroso, adsorcdo em argilas, sistemas de
extracdo com aminas terciarias ou com carvao ativado (da COSTA et al., 1999) e
extracédo a base de membranas, com o intuito de produtividade.

Neste trabalho desenvolvemos um processo de perstracdo, pré-purificacao,
do acido propanoico, com excelentes resultados de produgcdo via biotecnologia

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 6




empregando células de Propionibacterium acidipropioniciadsorvidas em montmorilonita
K-10, seguido de separagao com o uso de membranas.

No processo de perstracéo utiliza-se de membranas com o auxilio de aminas
terciarias, pequena quantidade de solvente, tanto a amina quanto o solvente sao
reciclados durante o processo (BOYADZHIEV e LAZAROVA, 1995; WINDMOLLER,
1995).

Dessa maneira, a perstracéo consiste em uma extragdo com solventes orgénicos
que utiliza uma membrana liquida como barreira, a qual funciona por diferenca de
gradiente de pH, acido-base, formando um complexo. (CASCAVAL et al., 2013;
CASCAVAL et al., 2009).

A perstracao atua num sistema de trés fases, onde o produto é extraido do meio
(fase doadora), normalmente aquoso, através de um solvente organico imiscivel em
agua (fase extratora) imobilizado nos poros da membrana, passando para uma solugéao
aquosa, fase aceptora, presente no lumen da membrana (CASCAVAL et al., 2013).

Afase orgénica atua como uma barreira entre as fases aquosas, as fases aceptora
e doadora, impedindo o contato entre elas (de OLIVEIRA et al., 2008).

A nao estabilidade do sistema pode ocasionar uma mistura das fases, organica
e aquosa (WINDMOLLER, 1995), dificultado todo o processo de producao, pois pode
ocasionar o contato direto do solvente com o microrganismo, ocorrendo inibicéo e a
estagnacéao do processo.

Para contornar este problema se faz o uso de adsorcao de células da bactéria
Propionibacterium acidipropionici em montmorilonita K-10 (DUARTE et al., 2015;
MORAN et al., 1999).

A montmorilonita € uma a argila utilizada em processos cataliticos heterogéneos,
composta essencialmente por minerais do grupo das esmectitas, apresentando férmula
quimica geral M (Al, Mg )Si,O,,(OH),, possui particulas de tamanhos que podem
variar de 0,1-2 ym, com tamanho médio de aproximadamente 0,5 ym e formato de
placas ou laminas (PAIVA et al., 2008). Apresenta acidez superficial que é decorrente
dos grupos hidroxilas terminais e da interacao entre oxigénios.

Em sua cavidade residem cations trocaveis como Na*, Ca?", Li*, fixos
eletrostaticamente e com a funcdo de compensar cargas negativas (potencial zeta
negativo) geradas por substituices isomorficas que ocorrem no reticulado. Cerca de
80% dos cations trocaveis na montmorilonita estdo presentes nas galerias e 20% se
encontram nas superficies laterais (BRAIBANTE e BRAIBANTE, 2014; PAIVA et al.,
2008).

A agua e outras moléculas polares, como acidos orgénicos entre outras, podem
penetrar entre as camadas, causando a expansao da montmorilonita K 10, aumentando
sua area superficial, 500 a 760 m-/g, sendo essa propriedade a mais interessante para
a sua aplicacao, como suporte celular.

Essa propriedade de expanséo é reversivel, ao menos que a estrutura seja
completamente colapsada pela remocao de todas as moléculas polares interlamelares,
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as quais podem dificultar ou impossibilitar a expanséo da estrutura (BRAIBANTE e
BRAIBANTE, 2014).

2| METODOLOGIA

Foi utilizada a bactéria Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875, que se
encontra em nosso laboratério e armazenada na forma de BCM (Banco de Células
Mestre) e BCT (Banco de Células de Trabalho) e, estes bancos foram preparados de
acordo com os preceitos internacionais para boas praticas de producéao e de laboratério
(COECKE et al., 2005; STACEY, 2004; HEALTH PRODUCTS AND FOOD BRANCH
INSPECTORATE, 2002).

Os reagentes fosfato monobasico de potassio (KH,PO,), fosfato de amdnio
dibasico ((NH,),HPO,), sulfato ferroso heptahidratado (FeSO,7H,O), sulfato de
magnésio heptahidratado (MgSO,-7H,0), sulfato de manganés heptahidratado
(MnSO,-7H,0), sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO,-7H,0), sulfato de calcio
hexahidratado (CaSO,:6H,0), sulfato de cobalto hexahidratado (CoSO,-6H,0) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich Co, glicose da Synth, extrato de levedura industrial da
Kerry, 1-octanol e montmorilonita K-10 da Merck.

Para a expansao celular da Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 foi
utilizado meio de cultura, pH 6,8, com composicdo de 1 g/L de KH,PO,, 2 g/L de
(NH,),HPO,,5mg/Lde FeSO,-7H,0,10mg/Lde MgSO,-7H,0, 2,5mg/Lde MnSO,-7H,0,
5 mg/L de ZnSO,-7H,O, 10 mg/L de CaSO,:6H,0, 10 mg/L de CoSO,:6H,0, 10 g/L de
extrato de levedura, e 10 g/L para o in6culo e 80 g/L para os processos em biorreator.
As expansbes celulares, pré-in6culo e inbculo, foram mantidos em shaker, sob
anaerobiosidade, por 24 h e 48h respectivamente, a temperatura de 30 °C e 120 rpm
(CORAL al., 2008).

No processo de pré-purificacéo se utiliza 1-octanol, assim foi necessario verificar
a toxicidade deste alcool, pois este poderia entrar em contato com as células da
Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 dificultando o processo de producéo.

Assim, foram realizados cultivos da Propionibacterium acidipropioniciATCC 4875,
tanto na auséncia como presenca do 1-octanol, bem como o uso de montmorilonita
K-10 como suporte celular.

2.1 Processo de producao de acidos propanoico e acético utilizando células

livres, na auséncia e presenca de 1-octanol

ApOs as expansoes celulares, pré-inodculo e indculo, o contetudo de 8,0 g de células
foram ressuspendidas em 400 mL de novo meio de cultura, contendo 80 g/L de glicose
como fonte de carbono, e distribuidos em 8 frascos de 50 mL cada, hermeticamente
fechados, para ocasionar anaerobiosidade. Em 4 frascos foram adicionados 540 mg/L
de 1-octanol.

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 6




Todos os frascos foram colocados em estufa microbiolégica por 96 horas a
temperatura de 30 °C. Amostras foram retiras a cada 24 horas para analise de producao
de acido propanoico e acético, glicose residual e pH.

2.2 Processo de producao de acidos propanoico e acético utilizando células

adsorvidas em montmorilonita K-10, na auséncia e presenca de 1-octanol

ApOs as expansdes celulares de pré-indculo e inéculo, 8,0 g de células,
provenientes do indculo, foram ressuspensas em 400 mL em novo meio de cultura,
suplementado com 80 g/L de glicose como fonte de carbono, e este transferido de
forma asséptica para um frasco de 50 mL contendo 0,9 g montmorilonita K-10 (Duarte,
2014), da mesma maneira, em 4 frascos foram adicionados 540 mg/L de 1-octanol.

Todos os frascos foram fechados hermeticamente e colocados em shaker e
mantidos sob agitacdo de 100 rpm para que ocorresse a adsorcao da bactéria ao
suporte, mantendo-se a temperatura em 30 °C. Amostras de 1 mL a cada 24 horas
foram retiradas do caldo fermentativo para analise de glicose residual, producéo dos
acidos propanoico e acético e checagem de pH.

2.3 Método analitico

Para a andlise de concentragbes dos acidos propanoico e acético, bem como o
de glicose residual, foi utilizada a metodologia analitica descrita por Coral et al. (2008)
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE, onde o detector utilizado foi o
de indice de refracdao, com coluna Aminex HPX-87H (300 mm x 7,8 mm, Bio-rad) e
fase movel de solugdo de H,SO, 5 mmol/L, com fluxo 0,6 mL/min. e temperatura do
forno de 50 °C. As quantificagbes dos produtos foram realizadas a partir de curvas de
calibragoes realizadas com padrdes externos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstram que uma pequena quantidade de 1-octanol provoca
efeitos inibitérios para as células de Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875, a
pequena concentracao de 540 mg/L de 1-octanol ja possui este carater de inibicéao,
como demonstrado na Tabela 1.

1-Octanol . Acido propanoico P "
Glicose (g/L Acido acético (g/L H
(mg/L) (g/L) (g/L) (g/L) P
0 69,96 1,85 0,90 4,21
540 70,37 0,88 0 4,40
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1080 75,69 0,68 0 4,88

1620 80,00 0 0 6,26

Tabela 1 - Produgao de acidos propanoico e acético em processo de batelada em frascos, com
diferentes concentragdes de 1-octanol.

Na Figura 1, estdo descritos os perfis de producdo dos acidos propanoico e

acético, bem como o consumo de glicose, além da variacdo de pH durante todo o
processo de batelada, por 96 horas.
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Figura 1 - Perfis do consumo de glicose (A), produgéo dos acidos propanoico (B) e acético (C),
e variacado de pH (D) durante processo de batelada, por 96 horas.

Praticamente ndo ha consumo de glicose, devido a alta concentragcéo de glicose
residual, 70,37 g/L, indicando que ndo ocorreu crescimento celular e consequentemente,
a producao dos acidos propanoico e acético, uma vez que esses acidos sao produtos
associados ao crescimento celular, sendo obtido somente 0,88 g/L de &cido propanoico
e nao ocorreu a producao de acido acético.

Ja os processos com células livres de Propionibacterium acidipropionici ATCC
4875, na auséncia de 1-octanol, consumiu 8,02 g/L e glicose e produziu 5,82 e 2,57
g/L de acido propanoico e acético, respectivamente.

No entanto, na presenca de 1-octanol, esses valores alteram de forma significativa,
principalmente para a produ¢ao de acido propanoico, com uma producao 40% menor
qguando comparado com a producédo com células na auséncia de 1-octanol (3,83 g/L),
e 6 % menor para a producao do acido acético (2,43 g/L), embora com um consumo
de glicose similar para os processos, 8,16 g/L.

Com as células de Propionibacterium acidipropionici ATCC 4875 suportadas em
montmorilonita K 10, na auséncia de 1-octanol, forneceram 6,27 e 1,85 g/L de acidos
propanoico e acético, respectivamente, com um consumo de glicose de 10,15 g/L.

Na presenca de 1-octanol o consumo de glicose foi menor, 9,95 g/L, e a producao
do &cido propanoico foi de 5,47 g/L, 13% menor quando comparada com as células
suportada sem 1-octanol e 30% maior quando comparadas com as células livres com
1-octanol, e para o acido acético a producgao foi de 1,55 g/L, 14% menor, fazendo-se
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a mesma comparag¢ao com as células suportadas sem 1-octanol e 37% maior quando
comparadas com as células livres com 1-octanol.

Assim, a montmorilonita K 10, possui um papel importante para a producédo dos
acidos propanoico e acético, pois protege as células e evita o desvio metabdlico para
a producgao do acido acético.

41 CONCLUSOES

Montmorilonita K-10 tem papel fundamental no processo fermentativo na presenca
de 1-octanol, visto que protege as células de Propionibacterium acidipropionici, devido
a sua superficie acida e seu potencial zeta negativo, ndo permitindo que o 1-octanol
iniba por completo o crescimento microbiano e producéao dos acidos. Mostrando que ha
um acréscimo de 30% na produtividade de acido propandico na presencga de 1-octanol
guando comparada com as células livres na presenca de 1-octanol.

Também a Montmorilonita K-10 proporcionou a utilizacdo da técnica de
perstracéo para pré-purificacdo dos acidos propionico e acético de forma continua e
esta metodologia podera ser aplicada em maior escala.
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RESUMO: A resisténcia de micro-organismos
aos farmacos atualmente utilizados no
mercado € resultado de fatores como:
mutagdes genéticas, intercambio de material
genético, selecbes evolutivas e proliferacéo
de clones com multiplas resisténcias, gerando
um problema de saude publica. O surgimento
de biofilmes de Candida albicans como uma
forma de resisténcia microbiana pode ser
observada em superficies sélidas, como por
exemplo, em préteses totais e aparelhos
ortodénticos e as opgdes terapéuticas para sua
reducdo e eliminacdo sao escassas e muitas
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BIOFILME DE Candida albicans

vezes ineficientes. Sendo metabolicamente
versateis, principalmente quanto a producéo de
enzimas e metabdlitos secundarios, os fungos
filamentosos, despertam grande interesse por
representarem uma opc¢ao biotecnoldgica aos
antimicrobianos. O objetivo deste estudo foi
produzir e determinar a atividade da enzima
fungica, B-glucanase, frente a células de
Candida albicans. A B-glucanase extracelular
foi obtida a partir de cultivo submerso de
Trichoderma reesei. A atividade antimicrobiana
foi analisada frente as células de Candida
albicans para determinagdo da concentragcéo
inibitéria minima (CIM). Os resultados mostram
em ensaios com células planctdnicas CIM para a
enzima produzida de 1,0 mg/mL e para ensaios
com biofiime CIM de 1,0 mg/mL e IC, de 0,785
mg/mL., enquanto para a enzima comercializada
de 0,625 mg/mL e para anfotericina B de 0,010
mg/mL em ambos os ensaios. Os resultados
contribuem em possiveis aplicagdes de produtos
biotecnolégicos, as enzimas fungicas, na busca
por novas alternativas terapéuticas.

PALAVRAS-CHAVE: enzimas, [B-glucanases,

atividade antimicrobiana, resisténcia
microbiana, produtos naturais.
ABSTRACT: Antimicrobial resistance is an

increasingly serious threat to global public
health. Antimicrobial inappropriate
prescribing, extensive agricultural use, and few

overuse,
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new antibiotics availability are the major factors that result in the rapid emergence of
multidrug-resistant pathogens. Candida albicans biofilms formed in solids surfaces,
such as dentures and orthodontic appliances, are associated with drastically enhanced
resistance against most antimicrobial agents. In the last decades, biotechnology
potential of filamentous fungi enzymes has attracted a great deal of attention for
pharmaceutical applications. In this work, the enzyme (3-glucanase was obtained from
submerse culture of Trichoderma reesei and evaluated against planktonic cells and
biofilms of Candida albicans. MIC of B-glucanase were 1.0 mg/mL against planktonic
cells and biofilms and IC,, were 0.785 mg/mL against biofilms. These results contributed
to biotechnology applications of enzymes in pharmaceutical industry for the search of
potential candidates of new drugs.

KEYWORDS: enzymes, B-glucanases, antimicrobial activity, antimicrobial resistence,
biofilms, natural products

11 INTRODUCAO

O crescente aumento da resisténcia aos farmacos antimicrobianos atualmente
utilizados (LEVY, 2005), evidencia um grande problema na saude publica, suscitando a
importancia do enfoque em pesquisas que abordem a prospecc¢ao de produtos naturais
com atividade biol6gica para se descobrir agentes mais efetivos, menos téxicos e com
diferentes mecanismos de acéo, além da correta utilizacéo dos farmacos ja disponiveis
no mercado. (ANDERSON, 2005).

Historicamente produtos naturais tém relevante papel no desenvolvimento de
novos farmacos. Dentre as importantes fontes naturais no desenvolvimento de novos
farmacos, os microrganismos tém se destacado. Desde a descoberta da Penicilina
por Fleming em 1928 um grande numero de substancias oriundas do metabolismo
microbiano constitui alvos de interesse da industria farmacéutica (BUTLER et al.,
2004). Sendo metabolicamente versateis, principalmente quanto a producdo de
enzimas e metabdlitos secundarios, os microorganismos tém demonstrado resultados
bastante promissores, produzindo alta diversidade estrutural e um grande niumero de
compostos biologicamente ativos (HAN et al., 2010).

As leveduras sao fungos oportunistas que estao entre os agentes etiolégicos mais
comuns, causam infeccbes com diagnoéstico e tratamento dificeis e com altos indices
de mortalidade (PERLROTH ET al., 2007). Dentre as leveduras que acometem o ser
humano, a Candida albicans € considerada uma das mais patogénicas, causando um
grande numero de infeccbes oportunistas que podem ser fatais principalmente para
pacientes imunocomprometidos (LENGELER et al., 2000; SELITRENNIKOFF et al.,
2001).

Assim como outros fungos, as espécies de Candida possuem parede celular bem
definida, composta por manoproteinas, 3-1,3-D-glucanas, B-1,6-D-glucanas, quitina e
uma pequena quantidade de proteinas e lipidios (AKPAN; MORGAN, 2002).
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Na natureza os micro-organismos podem existir como células separadas
(planctbénicas), ou preferencialmente, na forma de comunidades microbianas
estruturadas. Os biofilmes microbianos sao definidos como comunidades estruturadas
de micro-organismos irreversivelmente aderidas a uma superficie, artificial ou biologica,
protegida por uma matriz exopolimérica de substancias extracelulares (PIERCE et
al., 2008) e que exibem um estado metabdlico distinto ao observado no crescimento
planctbénico, especialmente com respeito a transcricéo e interacdes entre as células
(LINDSAY; HOLY, 2006). Os microrganismos formam o biofilme como estratégia para
otimizar sua sobrevivéncia, como uma forma adaptativa de perpetuacdo da espécie
(MARSH, 2003), sendo constituidos por microrganismos de uma Unica ou de diversas
espécies (COSTERTON et al., 1995). A composicao do biofilme de C. albicans consiste
em uma mistura de células hospedeiras, células em forma de leveduras, pseudo-
hifas e hifas, além de matriz extracelular composta de proteinas e polissacarideos
(MUKHERJEE et al., 2005), relacionado também com ma higiene oral (ALVES, 2009).

Glucanases sao enzimas com amplas aplicacdes biotecnologicas. Sado produzidas
por fungos filamentosos e leveduriformes, e por bactérias, que hidrolisam ligacdes
glicosidicas do tipo B-1,3 presentes e B-D-glucanas, liberando glicose como produto
principal (FLEURI; SATO, 2008). A principal funcao estrutural das 3-glucanas é auxiliar
a manutencao da rigidez e integridade da parede celular de fungos e leveduras
(SEVIOUR et al., 1992; STONE, CLARKE, 1992), e podem ser degradadas pelas
B-glucanases (KUMAR; DEOBAGKAR, 1996) sendo estas, hidrolases que participam
diretamente do processo de controle bioldégico, uma vez que hidrolisam B-1,3-1,6-
glucanas constituintes da parede celular de alguns patégenos (IORIO et al., 2008).

O uso de artefatos protéticos, como proéteses totais e aparelhos ortoddnticos,
favorece a colonizagdo e a consequente patogenicidade de leveduras na cavidade
bucal. Embora as praticas adequadas de higiene oral desempenhem um papel
fundamental na prevencao do desenvolvimento do biofilme, produtos com agentes
biocidas sao particularmente Uteis quando a higiene oral ndo é a ideal. (MARINHO
et al., 2013). Neste contexto, avaliamos a acdo de B-glucanases, produzida por
fermentacao e adquirida comercialmente, sobre o biofilme de C. albicans.

2| METODOS

2.1 Cultivo dos Micro-organismos

Culturas dos fungos Trichoderma reesei (QM 9414) foram utilizados para
a producéo de glucanase. As cepas fungicas foram mantidas em meio solidificado
BDA (batata-dextrose-agar) e submetidas a repiques periédicos a cada 30 dias. Para
obtencéo dos esporos 10 mL de agua destilada estéril foram adicionados sobre os
cultivos fungicos por raspagem superficial das culturas obtendo suspensodes de esporos
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(107 esporos/mL) para o inéculo. As enzimas B-glucanases foram obtidas por meio de
cultivos em meio liquido segundo Rapp (1989), durante 6 dias, 150 rpm a 30 °C. A
levedura C. albicans (ATCC 90028) foi cultivada em meio agar Sabouraud e mantida
em estufa a 35.5° C por 48h para o seu completo desenvolvimento. A manutengéo da
cepa foi realizada a partir de repiques quinzenais

2.2 Obtencao do extrato enzimatico

O meio de cultura resultante proveniente da fermentacéo, apos filtracdo para
eliminar a biomassa, foi fracionado com sulfato de aménio e triturado em almofariz
(DAWSON et al., 1969). Adicionou-se lentamente sulfato de aménio ao fluido de
cultura contendo a enzima até atingir o indice de saturacao desejado e em seguida o
extrato foi deixado em repouso “overnight” em geladeira e centrifugado por 20 min a
8000 rpm a 4 °C. Apos, o precipitado foi suspenso em tampao adequado, dialisado sob
agitacao e refrigeragcdo neste mesmo tamp&o. Ao final da dialise o extrato clarificado
foi congelado e liofilizado.

2.3 Ensaio de atividade de pB-Glucanase

250 pL de uma solugéao de laminarina (1%) dissolvida em 50 yM de tampéao de
acetato pH 4,8 e 125 pl da solugédo de enzima foram usadas para a reag¢édo. Depois de
30 min a 37 ° C, areacao foi interrompida pela adicéo de 1,5 ml de reagente DNS. Esta
mistura foi fervida durante cinco minutos e depois 5mL de agua foram adicionados. O
acucar redutor formado foi detectado em leitura a 540 nm por um espectrofotdmetro
(MILLER, 1995). Os brancos foram confeccionados da mesma maneira, excetuando
que as enzimas foram previamente desnaturadas por fervura a 5 minutos.

2.4 Determinacao da atividade antifungica

Os extratos enzimaticos obtidos foram liofilizados e posteriormente avaliados
quanto a presenca de atividade antimicrobiana frente ao fungo leveduriforme C.
albicans de acordo com as normas preconizadas pelo CLSI, Clinical and Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2008).

2.4.1 Ensaio com células plancténicas

Em tubos tipo eppendorf foram preparadas solugdes dos extratos, solubilizados
em meio RPMI-1640. Para a obtencao de indculos foram utilizadas culturas de 48 horas
de C. albicans. As suspensoes de C. albicans foram padronizadas na concentracdo de
2 x 10* células/mL. Como controle positivo utilizou-se anfotericina B.

Em microplacas estéreis de 96 pocos, realizaram-se diluicbes seriadas das
amostras e dos controles, posteriormente acrescidas dos inéculos, totalizando um
volume final de 200 pL por poco para avaliacao da atividade antifiungica. As microplacas
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foram seladas e incubadas a 35 °C por 48 horas. Definiu-se como CIM a menor
concentracao do agente antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento
do microrganismo.

2.4.2 Reducéo de biofilme de C. abicans em microplacas pelo método de XTT

As células de C. albicans foram previamente cultivadas em Sabouraud Dextrose
Agar (SDA) com cloranfenicol, a 37 °C, por 48 horas. Em seguida, as células recém-
cultivadas foram transferidas para o meio Yeast Nitrogen Base (YNB) e foram
novamente incubadas a 37 ‘C, por 12-18 horas. Apods esse periodo, preparou-se o
inoculo através das suspensdes de C. albicans padronizadas na concentracao de 107
cel/mL.

O biofilme de C. albicans foi formado em microplacas de cultura de 96 orificios,
aliquotas de 100 pL das suspensdes padronizadas do micro-organismo foram
transferidas para orificios da placa de cultura e incubados por 90 minutos (fase de
adeséo), a 37 °C, em agitador orbital (75 rpm). Apds esse periodo, os orificios foram
lavados duas vezes com 150 uL de PBS. Em seguida, 150 uL do meio RPMI-1640
foram adicionados nos orificios e mantidos por 48 horas, em agitador orbital (37 °C; 75
rpm), para desenvolvimento do biofilme.

Apo6s a formacé&o do biofilme, procedeu-se a duas lavagens com 150 uL de
PBS para remocédo de células ndo aderidas e posteriormente adicionou-se 200 yL
das amostras, as quais foram avaliadas em diferentes concentragbes. Como controle
positivo utilizou-se anfotericina B. A viabilidade celular foi avaliada por meio do
ensaio de reducdo de 2,3-bis (2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]-
2H-hidroxido-tetrazélio (XTT) comparando-se os biofilmes tratados aos controle sem
tratamento. Para este ensaio, as amostras avaliadas foram removidas e adicionou-se
200 pL da solugcéo de XTT em cada orificio. As placas foram incubadas no escuro
a 37°C por 3 h. Ap6s esse periodo, uma aliquota de 100 uL do sobrenadante foi
transferida para uma placa de leitura, as quais foram lidas em espectrofotometro em
490 nm e realizaram-se os calculos de IC,  das amostras testadas.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

O fungo filamentoso Trichoderma reesei (QM 9414) cultivado em meio liquido
submerso mostrou-se produtor de glucanase, nas condicdes de cultivo utilizadas. O
extrato liofilizado de B-Glucanase apresentou atividade bioldgica frente a C. albicans
na concentracdo de 1,00 mg/mL (Tabela 1) e apresentou IC_ de 785 pg/mL quando
testado em ensaio de reducéo de biofilme de C. albicans (Tabela 2).
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Amostras CIM (mg/ml)

B-Glucanase produzida 1,00
B-Glucanase comercial (Sigma) 0,625
Controle positivo (anfotericina B) 0,10

Controle negativo -

Tabela 1. Atividade de enzimas B-glucanases frente a C. albicans

Amostras IC,, (ng/mL) CIM (mg/ml)
B-Glucanase produzida 785,0 1,00
B-Glucanase comercial (Sigma) - -
Controle positivo (anfotericina B) 3,310 0,10

Controle negativo - -

Tabela 2. Atividade de enzimas -glucanases frente a biofilme de C. albicans

Nao permanecem ainda muito claros 0os mecanismos pelos quais a enzima
exerce atividade antifungica. B-Glucanase possui atividade auxiliar na producéo de
esferoplastos de C. albicans (DOMANSKI, MILLER, 1968). Possivelmente a camada
de B-Glucana é destruida por acdo da enzima, demonstrando assim capacidade
antimicrobiana. Outros estudos (XU et al., 2013) demonstram que B-Glucanase podem
induzir filamentacdo em C. albicans, indicando que a enzima pode atuar como um
antifungico natural que induz a modificagées morfolégicas nas quais ocorre rompimento
das barreiras celulares.

41 CONCLUSOES

Os resultados contribuem em possiveis aplicacbes de B-glucanases como
produtos biotecnolégicos na busca por novas alternativas farmacéuticas.
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RESUMO: Nowadays the reuse of agroindustrial
residual has been outstanding in the scientific
scenario by the aggregation of value and by the
reduction of damages to the environment. Part
of this residue are seeds of fruits and vegetables
that usually have as final destination manure
or animal feed. Among these residues are the
seeds of mangaba, pumpkin, avocado and bark
of avocado. The production of enzymes such
as lipase and pectinase have been studied
being extracted directly or using these residues
as a substrate for fermentative processes.
The objective of this study was to evaluate
the presence of these enzymes in natural
residues as well as their stability. The residues
were triturated and buffer was added for the
extracts to be produced. The extracts obtained
were subjected to lipase and pectinase activity
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RESIDUES

analyzes and the enzyme stabilities were
checked after 2 hours at room temperature. The
residues with the highest lipase activity were
avocado seed and mangaba seed respectively
(9.05 and 8.69 U / ml). The pumpkin seed also
had an activity value close to the previous ones
about 5.05 U / ml, whereas the avocado peel
the activity of the lipase obtained was 1.43 U
/ ml much lower than the activities present in
the seeds studied , thus showing that, for these
residues, the enzyme concentration is higher
in the seed than in the shell. For the pectinase
activity the values obtained were closer
between the residues studied and the highest
was about 0.056 U / ml for the pumpkin seed.
The enzymatic extracts analyzed showed a
stability of about 50% within the time studied.
We conclude, however, that these residues in
natural, having presented enzymatic activity,
can be used for future studies in the production
of enzymes such as lipase and pectinase being
an alternative for the use of the same.
KEYWORDS: enzymes; stability; agroindustrial
residue.

INTROUCTION

Nowadays the reuse of agroindustrial
residual has been outstanding in the scientific
scenario by the aggregation of value and by the
reduction of damages to the environment. Part

Capitulo 8




of this residue are seeds of fruits and vegetables that usually have as final destination
manure or animal feed. Among these residues are the seeds of mangaba, pumpkin,
avocado and bark of avocado. The production of enzymes such as lipase and pectinase
have been studied being extracted directly or using these residues as a substrate for
fermentative processes.

SPECIFIC OBJECTIVES

The objective of this study was to evaluate the presence of these enzymes in
natural residues as well as their stability.

MATERIALS AND METHODS

The work was developed at the Laboratory of Biochemical Engineering (LEB),
which belongs to the Department of Chemical Engineering (DEQ), located at the Federal
University of Rio Grande do Norte (UFRN), in the city of Natal, Rio Grande do Norte.
The residues were ftriturated and buffer was added for the extracts to be produced.
The extracts obtained were subjected to lipase and pectinase activity analyzes and the
enzyme stabilities were checked after 2 hours at room temperature.

RESULTS

The residues with the highest lipase activity were avocado seed and mangaba
seed respectively (9.05 and 8.69 U / ml). The pumpkin seed also had an activity value
close to the previous ones about 5.05 U / ml, whereas the avocado peel the activity
of the lipase obtained was 1.43 U / ml much lower than the activities present in the
seeds studied , thus showing that, for these residues, the enzyme concentration is
higher in the seed than in the shell. For the pectinase activity the values obtained were
closer between the residues studied and the highest was about 0.056 U / ml for the
pumpkin seed. The enzymatic extracts analyzed showed stability above 50% at the
time studied. The tables present the results of the study and also the comparison of the
results found.

The Tables 1 and 2 - Values of Enzymatic Activity of Pectinase and Lipase for the
residues studied.
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The Table 3, 4 and 5 - Stability of the enzymes after 2 hours at room temperature.
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Table - 3
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CONCLUSION

We conclude, however, that these residues in natural, having presented enzymatic
activity can be used for future studies in the production of enzymes such as lipase and
pectinase being an alternative for the use of the same.
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RESUMO: A associacdo de nanoparticulas
(NP) aos cimentos de iondbmero de vidro
(CIV) resultam na potencializagdo de suas
propriedades antibacterianas podendo alterar
suas propriedades fisicas e mecanicas. A
resisténcia do material, assim como a qualidade
de sua superficie sdo importantes para definir
0 sucesso e a longevidade da restauracdo. O
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objetivo deste trabalho foi avaliar propriedades
fisicas e mecanicas de um CIV apés a
incorporagdo de nanoparticula de dioxido de
titanio (NPTIO,). Foram estabelecidos quatro
grupos: Controle e CIV associado a 0,5%; 1,0%
e 2,0% em peso de NPTIO,. A dureza Vickers
foi analisada por meio do microdurémetro digital
(Micromet 2100). Para avaliar a compresséao
axial, utilizou-se maquina de testes universais
(EMIC-DL 2000). A rugosidade foi estudada
com auxilio de rugosimetro (Mitutoyo SJ-
400) e a porosidade, por meio de avaliagao
de imagens em microscopia eletronica de
varredura (SM-300), e utilizacdo do software
Image J. Os dados foram analisados pela
Analise de variancia (ANOVA) a um critério fixo,
seguida do poOs-teste de Tukey, com nivel de
significancia de 5%. P6de-se observar que nao
houve altera¢des na resisténcia a compressao.
A dureza superficial diminuiu para o grupo com
2,0% de NPTIO,. A rugosidade aumentou no
grupo associado a 1,0% de NPTiO,. Quanto a
porosidade, ndo houve alteragcbes no numero
e nem na area ocupada pelos poros. Com
estes resultados, conclui-se que as NPTIO, nas
concentracbes estudadas ndo melhoram as
propriedades avaliadas neste estudo.
PALAVRAS-CHAVE: Cimento de lonémero de
Vidro, Nanoparticulas, Titanio.
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PHYSICAL AND MECHANICAL PROPERTIES OF A GLASS IONOMER CEMENT
AFTER ADDITION OF TIO2 NANOPARTICLES

ABSTRACT: The association of nanoparticles (NP) to glass ionomer cements (GIC)
results in the potentiation of their antibacterial properties and may alter their physical and
mechanical properties. The strength of the material as well as the quality of its surface
are important to define the success and longevity of the restoration. The objective of
this work was to evaluate the physical and mechanical properties of a GIC after the
incorporation of titanium dioxide nanoparticle (NPTIO,). Four groups were established:
Control and GIC associated to 0.5% or 1.0% or 2.0% by weight of NPTiO,. The Vickers
hardness was analyzed by means of the digital microdurometer (Micromet 2100). To
evaluate axial compression a universal testing machine (EMIC-DL 2000) was used. The
roughness was studied using a rugosimeter (Mitutoyo SJ-400) and porosity by means
of image evaluation in scanning electron microscopy (SM-300) and using Image J. The
data were analyzed by Analysis of Variance (ANOVA) to a fixed criterion, followed by
the Tukey post-test, with a significance level of 5%. It was observed that there was no
change in compressive strength. The surface hardness decreased for the group with
2.0% NPTiO2. Roughness increased in the group associated with 1.0% NPTIO2. As
for the porosity, there were no changes in the number or area occupied by the pores.
With these results, we conclude that the NPTiO2 at the studied concentrations do not
improve the properties evaluated in this study.

KEYWORDS: Glass lonomer Cement, nanoparticles, Titanium.

INTRODUCAO

O cimento de ionédmero de vidro (CIV) é um material muito utilizado em
odontopediatria, pois além de outras propriedades importantes, favorece a
remineralizacédo e a reorganizacéo da dentina afetada (Bjorndal et al.,1997; Maltz et
al., 2002; Duque et al., 2009; Hayashi et al., 2011). De acordo com Takahashi et al.,
2006, possui também propriedade antibacteriana que pode ser potencializada quando
da utilizac&o de clorexidina, (Deepalakshmi et al., 2010; Tuzuner et al., 2011; Cheng et
al., 2012; Becci et al., 2014; Marti et al, 2014) além de nanoparticulas (NP) de didéxido
de titanio (TiO,) ou de 6xido de zinco (ZnO)

As NP tém potencial para destruir lipidios e proteinas bacterianas, uma vez que
se liga fortemente as membranas celulares. Desta maneira, promovem o aumento da
permeabilidade da membrana e fluxo do conteudo citoplasmatico para fora da célula
(Hajipour et al., 2012).

Existem na literatura trabalhos que estudaram a associagcdo das NP ao CIV
(Prentice et al., 2006; Moshaverinia et al., 2008; Elsaka et al 2011; Cheng et al.,
2012; Hook et al., 2014). Moshaverinia et al. (2008) demonstraram melhorias nas
propriedades mecanicas e na resisténcia de unidao a dentina de um CIV convencional
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apos a incorporacdo de NP de hidroxiapatita e de fluoroapatita. Elsaka et al., 2011
associaram NP de TiO, (NPTiO,) a um CIV convencional, e observaram resultados
promissores com relacdo a resisténcia a compressédo, a tracdo e atividade
antibacteriana. Ao associar NP de ZnO a um CIV modificado por resina, Spencer et
al. (2009) observaram melhora da atividade antibacteriana pelo o tempo de um més.

Embora tenha se encontrado bons resultados na literatura acima descrita, muitas
lacunas ainda existem nas pesquisas cientificas para elucidar possiveis alteracdes
que podem ocorrer nas propriedades antibacterianas, fisicas e mecéanicas do CIV
quando associado as NP.

Dessa maneira, o presente estudo teve o objetivo de avaliar o efeito da
incorporagé@o de NPTIO, em diferentes concentragées a um CIV convencional, em
relacdo as propriedades mecanicas e fisicas.

MATERIAIS E METODOS

Foi utilizado o CIV Ketac Molar Easy Mix (3M-ESPE Dental Products, St. Paul,
MN, EUA) e NPTiO, nas concentragbes de 0,5%, 1,0% e 2,0% em peso. As NPTIO,
foram sintetizadas pelo Grupo de Crescimento de Cristais e Materiais Ceramicos do
Instituto de Fisica de Sao Carlos, da Universidade de Sao Paulo — USP, por meio do
método precursor polimérico ou Método Pechini (Pechini, U.S. Patent, 1967).

Foram confeccionados 10 corpos de prova para cada grupo experimental: C-
(Controle- CIV), G1- (CIV + 0,5% NPTIO,); G2- (CIV + 1,0% NPTIO,) e G3-(CIV + 2,0%
NPTIO,). Utilizou-se matriz especifica para cada teste a ser realizado e os corpos de
prova foram armazenados em umidade relativa do ar de aproximadamente 100% e
temperatura ambiente por 24 horas até o momento dos testes.

Para a avaliacdo da rugosidade superficial utilizou-se matriz de teflon com
dimensdes de 4 mm de didmetro e 2 mm de altura. Os valores (Ra) foram obtidos por
meio de rugosimetro (Surfcorder SE 1700; Kosaka Laboratério Ltd, Kosaka, Japao),
utilizando-se cut-offde 0,25 mm para a filtragem da ondulacgéo superficial. Na superficie
de cada corpo de prova foram efetuadas trés leituras sempre passando pelo centro da
amostra, e a média aritmética destas foi calculada.

Corpos de prova, com dimensbdes de 3 mm de altura por 6 mm de diametro
foram utilizados para a avaliacdo da porosidade de material. Estes foram fraturados,
e os fragmentos revestidos com liga de ouro-paladio sob alto vacuo e levados ao
microscopio eletrénico de varredura (MEV) (SM-300, Topcon, Tokyo, Japan) com
aumento de 100 vezes para obtencao de imagens. Estas foram subdivididas em
guadrantes, sendo a area do primeiro quadrante analisada para evitar tendéncia nos
resultados. As medidas foram realizadas com auxilio do programa Image J (Rasband
WS, Image J; US National Institutes of Health, Bethesda, MD). Foram realizadas trés
leituras de cada imagem pelo mesmo pesquisador, com uma semana de intervalo
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entre as mesmas.

A dureza Vickers foi avaliada apds polimento dos corpos de prova, obtidos a partir
de matriz de teflon com 6 mm de didametro e 4 mm de altura. A analise foi realizada
sobre as impressoes no material feitas por uma ponta de diamante (Topaloglu-Ak et
al.2012), acoplada ao microdurometro digital (Micromet 2100 - Buehler Ltda., Lake
Bluff, lllinois, EUA), com célula de carga de 50 kgf durante 30 segundos. Foram
realizadas oito impressdes, das quais obteve-se a média, expressas em micrometros
(um), e transformadas em valores de dureza Vickers (VH) diretamente pela maquina
de teste.

Aresisténciaa compressao foi avaliada quando os corpos de prova confeccionados
por meio de matriz cilindrica de silicone de 4 mm de didmetro e 6 mm de altura,
receberam forgca compressiva sobre seu longo eixo a partir de uma maquina de testes
universais EMIC (Instron, DL-200 MF), operando a 0.5 mm/min com carga maxima até
o registro da fratura.

Os dados foram analisados pela Analise de variancia (ANOVA) a um critério fixo,
seguida do poés-teste de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Os resultados dos testes de dureza, resisténcia a compresséo, rugosidade e
porosidade estao dispostos nas tabelas a seguir.

Grupos Dureza Compressao
(HVN) (MPa)

C 10,72 (4,95) 23,67 (13,35)?

G1 12,71 (6,40)2 27,38 (24,99)?

G2 10,28 (7,79)° 23,71 (16,39)?

G3 3,6 (1,88)° 20,07 (12,18)2

Tabela 1. Grupos experimentais, dureza superficial (HVN) e resisténcia a compressao (MPa),
Araraquara — SP, 2017.

Letras minusculas semelhantes nas colunas indicam nao haver diferenca estatisticamente significativa.

Rugosidade Area poros N° poros
Grupos (Ra) (%) (n)

C 0,29 (0,09)2 2,29 (0,77)? 63,7 (27,53)2
G1 0,40 (0,14)% 1,60 (0,50)2 48,33 (11,92)2
G2 0,55 (0,28)° 2,09 (0,34)2 58,90 (14,15)2
G3 0,47(0,22)2° 2,03 (0,94)? 66,90 (15,02)?

Tabela 2. Rugosidade (Ra), numero (n) e area ocupada (%) pelos poros dos grupos
experimentais, Araraquara — SP, 2017.

Letras minusculas semelhantes nas colunas indicam nao haver diferenca estatisticamente significativa.

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 9




DISCUSSAO

O CIV é um material odontolégico muito utilizado, pois possui importantes
propriedades como a adeséo as estruturas dentéarias, biocompatibilidade e capacidade
de remineralizacdo (Robson et al., 2003). A capacidade antibacteriana do CIV
pode ser potencializada quando associado a diferentes tipos de NP, em diferentes
concentragdes, podendo gerar alteracoes indesejaveis em suas propriedades fisicas
€ mecanicas.

No presente estudo foi observado que a dureza superficial diminuiu
significativamente para o G3 quando comparado ao GC (Tabela 1), pois a adicao
de maiores concentracdes de NP aos CIV pode resultar em menor quantidade de
particulas de vidro em sua superficie, tornando a reag¢ao acida mais intensa e alterando
esta propriedade do material (Moshaverina et al. 2016). As NP por possuirem tamanho
menor, oferecem maior area de contato, tornando possivelmente, a quantidade de
acido poliacrilico insuficiente para recobrir todas as superficies das particulas e prover
efetivas liga¢des cruzadas (Gu et al. 2005).

A porosidade, também avaliada para determinar a resisténcia de um material
restaurador, pode indicar possivel aumento de permeabilidade e diminuicdo de
durabilidade das restauracdes. Essa propriedade esta relacionada também com o grau
de dissolucéo do po e a formagao de aglomerados frequentemente presentes, quando
tendem a aumentar a rugosidade superficial, e longevidade clinica do material (Setchell
et al., 1985). Neste estudo, nota-se que ndo houve alteragbes no numero e nem na
area ocupada pelos poros quando da adicao de NPTiO2 (Tabela 2). Considerando que
grande numero e area ocupada por porosidades podem resultar em trincas e fraturas
do material (Mitchell et al. 1997), a semelhanga com o grupo controle observada neste
estudo pode ser considerada como um resultado positivo. Fortes ligacdes entre as
NP e o material polimérico resultam em melhores propriedades mecanicas, e a baixa
porosidade esta relacionada a alta resisténcia a compressao (Xie et al. 2000).

No presente estudo ndo houve alteracdo daresisténciaacompressaoapdsaadicao
das NPTiO2 (Tabela 1). De acordo com Elsaka et al. 2011, elevadas concentracoes
de NP podem resultar em prejuizo dessa propriedade. As NP interferem na reacéo
de presa do CIV, devido a falhas nas ligacées cruzadas, que podem enfraquecer
enfraqueceriam o material (Gu et al., 2005).

A rugosidade apresentou-se aumentada quando comparado o G2 com o GC
(Tabela 1). Sabe-se que esta condi¢do resulta no aumento de adesédo bacteriana e
formacao de biofilmes (Mei et al., 2011).

Moshaverinia et al. (2008) demonstraram que maiores concentracées de NP
melhoram a rugosidade superficial, pois ha uma interacdo mais intensa entre as NP e
0 o0 acido poliacrilico na superficie do CIV. Os autores citaram também que o tamanho
reduzido das NP contribui para sua distribuicdo entre as grandes particulas de vidro
do CIV, agindo como sitios adicionais de ligacéo para o polimero poliacrilico. Assim,
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garantem maior homogeneidade da superficie.

CONCLUSAO

A associacao do CIV com NPTiO2 nas concentracbes analisadas neste estudo
nao indicam nenhum beneficio as propriedades analisadas, apresentando resultados
sem diferencas estatisticas ou néo favoraveis em alguns casos, sendo ainda o CIV
convencional a melhor opcéo.
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FRUIT JUICE

ABSTRACT: Xylan-degrading enzymes have
been used in several industrial sectors, such
as in pulp and paper processing, brewing,
baking, animal feed, starch, textiles and wine
production. This study aimed to purify an
extracellular xylanase produced by Penicillium
crustosum and investigate its potential for fruit
juice clarification. The enzyme was purified
after three chromatography columns (DEAE,
CM-Sephadex, and Sephadex G-75), and it
exhibited 23.4 kDa of molecular mass. The
purified xylanase-l hydrolyzed the beechwood
xylan and yield mainly xylobiose and xylotriose
as end products. Furthermore, xylanase-I|
showed no cytotoxic effects and exhibited a
significant increase in the clarification of mango,
orange, strawberry, peach, apple, and papaya
juices. This is also first report on the potential of
a xylanase produced from Penicillium crustosum
isolated from the Atlantic Forest that showed
promising characteristics for biotechnological
application.

KEYWORDS:

filamentous fungi, Penicillium.

endoxylanase, fruit juice,

11 INTRODUCTION

Xylan is a heterogeneous polysaccharide
that consists of a backbone of xylose residues
linked by B-1,4 bonds with short lateral
branches (BAJAJ AND MANHAS, 2012). The
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most common substituents that comprise the side branches are arabinosyl, mannosyl,
galactosyl, acetyl, and glucuronosyl, which are found in polymers such as arabinoxylans,
glucomannans, arabinogalactans, glucuronoxylans, galactoglucomannans, and
arabinoglucuronoxylans (HEINEN, BETINI and POLIZELI, 2017). Xylan is a major
component of hemicellulose and the second-most abundant polysaccharide in nature
(COLLINS, GERDAY and FELLER, 2005). However, the complexity of the structure of
xylan requires the action of a group of enzymes for complete hydrolysis (BEG et al.,
2001). These enzymes are known as endoxylanase (EC 3.2.1.8), B-xylosidase (EC
3.2.1.37), acetylxylan esterase (EC 3.1.1.72), a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55),
a-D-glucuronidase (EC 3.2.1.139), feruloyl esterase (EC 3.1.1.73), and p-coumaroyl
esterase (EC 3.1.1.B10) (CHAVEZ, BULL & EYZAGUIRRE, 2006). Endoxylanases
are responsible for cleavage of the -1,4 glycosidic linkages of the xylan backbone,
releasing xyloligoosaccharides (KOCABAS et al., 2015).

Several organisms found in nature, including bacteria, protozoa, algae, and
fungi, are producers of xylanase (COLLINS, GERDAY and FELLER, 2005). Among the
microorganisms, fungipresentas potential producers of large-scale biocatalysts because
of their ability to secrete enzymes (HEINEN, BETINI and POLIZELI, 2017; KOCABAS
et al., 2015). In recent decades, interest in microbial xylanases has increased because
of their potential in biotechnology, and they have been used in various industrial sectors,
including the following: supplementation of feed for monogastric animals, pre-bleaching
of pulp and paper, saccharification of lignocellulosic biomass, textiles, and baking
(HEINEN et al., 2018). Furthermore, xylan-degrading enzymes, together with cellulase,
amylase, and pectinase, have been used in the stabilization of fruit pulp; recovery of
flavors, essential oils, vitamins, minerals, pigments, and edible coloring; reduction in
viscosity; and liquefaction of fruits and vegetables (HEINEN, BETINI and POLIZELI,
2017; DOBREV et al., 2007). Studies have shown that the addition of enzymes in fruit
juice and wine provides improvement in quality and characteristics by clarifying these
products (BAJAJ & MANHAS, 2012). Xylanases have been used to improve filtration
and to reduce the turbidity of the final product (DOBREYV et al., 2007). Thus, this study
aimed to purify an extracellular xylanase produced by Penicillium crustosum, isolated
from the Atlantic forest biome of Brazil, and to analyze the performance of xylanase in
the clarification of fruit juice.

2| MATERIALS AND METHODS

2.1 Fungus and Culture Conditions

The fungus P, crustosumwas previously isolated from the Atlantic forest in Parana-
Brazil. The sequence of ITS1 - ITS4 of the fungus can be found in the database at the
National Center for Biotechnical Information (NCBI) by GenBank accession number
KMO065878 (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). The fungus strain was cultivated in potato-

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 10




dextrose-agar (PDA) at 28°C for seven days, and after its growth, maintained at 4°C. The
liquid cultures for xylanase production were optimized previously as reported by Silva
et al., 2016. The cultures were incubated at 28 °C under static condition for six days,
and the crude extract was obtained by vacuum-filtered. The filtrate was centrifuged at
1200 x g for 10 min, and the supernatant was used to determine enzymatic activity and
purification.

2.2 Enzymatic Assay and Protein Quantification

Xylanase was determined based on the amount of reducing sugar released after
incubation in adequately diluted enzyme solution containing 1% (w/v) beechwood
xylan, in a 50 mM acetate buffer (pH 5.0) at 50°C for 10 min. The amount of reducing
sugar was determined using the dinitrosalicylic acid method (MILLER, 1959). One unit
of enzymatic activity was defined as the amount of enzyme capable of releasing 1
pmol of reducing sugar per minute under the experimental conditions. All assays were
performed in triplicate.

The amount of protein was estimated by Bradford (1976) method using bovine
serum albumin as standard, and an absorbance of 280 nm was used for monitoring the
protein in the column eluates.

2.3 Purification of Xylanase

The crude extract from P. crustosum was loaded to the ion exchange column
DEAE-Sephadex (2 x 20 cm), pre-equilibrated with Tris-HCI buffer (0.02 M, pH 7.5). A
5 mL fraction in a flow of 1.3 mL/min using the same buffer for elution was collected.
The fractions of the first peak with xylanolytic activity unbound in the DEAE-Sephadex
column were pooled, dialyzed, and loaded to a second ion exchange column of CM-
Sephadex (2 x 20 cm), pre-equilibrated with 0.02 M of sodium acetate buffer, at pH 5.0.
Elution was performed with the same buffer added of linear NaCl gradient from 0.05
to 1.0 M. Fractions with enzyme activity were pooled, dialyzed and concentrated by
lyophilization, and loaded to the Sephadex G-75 column (2 x 70 cm) pre- equilibrated
with a 0.02 M sodium acetate buffer, at pH 5.0. Fractions with enzyme activity were
pooled, dialyzed, and concentrated by lyophilization for further analysis of the properties
of the enzyme.

2.4 SDS-PAGE and Zymogram

The purity of the enzyme was verified by both electrophoresis native-PAGE and
denaturing conditions (SDS-PAGE) at a concentration of 10% acrylamide, according
to Laemmli (1970). The gels were silver-stained according to Blum, Beier and Gros
(1988), and the molecular weight ladder was as follows: phosphorylase B (97 kDa),
albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase (30 kDa), trypsin inhibitor
(21.1 kDa), and a-lactalbumin (14.1 kDa). Native-PAGE (10%) of the sample was
carried out to obtain the zymogram using the methodology described by Reisfeld,
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Lewis and Williams (1962). After electrophoresis, the gel was incubated for 30 min in
0.5% Triton X-100. After being washed with distilled water, the gel was incubated with
1% beechwood xylan (w/v) in 0.05 M sodium acetate buffer, at pH 5.0, for 30 min in a
water bath at 50 °C and then stained with Congo Red (0.2%) for 10 min, and washed
with 1 M NaCl to remove excess dye.

2.5 Thin-Layer Chromatography (TLC) Analysis of the Hydrolytic Products

The enzymatic hydrolysis of beechwood xylan was performed by incubating
the beechwood xylan 1% with purified enzyme under the standard assay condition.
Aliquots were collected at different time points (30, 60, 120, and 160 min), and products
were analyzed by thin-layer chromatography (TLC). Thin-layer chromatography was
developed using n-butanol:pyridine:water (7:3:1, v/v/v) as the mobile phase, and
xylose, xylobiose, and xylotriose as standards. The hydrolysis products were detected
by spraying with a 1:1 (v/v) mixture of 0.4% (w/v) orcinol in sulfuric acid/methanol (1:9,
v/v) followed by heating at 100 °C.

2.6 Macrophage Isolation and Measurement of Cell Viability

Albino Swiss mice (eight weeks old) were used as peritoneal macrophage donors.
All legal recommendations of Brazilian legislation (Law No. 6.638, Nov. 5, 1979) for
animal-handling procedures for scientific research were approved by the Animal Ethics
Committee. Mouse peritoneal macrophages were collected by infusing the donors’
peritoneal cavities with 10 mL of chilled phosphate-buffered saline (PBS). The cells
were plated in culture medium (RPMI-1640, 5% fetal bovine serum, and antibiotic) in
96-well plates (2 x 10° cells/well). After 2 h of incubation at 37 °C under 5% CQO, in a
humidified incubator, non-adherent cells were removed by washed twice with PBS at
37°C (NOLETO et al., 2002).

Adherent macrophages were incubated for 48 h in the standard medium in the
absence (control) or presence of purified xylanase (5 U mL" or 12.38 ug of protein) or
crude extract (274.5 pg of protein) from P. crustosum. Cytotoxicity was evaluated using
the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) tetrazolium
reduction assay at 550 nm in a spectrophotometer, as described by Reilly et al., (1998).
The significance of the differences between the means was calculated by one-way
ANOVA with Dunnet’s multiple comparison tests using GraphPad Prism 5.0 at a value
of p<0.05.

2.7 Effect of Xylanase-l on Clarification of Fruit Juice

Two hundred grams of fruits (apple, kiwi, mango, melon, orange, papaya, peach,
pear, plum, and strawberry) previously washed with distilled water and cut into cubes
were ground in a blender with 200 mL of distilled water; then the juice was filtered
in sterile gauze. The mixture of 3 mL of each juice and P. crustosum xylanase (5 U
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mL") was incubated at 50°C according to the modified method of Bajaj and Manhas
(2012). After 10 min, the reaction was stopped by boiling at 100°C for 1 min followed
by centrifugation at 3000 x g for 10 min. The turbidity in the supernatant of fruit juice
was determined by a spectrophotometer at 600 nm. The control was conducted under
the same conditions, except that the enzyme was replaced by deionized H,0. Results
are presented as means + mean standard error (SEM), and the significance of the
differences between the means was calculated by two-way ANOVA with Bonferroni
multiple comparison tests using GraphPad Prism 5.0, in which p<0.01 was considered
to represent significance differences.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Purification of Xylanase-l from P. crustosum

The crude extract was loaded onto the ion-exchange DEAE-Sephadex, and two
enzymatic activity peaks were obtained (Figure 1A). The first peak with xylanase-|
unbounded to resin was loaded onto the CM-Sephadex column and eluted with a
NaCl gradient of 100 mM and 275 mM (Figure 1B). The presence of more than one
xylanase produced by Penicillium fungi has also been described by Chavez, Bull and
Eyzaguirre (2006). After enzyme eluting from the size exclusion column Sephadex G-75
(Figure 1C), xylanase-l was purified, with recovery of 0.06% and a 22.18 purification
fold (Table 1). Liao and colleagues (2014) used three steps of purification of xylanase
from Penicillium oxalicum GZ-2; however, recovery was 6.9% with a 6.4 purification
fold. Knob and colleagues (2013) reported recovery of 76.94% and a 5.10-fold with
purified xylanase from Penicillium glabrum. The homogeneity of the xylanase purified
by column chromatography was confirmed by a single band found in SDS-PAGE, and
the molecular mass was 23.4 kDa (Figure 1D). The molecular mass of xylanase-I P.
crustosum was near those of Penicillium genera xylanases, such as the xylanase from
P. oxalicum, with molecular mass of 21.3 kDa (LIAO et al., 2014).

Total

Steps protein Total activity Specific activity Purification Yield

U U mg™ fold %

(mg) (V) (Umg™) (fold) (%)

Crude culture filtrate 420 7,650 18.21 1 100
DEAE-Sephadex 19.02 1,104 58.04 3.18 4.52
CM-Sephadex 2.25 818 391.55 21.50 0.53
Sephadex-G75 0.255 103 403.92 22.18 0.06

TABLE 1: Summary of purification steps of xylanase-I from P. crustosum
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FIGURE 1: Chromatographic profile of purification of xylanase-1 from P. crustosum by DEAE-
Sephadex (A), CM-Sephadex (B), and gel filtration Sephadex G-75 (C); Xylanase activity
(o), protein absorbance at 280 nm (e), and NaCl (straight line). The collected fractions are

indicated by arrows (a); SDS-PAGE gel electrophoresis (D). Lane 1: molecular weight ladder

with phosphorylase b (97 kDa), albumin (66 kDa), ovoalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase (30
kDa), trypsin inhibitor (20.1 kDa), and a-lactalbumin (14.4 kDa); Lane 2: purified xylanase from
P. crustosum; Lane 3: zymogram by native PAGE.

3.2 Hydrolysis of Xylan

The mode of action of the purified xylanase-I was shown by TLC analysis of
hydrolysates of beechwood xylan. After 160 min incubation, no xylose was produced,
but xylobiose and xylotriose were the main hydrolysis products of beechwood, indicating
that it is a typical endo-acting xylanase (Figure 2).

FIGURE 2: TLC analysis of the products after hydrolysis of beechwood xylan by xylanase-I from
P. crustosum. The numbers 1, 2, 3, and 4 represent aliquots that were removed at times 30, 60,
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120, and 160 min, respectively. X1 (xylose), X2 (xylobiose), and X3 (xylotriose) were used as
standards.

3.3 Cytotoxicity Analysis of the Crude Extract and Purified Xylanase-l from P.

crustosum

Considering the application of the enzyme in different sectors of the food industry,
the cytotoxic effects of both crude extract and purified xylanase-I from P. crustosum
were analyzed using the cell viability of mouse macrophage. Both crude extract and
purified xylanase-l from P. crustosum showed no cytotoxic effects, that is, they did
not cause cell death of mice macrophages at the concentration tested (5 U mL" or
12.38 ug of protein). The statistical analysis also showed that there is no significant
difference between the control and the samples (Figure 3), suggesting that crude
extract and purified xylanase-l enzyme from P. crustosum are safe and can be added
as a supplement to food products.

100+

50+

Cell Viability (%)

FIGURE 3: Effect of crude extract and purified xylanase-I from P. crustosum on cell viability.
Differences were considered significant at a value of p<0.05 compared with control.

3.4 Effect of Xylanase-l on Clarification of Fruit Juice

The clarification of ten different types of fruit juices (apple, kiwi, mango, melon,
orange, papaya, peach, pear, plum, and strawberry) by adding 5 U mL* xylanase-I from
P. crustosumfor 10 min was analyzed (Figure 4). Six types of juices showed a significant
increase in clarification, in the following order: mango (36.68%), orange (29.89%),
strawberry (28.89%), and peach (28.29%), with lower values for apple (17.77%) and
papaya (18.45%). The other types of juice (plum, kiwi, melon, and pear) did not exhibit
significant clarification with xylanase-I. Fruit juice treated with xylanase was clarified
because of the hydrolysis of xylan that is present in these juices. According to Bajaj
& Manhas (2012), the turbidity and viscosity of the raw juice are mainly because of
the polysaccharides such as pectin, starch, and hemicellulosic components. However,
treatment with enzymes that degrade polymers such as hemicellulose, pectin, and
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cellulose improve the extraction of some compounds like sugars, and further it clarifies
the juice (DHIMAN et al., 2011; SHARMA & KUMAR, 2013). The enzymes used by
industry for the clarification of juice, beer, and wine are primarily composed of enzyme
cocktails, including hemicellulases to improve juice clarification (YANG et al., 2011).
Similar reports of improvement in the clarification of citrus juice have been described
for xylanases from Bacillus stearothermophilus (DHIMAN et al., 2011) and for Bacillus
licheniformis xylanase added to pineapple, mousambi, and apple juices (BAJAN &
MANHAS, 2012).
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FIGURE 4: Effect of xylanase-I on clarification of fruit juice. The bars represent means + SEM
and ***p < 0.01 denotes significant differences compared with control.

4|1 CONCLUSION

The purified endoxylanase from P. crustosum showed promising and desirable
characteristics for biotechnological applications. The clarification of mango, orange,
strawberry, peach, apple, and papaya juices was significantly improved with the
addition of xylanase-I from P. crustosum. To our knowledge, this is the first report on
the potential application of a xylanase produced by Penicillium crustosum fungus.
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CAPITULO 11

SENSIBILIDADE CELULAR E DE BIOFILME DE
Enterococcus sp. AOS DESINFETANTES DE USO

Luciana Furlaneto Maia
Naieli Mucke
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Talita Butzske Bussolo
Marcia Cristina Furlaneto

RESUMO: Enterococcus sp. podem ser
isolados de seres humanos, diversos animais
e ambiente; possui alta tolerédncia a fatores
extremos como pH, temperatura e concentracao
salina. E crescente seu potencial como agentes
causadoresdesériasinfec¢des, podendoadquirir
alta resisténcia a antimicrobianos e biocidas.
Os equipamentos na industria alimenticia estao
propensos a alta contaminag&o microbiologica
devido a presenca de substratos para os
microrganismos, e quando n&o higienizados
permitem que estes se desenvolvam e
formem biofilmes, contaminando o produto
final. Este estudo teve por finalidade analisar
a sensibilidade de isolados de Enterococcus
sp provenientes de equipamentos processos
de embutidos carneos cozidos a 5 diferentes
desinfetantes de uso industrial. Foram testados
a sensibilidade de células plancténicas e em
biofilme quando estes estavam suspensos em
matéria orgénica e agua. Ao avaliar a agdo de
sanitizantes sobre células de Enterococcus sp.
na presenca de agua verificou-se que nenhum
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produto utilizado conseguiu ser totalmente
eficiente no controle do desenvolvimento dos
enterococos. Ja nos testes utilizando BHI e
sanitizante, os isolados apresentaram menor
desenvolvimento somente na presenca de
espumante alcalino. O maior desenvolvimento
microbiano ocorreu na presenga dos produtos
didxido de cloro, hipoclorito de sddio, quartenario
de amoénia e acido peracético. Observamos que
independente do tipo de sanitizantes e biofilme
formado, nenhum agente quimico foi eficaz na
eliminacéo total das células de Enterococcus.
que 0s
confirmam a importancia de acdes preventivas

Indispensavel ressaltar resultados
nas industrias para evitar a resisténcia dos
micro-organismos a determinados compostos
e maximizar a eficiéncia dos procedimentos de
higienizac&o aplicados.
PALAVRAS-CHAVE:
Planctbnicas. Resisténcia.

Enterococci.

CELL AND BIOFILME SENSITIVITY OF
Enterococcus sp. TO INDUSTRIAL USE
DISINFECTANTS

ABSTRACT: Enterococcus sp. can be isolated
from humans, various animals and the
environment; has high tolerance to extreme
like pH,

concentration. It is increasing its potential as

factors temperature and saline
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agents causing serious infections, being able to acquire high resistance to antimicrobials
and biocides. The equipment in the food industry is prone to high microbiological
contamination due to the presence of substrates for the microorganisms, and when
unhygienic they allow them to develop and form biofilms, contaminating the final
product. The aim of this study was to analyze the sensitivity of Enterococcus sp isolates
from meat cooked sausage processes to 5 different disinfectants for industrial use. The
sensitivity of planktonic and biofilm cells were tested when they were suspended in
organic matter and water. When evaluating the action of sanitizers on Enterococcus
sp. in the presence of water it was verified that no product used could be totally efficient
in controlling the development of enterococci. In the tests using BHI and sanitizing,
the isolates showed less development only in the presence of alkaline foaming. The
greatest microbial development occurred in the presence of the products chlorine
dioxide, sodium hypochlorite, quaternary ammonia and peracetic acid. We observed
that regardless of the type of sanitizers and biofilm formed, no chemical agent was
effective in total elimination of Enterococcus cells. It is important to emphasize that
the results confirm the importance of preventive actions in the industries to avoid the
resistance of the microorganisms to certain compounds and to maximize the efficiency
of the hygienic procedures applied.

Keywords: Enterococci. Planktonic. Resistance.

11 INTRODUCAO

Bactérias do género Enterococcus sédo descritas como produtoras de L-acido
lactico, homofermentativas, gram-positivas, catalase negativa, anaerodbicas
facultativas, produzem &cido L-lactico a partir de hexoses e se diferem dos demais
cocos homofermentadores por apresentarem crescimento a 10 e 45°C, a pH 9,6, em
presenca de até 6,5% de NaCl e 40% de sais biliares (FRANZ, et al., 2003). Mais de 54
espécies de Enterococcus sao descritas, porém as espécies E. faecalis, E. faecium e
E. hirae sao as mais frequentemente encontradas devido a ampla distribuicdo no meio
ambiente (EUZEBY, 2015).

Os enterococos sao bactérias comensais que colonizam o trato digestério de
uma ampla gama de hospedeiros vertebrados e, portanto, difundida no meio ambiente
(FISHER; PHILLIPS, 2009). Sao consideradas bactérias autdctones, uma vez que
liberadas no meio ambiente sdo capazes de colonizar diversos nichos, além de possuir
capacidade de resistir e de se multiplicar em condicbes ambientais hostis, com grande
potencial para contaminar aguas e alimentos (IVERSEN et al., 2002).

Algumas espécies, incluindo os E. faecalis e E. faecium estdo entre os mais
importantes microrganismos adquiridos em ambiente hospitalar, sdo multirresistentes
e podem causar infeccbes graves na corrente sanguinea, do trato urinario, da pele
e dos tecidos moles (ARIAS; MURRAY, 2012). Os enterococos sao também aceitos
como indicadores de contaminacao fecal para as aguas de recreacao (USEPA, 2002),
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e tém sido empregados como indicadores de qualidade microbiolégica de produtos
frescos (JOHNSTON et al., 2006).

Dentre os fatores de viruléncia deste género, destaca-se a capacidade de formar
biofilme em superficies bidticas e abiodticas. Os biofilmes microbianos sdo comunidades
constituidas por células sésseis, mono ou multiespécies, aderidas a um substrato,
embebidas em uma matriz de EPS, em cuja formagao os micro-organismos exibem
diferenciados fendtipos, metabolismo, fisiologia e transcricdo genética (DONLAN;
COSTERTON, 2002). Como etapas importantes para a sua formacgao, sao descritas
as adesoes iniciais, passando 0os micro-organismos de seu estilo de vida planctdnico
ao séssil, a formacao de microlénias, a maturacao e ao destacamento de células do
biofilme, retornando estas a seu estilo de vida plancténico.

A formacdo de biofilme ocorre em variados tipos de ambientes bidticos ou
abidticos. Pesquisas sobre a sua formacao em superficies utilizadas na producéo de
alimentos vém recebendo destaque, principalmente no que se refere aos maleficios de
sua presenca. Uma vez constituidos, os biofilmes agem como pontos de contaminacgao
constante, liberando células de micro-organismos patogénicos e/ou deterioradores
de alimentos, podendo comprometer a qualidade microbiol6gica de matérias-primas,
produtos pré-acabados e acabados (BERESFORD; ANDREW; SHAMA, 2001; CHEN
et al., 2007; FUSTER-VALLS et al., 2008; MANSFELD, 2007).

Outra problematica envolvendo a formacgéao de biofilme na industria de alimentos
€ a capacidade das células sésseis serem resistentes aos agentes empregados nos
procedimentos de higienizacao. Alguns pesquisadores relatam que as células sésseis
chegam a ser de 500 a 1000 vezes mais resistentes que as células plancténicas
(FUSTER-VALLS, 2008). Um dos grandes responsaveis por conferir esta protecdo € a
matriz de EPS, que age como barreira fisica, impedindo que os agentes sanitizantes
cheguem a seus sitios de agdo. O EPS é também capaz de adsorver cations, metais e
toxinas, conferir protecédo contra radiagbes UV, alteracbes de pH, choques osméticos
e dessecacdo. Devido a este agravante, conhecer as condicbes que propiciam
a formacao de biofilme e as suas fragilidades é primordial para que estratégias de
controle, mais econémicas e eficazes, sejam dimensionadas para a eliminagao de mais
esta possibilidade de introducéo de micro-organismos na cadeia alimentar (HERRERA
et al., 2007).

Nos alimentos, os Enterococcus sp. podem ser encontrados em carnes, legumes,
leite e produtos fermentados como os queijos, nos quais desenvolvem um importante
papel no processo de maturacao e enriquecimento do sabor. Algumas espécies de
enterococos séo utilizadas na manufatura de alimentos, porém a falta de conhecimento
sobre seus fatores de viruléncia gera inseguranca na utilizacdo de cepas deste género
como culturas fermentadoras e probidticas (GIRAFFA, 2003; FOULQUIE-MORENO et
al, 2006).

As atividades prejudiciais dos enterococos estao associadas com a deterioracéo
de alimentos e a capacidade de causar doenca nos seres humanos. Ainda, em produtos
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acabados pode ser considerado como indicador de contaminacédo fecal (STILES;
HOLZAPFEL, 1997). Frequentemente presentes em leite, as bactérias do género
Enterococcus podem contamina-lo de diversas maneiras, por contato direto com fezes
de animais ou por contato indireto através de dgua contaminada, ar ambiente, pelo de
animal ou equipamentos de ordenha e armazenamento (GELSOMINO et al., 2001).

Um dos elementos cruciais para o processamento de alimentos atual € a
seguranca dos produtos, evitando inclusive a perda de producéao e, principalmente, a
perda de confiangca dos consumidores (DONK et al., 2004). Podemos destacar entre
0s principais sanitizantes utilizados na industria de alimentos o acido peracético,
cloraminas organicas, clorexidina, compostos de amédnia quaternaria, didxido de
cloro, hipoclorito de sédio, iodéforos e o perdxido de hidrogénio (ANDRADE; PINTO;
ROSADO, 2008).

A utilizacdo incorreta dos sanitizantes, em concentracdes inadequadas, pode
promover a selecao de algumas espécies bacterianas resistentes (GRAM et al., 2007).
Pereira et al., (2000) indicam ainda como interferentes na adeséo ligados a topografia
da superficie, a composicao, rugosidade e porosidade. Os equipamentos e utensilios
a serem utilizados durante o processamento de alimentos devem ser desenhados,
construidos e instalados de forma adequada, para que se possa assegurar a higiene
e permitir a facil e completa limpeza e sanitizacdo (BRASIL, 1997). Russel (1992)
afirma ainda que a temperatura e tempo de contato, a concentracéo do produto, os
residuos da superficie, o pH, as propriedades fisico-quimicas da agua e substancias de
inativacao, especialmente a matéria organica podem influenciar na agao dos produtos
sanitizantes.

Em relacédo ao biofilme bacteriano, o sistema de comunicacéo célula-célula
(quorum sensing - QS) tem tido grande importancia cientifica, pois nesse sistema as
bactérias sintetizam compostos sinalizadores de baixo peso molecular, denominados
de autoindutores (Als), que irdo modular e influenciar a formagcdo do biofilme,
modulando também outras funcbes como esporulacédo, producdo de bacteriocinas,
expressao de fatores de viruléncia, producao de proteases e pigmentacao, além de
favorecer o acesso a nutrientes (VIANA, 2006).

CASTRO (2012) ao avaliar a eficiéncia dos sanitizantes hipoclorito de sédio,
acido peracético, e clorexidina sobre a formacao de biofilme de E. faecium, E. faecalis,
Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa e pela interacao destes, em superficie de aco
inoxidavel, a 25 °C por trés dias de armazenamento observou que houve a reducéo
na contagem dos biofilmes formados por E. faecium, E. faecalis, P. fluorescens, P.
aeruginosa, porém estes nédo foram completamente eliminados. Jessen e Lammert
(2003) explicam que a remocao de microrganismos de superficies de contato torna-
se muito mais complicada ap6s a formacgao do biofilme, sendo mais eficiente adotar
varias acbes combinadas.

Em suma, ap6s a formacéo do biofilme, os microrganismos que se encontram em
seu interior da estrutura sdo protegidos da remoc¢ao quando expostos ao escoamento
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de liquidos, alta turbuléncia e a acédo de agentes quimicos como os utilizados nos
procedimentos de higienizacdo (CLONTZ, 2008), tornando-se portanto, resistentes ao
sanitizante.

Neste sentido, este trabalho avaliou a sensibilidade de células planctonicas e
de biofilme de Enterococcus sp, frente a diversos sanitizantes quimicos utilizados na
industria alimenticia.

2| PROCEDIMENTO METODOLOGICO

2.1 Isolamento de Enterococcus sp.

O isolamento de Enterococcus sp. realizou-se através de suabe a partir de
equipamentos envolvidos no processamento de embutidos carneos cozidos. O suabe
foi semeado na superficie de agar canamicina esculina azida (KEA-Himedia), e as
placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Colbnias indicativas de Enterococcus sp. (cor
negra) foram repicadas em meio agar infuséo cérebro e coragcéo (BHI-Himedia), para
a confirmacéao genotipica.

2.2 caracterizacao genotipica ao nivel de género

Para a confirmagdo genotipica foram selecionados 10 col6nias bacterianas. A
extracdo de DNA total seguiu o método da fervura (Marques e Suzart, 2004), com
modificacdes. Os isolados foram cultivados em 3 mL de caldo BHI, incubados sob
agitacao de 180 rpm, a 37°C por 18 horas. Ap6s o crescimento, 1 mL de cada
cultivo foi centrifugado por 10 min a 10000 rpm. O sedimento foi ressuspendido em
300 pL de agua ultrapura esterilizada. A suspensao de células foi aquecida a 100°C
por 30 minutos e posteriormente, submetida a um choque térmico em banho de gelo
por 5 minutos e novamente centrifugada. Um volume de 150 yL do sobrenadante
foi removido e armazenado em freezer a -20°C. A reagcbes de PCR (Polimerase
Chain Reation) foi realizada em termociclador (Techne-TC3000), em volume final
de 20 uL, contendo 10 uL DNA (10ng/uL), 20 mM Tris-HCI pH 8.4, 50 mM KCI, 1,5
mM MgCl,, 200 yM de cada dNTP, 20 pmol de cada oligonucleotideo iniciador tuf
(especifico para género de Enterococcus) (F TACTGACAAACCATTCATGAG; R
AACTTCGTCACCAACGCGAAC), 2,5U Tag DNA polimerase (Invitrogen).

O termociclador foi programado para realizar uma desnaturacédo de 94°C por
4 minutos, seguido por 30 ciclos de 95°C a 30 segundos, anelamento a 56°C por 1
minuto, 72°C por 1 minuto, e extensao final a 72°C por 10 minutos. O controle negativo
continha todos os reagentes, porém sem a amostra de DNA. Os produtos resultantes
da amplificacéo foram separados em gel de agarose a 1,0%, corados com brometo de
etidio, visualizado sob luz ultravioleta e fotografados com sistema de fotodocumentacéao
computadorizado (Loccus). O tamanho do produto amplificado esperado (112 pb) foi
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comparado com o marcador de DNA ladder (Amersham Pharmacia Biotech).
2.3 Determinacéao da susceptibilidade das células planctonicas aos sanitizantes

Os isolados confirmados genotipicamente, foram submetidos ao teste de
susceptibilidade aos sanitizantes quimicos. Para tanto, sete formulacdes de diferentes
compostos quimicos foram utilizadas, segundo as recomendacbes de uso pelo
fabricante (Tabela 1). Aac&o biocida foi avaliada em duas diferentes condicdes, sendo
na presenca de matéria organica, utilizando meio BHI, e na presenca de agua.

Concentracgéao Indicada pelo

Principio Ativo Concentracgéo Utilizada

Fornecedor
Espumante alcalino clorado H 2,0% 20 pl/mL
Diéxido de Cloro 100 ppm 1 pl/mL
Hipoclorito de sédio 5 ppm 0,05 pl/mL
Amdnia Quaternaria M 1,5 % 15 pl/mL
Acido Peracético 0,30 % 3 pl/mL

Tabela 1 — Descricao dos sanitizantes quimicos utilizados na industria de alimentos e
concentracao de uso

Fonte: Deion; Mundial Quimica; AEB Group; Higex; 2013.

Os isolados foram semeados em agar Mueller-Hinton (MH) e incubados a 37°C
por 18 horas. Uma por¢éo da colbnia foi selecionada e transferida para tubos contendo
agua estéril até turvacao correspondente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland (1x108
UFC/ml). Desta solucéo, 200 uL foi adicionado em pogos de microtitulacdo seguido
do acréscimo de 200 pL de agua ou BHI, e a solugéo sanitizante. As placas foram
incubadas a 37°C por 30 minutos. O desenvolvimento microbiano foi avaliado por

densidade o6ptica (DO , em leitor de Elisa.

490 nm)
Para calcular a concentragao inibitéria minima, a leitura da DO foi normalizada.
Para a normalizacdo, a DO mensurada no tempo 0 de cada poco, foi denotado como
DO background, e subtraido das leituras posteriores. Se houve diferengca na DO acima
do background, este foi considerado positivo para crescimento bacteriano.
A fim de verificar a viabilidade celular, uma aliquota de 10 pL foi retirada de cada
poco e depositada na superficie de agar KEA. As placas foram incubadas a 37°C por

18 a 24 h, e as colbnias formadas foram contadas.

2.4 Acao de sanitizante em biofilme de enterococcus

A formacéo do biofilme em superficie de poliestireno foi realizada de acordo com
metodologia descrita por Stepanovic et al. (2000). Os isolados de enterococos foram
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cultivados a 37°C por 24 horas em meio BHI suplementado com 1% de glucose. A
densidade celular foi ajustada até turvac&o correspondente ao tubo 0,5 da escala
de MacFarland (1x10® UFC/ml), e uma aliquota de 200 pyL de cada suspensao foi
transferida para placas de microtitulacdo de fundo chato. O controle negativo foi o
in6bculo de caldo sem a presenca da bactéria. As placas foram incubadas a 37°C por
24 horas. Apoés o periodo de incubacgéo, o meio e células planctonicas foram removidas
das placas, e os poc¢os lavados com agua destilada estéril por trés vezes.

Em seguida, foi adicionado o sanitizante nas concentragdes indicadas pelos
fabricantes. Ap6s 30 minutos o sanitizante foi removido e os pogos lavados com agua
destilada estéril por trés vezes. A viabilidade celular foi observada utilizando o sal
XTT [2,3-bis (2-methyloxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5carboxanilide], que
produz uma coloracéo vermelho-alaranjado quando reduzido. O sal XTT foi preparado
como solucdo saturada (1 mg/ml em PBS), esterilizado por filtracdo e estocado a
-20°C. A solucgéo utilizada foi diluida na concentragao final de 0,5 mg/ml.

A mudanca na coloragao foi mensurada em DO Presenca de coloracao

490 nm”
vermelha-alaranjado indicou viabilidade celular (células vivas). Pocos sem cultura

bacteriana foram considerados controles negativo.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Foram realizados um total de 16 suabes na linha de produgcado de embutidos
carneos cozidos, sendo selecionado 10 colbnias cor negra no agar KEA, que indica
a hidrélise da esculina na presenca de bile por espécies de Enterococcus sp. As
colénias selecionadas que apresentaram coloracdo negra no meio, caracteristico
de Enterococcus sp., foram submetidas a identificacdo molecular (Figura 1A). Como
resultado obtivemos que 100% (10 isolados) possuiam o gene tuf que identifica o
género Enterococcus sp., cujo tamanho do amplicon foi de 112 pares de base (pb)
(Figura 1B).

12 3 45 6 7 8 9 10 M

Figura 1 — (A) Colonias negras caracteristicas do género Enterococcus em meio KEA
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(canamicina esculina 4gar); (B) Amplicon de 112 pb (seta preta) correspondente a parte do
gene tuf que confirma o género Enterococcus. Numeros de 1 a 10 corresponde aos isolados
selecionados. M corresponde ao marcador de peso molecular 1 KbDNA plus.

Neste estudo, observamos a acéao de sanitizantes sobre células de Enterococcus
sp. na presenca de agua e BHI, ap6s 30 minutos de exposicao. A eficiéncia biocida
sobre as células foi realizada pela mensurag¢ao da DO, onde o valor da DO mensurada
no tempo 0 (TO) foi subtraida da DO mensurada no tempo 30 minutos. DO acima da
DO do tempo TO foi considerado positivo para crescimento bacteriano (tabela 1).

Espumant Col . . Amoéni o
Sspumante Didxido de Hipoclorito de onia Acido
alcalino P quaternaria e
Cloro sédio peracético
Tempo clorado H

Agua BHI Agua BHI Agua BHI Agua BHI Agua BHI

30 minutos  82% 29% 86% 100%  46% 100% 89% 86% 18% 100%

Tabela 1 — Porcentual de desenvolvimento celular dos isolados de enterococos em agua e BHI
contendo sanitizantes

Observa-se que nenhum produto utilizado conseguiu ser totalmente eficiente no
controle do desenvolvimento dos enterococos em presenca de agua e de BHI. Os
melhores resultados de acdo do sanitizante sobre células de Enterococcus ocorreu
com o espumante alcalino clorado H em meio BHI e acido peracético em agua. Em
alguns casos observamos que o sanitizante ndo apresentou nenhuma eficiencia contra
Enterococus sp, a exemplo do dioxido de cloro, hipoclorito de sédio e acido peracético
em meio BHI.

A fim de verificar a capacidade de sobrevivéncia celular na presenca de
sanitizantes, foi retirado uma aliquota da cultura e semeamo em meio KEA. Observamos
o desenvolvimento caracteristico de colénias de Enterococcus sp, quando na presenca
dos produtos quimicos, corroborando com os resultados obtidos pela DO, ou seja, 0s
sanitizantes ndo eliminaram a quantidade de bactéria a niveis esperados, ou préximos
aos niveis de seguranca microbiologica.

Em nosso estudo, utilizamos o meio BHI para simular a presenca de matéria
organica, pois varios autores atribuem a aficiéncia dos sanitizantes a matéria-organica
restante nas superficies. Beltrame et al. (2012) afirma que o efeito dos sanitizantes
pode ser alterado em funcéo das caracteristicas da superficie, temperatura e tempo
de contato, concentracdo do produto, pH, propriedades fisico-quimicas da agua e
especialmente a presenca de matéria organica. A perda da atividade na presenca
de matéria organica também €& descrita nas pesquisas de Gelinas e Goulet (1983)
e McDonnell e Russel (1999), variando com o principio ativo e microrganismo alvo,
demonstrando a importancia de validacdes para escolha de produtos a serem utilizados

em programas de higiene.
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Ayhan et al. (1999), testaram duas concentracdes de hipoclorito de sédio (0,5%
e 5,25%), sobre microrganismos comumente encontrados em sistemas de canais
radiculares, entre eles E. faecalis, e verificaram que a maior concentracao resultou em
diminuicéo significativa no crescimento da bactéria. Negreiros et al. (2014) identificou
isolados de E. faecalis tolerantes as concentracdes de 2,5% e 8,5% de hipoclorito
de sodio (sem presenca de matéria-organica). Nesta pesquisa observou-se que o
hipoclorito em presenca de agua conseguiu diminuir o crescimento microbiano porém
em solucado com BHI foi totalmente ineficiente, assim como o diéxido de cloro.

Fraise (2002) explica que os possiveis mecanismos de tolerancia a biocidas em
cocos gram-positivos incluem bombas de efluxo, alteracéo do sitio alvo e mudancgas na
estrutura da parede celular. Para Canoa (2008) uma das desvantagens da utilizacéo do
cloro é que este biocida é rapidamente inativado pela matéria orgénica, tendo escassa
atividade quando aplicado a superficies de carcacas e de equipamentos sujos por
residuos durante o processo. Segundo Sander et al. (2002), bactérias apresentam
tolerancia ap6s uma exposicéo prolongada aos desinfetantes, e bactérias do mesmo
género e espécie podem apresentar diferencas na sensibilidade frente ao mesmo
desinfetante.

Quando aplicamos os sanitizantes sobre biofilme de Enterococcus, também
obtivemos que nenhum dos agentes quimicos foram eficientes na morte e remogéo
do biofilme (Figura 2). Para esta avaliacéo, foi mensurada a capacidade da célula em
reduzir o composto XTT, mostrando assim a viabilidade celular (Figura 3). Embora os
isolados sejam todos do género Enterococcus, cadaisolado apresentou comportamento
distintos em relacdo a resisténcia aos sanitizantes quimicos, demonstrando assim
um resultado preocupante, ja que o comportamento dos microrganismos sao
metabolicamente distintos.

60%
50%
40%

30%

20%
||I| ”II IIIII I
0%

mante alcall IOXIdO L Cloro Hlpoclonto de sédio  Aménia Buaternaria  Acido peracético
-10% clorado H

-20%
-30%

H]1 W2 W3 W4 H5 HO B/ HS8 HS H10

Figura 2 — Resultados do percentual de células viaveis no biofilme ap6s a¢éo dos sanitizantes;
dados mensurados com o composto XTT. Os nimeros 1 a 10 indica os isolados de
Enterococcus utilizados neste estudo.
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Figura 3 — Ensaio de redugéo do Sal XTT nos biofilmes formados por Enterococcus sp apés
contato com sanitizantes quimicos. A cor laranja-avermelhada indica redugéo do sal pela cadeia
respiratéria bacteriana, indicando viabilidade celular.

Ziech (2015) ao avaliar a tolerancia do biofilme maduro formado no polipropileno
(PP) e poliuretano (PU) a sanitizantes comumente utilizados na industria (detergente
alcalino clorado, acido peracético e ambos combinados), obteve os melhores resultados
de inativacdo de Salmonella sp. Contudo, nossos resultados mostram que por se tratar
de bactéria Gram positiva talvez a resisténcia do biofilme seja maior.

Jessen e Lammert (2003) afirmam que a remocao de micro-organismos de
superficies de contato torna-se muito mais dificil apés a formag¢do do biofiime,
e geralmente este procedimento sO6 serd possivel pela adogcdo de varias acdes
combinadas, como a utilizagcao de mais de um sanitizante.

Hood e Zottola (1997) afirmam que comparar resultados de estudos de eficiéncia
de sanitizantes &€ complexo devido a variagdo nas condi¢cdes para a aderéncia e
desenvolvimento do biofilme, podendo interferir na acdo do agente sanitizante. Variaveis
como as caracteristicas microtopograficas das superficies, rugosidade, presenca de
fissuras ou fendas podem diminuir a eficiéncia do processo de higienizacao e interferir
diretamente nos resultados obtidos (ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008). Estes resultados
indicam a necessidade de vastas avaliagdes e validagdes pelas industrias a fim de
estabelecer o melhor sanitizante e/ou a combinacao deles e as concentragdes para
possibilitar a eliminacdo/reducao dos biofilmes.

Embora o &cido peracético seja considerado um dos mais efetivos no combate
a biofilmes bacterianos e sua alta eficiéncia tem sido atribuida a grande capacidade
de oxidacdo do material celular (ROSSONI; GAYLARDE, 2000), esses dados nao
corroboraram com nossos resultados, uma vez que 50% de nossos isolados nao foram
eliminados com esse agente quimicos.

Moura et al. (2011) atestaram que o uso de quaternaria ambnia a 0,26%
acrescido de leite em p6 reconstituido foi eficiente no controle de Enterococcus ap06s
15 minutos de contato. Entretanto, Sander et al. (2002) ao confrontar 17 amostras
de Staphylococcus, Enterococcus, Salmonella, Pseudomonas, Proteus, Escherichia
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e Pasteurella, provenientes de avicultura, verificaram que a amoénia quaternaria foi
incapaz de promover inativacdo das amostras. Neste estudo, também observamos
quaternaria aménia néo apresentou eficiéncia no controle de Enterococcus.

A acao dos sanitizantes é afetada pelo tipo e concentragdo de microrganismos
contaminantes, caracteristicas da superficie, tempo e temperatura de 25 contato,
concentracéo de uso, tipos de residuos presentes na superficie, pH, propriedades
fisico-quimicas da agua e, por substancias inativadoras (ANDRADE et al., 2008).

Ainda séo escassos os trabalhos abordando a tematica da resisténcia bacteriana
a sanitizantes de uso industrial. Nosso estudo foi pioneiro na analise da sensibilidade
de Enterococcous sp, provenientes da linha de producdo de embutidos, frente a 5
sanitizantes de uso industrial.

41 CONCLUSAO

Os procedimentos de higienizacdo e sanitizagdo nas industrias contemplam
diversas etapas, dentre elas, recolha dos maiores residuos, remocdo de matéria
organica e/ou residuo com auxilio de agua quente, dispersdao de espuma através
de equipamentos e acgao fisica, enxague (com agua quente) e sanitizacdo. Estas
etapas visam aumentar a eficiéncia dos processos e a¢ao dos produtos quimicos. Os
resultados desta pesquisa devem ser utilizados como alerta para ressaltar aimportancia
de acdes preventivas nas industrias, como validacdes dos processos de higienizagao,
rotatividade entre os produtos quimicos para evitar a resisténcia dos microrganismos
a determinados compostos e avaliagdo do local (composicdo dos residuos, tempo
disponivel para higienizacdo e sanitizacao, composicao dos equipamentos e/ ou
estruturas) para maximizar a eficiéncia dos procedimentos aplicados.
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CAPITULO 12

SIMULACAO NUMERICA DA PROPAGACAO DE
ONDAS CISALHANTES EM ROCHAS SEDIMENTARES
A PARTIR DE IMAGENS MICROTOMOGRAFICAS DE
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RESUMO: O presente trabalho teve por
objetivo determinar através de simulagbes as
velocidades de ondas cisalhantes em amostras
de arenitos e rochas carbonéticas. Para tanto,
foi necessario a utilizagdo do programa Avizo
Fire® 8.1, responsavel pela fase inicial, e do
Comsol Multiphysics® 4.2, onde ocorreram as
simulacées. Aprincipio foram geradas as malhas
das quatro amostras, sendo dois arenitos e
dois carbonatos. Na sequéncia, os arquivos
contendo as malhas geradas no software
Avizo Fire® 8.1 foram importados pelo Comsol
Multiphysics® 4.2. A partir desse momento,
foram simuladas explosdes na face de baixo de
cada malha e medidas as velocidades de ondas
cisalhantes referentes a cada amostra. Como
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resultado da petrofisica computacional, tem-se
os valores dos limiares entre os tons de cinza
referentes aos espagos porosos e os referentes
a matriz mineral de cada amostra. Além disso,
determinou-se uma velocidade de 2322 m/s,
2116m/s, 2897m/s e 2181m/s para as amostras
A7, A9, TFG e TCR, respectivamente. Para fins
de comparacédo, foram utilizados os valores
das velocidades para as mesmas amostras
obtidos pela petrofisica convencional. Por fim,
devido a proximidade dos valores obtidos nas
simulagbes computacionais com os resultados
da petrofisica convencional, infere-se que o
método desenvolvido nesse trabalho é preciso e
confiavel, porém & complexo e exige um grande
processamento de dados devido ao tamanho
da malha gerada.
PALAVRAS-CHAVE:
Petrofisica
petrofisicas.

Ondas
computacional,

Cisalhantes,
Propriedades

ABSTRACT: The aim of the present work
is to determine the shear wave velocities in
samples of sandstones and carbonate rocks
through simulations. For this purpose, it was
necessary to use the programs Avizo Fire® 8.1,
responsible for the initial phase, and Comsol
Multiphysics® 4.2, in which the simulations were
performed. At first, the meshes of four samples
(two sandstones and two carbonates) were
generated. Subsequently, the files containing the
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meshes generated in Avizo Fire® 8.1 software were imported by Comsol Multiphysics®
4.2. From that moment, explosions were simulated on the underside of each mesh
and the wave velocities for each sample were measured. As a result of computational
petrophysics, there are the values of the thresholds between the gray tones, referring
to the porous spaces, and those referring to the mineral matrix of each sample. In
addition, a velocity of 2322 m/s, 2116m/s, 2897m/s and 2181m/s were determined
for the samples A7, A9, TFG and TCR, respectively. For the purpose of comparison,
the velocities of the same samples obtained by means of conventional petrophysics
were used. Finally, due to the proximity of the values obtained in the computational
simulations with the results of the conventional petrophysics, it is inferred that the
method developed in this work is accurate and reliable, but it is complex and requires
a large data processing due to the size of the mesh generated.

KEYWORDS: Shear waves, Computational petrophysics, Petrophysical properties.

11 INTRODUCAO

As propriedades elésticas das rochas s&o essenciais para prever o comportamento
das ondas P (compressionais ou primarias) e S (cisalhantes ou secundarias) durante
seus deslocamentos na subsuperficie da Terra. Inclusive esse é o principio da sismica,
principal método de investigacéo e dimensionamento de campos de petroleo. O método
sismico € responsavel por mais de 90% dos investimentos em prospec¢édo (THOMAS,
2001).

As ondas se propagam a partir de uma fonte e sédo definidas por Kearey et al. (2009)
como “pacotes de energia de deformacéo elastica que se propagam radialmente”.
Elas se diferenciam entre si devido a alguns fatores como a dire¢ao de polarizacao, a
velocidade e o meio de propagacao. As ondas secundarias, por exemplo, ao contrario
das ondas primarias, nao se propagam em fluidos pouco viscosos.

Observa-se, nos ultimos anos, a busca pelo conhecimento das propriedades
fisicas das rochas, destacando-se nessa area a ascensao da petrofisica computacional,
que obtém resultados cada vez mais precisos. O estudo das propriedades petrofisicas
tem o intuito de aumentar o grau de confiabilidade ao realizar operacbes de cunho
exploratério ou explotatério em um campo de petroleo.

Nos ensaios laboratoriais (petrofisica convencional) utilizam-se plugues,
amostras cilindricas de rochas, e os submetem a condi¢cbes de temperatura, saturagéo
de fluido e pressao similares as condi¢des in situ do reservatorio. Em contrapartida, o
método computacional utiliza imagens de subamostras extraidas de plugues, também
conhecidas como slices, que sao obtidas por meio do imageamento por tomogréfia de
raios x de alta resolugdo.

As simulagbes computacionais sao ferramentas que possibilitam simular uma
amostra sob as mais diversas condigbes termodinamicas. Além disso, é importante
destacar a rapidez dos ensaios e a precisdo dos resultados. Conforme Apolinario
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(2016), os ensaios computacionais sao realizados de forma rapida e contemplam um
grande numero de amostras.

De acordo com Sousa (2017), a simulagéao da propagacéo de ondas S apresenta
resultados satisfatorios quando realizada em amostras de arenitos e carbonatos.
Varios autores (KNACKSTEDT et al,, 2009; DVORKIN et al.,, 2011; MEDEIROS,
2013), tém destacado a velocidade e a qualidade dos resultados encontrados nas
simulagdes, no entanto, ha poucos trabalhos que abordam os comportamentos das
ondas secundarias.

Neste contexto, o presente trabalho tem por objetivo determinar as velocidades
das ondas cisalhantes, assim como analisar seus comportamentos ao se propagarem
em arenitos e rochas carbonaticas, através da petrofisica computacional com o auxilio
dos softwares Avizo Fire® 8.1 e Comsol Multiphysics® 4.2.

2 | MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi dividido em quatro etapas, que abrange desde a obtencéo
das imagens microtomograficas até as simulagbes no software Comsol Multiphysics®
4.2. A ordem das tarefas esta exemplificada na Figura 1.

Obtengdo dos slices
(Microtomaografia de raios x)

Geragdo da malha 3D
(Avizo Fire®8.1)

Simulagdo da propagagdo de ondas §
(Comsol Multiphysics® 4.2)

Figura 1. Fluxograma das atividades realizadas

2.1 Obtencao dos slices

Para a realizagdo das simulacdes foram utilizadas quatro conjuntos de imagens,
referentes a dois arenitos (um arenito grosso, A7, e um fino, A9) e a duas tufas
carbonaticas (tufa Cachoeira Roncados, TCR, e tufa Felipe Guerra, TFG). Os arenitos
séo oriundos da Bacia do Rio do Peixe, ja as tufas séo da Bacia Potiguar. As imagens
foram obtidas das amostras por meio da microtomografia de raio x, que de acordo com
Holleben (1993), é uma técnica ndo destrutiva e permite a visualizagéo das estruturas
internas das rochas.
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A aquisicdo das imagens microtomograficas, denominadas slices, foi realizada
no Laboratério de Meios Porosos e de Propriedades Termofisicas da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Nesse processo, os slices foram resultados do
registro e do processamento dos dados, que, por sua vez, sdo obtidos na forma de
projecoes da amostra sobre o detector plano. Cada subamostra é composta por mais
de 1500 slices e cada um deles ocupa um espaco na memoria de, aproximadamente,
2 milhdes de bytes. Os slices quando empilhados formam um corpo 3D, Figura 2.

Figura 2. A) Slices empilhados; B) Estrutura 3D de uma amostra. Adaptada de Porto (2015)
2.2 Geracao da Malha 3D

Na sequéncia as imagens microtomograficas foram importadas para o software
Avizo Fire® 8.1, cuja finalidade €& gerar as malhas necesséarias a simulacdo da
propagacao de ondas no software Comsol Multiphysics® 4.2. Essa etapa vai desde
a visualizacao dos slices pelo comando ortho slice, Figura 3, até a criacdo de uma
complexa estrutura tridimensional composta por poros e a matriz.

Figura 3. Slice da amostra A7

Foi crucial a determinagcdo do parametro que representa a separacéo, o limiar,
entre os tons de cinza referentes aos espacos porosos (mais escuros) e os tons
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de cinza referentes a matriz mineral (mais claros). Esse limiar € obtido por meio da
ferramenta Multi-Thresholding, mas antes é necessario a utilizagdo do comando Extract
Subvolume, que possibilita a escolha de um volume representativo da amostra. Uma
escolha correta de um subvolume reduz o tamanho da imagem a ser processada e
evita o chamado efeito de borda, que compromete a qualidade dos resultados gerados.
A Figura 4 mostra a sequéncia de comandos que foram utilizados para a descoberta
do limiar de cinza.

Main Panel F X

Project View | m SV =] | [E ]

Figura 4. Comandos para determinar o limiar

Na sequéncia foi realizada a atividade de geracdo de malhas, processo que
demonstrou ser complexo e demorado, exigindo umaboa capacidade de processamento
do computador. Foram utilizados uma série de comandos nessa etapa, 0s quais sao
mostrados na Figura 5. Inicialmente, os slices foram visualizados pelo comando
Ortho Slice e houve a escolha do subvolume mais representativo por meio do Extract
Subvolume. Depois utilizou-se a ferramenta Edit New Label Field, onde ocorreu a
binarizacédo da futura malha.
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Main Panel & x
Project View Nacl=

Figura 5. Conjunto de comandos necessarios a geracdo da malha A7

Nessa ferramenta ha a separacao entre os espag¢os porosos € a matriz mineral
nas imagens microtomograficas por meio do valor do limiar encontrado com o comando
Multi-Thresholding. Na Figura 6 é possivel identificar a segmentagdo proporcionada
pelo Edit New Label Field. Os poros estao tracejados com a cor amarela.

Figura 6. Segmentacao da amostra TCR

Utilizou-se o comando Generate Surface para construir a estrutura tridimensional.
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Além dessa funcéo, o Generate Surface corrige, por meio da ferramenta Simplification
Editor, as intersec¢des das faces dos elementos tetraédricos, as orientagcdes dessas
faces, assim como as razdes de aspecto e a qualidade dos tetraédros. A Figura 7
mostra o resultado do Generate Surface. Nela é possivel identificar a rede de poros
da amostra A9, representada pelos triangulos amarelos. A parte sem cor é a matriz
mineral.

Figura 7. Rede de poros da amostra A9

Por fim, o ultimo passo realizado no Avizo Fire® 8.1 foi gerar a malha, através
do Generate Tetra Grid, e criar um arquivo no formato bdf compativel com o software
Comsol Multiphysics® 4.2. A malha referente a tufa TFG € mostrada na Figura 8 e
representa a primeira etapa da simulagao.
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Figura 8. Malha da amostra TFG

2.3 Simulacao da propagacao de ondas S

A malha foi importada para o software Comsol Multiphysics® 4.2, onde foram
identificados os materiais que compdem cada fase da amostra e escolhidos os fluidos
gue preenchem os espacos porosos. Utilizou-se o calcario bandado como componente
da matriz para as duas tufas carbonaticas e o quartizito para os dois arenitos. Com
relacdo ao fluido presente nos espacos porosos, optou-se pelo ar, mas havia outras
opcbes, como a agua e o Oleo.

Foram fornecidas ao programa algumas propriedades essenciais a simulagéo, de
acordo com Mavko et al. (2009), tais como: densidade e velocidade de propagacéao do
som em cada fase da amostra; o valor da compressibilidade para o ar; e os mddulos
de cisalhamento e incompressibilidade para os calcarios e arenitos. Os valores sao
mostrados na Tabela 1. Por fim, simulou-se uma exploséo de curta duracéo na face de
baixo da malha.

Propriedade Calcario bandado Ar
Densidade (g/cm?) 2,71 1,3E-3
Compressibilidade (1/Pa) - 1,01E-5
Médulo de cisalhamento (GPa) 33 -
Médulo de incompressibilidade (GPa) 76,8 -
Velocidade do som (m/s) 6000 340

Tabela 1. Dados de entrada para o Comsol Multiphysics® 4.2.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No software Avizo Fire® 8.1 foram identificados, através da ferramenta Multi-
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Thresholding, os limiares entre a regiao porosa e a matriz mineral das quatro amostras.

Os resultados sdao mostrados na Tabela 2.

Amostra Limiar
A7 64
A9 74

TFG 28
TCR 56

Tabela 2. Limiares referentes as quatro amostras

Os arenitos apresentaram os maiores limiares, portanto o programa considerou

como regides porosas uma faixa de tons de preto a cinza maior para as amostras A7

e A9 do que para as tufas TFG e TCR.

No software Comsol Multiphysics® 4.2 foram simuladas as propagacbes das

ondas S, e obteve-se como resultados os histogramas, que fornecem as velocidades

das ondas, e os corpos tridimensionais com 0s respectivos comportamentos das

ondas cisalhantes ao se propagarem pelas amostras. Na Figura 9 é mostrado o

comportamento da onda S ao percorrer o arenito A7.

{ 15
1,0
05
o

Figura 9. Propagacéo da onda cisalhante na amostra A7

x 10%(m/fs)

Por meio dessa imagem, é possivel identificar as diferentes velocidades da onda

ao percorrer o arenito. Além disso, observa-se a estrutura de poros da amostra, pois 0s
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espacos porosos sao representados pelas cores azuis e amarelas, ou seja, as regides
com menores velocidades de propagacdo. Ja a matriz mineral e esta representada
pela cor vermelha e apresenta as velocidades mais altas. Conforme Oliveira (2005), as
altas e baixas velocidades séo justificadas pela maior ou menor resisténcia do material

ao cisalhamento.
A partir dos histogramas gerados sao realizados os calculos das velocidades,

dados pela multiplicagao do valor médio de cada barra vertical pela sua respectiva

porcentagem. A Figura 10 mostra o histograma referente ao arenito A7.
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Figura 10. Representagéo da velocidade de propagacéao da onda cisalhante ao percorrer a

Para fins de comparagao

amostra A7

foram utilizadas as velocidades obtidas

convencionalmente por Sousa (2017). Esses valores juntamente com os obtidos nas

simulagdes desenvolvidas no presente trabalho sdo mostrados na Tabela 3. Os desvios

foram calculados em relacdo aos valores dos ensaios convencionais.

Velocidades das Velocidades obtidas .
Amostra . ~ . Desvio (%)
simulagbes (m/s) convencionalmente (m/s)
A7 2322 2341 0,81
A9 2116 2035 3,98
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TFG 2897 2984 2,92
TCR 2181 2362 7,66

Tabela 3. Comparacgéo dos resultados das simula¢des com os obtidos convencionalmente.

Devido aos baixos valores dos desvios, € possivel identificar a proximidade entre
os resultados de ambas petrofisicas. Por consequéncia, nota-se que as simulacoes
utilizando o software Comsol Multiphysics® 4.2 foram precisas.

41 CONCLUSOES

A simulacdo da propagacdo de ondas cisalhantes em rochas carbonaticas e
arenitos, utilizando o software Comsol Multiphysics® 4.2, € um método inovador -
ha poucos trabalhos com essa especificidade. Ademais, a possibilidade de submeter
as amostras a inumeras condicoes termodinamicas, enfatizam a importancia dessa
técnica. Outro ponto a ser considerado, € que as simulagdes ndo alteram as condi¢des
iniciais das amostras. Portanto, ndo sofrem influéncia devido a mudancgas na estrutura
do corpo ensaiado, ao contrario dos experimentos convencionais.

Comrelacao a etapa responsavel pelas gera¢des das malhas, através do software
Avizo Fire® 8.1, ela exigiu um grande processamento de dados e demonstrou um alto
grau de complexidade.

Por fim, devido as proximidades dos valores obtidos nas simulacées
computacionais com os resultados da petrofisica convencional, o método desenvolvido
no presente trabalho é preciso e confidvel. Desse modo, representa um avanco para a
petrofisica computacional e possibilita um maior conhecimento acerca comportamento
das ondas S.
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CAPITULO 13
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ABSTRACT: Enzymes are commonly used in
the food industry, paper, textiles, antifungals,
among others. In purification processes of
various substances such as enzymes of
biotechnological origin, aqueous two-phase
systems are widely used. Therefore, the aim
of the study was to investigate the stability of
pectinase in different salts for the definition
of a biphasic aqueous system to be used
in the purification of the enzyme. Pectinase
was produced by submerged fermentation of
Aspergillus Niger |IOC 4003 using the mangaba
depulped residue as the inducer. From stock
solutions, extracts were conditioned for 2 h in the
presence of 5, 10, 15 and 20% (m/m) of ethanol,
ammonium sulfate, dibasic sodium phosphate
and sodium citrate. Control assays were
performed in the absence of these components,
with replacement by deionized water. In relation
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to the impact of the salts studied, the presence
of the citrate and phosphate salts allowed
greater stability in all the percentages used, with
a drop in activity around 50%. In the presence
of 10% ethanol, the relative activity was 422.81,
being higher than that obtained with Citrate and
Phosphate respectively 103.40 and 73.42 in
the same percentage. For Sulfate, all relative
activities obtained in the percentages studied
were smaller than in the other trials. Thus, we
consider that the stability of pectinase in the
salts studied may aid in the selection of suitable
phase-forming agents for the partitioning of this
enzyme and its purification.

KEYWORDS: Pectinase, enzymatic stability,
submerged fermentation, biphasic aqueous
system.

INTROUCTION

Enzymes are commonly used in the food
industry, paper, textiles, antifungals, among
others. In purification processes of various
substances such as enzymes of biotechnological
origin, aqueous two-phase systems are widely
used.
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SPECIFIC OBJECTIVES

The objective of this study was to investigate the stability of pectinase in different
salts for the definition of a biphasic aqueous system to be used in the purification of the
enzyme.

MATERIALS AND METHODS

The work was developed at the Laboratory of Biochemical Engineering (LEB),
which belongs to the Department of Chemical Engineering (DEQ), located at the
Federal University of Rio Grande do Norte (UFRN), in the city of Natal, Rio Grande
do Norte. Pectinase was produced by submerged fermentation of Aspergillus Niger
IOC 4008 using 2g the mangaba depulped residue as the inducer. The medium used
for fermentation contains a mineral solution consisting of 2% NaNO,; 1% K,HPO,; 5%
MgSO,; 5% KCI; 0.001% FeSO,; 0.016% MnSO,; 0.012% ZnSO, and 86.97% destilled
water. From stock solutions, extracts were conditioned for 2 h in the presence of 5,
10, 15 and 20% (m / m) of ethanol, ammonium sulfate, dibasic sodium phosphate and
sodium citrate. Control assays were performed in the absence of these components,
with replacement by deionized water. Table and figure 1 shows the results of enzyme
and control stability at the different concentrations studied.

% Salts | Activity in etanol | Activity in phosphate | Activity in Citrate | Activity in Sulfate
° (U/mL) {U/mL) (U/mL) (U/mL)
5% 0,0058 0,007 0,015 0,0083
C5% 0,0065 0,0059 0,0114 0,0238
10% 0,0241 0,0058 0,0091 0,0015
C10% 0,0057 0,0079 0,0088 0,0253
15% 0,0056 0,0073 0,0052 0,0001
C15% 0,0082 0,0069 0,0074 0,0061
20% 0,0044 0,0154 0,0108 0,0001
C20% 0,014 0,0107 0,0222 0,0353
Table - 1
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Figure - 1

RESULTS

In relation to the impact of the salts studied, the presence of the citrate and
phosphate salts allowed greater stability in all the percentages used, with a drop in
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activity around 50%. In the presence of 10% ethanol, the relative activity was 422.81,
being higher than that obtained with Citrate and Phosphate respectively 103.40
and 73.42 in the same percentage. For Sulfate, all relative activities obtained in the
percentages studied were smaller than in the other trials.
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Figure - 3

The Figure 2 and 3 — Enzyme activity values after 2 hours of contact of the extract with the
saline solution of the different salts in the proportions studied and Relative activity of the enzyme
in the different solutions and proportions studied.

CONCLUSION

Thus, we consider that the stability of pectinase in the salts studied may aid in the
selection of suitable phase forming agents for the partitioning of this enzyme and its
purification. We can observe values of higher activities in the presence of citrate and
phosphate in the different proportions than in the other solutions studied. In the analysis
of the stability of the enzyme in solution with ethanol was observed in the proportion
of 10% a high relative activity in comparison with the other proportions. Therefore the
citrate and phosphate salts are considered to be most suitable for use in two-phase
aqueous systems for purification of Aspergillus niger I0C 4003 Pectinase.
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CAPITULO 14
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RESUMO: O tratamento biolégico pelo
processo de lodos ativados é amplamente
aplicado no tratamento de residuos, pois sua
microbiota € capaz de biodegradar compostos
organicos e romper cadeias poliméricas. A
poli-e-caprolactona (PCL) €& parcialmente
biodegradado e para aumentar a degradacao, é
recomendado processar uma blenda contendo
polimero natural, como o amido. O processo
de lodo ativado tem sua microbiota alterada
dependendo da fonte de carbono utilizada,
para isto, a técnica molecular FISH é aplicada
para identificar e enumerar grupos especificos
de microrganismos, detectando elementos
genéticos em amostra de fluorescéncia
por sondas especificas e microscopia de
fluorescéncia. O objetivo deste estudo foi
avaliar a capacidade da microbiota do lodo
ativado em biodegradar filmes de PCL e
blendas de PCL/amido e verificar por FISH
0S grupos de microrganismos. A propor¢cao da
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blenda foi 35% em massa de amido, 15% em
massa de plastificante Edenol e 50% de PCL.
A biodegradacéo ocorreu em reator, contendo
os filmes poliméricos a temperatura ambiente
por 120 dias. A biodegradacéo foi avaliada por
MEV (microscopia eletrbnica de varredura),
MFA (microscopia de forgca atdbmica) e TGA
(termogravimetria). A perda de massa para
o filme de PCL foi de 41%, enquanto que a
blenda teve uma reducao de 84%. A microbiota
variou durante a biodegradacao dos polimeros,
apresentando sinal positivo de fluorescéncia
para Gammaproteobacteria, Firmicutes e
Mycobacterium na biodegradacdo do PCL,
e Alphaproteobacteria e Betaproteobacteria
para a blenda. Diante dos resultados, conclui-
se que o tratamento bioldgico por lodo ativado
€ um processo promissor nos estudos de
biodegradacao de polimeros.
PALAVRAS-CHAVES: Lodo
Biodegradacao de polimeros, FISH

ativado,

FISH ANALYSIS APPLIED TO
IDENTIFICATION OF ACTIVATED SLUDGE
MICROBIOTA USED FOR BLEND
BIODEGRADATION

ABSTRACT: Biological treatment by activated
sludge process has been widely used to
industrial effluents, because their microbiota is

Capitulo 14




able to degrade different organic compounds. Poly (e-caprolactone) (PCL) are partial
degraded by microorganism, to accelerate the biological attack to PCL is the addition
of natural polymers like starch. Fluorescent in situ hybridization (FISH) is a technique
that is used to identify and enumerate specific microbial groups and is used to detect
specific genetic elements in a sample. The aim of this study is identify, by FISH, the
activated sludge microbiota responsible to biodegradation of PCL and their blend with
starch. The blend proportion was 35% (w/w) starch, 15% (w/w) plasticizer and the 50%
(w/w) PCL. Aerobic biodegradation was performed in a batch reactor, containing PCL
and PCL/starch blend films, at room temperature under constant aeration for until 120
days. The biodegradation process was observed by atomic force microscopy (AFM)
scanning electron microscopy (SEM) and thermogravimetric analysis (TGA). The
FISH analysis was carried out using different probes specific for Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Actinobacteria,
Archaea, Firmicutes, Chloroflexi, Mycobacterium and Eukaria. It was observed a low
mass reduction in 84 % to the blend PCL/starch and 41% to PCL film. FISH results
show that the microbiota suffered variation under PCL biodegradation process and
it was observed positive fluorescent signal for Gammaproteobacteria, Firmicutes,
and Mycobacterium. To PCL/starch blend biodegradation the positive results were
for Alphaproteobacteria and Betaproteobacteria. The activated sludge was a very
promising process to study the biodegradation as observed in this work.
KEYWORDS: Activated sludge, polymer biodegradation, FISH

11 INTRODUGCAO

O desenvolvimento para o conforto e o bem-estar humano produzido a partir
da Revolugao Industrial levou a intensificagdo do material descartado, ocasionando
aumento da quantidade de residuos gerados, provocando contaminagcdo do meio
ambiente e trazendo riscos a saude humana. O aumento da producao de bens de
consumo incrementa também a quantidade de rejeitos originados na extracdao das
matérias-primas, fabricacao, utilizacéo e descarte de produtos (Valt, 2007).

Os plasticos sao considerados os grandes vildes ambientais, pois podem demorar
séculos para se degradar e ocupam grande parte do volume dos aterros sanitarios,
interferindo de forma negativa nos processos de compostagem e de estabilizacao
biolégica. Além disso, os residuos poliméricos quando descartados em lugares
inadequados, como lixdes, rios, encostas, etc., causam impacto ainda maior ao meio
ambiente.

Deste modo, surgem as propostas de reducdo, reaproveitamento e até mesmo
biodegradacao desses residuos plasticos em diferentes sistemas bioldgicos, dentre
eles, o lodo ativado. O sistema de lodos ativados € amplamente utilizado, para o
tratamento de despejos domésticos e industriais, em situacdes em que uma elevada
quantidade do efluente e reduzidos requisitos de area sao necessarios. Basicamente,
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compreende um tanque de aeracdo, tanque de decantagcao e recirculacdo de lodo.
A biomassa consegue ser facilmente separada no decantador devido a formacgéo
de flocos, no qual estdo presentes bactérias heterotroficas aerdbias, autotréficas
nitrificantes, heterotréficas desnitrificantes, filamentosos e protozoarios, envolvidos
em uma matriz de polissacarideos (Von Sperling, 2002).

Para assegurar a estabilidade e eficiéncia de um sistema de tratamento biologico,
o conhecimento da dindmica da comunidade microbiana presente no lodo e sua
correlacdo com os parémetros operacionais do sistema sé&o fundamentais (Schneider
et al., 1998; Kaiser et al., 1998). Comunidades microbianas podem ser consideradas
como unidades funcionais que sao caracterizadas pela soma das propriedades
metabdlicas e pelos grupos taxonémicos microbianos envolvidos.

Nos ultimos anos se desenvolveram técnicas baseadas no DNA que permitiram
estudar os microrganismos do meio ambiente independentemente da realizagdo de
cultivo em laborat6rio. Sao ferramentas muito poderosas que tem permitido um grande
avanco no conhecimento da diversidade microbiana.

A ecologia microbiana molecular é baseada na compreenséao das rela¢des entre
microrganismos e suas intera¢gdes com o ambiente, através da analise de moléculas
representativas de organismos ou de processos por eles desencadeados. Estas
podem ser proteinas, enzimas ou acidos nucléicos, como RNA (4cido ribonucléico)
e DNA (4cido desoxirribonucléico). A extracdo de DNA de amostras ambientais, com
posterior amplificacdo e analise do material genético, tem sido uma alternativa ou
complemento ao classico método de cultivo e analises fisioldgicas de microrganismos.

Na ultima década, a hibridizacdo in situ com sondas fluorescentes (FISH)
complementares ao RNA ribossémico (rRNA) tem se afirmado como ferramenta util
para a analise taxonémica de bactérias em comunidades complexas, (Amann et al.,
1995), sendo que a comparacdo da composicédo de duas comunidades bacterianas
pode ser realizada adequadamente utilizando sondas de diferentes niveis taxonémicos
(Manz et al.,, 1994). Esta técnica permite a deteccdo e enumeracdo de células
bacterianas mediante o emprego de sondas que sdo marcadas com um radioisétopo
para uma parte especifica do 16S rRNA de uma bactéria. Uma sonda consiste de
15 a 30 nucleotideos (bases), complementares ao DNA alvo. A sonda marcada com
substancias fluorescentes ou fluoréforos permite a visualizacdo por microscopia
de epifluorescéncia das células de um dado tipo de bactéria. Os fluoréforos mais
empregados em FISH sédo a fluoresceina e seus derivados, tetrametilrosamina,
Alexa488, Cy3, Cy5, entre outras. Visto que € uma técnica sem extracdo de acidos
nucléicos da célula, € conhecida também como hibridizacédo de células inteiras, em
inglés “whole cell hybridization”.

Utilizando analise FISH, tipos especificos ou grupos de bactérias podem ser
observados sob uma microscopia fluorescente e neste sentido a presenca bem como
a quantidade de dada bactéria na amostra de lodo pode ser investigada (Jetten et
al., 2001). A analise FISH consiste em uma importante ferramenta para acompanhar
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o desenvolvimento de populagdes microbianas nos biorreatores estudados (Persson
et al.,2002; Toh et al., 2002). A técnica permite ndo somente determinar o numero, a
morfologia e o tipo de microrganismos cultivados ou néao, permitindo também analisar
sua distribuicdo espacial (Amann et al., 1995; 2000).

O sistema de lodos ativados, assim como outros ecossistemas também tem
restricdo pelo método de caracterizacéo tradicional que depende do cultivo das
bactérias, sendo que o numero de organismos viaveis é subestimado. A estratégia
para caracterizar a estrutura nesses ecossistemas consiste na aplicacao de sondas
gerais, nao especificas direcionadas a grandes grupos e logo na sequencia ir aplicando
sondas especificas para grupos mais reduzidos. As bactérias da divisao Proteobacteria
séo frequentemente as mais isoladas desse ecossistema. Dentro do grupo ainda
foram detectadas alfa Proteobacterias, beta Proteobacterias, gamma Proteobacterias,
delta e épsilon Proteobacterias. A técnica de FISH tem sido muito aplicada para a
caracterizagdo de lodos de sistemas nitrificantes nos quais Nirosococcus mobilis é
predominante como oxidadora de amodnio e os resultados confirmados pelas técnicas
de contagem e isolamento (Juretschko et al, 1998).

As técnicas de biologia molecular sdo muito Uteis na hora de estudar comunidades
complexas como as que se encontram em reatores e sistemas de tratamento de
aguas e esgotos, pois permitem o conhecimento da estrutura da comunidade e de sua
dindmica populacional.

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade da microbiota do lodo ativado
em biodegradar filmes de PCL e blendas de PCL/amido e verificar por FISH os grupos
de microrganismos.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais Poliméricos

Para obter a blenda biodegradavel foram utilizados Poli(caprolactona) (PCL)
P-787 (Union Carbide do Brasil), Amido de Milho Modificado SNOW-FLAKE ® 064051
(Corn Products, Brasil) e o plastificante EdenolO 3203 (Cognis do Brasil). PCL, Amido
e Edenol forma utilizados na proporcao 50:35: 15, respectivamente.

2.2 Perda de Massa

A perda de massa durante o processo de biodegradacéo foi avaliada pelo calculo
da porcentagem de peso perdido (Franco, 2004), seguindo a equacéo 1 (Onde, Mo =
massa inicial; Mf = massa final):

M,~M,-100
M

el

Perda de Massa (%) =
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2.3 Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

Amorfologia do filme de PCL e da Blenda foi avaliada utilizando-se um microscépio
eletrénico de varredura modelo Jeol - JSSM-6360LV, operando a 20 keV com detector
de elétrons secundarios e retroespalhados. As amostras foram secas sob vacuo
dindmico, metalizadas com uma fina camada (14nm) de ouro/paladio por Sputtering
(evaporacéo do metal e deposicao de uma fina camada sobre a amostra) utilizando-se
um metalizador BAL-TEC.

2.4 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

As microscopias de forca atébmica foram realizadas em microscopio SPM-9600
Shimadzu (Kyoto, Japan) e as imagens foram obtidas utilizando o0 modo dinamico. Foi
utilizado cantilever comercial de silicone e a frequéncia de ressonancia da ponta foi de
210-230 khz.

2.5 AnaliseTermogravimétrica (TGA)

No estudo de TGA foi utilizado um Thermogravimetric Analyser TGA 2050 da
TA Instruments utilizando-se uma taxa de aquecimento de 20°C/min, uma faixa de
temperatura entre 30 e 900°C e um fluxo de nitrogénio de 20mL/min. A massa das
amostras de PCL e PCL/amido analisadas foi de 7 =+ 1 mg e a massa do amido foi de
4 mg.

2.6 Biodegradacao em sistema de lodo ativado

A biodegradacao do polimero foi realizada em reator de fluxo continuo de lodo
ativado. Para a partida do reator bioldgico foi feita caracterizacéo do inéculo e posterior
adaptacado do mesmo aos polimeros. O sistema é constituido de uma unidade aerébia
e cilindrica com capacidade volumétrica de 2,5 L, na qual ocorre a entrada do efluente
a ser tratado. Esta unidade apresenta-se conectada a parte inferior de um decantador
anaerobio, conico cuja capacidade volumétrica é de 1,5 L, no qual ha a separacgéo da
biomassa do efluente tratado (Cordi et al., 2007). Ambas as unidades sao construidas
em acrilico. A biodegradacéo em reator de lodo ativado foi realizada até 120 dias. O
controle da perda de massa sem inéculo da microbiota foi realizado em um recipiente
com agua destilada e aeracgao.

2.7 FISH

No FISH quantitativo se determinou a abundancia relativa de certos grupos de
bactérias como porcentagem do numero total de células (utilizando corantes como o
DAPI que se ligam ao DNA genémico e tingem todas as células) ou como porcentagem
do numero de bactérias do dominio Bacteria, utilizando a sonda geral EUB338. O
estudo da relacdo de numero de células EUB/DAPI nos deu uma ideia aproximada da
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proporcéo de células bacterianas metabolicamente ativas. As células que se tingem
somente com DAPI e nao com a sonda podem estar mortas ou metabolicamente
inativas. O ecossistema estudado pode apresentar Archaes e para isto foi utilizada a
sonda ARCH915. As amostras de lodo retiradas para analise FISH foram previamente
guardadasa—20°C.Assondasutilizadasforam:Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Gammaproteobacteria, Deltaprocteobacteria, Actinobacteria, Archaea, Firmicutes,
Chloroflexi, Mycobacterium e Eukaria. As amostras foramobservadas em microscopio
Zeiss AXIO IMAGER A2 equipadado com Zeiss AXIOCAM MRC e AXIOVISION 4.8
software.

31 RESULTADOS

Os filmes de PCL e a blenda PCL/Amido/Eenol tiveram sua perda de massa
analisada em 60 e 120 dias. A blenda apresentou maior taxa de biodegradacéo
quando comparada ao filme de PCL independente do periodo analisado. Na Tabela
1, € mostrado o resultado obtido para perda de massa em porcentagem com 0s
respectivos desvios.

Perda de Massa (%)
Amostras
60 dias 120 dias
Blenda de PCL/amido/Edenol 37% (+3%) 85% (+8)
Filme de PCL/Edenol 15% (+2) 38 (+5)

Tabela 1. Perda de massa para a blenda (A) e para o filme de PCL (B) em lodo ativado.

Em 120 dias de biodegradacéao, a taxa maxima obtida para o filme de PCL foi de
aproximadamente 38%, enquanto que para a blenda observou-se uma taxa de 85%
de biodegradacgao. Observou-se ainda que apds 60 dias de biodegradacdao em lodo
ativado, a perda de massa passou a ser significativa para a blenda. Ao decorrer do
processo de biodegradacédo, a superficie dos filmes de PCL apresenta mais pontos
de ataque e aprofundamento das cavidades até unido destas cavidades quando
analisada por MEV. Em 120 dias, o filme apresenta estiramentos que possivelmente
levam a fragilidade do filme. Apesar da perda de massa do filme de PCL em 120 dias
n&o ultrapassar os 38%, pela microscopia é observada uma mudanca significativa em
sua superficie, indicando o potencial de degradacao desta formulagéo pela microbiota
do lodo ativado. Cada cavidade que se forma é aprofundada e se aproximam de tal
forma que a matriz de PCL se torna reduzida, indicando a degradacao desta porcao
da blenda, corroborando assim com o resultado da alta taxa de biodegradacéo
apresentada neste periodo (84%).
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Figura 1. Microscopias de MEV antes e depois dos 120 dias de biodegradacao.(A) Filme de
PCL antes da biodegradacéo, (B) filme de PCL apés biodegradacao. (C) Blenda antes da
biodegradacao, (D) Blenda ap6s biodegradagéo.

A microscopia de forga atbmica constitui uma ferramenta extremamente poderosa
para o estudo da morfologia da superficie polimérica da distribuicdo de fases em
sistemas multicomponentes. Sua principal vantagem sobre a microscopia eletrénica de
varredura esta no fato de ndo ser necessaria qualquer preparacéo prévia da amostra
a ser analisada.

A presenca dos graos de amido nas formas esféricas e dispersas irregularmente
pela superficie do filme, resultando numa blenda heterogénea. Este resultado indica
a importancia da AFM em avaliar a miscibilidade da blenda polimérica.

Figura 2. Microscopias tridimensionais de forca atdmica antes e depois dos 120 dias
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de biodegradacao.(A) Filme de PCL antes da biodegradacgao, (B) filme de PCL ap6s
biodegradacéo. (C) Blenda antes da biodegradacéo, (D) Blenda apés biodegradacéo.

A microscopia de Fluorescéncia revelou a presenca de varios grupos de bactérias
através da analise da morfologia.

Figura 3. Deteccéo de diversas morfologias bacterianas presente no reator de lodo ativado
utilizando FISH para o filme de PCL biodegradado: LGC (A), LMP (B); e para a blenda
biodegradada: ALPHA (C), GAMMA (D).

A microscopia de epifluorescencia revelou a presenca de Alpha (ALP), Beta
(BET), Gammaproteobacteria (GAMA) para a microbiota do lodo ativado ap6s a
biodegradacéo da blenda. A presenca de GAMA, LGC e LMP foram detectadas para
as amostras de lodo ap6s a biodegradacéao do filme de PCL.

Amostras
Biodegradadas

ALFA BETA GAMA LGC (A,BEC) LMP

Sonda
PCL biod. 60 dias - - + + +
PCL biod. 120 dias - - + + -
Blenda biod. 60 dias + + - - -
Blenda biod. 120 dias + + + - =

Tabela 2. Presenca e auséncia de grupos de microrganismos de acordo com a sonda utilizada
nas amostras de lodo ativado.

Na figura 4 pode-se observar a anélise da TGA que apresenta por¢cdes de reducao
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da blenda ap6s 120 dias de biodegradacéo em reator de lodo ativado.

O PCL é observado até o final do processo de biodegradado por ser mais
cristalino e de degradacéo mais lenta pelo sistema biolégico. O plastificante edenol e
o amido por serem de fontes naturais s&o facilmente biodegradados.
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Figure 4: Curva de TGA e sua derivada apresentando a blenda biodegradada em diferentes
tempos.

Na curva da derivada é nitidamente observada a reducéo das primeiras curvas
de degradacao com velocidade maxima de degradacao térmica ao redor de 300°C
evidenciando a biodegradacao das fragcdes de edenol e amido. Ha uma tendéncia
para aumento da estabilidade térmica para as amostras da blenda biodegradacéo em
60 e 120 dias por que ocorre uma exposicdo do PCL aumentando sua fragdo quando
diminui significativamente as fracbes de amido e edenol.

41 CONCLUSAO

A perda de massa para o filme de PCL foi de 41%, enquanto que a blenda teve
uma reducao de 84%, de vido a presenca do amido que torna o material com maior
taxa de biodegradacao.

As imagens obtidas tanto pela MEV como pela AFM auxiliaram na confirmacao de
degradacao dos materiais, filme de PCL e da blenda, no tempo de degradacéo de 120
dias, onde a biomassa microbiana do lodo ativado adere ao filme e inicia o processo
de biodegradagdo consumindo inicialmente o amido e posteriormente o plastificante
edenol e desestabilizando as cadeias de PCL

A microbiota variou durante a biodegradacao dos polimeros, apresentando sinal
positivo de fluorescéncia para Gammaproteobacteria, Firmicutes e Mycobacterium na
biodegradacdo do PCL, e Alphaproteobacteria e Betaproteobacteria para a blenda.
Diante dos resultados, conclui-se que o tratamento bioldgico por lodo ativado € um
processo promissor nos estudos de biodegradacao de polimeros em meio liquido.

O estudo das analises de TGA com o uso das derivadas das curvas facilita muito
a visualizacao do comportamento térmico dos polimeros e plastificante utilizados
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assim com a interacédo que ocorre entre os mesmos. Esta ferramenta auxilia também
a observar a reducdo ou aumento da estabilidade térmica das curvas em relagcéo aos
filmes processados e biodegradados. De acordo com as derivadas das curvas para
todos os filmes estudados foi observado que para os materiais biodegradados ocorre
sempre um ganho de estabilidade térmica para os filmes biodegradados em 120 dias,
0 que indica a massa residual predominante de PCL, sendo este mais cristalino e
com maior estabilidade térmica em relagcdo aos outros componentes da blenda e dos
compasitos.
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ABSTRACT: The xylanolytic complex consists
of extracellular enzymes, mainly produced by
fungi and bacteria, which hydrolyze the B (1-
4) linkages of xylan. The degradation of this
polysaccharide constituent of hemicellulose
results in monomers of xylo-oligosaccharides
subsequently converted into xylose. These
enzymes have many industrial applications,
being potential targets for research. This project
aimed to characterize the xylanases present in
the crude extract produced by the thermophilic
fungus Rasamsonia emersonii S10 in solid
state cultivation with respect to temperature
and pH. Assays were performed to evaluate
the effect of pH and temperature on enzyme
activity, determining the optimum conditions
and the stability of the enzymes. Optimal pH
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values were obtained at 5.5 and 7, and 80 ° C as
optimum temperature for 4 minutes incubation.
Regarding thermal stability, the highest stability
values occurred in the range from 4 to pH 5.5,
and for incubation times of 30 and 40 minutes at
50 °C in the absence of the substrate.
KEYWORDS: Enzyme; xylanase; thermophilic
fungi, bioethanol.

11 INTRODUCTION

Enzymes are obtained from different
natural sources, including plants and animals,
but the microorganisms capable of growing in a
wide diversity of environments are the preferred
source of enzymes for the industry. Among these
stand out the fungus for this purpose because
of their ease of production and enzymes that
can be extracted without the need for cell lysis
(HALTRICH et al., 1996).

The agro-industrial wastes are potential
sources of substrates for enzymatic degradation,
including bagasse from sugarcane, corn cobs,
sawdust, and other lignocellulosic materials
rich in cellulose and hemicellulose present in
the plant walls, which are considered important
sources of sustainable energy (PAYNE et al.,,
2015).

The wide use of enzymes from xylanolytic
complexes in industrial processes (NIEHAUS et
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al., 1999) demands further studies to characterize these enzymes not only in the isolated
or pure form, but also the enzyme complex present in the crude extract obtained after
cultivation process of microorganisms.

2| MATERIALS AND METHODS

The strain of the thermophilic fungus Rasamsonia emersonii S10 was obtained
at the Laboratory of Applied Biochemistry and Microbiology of Biosciences, Languages
and Exact Sciences Institute, State University of Sdo Paulo (IBILCE-UNESP).

Solid State Cultivation (SSC) was performed in polypropylene bags, adapted to
provide the conditions necessary for cultivation. Agar discs colonized by the fungus
(one disk of 10 mm in diameter for every 10 mL of nutrient solution) was inoculated into
5 g of a mixture of sugarcane bagasse, wheat bran, corn stover (1:1:1 w/w). To this
mixture was added 20 mL of nutrient solution (providing an initial moisture content of
about 70%) consisting of (g/L): (NH),SO, (3.5); KH,PO, (3.0); MgSO,..H,O (0.5); CaCl,
(0.5), Tween 80 (10.0) and adjusted to pH 5.0. Cultivation occurred in an incubator
set at 55 °C for 144 hours. After reaching the cultivation time, enzymatic extraction
was done by adding 50 mL of distilled water (1:10 w/v) to each culture vessel and
transferred to an orbital shaker kept at 150 rpm for 40 minutes. The crude extract was
clarified by vacuum filtration and by centrifuging at 10,000 xg at 4 °C for 30 minutes.
The supernatant was used as enzyme solution and stored at -80 ° C.

The enzyme assays used 225 mL of substrate (sodium acetate buffer 0.2M pH 5.0
+ 1% Beechwood xylan) added to 25 mL of crude enzyme solution, and incubated in a
water bath in test tubes at 50 °C for 4 minutes, in order to measure the initial rate Vo.
After that time the reaction was stopped by adding 250 mL of DNS (3.5-dinitrosalicylic
acid) measuring the release of reducing sugars (MILLER, 1959). One unit of enzyme
activity (U) is the amount of enzyme required to release 1 mmol of reducing sugar per
minute (NC-IUB, 1979).

For determination of the optimum pH, the xylanolytic activity was assessed by
incubating 0.1 mL of crude enzyme solution in 0.9 mL of a xylan suspension (1 %) at
different pH values at 50 °C for 10 minutes. The following buffers (0.2 M) were used:
Citrate (pH 3 to 3.5), acetate (pH 4, 4.5, 5, 5.5), MES (pH 6, 6.5, 7), Tris (pH 7.5 and
8) and glycine (pH 8.5, 9 and 9.5) the pH of the buffer was adjusted when necessary
to correct the displacement effect of the temperature on the pKa (APPLICHEM, 2008).

For optimum temperature determination, xylanolytic activity was tested as a
function of the incubation temperature from 30 to 90 °C as described above at the
optimum pH.

To analyze the stability of the enzymes in relation to pH, a final volume of 1 mL
of the crude extract suitably diluted 1:1 (v/v) in a buffer was incubated for 24 hours at
24 °C in 0.2 M buffers in the absence of the substrate. After the incubation period, the
enzyme activity was determined as described previously, compared to a control diluted
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1:1 with deionized water.

Thermal stability was analyzed by incubating the enzyme solution in the absence
of the substrate for 2, 5, 10, 20, 30 and 40 min. at temperatures between 30 and 90 °C,
followed by the enzyme assay at the optimum pH.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

The crude extract display five xylanases when analyzed by zymography (results
not shown). Concerning the effect of pH, within the range of pH values examined
two peaks of higher activity were evident at 5.5 and 7.0, which could be ascribed to
functional heterogeneity among the isoenzymes (Figure 1A). In terms of the pH stability
variation was observed that the enzyme retained 70 % or higher activities in the range
from 4.0 to 8.0, showing values higher than 100 % between 4.0 and 5.5 (Figure 1B).
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Figure 1. Effect of pH on xylanolytic activity. A) optimum pH; B) enzyme stability.

A xilanase produced by SSC by the mesophilic fungus Aspergillus fumigatus
displayed an optimum pH of 5.5 (PULS et al., 1999), and for a xylanase produced by
Aspergillus niger, were described two peaks of pH, at 5.0, and 7.7 (PEREIRA, 2013).

The optimum temperature was achieved at 80 °C, decreasing at 90 °C (Figure
2A). Concerning thermal stability in the absence of the substrate, the highest activities
were obtained at 50 °C for incubation times of 30 and 40 minutes (Figure 2B).
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Figure 2. Effect of the temperature on xylanolytic activity. A) Optimum temperature. B) Thermal
stability.

The same optimum temperature value was reported for the crude extract produced
by the thermophilic fungus R. emersonii (then still classified as Talaromyces emersonii)
(TUOHY; COUGHLAN, 1992) and for a xylanase produced by the fungus Chrysoporthe
cubensis (GOMES, 2014), with the highest activity values for the thermal stability in the
temperature range between 65 and 80 °C.

4|1 CONCLUSIONS

The results shown here displaying interesting characteristics for the crude extract
that motivate us to carry out a study of the isolated forms.

ACKNOWLEDGMENTS

This study was financed in part by the Coordenagcdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) Finance Code 001

REFERENCES
APPLICHEM. Biological Buffers. APPLICHEM: 18 p. 2008.

GOMES, S. K. Purificagcao e Caracterizacao de Xilanases do Fungo Chrysoporthe cubensis e
Utilizacao na Hidroélise de Bagaco de Cana-de-acucar. 2014. 59 (Master). Universidade Federal de
Vigcosa, Vigosa, Brazil.

HALTRICH, Dietmar et al. Production of fungal xylanases. Bioresource Technology, v. 58, n. 2, p.
137-161, 1996.

MILLER, Gail Lorenz. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing
sugar. Analytical chemistry, v. 31, n. 3, p. 426-428, 1959.

NC-1UB. Units of Enzyme Activity. European Journal of Biochemistry, v. 97, n. 2, p. 319-320, 1979.

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 15




NIEHAUS, F. et al. Extremophiles as a source of novel enzymes for industrial application. Appl
Microbiol Biotechnol, v. 51, n. 6, p. 711-729, 1999.

PAYNE, Christina M. et al. Fungal cellulases. Chemical reviews, v. 115, n. 3, p. 1308-1448, 2015.

PEREIRA, P. E. D. Analise de celulases e xilanases por fungo isolado a partir do Bioma Cerrado.
2013. (Master). Universidade Federal de Goias, Goiania, Brazil.

PULS, Jurgen et al. Purification and characterization of a low molecular weight xylanase from solid-
state cultures of Aspergillus fumigatus Fresenius. Revista de Microbiologia, v. 30, n. 2, p. 114-119,
1999.

TUOHY, M. G.; COUGHLAN, M. P. Production of thermostable xylan-degrading enzymes by
Talaromyces emersonii. Bioresource Technology, v. 39, n. 2, p. 131-137, 1992.

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 15



CAPITULO 16
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RESUMO:Atécnicaeimobilizacdotemsetornado
uma alternativa para processos industriais. A
Saccharomyces cerevisiae sintetiza a enzima
invertase, utilizada na industria alimenticia
para a producdo de agucar invertido, que é a
matéria-prima que garante a textura adequada
ao produto final. O presente trabalho objetivou
a realizacdo da triagem de quatro tratamentos
para imobilizagdo de S. cerevisiae sendo Luffa
cylindrica, um biossuporte, visando a producéao
de invertase. No primeiro lote de tratamento foi
utilizado solugéo de hidroxido de sodio a 2% e
mantido sob agitacdo a 120RPM por 24hs. O
segundo lote foi autoclavado a 123°C a 1,3kgfq/
cm?, ja o terceiro lote foram aplicados ambos

os tratamentos. O quarto lote foi utilizado para
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controle. Os lotes foram inoculados com a
levedura e fermentados com bicarbonato de
sodio (0,15 mol/L) para a producéo de invertase.
A quantificagdo de microrganismos aderidos ao
suporte foi realizada por contagem de camara
de Neubauer, a quantificacdo de proteinas foi
realizada pela técnica de biureto e a medida da
atividade de extrato bruto contendo invertase
foi mensurada pela técnica de DNS. O segundo
e o terceiro lote apresentaram resultados
semelhantes ao controle com 0,95% de
aderéncia de células a bucha. O primeiro lote
apresentou 2,15 % de aderéncia das células e
produziu enzimas com atividade de 0,6 mol.L-
'min-'. Mesmo tendo um percentual de aderéncia
bem menor (0,95%), as enzimas provenientes
do tratamento controle apresentaram atividade
0,12 mol.L.'min-L, mostrando que esponja
vegetal € um bom biossuporte para imobilizacéo
dessa levedura mesmo sem tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Saccharomyces
cerevisiae, bucha vegetal, imobilizacéo,
fermentacao.

LUFFA CYLINDRICA TREATMENT
TREATMENT FOR IMMOBILIZATION OF
Saccharomyces cerevisiae AIMING THE

INVERTASE PRODUCTION
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has become an alternative for industrial processes. Saccharomyces cerevisiae
synthesizes the enzyme invertase, used in the food industry for the production of
invert sugar, which is the raw material that guarantees the proper texture to the final
product. The present work aimed at the triage of four treatments for immobilization of S.
cerevisiae, being Luffa cylindrica, a biosupport, aiming the production of invertase. In the
first batch of treatment 2% sodium hydroxide solution was used and kept under stirring
at 120 RPM for 24 hours. The second batch was autoclaved at 123 ° C at 1.3 kgfq / cm2,
and the third batch was applied to both treatments. The fourth lot was used to control it.
The lots were inoculated with the yeast and fermented with sodium bicarbonate (0.15
mol / L) for the production of invertase. The quantification of microorganisms adhered
to the support was performed by Neubauer chamber counting, the quantification of
proteins was performed by the biuret technique and the measurement of the activity of
crude extract containing invertase was measured by the DNS technique. The second
and third batch presented similar results to the control with 0.95% adherence of cells to
the bush. The first batch presented 2.15% cell adhesion and produced enzymes with
activity of 0.6 mol.L-'min"'. Even with a much lower adhesion percentage (0.95%), the
enzymes coming from the control treatment showed activity 0.12 mol.L'min"', showing
that vegetable sponge is a good biosupport for immobilization of this yeast even without
treatment.

KEYWORDS: Saccharomyces cerevisiae, vegetal bush, immobilization, fermentation

INTRODUCAO

Os microrganismos como as leveduras sao capazes de produzir diversos produtos
de interesse industrial, dentre os quais destaca-se a enzima invertase, obtida através
da levedura Saccharomyces cerevisiae (VARGAS et al, apud CHEETHAM, 1991).
A invertase, também conhecida por B-frutofuranosidase (E. C. 3.2.1.26), é enzima
responsavel pela hidrolise da sacarose em glicose e frutose — também chamados
de acucar invertido, utilizado pelas industrias alimenticias como adocante (NOVAKI,
2009). O acucar invertido possui vantagens por ter um poder de adocante 20%
maior que da sacarose pura, evitar processos dispendiosos de diluicao e ser de facil
armazenamento e transporte (GRATAO et al, 2004).

No cenario atual da pesquisa, sabemos que microrganismos, principalmente
os fungos, possuem alta plasticidade, sendo capazes de variar sua morfologia ao
longo dos ciclos de vida, influenciando diretamente na obtenc&o de um produto de
interesse industrial (COVIZZI et al, 2007). Uma forma de minimizar essas alteracées &
imobilizando o microrganismo de interesse a uma matriz sélida. Esse tipo de abordagem
s6 pode ser feito com microrganismos que possuem metabolismo extracelular, evitando
assim a necessidade de retirar o metabdlito de interesse do interior da célula.. Além
disso, célula imobilizada também pode ser utilizada como biocatalizadora, podendo
ser explorada para pesquisa e aplicada em processos de escala industrial (COVIZZI
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et al, 2007).

A utilizagdo de matéria organica e renovavel como biossuporte ou matriz solida,
tendo em vista a sustentabilidade, vém sendo atrativa para varios setores da industria
por ser econdmico, de facil obtencéo e auxiliar na preservacdao do meio ambiente. A
bucha vegetal (Luffa cylindrica) € um material abundante e acessivel, dessa forma
pode ser explorado como um biossuporte adequado para a imobilizagcdo de células
microbianas (COELHO, 2007).

A imobilizagao de um microrganismo pode trazer algumas vantagens para a
industria, dentre elas podemos considerar: o maior rendimento na produ¢éo, pois como
se aumenta a concentracdo de células utilizadas, consequentemente observamos
aumento na concentracdo de metabdlitos sintetizados (COVIZZI et’ al, 2007). Além
disso,esta técnica oferece facilidade de manutencdo dos fermentadores, por evitar
a obstrucdo da tubulacéo; dispensa algumas etapas de produ¢cdo como a extragéo,
isolamento e purificacdo da molécula de interesse, otimizando o processo e por fim,
oferece possibilidade de reaproveitamento do microrganismo, sendo esse ultimo, um
dos principais beneficios da imobilizacdo microbiana. (COVIZZI et al, 2007).

O presente estudo objetivou verificar a producao de invertase por Saccharomyces
cerevisiae imobilizada em bucha vegetal (Luffa cylindrica). buscamos avaliar o melhor
tratamento da Luffa cylindrica para imobilizacdo das células, quantificar o numero de
células de imobilizadas ap6s cada etapa do processo, determinar da concentracéo
proteica ap6s fermentacdo submersa e por fim, avaliar a atividade enzimatica do
extrato bruto contendo invertase.

METODOLOGIA

Preparo do suporte

O preparo do suporte foi realizado segundo a metodologia apresentada por
Coelho (2007) com algumas modificagdes. A bucha vegetal utilizada como suporte foi
higienizada com agua e seca em estufa a 60°C antes de ser padronizada em cubos
com area de 2,25 cm? e esterilizada em autoclave. Foram realizados trés tratamentos e
um controle. No controle, os fragmentos de Luffa cylindrica foram submetidos apenas
a autoclavacgao por 15 minutos a 121°C e 1 atm, e em seguida secos na estufa a 60°C.
Para os tratamentos foram utilizados temperatura (autoclave), no qual, submeteu-se o
suporte a uma temperatura de 123°C e uma pressao de 1,3 kgf/cm? por 35 minutos
em um equipamento de autoclave, ou solugéo alcalina (NaOH) a 2%, posta em contato
com a bucha e deixada sob agitacao por 24 horas a 120 rpm, apds o tempo de contato
as buchas foram lavadas e autoclavadas de 15 minutos a 121°C e 1 atm, por fim, um
misto das duas técnicas (autoclave e NaOH).
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Imobilizacao Celular

Adicionou-se 50 mL de uma solugdo contendo 100 g/L de Saccharomyces
cerevisiae®? em erlenmeryers com as buchas devidamente tratadas. A mistura foi
deixada sob agitagdo 120 rpm por 6 horas seguidas. As amostras foram lavadas com
agua destilada estéril por dez vezes.

Producao de Invertase

Depois da imobilizacdo foram colocados 50 mL da solugcédo de bicarbonato de
sodio (NaHCO,) a 0,15 mol/L® por 24 horas em estufa a 48,5 °C. O extrato obtido foi
armazenado e as esponjas foram lavadas cinco vezes com agua destilada estéril. Em
seguida, adicionou-se mais 50 mL da mesma solugao de bicarbonato de sodio para
uma nova fermentacgao.

Quantificacao de Proteinas pela Técnica de Biureto

De cada lote acima citado foi escolhido uma amostra para que fosse realizada
a quantificacao de proteinas. Em um tubo de ensaio foi colocado 1,0 mL da amostra
e 0,5 mL de agua destilada, deixou no banho termostatico por 15 minutos, a 37°C,
em seguida adicionou 1,5 mL do reagente de Biureto™ em cada tubo e leu no
espectrofotometro a 540 nm.

Medida da Atividade do Extrato Bruto Contendo Invertase

A medida da atividade da invertase contida no extrato bruto foi realizada
utilizando-se uma solugdo de sacarose (C,,H,,O,,) a 0,5 mol/L® por 10 minutos de
reacdo. A enzima foi desnaturada por 10 minutos em um banho termostatico a 95 °C.
A quantidade de glicose mais frutose gerada na reag¢ao foi mensurada pela técnica de

DNSI® segundo a metodologia SPIER (2005).

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sacarose (0,5 M) (mL) 0 005 01 015 02 025 0375 05 075 10
(T;T)p” acetato (0.05M) 5 55 215 21 205 20 1875 175 15 125

Enzima (mL) 1,0 1,0 1,0 1,0 10 1,0 1,0 10 10 1,0

Tabela 1. Volume de sacarose, tampé&o acetato e enzima.
Alimentacao

Apos a primeira fermentacao as esponjas foram lavadas e distribuiu-se 100 mL
de solucao de sacarosel® em cada erlenmeyer e apos duas horas e meia as esponjas

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 16




foram lavadas e colocadas para a segunda fermentacéo.
Quantificacao de Microrganismos Aderidos no Suporte

Foramrealizadascincoquantificacbes, sendoelas:nas Solugcdode Saccharomyces
cerevisiae, apés a imobilizacdo, depois da fermentacdo, apds a alimentacdo e no
fim a ultima fermentacdo. Para tanto, foi separado para andlise de determinagdo da
biomassa celular uma bucha de cada lote. O suporte com a levedura aderida foi retirado
do erlenmeyer e colocado em tubos falcon devidamente identificados, com 20 mL de
solucao tween 80 (0,01%)" e posto sob agitagdo intensa em vortex por 10 minutos.
Em um eppendorf foi adicionado 1000 pL a solugado mais 1000 pL de azul de metileno.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O pré-tratamento realizado a base de calor tem como objetivo remover
parcialmente a hidrolise de hemicelulose de forma que aumente os poros do material
lignocelulésico (COELHO, 2007). O tratamento do suporte € muito importante para que
a adsorcao da célula no suporte seja ampliada, aumentando assim a concentracao de
células imobilizadas. A aplicagao de substéncias alcalinas, como o hidroxido de sodio
(NaOH) 2% (p/v) removem parte da hemicelulose e da lignina da superficie da bucha,
causando uma modificacao da estrutura cristalina da celulose, levando ao inchamento
das fibras, promovendo o aumento da adesao de células (COELHO, 2007).

Para validar a eficacia dos diferentes tipos de tratamentos aplicados neste
estudo, foi realizado a Técnica de Biureto ap6s fermentacéao para confirmar a presenca
de proteinas nas amostras. O biureto passou pelas devidas etapas de padronizacédo
para ser utilizado, apés isso foi plotado um grafico com uma curva padréo do biureto,
obtendo—se um R2 proximo de 0,994 atestando assim a confiabilidade dos resultados
obtidos na Tabela 2 para concentracao de proteinas em cada lote.

Controle (mol/L. NaOH (mol/L. Autoclave (mol/L. Misto (mol/L.

Replicatas min) min) min) min)
1 0,135 0,206 0,225 0,180
2 0,199 0,212 0,110 0,301
3 0,250 0,199 0,123 0,269
4 0,257 0,333 0,123 0,250
5 0,161 0,333 0,078 0,218
6 0,167 0,384 0,116 0,161
7 0,084 0,238 0,123 0,238
8 0,097 0,199 0,110 0,193
9 0,110 0,193 0,123 0,250
Média 0,162 + 0,063 0,255 + 0,074 0,126 + 0,040 0,229 + 0,045

Tabela 2. Concentracao de proteina para cada tratamento, considerando a técnica de biureto.
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ab.c_ Amostras com letras iguais ndo diferem entre si a um nivel de 5 % de significancia (P <
0,05).

Nos resultados obtidos, a amostra tratada a partir de vapor pela autoclave
apresentou resultados iguais ao controle, sendo este considerado um tratamento
inadequado. Desta forma, ha evidéncias que a alta temperatura deste tratamento néao
tenha interferido na formacao de poros da bucha impedindo assim que a levedura se
aderisse ao suporte de maneira adequada. Além disto, a temperatura elevada por um
longo periodo de tempo pode influenciar a bucha a liberar compostos indesejaveis,
compostos estes que pode inibir a atividade da levedura e impedindo que a mesma
produza proteinas de maneira eficiente (COELHO, 2007).

Como esperado, o lote tratado com NaOH exibiu resultados satisfatérios visto que
a substancia modifica a estrutura da bucha vegetal causando o inchamento das fibras
e abertura de poros permitindo que a levedura se aderisse com maior facilidade. O lote
misto, tratado na autoclave e NaOH apresentou resultados semelhantes aos obtidos
pelas amostras tratadas apenas com NaOH. Pode-se deduzir que o tratamento de
forma mista nao foi eficiente, portanto a utilizacado da autoclave como parte da forma
de tratamento se mostrou dispensavel.

Atividade enzimatica

Aatividade enzimatica foi medida através da técnicade DNS. Essatécnicatambém
passou por padronizag¢ao e obtencdo de uma curva padréo atestando a confiabilidade
dos dados obtidos (PETKOWICZ, 2007). A presenca de proteina foi detectada pelo
teste de biureto apenas apds a primeira fermentagcéo, portanto, a concentracéo da
enzima invertase foi mensurada apenas ap6s a primeira fermentacéo,. A média dos
resultados obtidos encontram-se na Tabela 3.

Autoclave (mol/L.min) Controle (mol/L.min) NaOH (mol/L.min) Misto (mol/L.min)

0,00225 0,00518 0,00277 0,00222
0,00246 0,00342 0,00259 0,00311
0,00293 0,00447 0,00256 0,00339
0,00536 0,00518 0,00290 0,00348
0,00444 0,00407 0,00333 0,00509
0,00543 0,00530 0,00524 0,00532
0,00552 0,00506 0,00333 0,00552
0,00987 0,00601 0,00481 0,00746
0,00972 0,00721 0,00703 0,0102

Tabela 3. Média da velocidade enzimatica (mol/L.min-1) para cada lote.

A partir das absorbéancias obtidas determinamos o comportamento enzimatico
plotando graficos da concentragao celular pela velocidade dareacgao, utilizando o modelo
de analise de Michaelis-Menten. Os gréaficos abaixo sdo portanto complementares a
Tabela 3.
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O tanto no lote controle (Grafico 1a) quanto no lote de tratamento com solugéo
alcalina (Grafico 1b) nao foi possivel evidenciar caracteristicas essenciais na atividade
enzimatica como a constancia de uma velocidade maxima, portanto é possivel que a
concentracao proteica encontrada nao seja de origem enzimatica. Como o suporte do
lote controle nao passou por nenhum tipo de tratamento, era de se esperar que néao
houvesse grande aderéncia das células fungicas ao suporte e por consequéncia a
producéo enzimatica fosse baixa ou quase nula, como é o caso. Porém como no caso
do tratamento com NaOH observou-se que este era um dos melhores tratamentos
para aderéncia de células. Podemos deduzir que as proteinas que la estdo podem
nao ser de origem enzimatica ou que sao de origem enzimatica, mas se encontram em
estado desnaturado, sugerindo que tenha ficado residuo da solucao alcalina e que a
técnica necessita de aprimoramento.
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Graéfico 1. Atividade enzimética do: a) lote sem tratamento (controle). b)lote tratado com NaOH
2% (solucao alcalina). c) lote sem autoclave (alta temperatura por tempo prolongado). d) lote
sem autoclave (alta temperatura por tempo prolongado e solucéo alcalina).

O tratamento com calor prolongado (Gréafico 1c) observa-se semelhancas ao
grafico de Michaelis-Menten, j& que apresenta um aumento gradual da atividade
enzimatica seguido de uma estabilizacao, caracterizando a Velocidade maxima (Vmax).
Apesar de na técnica do biureto os resultados foram insatisfatérios, comprovou-se
com a técnica de DNS que o pouco de proteina que tinha era uma enzima ativa.
Contudo quando a técnica de calor foi acrescida de solugdo basica (Grafico 1d)
percebemos novamente uma falta de singularidade com grafico tipo de velocidade de
reacdo. Existe um aumento gradual da velocidade pela concentracdo, porém nao se
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atinge uma velocidade maxima assim como quando se tratado o suporte apenas com
hidréxido de sddio. Logo podemos entender que houve resquicio de NaOH no suporte
gerando uma alteracdo do pH da solugao, acarretando na inativacdo das enzimas
gradativamente.

Aprimoramento da técnica utilizando a solucao alcalina

Considerando os resultados obtidos percebemos que o tratamento que obteve
maior produgdo proteica foi utilizando solugéo basica, contudo o mesmo tratamento
nao apresentou atividade enzimatica. A partir dessa informacéo optou-se por repetir
esse lote com algumas alteracdes a fim de potencializar os resultados, desta forma,
acrescentamos as seguintes etapas: alimentacéo das leveduras entre as fermentacoes
e contagem do numero de células aderidas a esponja em varias etapas do processo.

Apos a primeira e a segunda fermentagao foram mensuradas a quantidade de
proteina do no meio pela técnica de biureto. Os resultados podem ser observados na

Tabela 4.
12 fermentacao 2° fermentacao
Replicatas NaOH Controle NaOH Controle
1 0,218 0,231 0,129 0,123
2 0,142 0,199 0,148 0,091
3 0,244 0,174 0,123 0,148
4 0,199 0,225 0,104 0,129
5 0,244 0,206 0,180 0,129
6 0,174 0,148 0,135 0,084
Média 0,205+0,040°  0,197+0,031° 0,137+0,026° 0,117+0,025°

Tabela 4. Quantificagédo proteica com biureto apos a primeira e segunda fermentacao.

@ — Amostras com letras iguais néo diferem entre si a um nivel de 5 % de significancia (P < 0,05)

Nota-se que tanto no controle quanto no suporte tratado os resultados néo se
diferenciam entre si a um nivel de 5% de significancia. Behera, Mohanty e Ray (2011)
realizaram a producao de etanol com Saccharomyces cerevisiae imobilizada em bucha
vegetal e, para isto, ndo tratou previamente o suporte, e mesmo obteve-se resultados
positivos. Marques, Buzato e Celligoi (2006) produziram invertase com Saccharomyces
cerevisiae e mesmo sem tratamento algum no suporte (Luffa cylindrica) conseguiram
bons resultados. Desta forma, o resultado obtido no presente trabalho ndo se mostra
diferente de respostas encontradas por outros autores.

Contagem celular

A concentracdo obtida por contagem em camara de Neubauer apresentou
para solucdo de NaOH uma quantidade de 1.7 x 10° UFC/mL. O controle exibiu uma
contagem de 2.5 x 10° UFC/mL. Baseado nestes resultados foi descoberto a quantidade
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de células aderidas em cada lote, expressos no Grafico 2.
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Grafico 2. a) Concentracao Saccharomyces cerevisiae por UFC/mL no lote controle. b)
Concentragcédo Saccharomyces cerevisiae por UFC/mL no lote NaOH nas seguintes etapas: (1)
namero de células aderidas ao suporte (UFC/mL) ap6s da imobilizagdo; (2) Namero de células
aderidas ao suporte apés a primeira fermentacao; (3) Numero de células aderidas ao suporte
depois da alimentacao; (4) Numero de células aderidas ao suporte apos a ultima fermentacgéo.

Ao se comparar o Grafico 2a (controle) com o Grafico 2b (tratado) percebemos
que o numero de células aderidas a bucha tratada com NaOH foi consideravelmente
maior que a quantidade de células aderidas ao Controle, sendo de 38.000 UFC/mL
ou 2,15 % de células da solugdo de Saccharomyces cerevisiae e 24.000 UFC/mL ou
0,95 %, respectivamente. Dessa forma, podemos considerar que o tratamento com
hidréxido de sddio conseguiu abrir as fibras do suporte e permitir que a células se
aderisse.

Nas etapas 2 e 3 observa-se um decaimento na quantidade de células. O tempo
de fermentacéo, de 20 horas, pode ter sido o causador da morte celular, visto que o
micro-organismo produzia e nédo era alimentado. Ap0s a ultima fermentagdao, com o
lote alimentado, a quantidade de células no lote NaOH foi inferior ao Controle. Este
fato pode ser em decorréncia de que o NaOH, por ser uma base forte, tenha interferido
no metabolismo da levedura impedindo sua multiplicagéo. Além disto, o tratamento
com base forte pode ter liberado substancias nocivas provenientes do préprio suporte.
Desta forma o controle exibiu melhores resultados, ja que o numero de células apos a
ultima fermentagéo foi maior, podendo assim ser mais eficiente se utilizada para uma
nova fermentacao e produzir uma maior quantidade do produto desejado.

Atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi mensurada ap0s a primeira e a segunda fermentacao.
Na primeira fermentacéo, como podemos observar no grafico 3, tanto o lote controle
quanto o lote de tratamento com NaOH apresentaram atividade enzimatica similares,
sendo que a maior velocidade de catalise obtida em ambos os tratamentos se
encontram em torno de 0,005 mol/L.min. Demonstrando assim que o lote Controle foi
tao efetivo quanto NaOH.
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Grafico 3. Atividade enzimatica apo6s a primeira fermentacéo. (a) Controle; (b) tratamento com
NaOH.

ApoOs a alimentagado, pode-se notar, no grafico 4, que a maior velocidade obtida
com a enzima proveniente do lote controle foi 0 dobro da maior velocidade obtida com
a enzima do tratamento com NaOH. Levando em consideracéo o teor de proteina
obtido pelo método de biureto, que demonstrou a equivaléncia de ambos 0os métodos
de imobilizagcdo na quantidade de proteina final, podemos concluir que é possivel
gue as proteinas obtidas no tratamento com NaOH nédo sejam de origem enzimatica
ou estejam inativas. Desta forma, as células imobilizadas no controle produziram as
proteinas enzimaticas de interesse deste trabalho.

Grafico 4.
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Gréfico 4. Atividade enzimatica apo6s a primeira fermentacéo. (a) Controle; (b) tratamento com
NaOH.

CONCLUSAO

Apls a realizagao de trés tipos de tratamentos diferentes em bucha vegetal
constatou-se que o lote tratado com NaOH ofereceu melhores condicbes para que
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as células se aderissem ao suporte. Contudo, mesmo apresentando quantidade de
células aderidas mais elevado se comparado aos demais tratamentos, foi o controle,
um lote com numero inferior de células imobilizadas que obteve melhor resultado na
producao de proteinas com atividade catalitica na hidrélise de sacarose. O resultado
apresentado por ambos os lotes se mostraram similares, portanto consideramos que o
melhor tratamento para imobilizacdo de Saccharomyces cerevisiae em bucha vegetal
foi o controle. Este fato é animador uma vez que a aplicagédo do lote ndo tratado
propiciara a reducao de gastos com preparo do suporte.

Os resultados apresentados pelo presente trabalho demonstraram que foi possivel
a obtencado de invertase através de leveduras imobilizadas em escala laboratorial,
contudo, a quantidade produzida nao é aceitavel para aplicacdao do processo em
alta escala, sendo necessario a otimizacdo das etapas de fermentacdo em trabalhos
futuros para aplicagao da técnica em processos industriais
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RESUMO: A trombose € considerada uma das
principais causas de doencas cardiovasculares
na vida moderna, pois pode levar a infarto
cerebral e do miocardio, devido a coagulos de
sangue néo lisados. Devido a isso, as proteases
que podem interferir na coagulagcado do sangue
tém sido investigadas a partir de varias fontes
microbianas. Portanto, o objetivo desse trabalho
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AMAZONICOS

foi isolar bactérias produtoras de proteases
com acéo fibrinolitica. A atividade proteolitica foi
investigada em Agar leite. Em seguida, foi feita a
fermentacdo submersa para obtencéo do extrato
bruto, a partir disso, realizou-se a quantificacéo
da atividade proteolitica e avaliagdo quanto ao
potencial fibrinolitico dos extratos em placa de
fibrina. Das 150 amostras analisadas, 58% das
culturas foram positivas para protease e 18%
apresentaram acao fibrinolitica, destacando as
espécies do género Pseudomonas aeruginosa
CBAM 529 e CBAM 526 com 345 U/mL e 279 U/
mL de atividade proteolitica, respectivamente.
Esses resultados sugerem que as bactérias
isoladas de ambientes amazdénicos sao micro-
para producao
de proteases fibrinoliticas que podem ser

organismos  promissores

alternativas para aplicagdo farmacéutica.
PALAVRAS-CHAVE: proteases, fermentacao,
fibrina, Pseudomonas

INTRODUCAO

A trombose é considerada uma das
principais causas de doencgas cardiovasculares
na vida moderna (Silva et al. 2013; Ashis &
Sudhir, 2011), pois pode levar a infarto cerebral
e do miocardio, devido a coagulos de sangue
néo lisados (Abidi et al. 2014)

Um certo numero de proteases que pode
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interferir na coagulacéo do sangue tem sido purificada e caracterizada a partir de varias
fontes, incluindo micro-organismos. Algumas destas proteases séo enzimas fibrinoliticas
capazes de digerir a fibrina (Sumi et al. 1995). Atualmente os agentes fibrinoliticos
disponiveis para uso clinico sao principalmente ativadores de plasminogénio, tais
como o ativador de plasminogénio tissular, uroquinase e a estreptoquinase. Apesar
da sua utilizacdo generalizada, estes agentes apresentam baixa especificidade para
fibrina, sdo muito caros e causam efeitos indesejados.

Consequentemente, a busca por enzimas fibrinoliticas para utilizacdo na terapia
contratrombose € um exercicio continuo, sendo que as proteases de origem microbiana
séo preferidas em comparacao as que sao obtidas a partir de fontes vegetais e animais,
uma vez que aquelas possuem quase todos as caracteristicas desejadas para as suas
aplicacdes biotecnoldgicas, tais como baixo tempo de producgéo, facilidade de cultivo e
de manipulacao genética (Abidi et al. 2014).

Neste sentido, esse estudo teve como objetivo isolar, identificar e incorporar
na Colecdo de Bactérias da Amazdnia (CBAM) culturas de bactérias produtoras de
proteases, e investiga-las quanto a acéo fibrinolitica.

MATERIAL E METODOS

Microrganismos e Investigacao da Producao de Proteases

Para este estudo foram utilizadas 150 culturas de bactérias isoladas de solo e 4gua.
As amostras produtoras de proteases foram identificadas com o Kit de identificacao
BBL Cristal e incorporadas na Colecéo de Bactérias da Amazénia (CBAM/FIOCRUZ-
Brasil).

Para obteng¢ao do inéculo, as culturas foram subcultivadas em Agar Nutriente em
placas de Petri (§=90mmx15mm). Os cultivos foram mantidos a 37 °C por 24 horas
(cultura estoque). A partir desta cultura, foi feito um inéculo central de cada amostra
em Agar Leite (Teixeira et al. 2011), para a investigacdo da producéo de proteases.
As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. A formacgao de halos translucidos ao
redor da col6nia indicou atividade positiva para enzima.

Preparo do inoculo e obtengdo do extrato enzimatico

A fermentacdo submersa foi realizada transferindo-se 1 mL da suspenséao celular
similar a escala de MC Farland 0,5 em frascos de Erlenmeyers (50 mL) contendo 30
mL da solucao de Manachini (1987) suplementado com gelatina a 0,5%. A fermentacéao
submersa foi conduzida em agitador orbital durante 24 h/150 rpm/37 °C. O extrato
foi separado da biomassa por filtracdo a vacuo. No extrato bruto recuperado foi
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determinada a atividade proteolitica.
Quantificacao da atividade proteolitica

A quantificacdo da atividade proteolitica foi feita de acordo com Fleuri & Sato
(2008) utilizando caseina como substrato (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) em
tampéao fostato 0,15M. Uma unidade da atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima capaz de produzir alteracédo de 0,01 na absorbéancia a 280 nm
por minuto.

Avaliacao da atividade fibrinolitica

Os extratos brutos com acéao proteolitica foram submetidos ao método de placa
de fibrina de acordo com o método descrito por Astrup e Mullertz (1952), com pequenas
modificagdes. A placa de fibrina (9 cm de didmetro contendo 3 mm de espessura de
gel de fibrina) foi preparada vertendo-se a mistura de 10 mL de fibrinogénio [0,5%
(p/v)] e gel de agarose [1% (p/v)] com 0,1 mL de uma suspencéo de trombina (100
unidades NIH/mL). Em seguida, foram confeccionados furos de 0,5 mm de didmetro
para aplicacao de 20 yL do extrato enzimatico fibrinolitico bruto, e posteriormente as
placas foram incubadas a 37 °C durante 18 horas e o didmetro do halo translicido foi
medido .

RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram analisadas 150 culturas de bactérias isoladas de solo e agua da regido
amazdnica, das quais 58% foram produtoras de protease. Pode-se destacar as culturas
de Pseudomonas aeruginosa CBAM 529 e CBAM 526 com 345 U/mL e 279 U/mL de
atividade proteolitica, respectivamente.

Quanto a atividade fibrinolitica, 18% das culturas apresentaram positividade no
teste em placa de fibrina com variagcao de 7 a 27 mm no didmetro dos halos. Pode-se
destacar as amostras CBAM 516 P. aeruginosa (27 mm), CBAM 529 P. aeruginosa (27
mm), CBAM 368 Burkholderia cepacia (26 mm), CBAM 519 Serratia marcescens (25
mm) CBAM 546 Bacillus cereus (25 mm).

Todas as culturas que apresentaram acao proteolitica foram identificadas e
incorporadas na Colecao de Bactérias da Amazdonia (CBAM). Sendo mais prevalente os
géneros Bacillus e Pseudomonas com 45% e 32% de amostras isoladas e produtoras
de enzima, respectivamente.

De acordo com Raju & Divakar (2014) o género Bacillus é um dos mais importantes
entre 0s microrganismos que tém sido encontrados para produzir as enzimas
fibrinoliticas. Ao longo do tempo, foram sendo descobertas enzimas fibrinoliticas
de origem bacteriana, tais como a Nattokinase (NK) a partir de B. natto (Sumi et al.
1987) e Subtilisina DFE e substilisin DJ- 4 a partir de B. amyloliquefacien (Pegui et al.
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2002). Outro estudo indica que a nattokinase também pode ser purificada a partir do
sobrenadante da cultura de estirpe TKUO15 de Pseudomonas sp. isolada a partir do
solo e que apresenta elevada atividade sobre a fibrina (Wang et al. 2009).

Esses resultados sugerem que as bactérias isoladas na Amazénia e depositadas
na CBAM sao micro-organismos promissores para producao de enzimas fibrinoliticas
gque podem ser alternativas para aplicagao farmacéutica no tratamento contra trombose.

CONCLUSOES

Esse trabalho confirma o enorme potencial biotecnolégico da biodiversidade
brasileira, enfatizando as culturas bacterianas isoladas em ambientes amazdnicos. Vale
ressaltar que essas culturas capazes de produzir proteases com acgao fibrinolitica e que
podem ser usadas para o desenvolvimento de agentes terapéuticos estdo mantidas na
Colecao de Bactérias da Amazdnia (CBAM), portanto, as informagdes contidas nesta
colecdo sao recursos-chave para que o pais possa utiliza-las no estabelecimento de
estratégias rapidas e eficientes para o desenvolvimento cientifico e tecnologico.
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ACIDO CITRICO: UM ENFOQUE MOLECULAR
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RESUMO: A molécula de éacido citrico é um
intermediario chave presente no ciclo do
Acido Citrico. Por ser amplamente utilizado
em varios segmentos industriais, € um dos
acidos organicos mais produzidos. Os fungos
do género Aspergillus, principalmente aqueles
pertencentes a sec¢ao Nigri, apresentam uma
grande importancia industrial na producéo
de enzimas e acidos organicos. A espécie A.
niger € uma das mais estudadas com relacdo a
producéo e acumulo de acido citrico, e também
€ amais utilizada em processos biotecnoldgicos.
Visto que, as primeiras reacdes do ciclo do Acido
Citrico e suas respectivas enzimas, interferem
diretamente na regulagdo da producéo do 4cido
orgénico, ha estudos analisando os genes e
seus respectivos produtos, que estao envolvidos
na producdo do &cido citrico. Sendo assim,
é citado nesse trabalho as enzimas citrato
sintase, isocitrato desidrogenase e aconitase
e 0s aspectos moleculares envolvendo as
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mesmas.
PALAVRAS-CHAVE: Acido citrico, Aspergillus,
citrato isocitrato

sintase, desidrogenase,

aconitase

CITRIC ACID: A MOLECULAR APPROACH

ABSTRACT: The citric acid molecule is a key
intermediate present in the Citric Acid cycle.
Because it is widely used in many industrial
segments, it is one of the most produced acids.
The fungi of the genus Aspergillus, especially
those belonging to the Nigri section, are of
great industrial importance in the production
of enzymes and organic acids. The A. niger
species is one of the most studied in relation to
the production and accumulation of citric acid,
and is also the most used in biotechnological
processes. Since the first reactions of the Citric
Acid cycle and their respective enzymes directly
interfere in the regulation and production of the
organic acid, there are studies analyzing the
genes and their respective products, which
are involved in the production of citric acid.
Therefore, the enzymes citrate synthase,
isocitrate dehydrogenase and aconitase and the
molecular aspects involving them are mentioned
in this work.

KEYWORDS: Citric acid, Aspergillus, citrate
synthase, isocitrate dehydrogenase, aconitase
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PROPRIEDADES GERAIS DO ACUMULO DE ACIDO CIiTRICO

A molécula de acido citrico € um intermediario chave presente no processo
de respiracdo aerdbica nos organismos. A nomenclatura oficial, segundo a Uniao
Internacional de Quimica Pura e Aplicada, é acido 2-hidroxi-1,2,3-propanotricarboxilico.
Entre suas propriedades quimicas, esse composto possuitrés grupamentos carboxilicos
e apresenta uma estrutura cristalina na forma de sélido branco (MAX et al., 2010;
COSTA, 2011; CIRIMINNA et al., 2017; TONG et al., 2019).

Pode ser encontrado naturalmente em frutas citricas como lima, limao, abacaxi,
entre outras. No entanto, desde meados do século XX, quando o pesquisador americano
Currie verificou que a producgéo de acido citrico por linhagens de Aspergillus niger era
favorecida em condi¢des especificas, rapidamente foram surgindo diversas condicdes
fermentativas para suprir o consumo de acido pelo mercado (COSTA, 2011; FOOD
INGREDIENTES BRASIL, 2014; ADITIVOS & INGREDIENTES, 2016;FRANCA, 2016;
CIRIMINNA et al., 2017; TONG et al., 2019).

Os mais variados segmentos como as industrias de alimentos, bebidas,
farmacéutica e cosméticos, utilizam o &cido citrico na composicdo de seus
produtos. Essa molécula pode ser empregada nas mais diversas formulacdes, por
apresentar inUmeras propriedades, como agente acidulante, agente sequestrante,
agente tamponante para controlar o pH, conservante, emulsionante, aromatizante e
flavorizante (SOCCOL et al., 2006; COSTA, 2011; FOOD INGREDIENTES BRASIL,
2014; CIRIMINNA et al., 2017; TONG et al., 2019).

Ha descrito na literatura trés metodologias para a producéo dessa molécula
orgéanica utilizando microrganismos: o processo Koji, a fermentacdo em superficie
e a fermentagcdo submersa, sendo que esta ultima é a mais utilizada na industria.
Fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Trichoderma, se destacam pela alta
produtividade e pelo acumulo desse acido em condi¢cées adequadas, porém a espécie
amplamente utilizada industrialmente tem sido Aspergillus niger (SANTOS, 2005; MAX
et al.,2010; FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2014; ADITIVOS & INGREDIENTES,
2016; TONG et al., 2019).

O GENERO ASPERGILLUS E O ACUMULO DE ACIDO CiTRICO

O género Aspergillus possui grande numero de seus representantes empregados
em fermentacdes de larga escala, para a producéo de compostos bioativos, acidos
organicos e enzimas. Este género, segundo os trabalhos de Houbraken et al., (2014)
e Hubka et al., (2014) € composto de 20 secbes e quatro subgéneros sendo eles
Aspergillus, Circumdati, Fumigati e Nidulantes (HOUBRAKEN et al., 2014; HUBKA et
al., 2014; SAMSON, et al., 2014; PARK et al., 2017; FRISVAD et al., 2018; TONG et
al., 2019).

Os fungos desse género que apresentam importancia industrial, sdo em sua
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maioria pertencentes a secéo Nigri (PARK et al., 2017). Esta secdo, que atualmente
possui 27 espécies (HOUBRAKEN et al., 2014; SAMSON et al., 2014; FUNGARO
et al., 2017), se destaca por contar com linhagens que receberam o status GRAS
(Generally Regarded as Safe), ou seja, que sao seguras para serem utilizadas em
condicoes industriais, como por exemplo Aspergillus niger (VARGA et al., 2011; PARK
et al., 2017; FRISVAD et al., 2018).

A espécie A. niger € uma das mais estudadas com relagdo a producéo e
acumulo de &cido citrico. Muitos trabalhos sao encontrados na literatura apresentando
as diferentes otimizacdes para a producao deste composto orgéanico, pois alguns
fatores interferem de forma direta nesse processo (FOSTER, 1949; ACOSTA, 1994;
COSTA, 2000; RODRIGUES, 2006; PASTORE et al., 2011).

Entre esses fatores podem ser citados: fonte de carbono, nitrogénio e fosfato;
pH; aeragéo; concentragdo de oligoelementos e o microrganismo produtor (FOSTER,
1949; GREWAL et al., 1995; RODRIGUES, 2006; PAPAGIANNI, 2007; MAX et al.,
2010; PASTORE et al., 2011). E conhecido que a fonte de carbono e de fosfato mais
adequada para a producao do acido citrico, sao a sacarose e o fosfato de potassio
monobasico, respectivamente (FOSTER, 1949; GREWAL et al., 1995; RODRIGUES,
2006; PASTORE et al., 2011).

Com o passar dos anos e visando a sustentabilidade, variadas fontes de carbonos
provenientes de residuos agroindustriais, foram sendo avaliadas para producao de
acido citrico utilizando A. niger. Como exemplos podem ser citados: filtrado de farinha
de milho (WANG et al., 2017), bagaco de cana-de-acucar (FRANCA, 2016); polpa
citrica (RODRIGUES, 2006); soro de leite (EL-HOLI and ALDELAIMY 2003), entre
outros.

O fungo A. niger & amplamente descrito na literatura para a producéo de &cido
citrico (RODRIGUES, 2006; AUTA et al., 2014; HU et al., 2014; HU et al., 2016). Porém,
outros Aspergillus pertencente a secao Nigri sédo relatados por possuir a capacidade
de acumular esse acido organico em quantidades significativa, como: Aspergillus
carbonarius (WEYDA et al., 2014; YANG et al., 2015; YANG et al., 2017), Aspergillus
kawachii, Aspergillus luchuensis e Aspergillus awamori, este ultimo reclassificado
como Aspergillus welwitschiae (HONG et al., 2013; FUTAGAMI et al., 2015; TONG et
al., 2019).

ASPECTOS MOLECULARES ENVOLVIDOS NO ACUMULO DO ACIDO CIiTRICO

As primeiras reacdes do ciclo do acido citrico e suas respectivas enzimas,
interferem diretamente na regulacéo e producdo do acido citrico. Tendo em mente a
sua importancia, estudos realizaram a analise dos genes e seus produtos que estao
envolvidos na producao deste acido organico (PEL et al., 2007; ANDERSEN et al.,
2011).
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Quanto ao acumulo de acido citrico, é conhecido haver principal participacéo das
trés primeiras reac¢des do ciclo do acido citrico. Estas reacbes séo catalisadas pelas
enzimas citrato sintase, isocitrato desidrogenase e aconitase (PAPAGIANNI, 2007;
AKRAM, 2014).

Segundo informag¢des do banco de dados National Center for Biotechnology
Information (NCBI), para essas proteinas ja foram depositadas sequéncias das mais
variadas espécies fungicas.

ASPECTOS MOLECULARES DA CITRATO SINTASE

Para a formacgéo do acido citrico, em sua forma de citrato, é necessario que a
enzima citrato sintase realize a condensacéo do oxaloacetato com o acetil-CoA, na
primeira reacao do ciclo do acido citrico (AKRAM, 2014). Esta reacao € considerada o
primeiro ponto de regulacao da via. Sua atividade é menor quando ocorre inibicao por
retroalimentac&o do seu produto, NADH e adenosina trifosfato (ATP). Em contrapartida,
sua atividade é estimulada pela adenosina difosfato (ADP) (NELSON e COX, 2011;
VOET e VOET, 2013; AKRAM, 2014).

Conforme descrito por Pel et al. (2007), a linhagem CBS 513.88 de A. niger,
apresenta uma citrato sintase citosélica e trés enzimas putativas na mitocéndria. Dentre
as formas de citrato sintases descritas até o momento, a citrato sintase codificada pelo
gene citA, tem sido melhor estudada. Em geral, a enzima citrato sintase codificada
por citA, localizada na mitocéndria, possui trés éxons e seis introns, e codifica uma
proteina com 465 aminoacidos com um dominio conservado (RUIJTER et al., 2000;
PEL et al. 2007; NCBI, 2019).

Ruijter et al. (2000), constataram que a enzima citrato sintase em A. niger,
codificada pelo gene citA, apresenta massa molecular desnaturada da enzima de
48 kDa. Enquanto que, durante o procedimento de filtracdo em gel utilizado pelos
pesquisadores, a massa molecular seria de aproximadamente 80 kDa, indicando que
a enzima nativa teria o formato de um dimero (RUIJTER et al., 2000).

Outra informacgao relevante foi encontrada na porcdo C terminal da proteina
codificada por citA, que contém uma sequéncia alvo peroxissomal (AKL) em duplicata.
Essa mesma sequéncia alvo ja foi verificada nos genes que codificam citrato sintase
de N. crassa e A. nidulans (RUIJTER et al., 2000).

Murray e Hynes (2010), descreveram que Aspergillus nidulans possui um unico
gene citA que é capaz de codificar uma proteina com sequéncias de direcionamento
mitocondriais e peroxissémicas. No entanto, estudos tém demonstrado que A.
nidulans possui 0s genes que codificam tanto a citrato sintase como a metilcitrato
sintase, genes citA e mcsA, respectivamente (PARK et al., 1997; BROCK et al., 2000;
MURRAY and HYNES, 2010).

Com relagcéo a enzima metilcitrato sintase, foi constatado que a mesma possui
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sua localizacdo na mitocondria e que esta enzima possui tanto acéo de citrato sintase
como de metilcitrato sintase, que é importante para o metabolismo de propionil-CoA,
em microrganismos como A. nidulans e A. fumigatus (MURRAY and HYNES, 2010).

No mesmo estudo foi averiguado que a delecdo de citA, implica em menor
crescimento de A. nidulans em meios contendo glicose. Em contrapartida, a enzima
metilcitrato sintase pode ser regulada em situa¢des de inducdo por fontes carbono, e
a atividade desta ultima pode substituir a enzima citrato sintase deletada. Essa teoria
dos autores € sustentada pela incapacidade de obter um mutante duplo para citrato e
metilcitrato sintase (MURRAY and HYNES, 2010).

ASPECTOS MOLECULARES DA ACONITASE

A enzima aconitase é responsavel pela conversdo do citrato no intermediario
isocitrato, na segunda reacdo do ciclo do Acido Citrico (AKRAM, 2014). Possui em
sua estrutura um centro ferro-enxofre no seu sitio ativo. A atividade enzimatica pode
ser regulada por ions como Cu?*, Fe®* e Mn?*, sendo que o primeiro favorece a maior
producéo de 4cido citrico, enquanto que os outros dois ions diminuem esse rendimento
(KUBICEK E ROHR, 1985; ACOSTA, 1994).

Oberegger et al. (2002), verificaram que em cepas de A. nidulans a influéncia do
ion ferro sobre o gene acoA, que codifica a enzima aconitase € dependente de ferro
como cofator, e que a regulacédo da enzima foi reprimida com a deplecao de ferro.
Discutiu-se também, que a homeostase de ferro pode sofrer regulagcao transcricional
dependente de fator SREA ou pela expressdo de um gene putativo que codifica
uma metaloredutase contendo grupo heme, denominado freA (OBEREGGER et al.,
2002).

Ja Fazius et al. (2012), descreveram em A. fumigatus a presenca de dois genes
que codificam aconitases distintas em seu genoma, denominadas de AcoA e AcoB.
Apl6s a purificagdo da proteina obteve-se que a aconitase AcoA, apresenta 787
aminoacidos com uma sequéncia de importacdo mitocondrial de 33 aminoéacidos,
sendo essencial para o crescimento do fungo (FAZIUS et al., 2012).

A aconitase AcoB ja foi descrita em A. fumigatus e A. nidulans, contendo apenas
um intron na sequéncia de importacdao mitocondrial. Um homologo de AcoB presente
no genoma de Penicillium chrysogenum mostrou 86% de identidade com AcoB de A.
fumigatus, e esta segunda aconitase esta relacionada com a via do a-aminoadipato
(FAZIUS et al., 2012).

Além da duas aconitases citadas (AcoA e AcoB), uma terceira enzima aconitase,
denominada de AcoC foi identificada no genoma de A. fumigatus, porém sem maiores
informacdes até o momento. No entanto, em A. niger (CBS 513.88), é conhecido
que a enzima aconitase possui sequéncia de 817 aminoacidos, com dois dominios
conservados e oito éxons (FAZIUS et al., 2012; NCBI, 2019).
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ASPECTOS MOLECULARES DA ISOCITRATO DESIDROGENASE

A enzima isocitrato desidrogenase catalisa a terceira reagdo do ciclo do Acido
Citrico onde ocorre a conversao de isocitrato a a-cetoglutarato. A reacao catalisada por
essa enzima é considerada o segundo ponto de regulacéo do ciclo. Em sua estrutura
catalitica possui o ion manganés (Mn*2) em seu sitio ativo, um dos ions que participam
de sua regulagao junto com o magnésio (Mg*?) (BOWES e MATTEY, 1979; MEIXNER-
MONORI et al., 1986). Adicionalmente, a enzima pode ser inibida por ATP, enquanto
que ions célcio (Ca*?) juntamente com ADP estimulam sua atividade (NELSON e COX,
2011; VOET e VOET, 2013; AKRAM, 2014).

Segundo o estudo de Kirimura et al. (2002), as células eucaribticas possuem trés
enzimas isocitrato desidrogenase (ICDH), sendo que cada uma apresenta diferentes
funcbes metabdlicas com relacdo a especificidade do cofator e a sua localizagao
celular (KIRIMURA et al., 2002).

Uma das ICDHs, a isoforma mitocondrial e especifica para NAD*, € uma enzima
alostérica em formato de octdmero, com sua regulacdo realizada por NADH e
nucleotideos de adenina, tornando-a uma enzima reguladora chave do ciclo do Acido
Citrico (KIRIMURA et al., 2002).

As outras duas isoformas de ICDHs sdo especificas para NADP* e podem ser
encontradas tanto no citosol, quanto na mitocdndria. S&o encontradas principalmente
como homodimeros, sua regulacdo ndo é alostérica e sua regulacédo é dada
principalmente em nivel transcricional (KIRIMURA et al., 2002).

O gene que codifica a isocitrato desidrogenase (icdA) em A. niger CBS 513.88, o
qual codifica uma das isoformas localizadas na mitocéndria, apresenta cinco éxons e
7 introns. O gene icdA codifica uma sequéncia de 385 aminoacidos, com um dominio
conservado (NCBI, 2019).
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RESUMO: O manguezal é definido como
um ecossistema costeiro de transicdo entre
0s ambientes terrestre e marinho, sendo
considerado um ecossistema-chave cuja
preservagao é essencial para o funcionamento
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de ecossistemas adjacentes. E um ecossistema
que apresenta condicbes abidticas tipicas
as quais podem vir a ocasionar condicdes
de stress para a microbiota do sedimento
de manguezal, como grandes variagbes de
salinidade, pH, temperatura, nivel da maré
e disponibilidade de oxigénio (O,), dioxido de
carbono (CO,) e matéria organica (nutrientes
disponiveis para assimilacdo). Devido a
abundancia de carbono e outros nutrientes no
solo, 0 manguezal abriga ampla diversidade
de comunidades microbianas, visto que é
ainda uma fonte inexplorada de actinobactérias
cujas sado capazes de produzir metabdlitos
secundarios com a finalidade de inibir ou
retardar o crescimento microbiano fungico ou
bacteriano, como por exemplo enzimas e/ou
antimicrobianos. A ampla distribuicao destas
bactérias neste ecossistema confere ao mesmo
o status de “hotspof’ de actinobactérias com
potencial biotecnoldgico, umavez que ha poucos
estudos realizados no Brasil que estabelecam
a relacdo entre a microbiota existente neste
sedimento e seu potencial biotecnologico.
Sendo assim, a presente revisdo procura
evidenciar a importancia das actinobactérias
no sedimento de ecossistema de manguezal
brasileiros e indicar possiveis aplica¢oes.

PALAVRAS-CHAVE:

Manguezal;

Actinobactérias;
Biotecnologia; Metabdlitos;

Enzimas.
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ABSTRACT: The mangrove is a transitional coastal ecosystem between terrestrial
and marine environments being considered a key-ecosystem whose preservation is
essential for the adjacent ecosystems functioning. Mangrove ecosystem presents
typical abiotic conditions that may lead to stress conditions such as large variations
in salinity, pH, temperature, oxygen (O,), carbon dioxide (CO,), organic matter and
tide level. Because of the carbon and nutrients abundance in mangrove soil, this
sedment is compounded by a wide microbial communities diversity. It is an unexplored
source actinomycetes, which are capable to produce secondary metabolites to
inhibiting or retarding fungal or bacterial microbial growth, for example enzymes and/
or antimicrobials. The wide distribution of these bacteria in this ecosystem confers to
mangrove the “hotspof’ status of actinomycetes with biotechnological potential, since
there are not studies in Brazil that establish the relationship between soil mangrove
microbiota and biotechnological potential of them. Thus, the present review seeks to
highlight the actinomycetes importance in sediments of Brazilian mangrove ecosystem
and to indicate possible applications.

KEYWORDS: Actinomycetes; Mangrove; Biotechnology; Metabolites; Enzymes.

11 INTRODUCAO

A costa brasileira apresenta uma das maiores extensoes de manguezais do
mundo, com cerca de 20 mil km? abrangendo desde o extremo norte do pais, no Amapa,
até o Sul no estado de Santa Catarina (CURY, 2002). Manguezal é definido como um
ecossistema costeiro de transicao entre os ambientes terrestre e marinho que toleram
condicOes de alta salinidade, solo anaerdbico e altas temperaturas, sendo considerado
um ecossistema-chave cuja preservacéo € essencial para o funcionamento de outros
ecossistemas (SCHAEFFER-NOVELLI et al., 2000).

Por estarem em contato direto com fatores tipicos do ecossistema de manguezal,
0s microrganismos que compde esse sedimento estao adaptados a condi¢des de stress,
como por exemplo, hidrico e osmético, entretanto podem ser sensiveis a perturbacoes
antropicas. O manguezal tém como principal funcao proteger ecossistemas adjacentes;
estabelecer as linhas costeiras entre ecossistema terrestre e aquatico; enriquecer
as aguas do local, uma vez que fornece uma grande quantidade de nutrientes na
forma de detrito para os ambientes proximos. O sedimento deste ecossistema
abriga uma microbiota bacteriana tipica desempenhando papel essencial no controle
de quimicos presentes no solo. Além disso, a presenca de bactérias redutoras de
sulfato no sedimento de manguezal contribui para os padroes de vegetagcédo e solo
visto que séo os principais decompositores de sedimentos anaerdbicos de manguezal
(KATHIRESAN; BINGHAM, 2001).

O solo de manguezal é formado pela deposicéo de particulas de origem terrigena
e marinha, orgénicas e inorganicas (THATOI et al., 2013). Devido a abundéncia de

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 19 175



carbono e outros nutrientes nesse solo, 0 manguezal abriga ampla diversidade de
comunidades microbianas. Condi¢des especificas, como salinidade, disponibilidade
de nutrientes e condicdes de anaerobiose, causadas pela constante variacéo diaria ou
sazonal da maré (ANDREOTE et al., 2012) faz do manguezal uma importante fonte
de recursos com potencial biotecnolégico ainda inexplorado (SIVARAMAKRISHNAN
et al., 2006).

O manguezal é ainda uma fonte pouco estudada quanto ao potencial de produzir
metabdlitos secundarios ativos por actinobactéria, como substéancias anti-inflamatéria,
antitumoral e agentes para o tratamento de doencas degenerativas e diabetes (HONG
et al., 2009), assim como produtoras de enzimas capazes de degradar substancias de
interesse industrial. A ampla distribuicdo destas bactérias neste ecossistema confere
ao mesmo o status de “hotspot’ com potencial biotecnologico (THATOI et al., 2013).
Estas se encontram altamente dispersas no solo, compondo os géneros Rhodococcus,
Arthrobacter, Streptomyces, Nocardia, Mycobacterium, Butyrivibrio Actinomyces,
Bifidobacterium, e despertam o interesse e atencéo da industria biotecnoldgica uma
vez que a capacidade de produzir metabdlitos secundarios e enzimas em grande
quantidade sao as principais caracteristicas que esse grupo apresenta (ZHAO et al.,
2006).

O estudo com organismos produtores de metabdlitos e/ou enzimas capazes de
auxiliar no combate as infec¢bes tanto de origem fungica quanto bacteriana, tem se
desenvolvido em todo o0 mundo, com proposito de prospectar novas drogas efetivas
com alto poder farmacologico capazes de combater as comunidades microbianas
multirresistentes (Ll etal., 2005). Aaplicacao industrial destas estaligada a biotecnologia
a qual deve aprimorar o a enzima de interesse comercial, resultando em um produto
de melhor qualidade que o tradicional (ORLANDELLI et al., 2012), visto que a sua
utilizacdo pode resultar no desenvolvimento de processos tecnoldégicos com maior
eficiéncia que os naturais, diminuindo impactos ambientais (MESSIAS et al., 2011).

As actinobactérias tém sido uma fonte potencial para exploracao e producao
de diversos compostos, sendo inclusos produtos que possam a vir comercializados
como: agroquimicos, farmacos e enzimas (GULVE; DESHMUKH, 2011). Estes
microrganismos desempenham papel essencial na degradacéo de matéria organica,
pois os mesmos podem vir a usar diversas fontes de carbono e energia para sua
producdo enzimatica. InUmeras pesquisas estdo sendo realizadas cujo principal
objetivo € identificar espécies capazes de produzir metabdlitos, como as enzimas, com
utilidade industrial (SILVA; MARTINS; MARTINS, 2015). Por produzirem uma ampla
gama de metabdlitos secundarios de importancia industrial e médica tém atraido
a atencao de pesquisadores com a intencao de descobrir novas espécies e novos
produtos, com potencial utilizacdo na area cientifica (KUMAR et al., 2018).
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21 CARACTERIZACAO DO ECOSSISTEMA DE MANGUEZAL

Manguezal é definido como “ecossistema costeira de transicdo entre os
ambientes terrestre e marinho, caracteristico de zonas tropicais e subtropicais, sujeito
ao regime de marés” o qual € utilizado como area de reproducéao, crescimento, refugio
e alimentac&o para organismos marinhos, sendo essencial para protecdo da costa
litordnea. Na qualidade de zonas Uumidas, é reconhecido como “ecossistema-chave”,
cuja preservacao é critica para o funcionamento de outros ecossistemas maiores e mais
diversos que se estendem além dos limites de um bosque de mangue (SCHAEFFER-
NOVELLI et al., 2000).

Segundo Correia & Sovierzoski (2005), o ecossistema de manguezal é essencial
para degradacdo de matéria organica e ciclagem de inumeros nutrientes presentes
tanto no sedimento deste ecossistema, quanto de ecossistemas adjacentes, sendo
classificado com um dos principais ecossistemas costeiros tropicais. Embora seja
relatado na literatura a importancia da microbiota no solo como parte intrinseca dos
processos biogeoquimicos em ecossistemas terrestres e estuarinos, ha poucos
trabalhos que relacionem o papel da microbiota, tanto bacteriana quanto fungica,
nos sedimentos e solos de manguezal (LANOIL et al., 2005). Além disso, ambientes
como estes, cujas comunidades microbianas sao ainda pouco conhecidas, podem
significar grandes bancos genéticos para a pesquisa e desenvolvimento de produtos
biotecnoldgicos, considerando que os microrganismos representam as formas de vida
mais abundante mais diversificadas do planeta, e detenham a maior proporcéo da
diversidade genética existente.

3 | DIVERSIDADE MICROBIANA EM SEDIMENTO DE MANGUEZAL

O solo € um sistema complexo que contém uma grande variedade de microhabitats
0s quais sao caracterizados por propriedades fisicas, quimicas e biol6gicas especificas,
sendo que fatores como materiais de origem, quantidade e qualidade de matéria
organica presente, saturacdo com agua, granulometria, caracteristicas quimicas
e vegetacdo controlam a atividade, diversidade e estruturas das comunidades
microbianas (AGNELLI et al., 2004).

A microbiota do solo é caracterizada pela abundancia e diversidade e a populacéo
€ maior nos poucos centimetros do topo do solo, declinando rapidamente com a
profundidade. Segundo Thatoi et al. (2016), a atividade microbiana € utilizada como
uma maneira de melhor entender os processos de mineralizacdo e observar mais
profundamente a intensidade dos fluxos de energia no solo (GHIZELINI et al., 2012).

O solo de manguezal é formado pela deposicéo de particulas de origem terrigena
e marinha, organicas e inorganicas, que se encontram em suspensdo na agua, e
que se movimentam em funcdo das correntes de fluxo e refluxo das marés (CURY,
2002). Além disso, diferente da maioria dos solos, 0 solo do manguezal apresenta um
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gradiente de condicdes aerdbias e anaerdbias, uma vez que sedimentos finos como
silite e argila predominam, juntamente com altas concentragdes de matéria orgénica e
sais (GHIZELINI et al., 2012).

A diversidade microbiana no solo esta relacionada com a complexidade das
interacbes microbianas no solo, incluindo as interacdes entre 0s microrganismos, 0
solo e as plantas. Sao importantes indicadores de qualidade ambiental, uma vez que
impactos adversos que afetem a diversidade e/ou a funcionalidade da microbiota do
sedimento de manguezal pode comprometer a dindmica de interagdes interespecificas
e intraespecificas e comprometer também a qualidade do solo. Logo, o constante
monitoramento da diversidade microbiana no manguezal pode fornecer informacoes
uteis sobre as mudancas que estdo ocorrendo ao longo de um periodo de tempo
devido a influéncias antrdpicas e intervengdes humanas (NUNES, 2006; RAMOND et
al., 2012).

Segundo Lee et al. (2006) estudos sobre a composicao microbiana e a diversidade
em solo de manguezal sao importantes para melhor compreensao da diversidade
bacteriana, pois esta comunidade desempenha um importante papel ecolégico em
muitos processos ambientais, incluindo a degradacao de poluentes. Segundo Cury
(2006) ainda que, estes microrganismos sejam essenciais para a definicao dos
processos geoquimicos predominantes e para a propria manutencéo da estabilidade
do ecossistema, os papéis da diversidade microbiana em ecossistemas estuarinos
sao pouco conhecidos.

Em estudos realizados no Brasil, Dias et al. (2009) demonstrou que a microbiota
bacteriana que esta presente em solo de manguezal também é comumente encontrada
em ambientes marinhos e estuarinos uma vez que 0S principais grupos a serem
identificados neste tipo de sedimento compde trés ordens: Actinomycetales, Bacillales
e Vibrionales. Dentre as trés ordens citadas a ordem Actinomycetales é a mais diversa.

Kumar et al. (2018) afirma que 30% da populacgao total de microrganismos no solo
corresponde a actinobactérias. Segundo Cury (2006) os principais grupos taxonémicos
pertencentes ao dominio Bactériaencontrados em solo de manguezal sdoAcidobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, Cyanobacteria, Deferribacteria, Firmicutes,
Gemmatimonadetes, Nitrospirae, Planctomycetes e Proteobacteria.

Os microrganismos sao fundamentais para manutencédo da produtividade,
conservacao e recuperacdo do manguezal, e encontram-se diretamente ligados a
transformacdo de nutrientes, fotossintese, fixacdo de nitrogénio, metanogénese,
solubilizacao de fosfato, e producdo de outras substancias incluindo antibiéticos e
enzimas sendo fontes de produtos de interesse biotecnoldgicos como, por exemplo,
bactérias produtoras de bioemulsificantes (SANTOS et al., 2011a; SANTOS et al.,
2011b). Além disso, sdo a mais importante fonte de producéo enzimatica, uma vez
que as enzimas com maior importancia industrial incluem proteases, enzimas que
hidrolisam carboidratos e enzimas lipoliticas. A aplicagcbes mais comuns dessas
enzimas sdo: processamento de alimentos, producédo de bebidas, nutricao animal,
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couro, papel, polpa, téxtil, detergente entre outras (SYED et al., 2009).

O estudo realizado por Insam (2001) demonstra que as enzimas presentes em
solo de manguezal sao predominantemente de origem microbiana, sendo que as
enzimas extracelulares de interesse estdo envolvidas na degradacédo de paredes
celulares de microrganismos e plantas, geracao de humus e mineralizacao de fosfato
e fosforo presente em compostos organicos.

41 ACTINOBACTERIAS

O filo Actinobacteria representa uma das maiores unidades taxondmicas entre
as linhagens do dominio Bactéria, e a divergéncia genética entre as actinobactérias
e outros grupos de bactérias é muito antiga. A classe Actinobacteria compreende
15 ordens, 43 familias e 203 géneros, no qual foi verificado através do padrao de
ramificacdo do gene 16S rRNA, assim como em assinaturas especificas do taxon
(GOODFELLOW et al., 2012; BARKA et al., 2016).

As actinobactérias séo bactérias Gram-positivas com alto teor de G+C (guanina
+ citosina), altamente dispersos no solo, compondo o0s géneros Actinomyces,
Arthrobacter, Bifidobacterium, Butyrivibrio, Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia,
Rhodococcus e Streptomyces. Segundo Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology
(GOODFELLOW et al., 2012) as actinobactérias compartilham duas caracteristicas:
todas sdo Gram-positivas e apresentam alta razdo de guanina/citosina em seu DNA,
podendo exceder 70% do total de bases nucleotidicas. Sdo organismos considerados
procariotos, e uma das caracteristicas de diferencia este grupo de outras eubactérias
€ 0 seu crescimento micelial, que se da pela ramificacdo das hifas e extensdo das
pontas, o que Ihes deu o nome actinobactérias (BARKA et al., 2016).

Membros dessa classe sdo consideradas uma das mais ricas fontes de produtos
naturais, como substancias antitumorais e antibiéticos, sendo o género Streptomyces
0 mais evidente. Estimativas apontam que apenas 10% de todos os produtos naturais
desses organismos tenham sido descoberto, sendo que as actinobactérias podem
representam cerca de 45% dos metabdlitos secundarios produzidos (GOODFELLOW
et al., 2012).

Eles sdo encontrados espalhados ao redor do mundo, em varios ecossistemas,
entre eles os aquaticos e terrestres. Sao importantes contribuintes na ciclagem de
nutrientes e na decomposicao do humus. Ocorrem em uma grande variedade de
hébitats e sdo capazes de crescer em uma vasta diversidade de substratos, sendo
comumente encontradas no solo. Além disso, as actinobactérias sao encontradas
em diferentes nichos ecologicos, uma vez que o grupo inclui géneros patogénicos
(Mycobacterium spp., Nocardia spp., Tropheryma spp., Corynebacterium spp.,
Propionibacterium spp.), ambientais (Streptomyces spp., Leifsonia spp. e Frankia), e
associados ao trato gastrointestinal (Bifidobacterium spp.) (AZUMA, 2011).
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Devido a variacdo dos fatores abibticos, como a salinidade alta umidade,
concentracbes baixas de oxigénio e o nivel das marés, os microrganismos tém
produzido metabdlitos incomuns e também altamente responsivos as mudancgas
ambientais. O manguezal tem sido alvo de pesquisadores para a descoberta de
novos compostos bioativos pela sua rica biodiversidade sendo uma valiosa fonte de
metabolitos secundarios (AZMAN et al., 2015). Segundo estudo realizado por Xu et al.
(2014) as actinobactérias isolados de manguezal mostraram a capacidade de produzir
substéncias anti-infectantes, antitumorais, inibidoras de proteinas tirosina fosfatase,
assim como enzimas extracelulares, como a protease, celulase e amilase. No solo, os
actinobactérias representam grande parte da populacdo microbiana figurando entre
eles bactérias do género Streptomyces, Micromonospora, Rhodococcus e Salinispora
(BARKA et al., 2016).

51 IMPORTANCIA ECONOMICA E POTENCIAL BIOTENCOLOGICO

Diversosreinos produzem metabolitos secundarios, podendo citar como exemplos:
plantas (compostos bioativos para protecdo), insetos (metabdlitos para comunicacéo
ou protecao) e ainda entre os eucariotos, visto que os fungos sao grandes produtores
de metabdlitos secundarios com diversos tipos de enzimas e antimicrobianos.
Dentre os microrganismos bacterianos, evidencia-se as actinobactérias as quais
podem sintetizar além de diversas complexos enzimaticos, a maioria dos antibibticos
conhecidos (HECK, 2007).

O metabolismo secundario de microrganismos pode ser visto como a producéo
de compostos que aparentemente nao exercem uma fungéo para o organismo, ja que
este pode sobreviver mesmo sem a sua formacéo. Assim, uma das justificativas para a
producéo destas substéncias seria que, por serem produzidas dentro de uma série de
reacOes bioquimicas que ocorrem nas células, quando o resultado € um produto que
favorece a sobrevivéncia, este mecanismo € incorporado as rea¢des primarias, como
0s pigmentos, que protegem contra os danos da luz ultravioleta e s&o importantes
fatores de viruléncia (AZUMA, 2011).

Os metabdlitos dos microrganismos produzidos no meio em que crescem Sao
conhecidos ha muito tempo. A fungcéo desses produtos pode ser ecologica-antagdnica,
inibindo o crescimento ou desenvolvimento de competidores (KUMAR et al., 2018)
ou mesmo promovendo associagdes com outros microrganismos, plantas superiores
ou fungos micorrizicos (HALLMANN e SIKORA, 1996), sendo assim, é necessario a
acao de varios genes para a producdo dos mesmos e protecado contra os efeitos da
substancia produzida (VENTURA et al., 2007).

As actinobactérias sdo mais conhecidos pela sua capacidade em produzir
substancias de interesse econdmico, representando cerca de dois tercos dos
antibidticos oriundos de microrganismos. S&o consideradas como 0 grupo de
microrganismos com maior capacidade de formar moléculas complexas, como 0s
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antibidticos e enzimas extracelulares, visto que o género Streptomyces é considerado
um dos maiores produtores de antibiéticos na industria farmacéutica (VENTURA et al.,
2007; LIAO et al., 2016). Entre 1955 e 1962, 80% dos antibibticos originados a partir
de actinobactérias ja haviam sido descobertos, entre 0os quais o principal contribuinte
foi 0 género Streptomyces (WATVE et al., 2001).

A acéo seletiva exercida sobre patdgenos bacterianos e fungicos produzida
por estes metabolitos bioativos isolados dos microrganismos inaugurou a era
antibidtica e vem nos beneficiando através de alguns tipos de farmacos, tais como
as penicilinas, cefalosporinas, tetraciclinas, e muitos outros. A penicilina, isolada de
Streptomyces griseus, foi um dos primeiros antibiéticos a serem descobertos, e em
1953, a descoberta da Vancomicina, isolada de Amycolatopsis orirentalis. Além disso,
a bactéria Streptomyces coelicolor € um modelo utilizado para estudar o controle da
producéo de antibidticos, e Micromonospora rifamycinica, isolada de mangue, produz
os antibidticos Ritamicina S (1) e seu isbmero geométrico Ritamicina S (2) (AZMAN et
al., 2015; BARKA et al., 2016).

Sabe-se que producao de metabdlitos é dependente do meio de cultura utilizado,
assim como a temperatura de incubacao e periodo, sendo que para a sua produgao, o
meio de cultura necessita de fésforo inorganico, ions metalicos, fontes de nitrogénio e
carbono. A mesma se da quando ha condi¢cdes adversas para 0 microrganismo, como
a falta de nutrientes. Nesse momento, a bactéria inicia o processo de morte celular
programada para assimilar os nutrientes para a sua sobrevivéncia, e a produgao de
antibidticos tém como o objetivo proteger esses nutrientes de outros microrganismos
(SRINIVASAN; LAXMAN; DESHPANDE, 1991; BARKA et al., 2016).

Em estudos realizados em ecossistema de manguezal no Brasil por Schneider
(2017), sabe-se que a microbiota bacteriana presente em solo de manguezal da Baia
de Paranagud, Paranagua é composta por actinobactérias, género Streptomyces, com
capacidade de produzir metabdlitos ativos com o potencial inibitdério de microrganismos
bacterianos patogénicos como Staphylococcus aureus ATCC 25023, e fungicos como
Candida albicans ATCC 10231 através da técnica de difusdo em agar utilizando blocos
de gelose e extrato bruto.

Os produtos naturais microbianos ainda parecem ser a fonte mais promissora dos
futuros antibidticos. Além disso, utilizando estudos moleculares recentes, tais como
dados de sequenciamento genémico, tem sido possivel buscar genes codificadores
de compostos e descobrir novos produtos naturais (AZMAN et al., 2015; LIAO et al.,
2016).

As actinobactérias tém grande importancia econdmica e biotecnologica. Além
disso, a producao de diversas enzimas como celuloliticas, proteoliticas, aminoliticas,
lignoliticas, quitinoliticas e solubilizacao de fosfatados, faz com que as mesmas sejam
essenciais na degradacdo de matéria organica do manguezal (SIVAKUMAR et al.,
2007; LU et al., 2009).
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6 | POTENCIAL APLICACAO ENZIMATICA DAS ACTINOBACTERIAS

Enzimas sdo proteinas com a capacidade de acelerar reacdes, e fazem parte
das reagdes quimicas dos organismos. Sdo moléculas que atuam em proteinas,
acidos nucléicos, lipideos, aminoacidos, carboidratos, entre outros (ORLANDELLI et
al., 2012).

Asbactériasisoladas de ambientes marinhos e terrestres possuem alta capacidade
de producéao enzimatica, tais como a amilase, celulase, fosfolipase, lipase, protease
e urease, as quais podem ter potencial aplicacdo na biotecnologia. As enzimas de
origem bacteriana sdo mais estaveis quanto a sua utilizagdo quando comparada
as enzimas produzidas por plantas e animais, uma vez que quando comparada a
enzimas fangicas, as bacterianas séo produzidas em maior quantidade. No entanto, o
ambiente marinho, regides polares, mar profundo e o ecossistema de manguezal, tém
sido pouco explorado quanto a producéo de metabdlitos secundarios de isolados de
microrganismos (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; LIAO et al., 2016), como exemplo
as actinobactérias.

A amilase é responsavel pela hidrdlise do amido, e é a enzima mais utilizada nas
industrias de alimentacéo (panificacdo) e também na industria textil, tendo como funcéo
remodelar o material das roupas. O género Streptomyces esta entre das bactérias
produtoras de amilase (GRIEBELER et al.,, 2015; KAFILZADEH; DEHDARI, 2015).

Bactérias produtoras de celulase, capazes de hidrolisa as substancias celulésicas,
podem ser utilizadas na industria téxtil, alimenticia e de cerveja uma vez que as
actinobactérias podem ser uma potencial fonte para a sintese de celulase. Bactérias
isoladas de ambientes semiaridos e marinhos, a uma temperatura de 28 e 30 °C, com
capacidade celulolitica incluem os géneros Streptomyces e Micromonospora 0s quais
possuem altos niveis de atividade enzimatica (GULVE; DESHMUKH, 2011; MOHAN;
CHARYA, 2012; SILVA; MARTINS; MARTINS, 2015).

As lipases sédo enzimas capazes de quebrar moléculas de lipidios dentro das
células de um organismo. Embora também seja produzida por animais a plantas,
a obtencdo da mesma tém sido feita comumente através de microrganismos como
fungos e actinobactérias (Streptomyces cinnamomeus). No mercado mundial, a
lipase & considerada o terceiro maior grupo na venda com aplicacbes na industria
de detergentes. Sua insercdo em detergentes liquidos substitui a utilizagcdo de
polissulfatos, diminuindo assim os impactos no ambiente. Outras aplicagcdes incluem:
producao de perfumes e cosméticos, industria alimenticia, farmacéutica, tratamento
de efluentes e fabricacao de combustivel (MESSIAS et al., 2011; MOHAN; CHARYA,
2012).

As fosfolipases se referem a um grupo de enzimas capazes de hidrolisa ligagdes
éster em glicerofosfolipideos. Essa enzima ocorre geralmente em microrganismos
e tecidos de plantas e mamiferos, estando relacionada a toxicidade de patoégenos
de plantas e animais. Além dos fungos, as bactérias também sao produtoras dessa
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enzima, como por exemplo, as bactérias do género Streptomyces as quais produzem
grandes quantidades de fosfolipase D (KATO et al., 1984; GHANNOUM, 2000;
CAMPOS; BARONI, 2010).

As proteases sao responsaveis pela aceleracdo da hidrélise de proteinas a
peptideos e aminoéacidos, de extrema importancia para os processos fisiolégicos dos
organismos. Sua aplicacdo envolve a industria de tratamento de couro, detergentes,
farmacéutica, agricola e alimenticia. Na industria, as enzimas oriundas de actibactérias
compde cerca de 40% de todas as proteases utilizadas (CUZZI et al., 2011; MOHAN;
CHARYA, 2012; GRIEBELER et al., 2015).

Por fim, a urease é descrita como uma enzima intra e extracelular, e esta presente
na maioria dos reinos da planta e dos microrganismos. Aurease bacteriana é de extrema
importéancia para as bactérias em ambientes contendo ureia, sendo indispensavel para
a sua sobrevivéncia na maioria dos casos. Estas enzimas quando imobilizadas podem
ser utilizadas para diagnosticar e tratar doenca, como por exemplo, a hipertensao,
como sensores biotecnologicos, para a biorremediacao, producao de antibiéticos e
vacinas e na industria alimenticia (SUJOY; APARNA, 2013; MURALIDHAR; KHURANA;
SHARMA, 2014).

Em pesquisa de potencial enzimatico realizado por Almeida (2017) utilizando
sedimento de manguezal da Baia de Paranagua, Parana, pode-se concluir que as
actinobactérias isoladas deste sedimento tém potencial enzimatico aminolitico,
celulolitico, fosfolipidico, proteolitico e ureolitico. Dentre os 10 isolados testados,
destacaram-se 3 isolados de actinobactéria do género Streptomyces que apresentaram
elevados indices enzimaticos para a amilase, fosfolipase e protease.

A busca por novos metabdlitos naturais € uma necessidade, visto o aumento
de patdégenos resistentes a antibioticos, assim como alternativas para os produtores
de enzimas de utilizagdo comercial, resultando no decréscimo do preco das enzimas
(AZMAN et al., 2015).
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RESUMO: O uso de pesticidas aumentou
significativamente no mercado brasileiro nos
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ultimos anos. Os herbicidas constituem o
segundo grupo de pesticidas mais utilizados no
Brasil, sendo o acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) um dos mais utilizados nas lavouras
brasileiras. O uso indiscriminado destes
pode

ambiental e a prejuizos a saude humana.

compostos levar a contaminacéo
Estudos buscam identificar microrganismos do
solo com a capacidade de degradacéo destes
pesticidas para uso em biorremediacdo. Este
trabalho teve como objetivo identificar cepas
bacterianas, com capacidade de degradacéo
do herbicida 2,4-D, oriundas da rizosfera de
chicéria (Cichorium endivia L.). Foi realizado
o isolamento bacteriano e identificacdo de
uma cepa através de testes bioquimicos e
sequenciamento. A cepa isolada foi identificada
como do género Delftia, que apresenta espécies
relacionadas com degradacéo de pesticidas.

PALAVRAS-CHAVES: 2,4-D, microbiota do

solo, pesticida

IDENTIFICATION OF BACTERIA

WITH THE BIODEGRADATION

CAPACITY OF THE HERBICIDE
2,4-DICHLOROPHENOXYACETIC ACID

ABSTRACT: The pesticide use has increased
significantly on the Brazilian market in the
recent years. The herbicides are the second
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group more used in Brazil, being the 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) one of
the most used in the Brazilians crops. The indiscriminate use of these compounds
may result in an contamination and damage to human health. Studies aim to identify
novel soil microorganisms with the degradation capacity of these pesticides for use in
bioremediation. This work aimed to identify bacterial strains with degradation capacity
of the 2,4-D herbicide from the chicory rhizosphere (Cichorium endivia L.). Bacterial
isolation and identification of a strain were performed through biochemical tests and
sequencing. The isolated strain was identified as Delftia sp., which presents many
species related to pesticide degradation.

KEYWORDS: 2,4-D, soil microbiota, pesticide

11 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a agricultura mundial vem crescendo em produtividade e area
cultivada, acompanhada pelo uso intenso de pesticidas para atender a demanda da
populacdo mundial (ARMAS & MONTEIRO, 2005; EMBRAPA, 2018). Segundo Veiga
(2007), no Brasil, a producao agricola é dependente da utilizacao de pesticidas para
controlar pragas, doencas e plantas daninhas que reduzem a produgéo nas lavouras,
tendo como consequéncia 0 aumento da produtividade, ou seja, uma maior producao
agricola em uma determinada &rea plantada.

Desde 2009, o Brasil esta entre os maiores consumidores de pesticidas a nivel
mundial, sendo responsavel por 1/5 do consumo deste tipo de produto (DELLAMATRICE
& MONTEIRO, 2014; FAO, 2019). Trata-se de 19% de todos os pesticidas sintetizados
ao redor do mundo (CASSAL et al., 2014). Economicamente falando, a venda de
pesticidas movimentou 7,3 bilhdes de dblares no mundo (CASSAL et al., 2014). Dados
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Observatorio da Industria
dos Agrotoxicos da Universidade Federal do Parand mostraram que, no periodo
de 1992 a 2012, o mercado mundial de agrotoxicos cresceu 93%, enquanto que 0
mercado brasileiro cresceu 190% (CASSAL et al., 2014).

O uso de maneira inadequada de pesticidas pode levar a contaminagdo dos
solos e do ambiente de um modo geral, o que tem gerado preocupagdes com relagéo
ao comportamento destes compostos no ambiente. Apesar de serem muito utilizados
na agricultura, podem oferecer perigo para o homem dependendo da toxicidade,
do grau de contaminacédo e do tempo de exposicédo (CASTRO & CONFALONIERI,
2005; EMBRAPA, 2018). Estima-se que s6 no setor agricola, cerca de 12 milhGes
de trabalhadores rurais sdo expostos diariamente aos pesticidas (OLIVEIRA-SILVA &
MEYER, 2003). Sem as devidas precaucdes e cuidados em relacdo a manipulacéo,
producéo, estocagem e destino final dos pesticidas, ndao s6 o meio ambiente corre
risco, mas também a saude das pessoas que de alguma forma entram em contato com
tais produtos (FERREIRA et al., 2014; EMBRAPA, 2018). A utilizacdo destes agentes
quimicos gerou a contaminagdao de graos, frutas, legumes, hortalicas e verduras,
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trazendo inumeros maleficios ao meio ambiente, produtores rurais e aos consumidores
(CISCATO, 2008). Os efeitos sobre a exposicao ocupacional de trabalhadores rurais
podem variar desde sintomas menos severos como dificuldades para dormir, dor
de cabeca, tontura, ndusea, vomito e suor excessivo, até a diminuicao das defesas
imunoldgicas, o desenvolvimento de fraqueza muscular e broncoespasmos que podem
progredir para convulsées e coma, além de aborto, impoténcia sexual, alteracbes do
humor e distarbios do comportamento, como surtos psicéticos e até mesmo céncer
(LUNDBERG et al., 1997; FERREIRA et al., 2014; INCA, 2018).

Os pesticidas sao divididos em diferentes classes, dentre as quais os herbicidas,
fungicidas, acaricidas, algicidas, larvicidas e inseticidas (BRASIL,1989). Os pesticidas
cujos alvos sao as plantas daninhas sao classificados como herbicidas, sendo um
exemplo deste grupo o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). As plantas daninhas
tém efeitos negativos na producao, uma vez que competem com a cultura por espaco,
agua, luz e, principalmente, nutrientes; além de serem muitas vezes hospedeiras
de pragas e doencas. O herbicida 2,4-D é o segundo mais utilizado nas lavouras
brasileiras (IBGE, 2015), principalmente nas plantacdes de cana-de-agucar.

Uma dificuldade para o desenvolvimento de uma forma eficiente de remocéo de
residuos de pesticidas do meio ambiente é o fato de que a persisténcia do pesticida
no solo dependente das caracteristicas do solo, especialmente do tipo de argila, e
dos fatores climaticos tais como radiacdo, temperatura, umidade e oxigenacao
(BURNS, 1975; apud DIREITO, 2009). E a associagao destes fatores, juntamente com
as caracteristicas da molécula, que determinam o tempo de vida dos pesticidas no
ambiente.

No solo, o destino do 2,4-D pode ser afetado por varios processos como, por
exemplo, o escoamento superficial, adsorcdo, lixiviagcdo, degradacdo quimica e
microbiolégica (ATTERBY etal.,2002). Segundo Atterby et al. (2002), os microrganismos
e as plantas sdo capazes de degradar diferentes compostos e devolver ao meio
ambiente, de modo a reciclar estas substancias e minimizar seu impacto ambiental,
sendo os agentes biol6gicos mais importantes para biorremediacédo. Os microrganismos
assumem papel ainda mais relevante que os vegetais quando consideramos sua
grande adaptabilidade tanto ao uso de diferentes moléculas como fonte de carbono
e energia como em relacdo as mais variadas condicées ambientais (MADIGAN et al.,
2004a).

Existem varios estudos quanto a distribuicdo dos microrganismos nos
mais diferentes ambientes (MADIGAN et al., 2004a). Quando se pensa em solo,
especialmente em sistemas agricolas, a comparagcdo é feita entre rizosfera (solo
sob influéncia radicular) e bulk (solo sem influéncia radicular). A rizosfera apresenta
maior abundéncia das populagdes bacterianas nas proximidades das raizes do que a
observada em bulk (SMALLA et al., 2001).

Segundo SINGER et al. (2003), a existéncia de similaridades entre compostos
aromaticos vegetais e alguns herbicidas com estrutura aromatica (ANVISA, 2004)
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poderia explicar a ocorréncia dessas rotas de degradagdo nos microrganismos do
solo. A diversidade dos compostos oriundos do metabolismo secundario vegetal é
a resposta as perturbacgdes bidticas e abidticas (FLORES et al., 1999) e o reflexo
da interacdo entre plantas, microrganismos e insetos (SINGER et al., 2003). A co-
evolucao entre estas trés categorias de organismos é, provavelmente, a responsavel
pelo desenvolvimento das rotas de degradagcdo presentes nos microrganismos do
solo. Outro aspecto levantado por Singer et al. (2003) é a existéncia de similaridades
estruturais entre os compostos aromaticos vegetais e os poluentes, o que apresenta
a ideia de que as rotas de degradacgao de pesticidas existem naturalmente em funcéao
dessas similaridades. Essa influéncia pode ser percebida pelo fato da degradacao de
pesticidas ser mais eficiente na rizosfera devido ao elevado nUmero de microrganismos
e/ou a absor¢ao da substéncia pelas plantas (PIUTTI et al., 2003; SUN et al., 2004).

Embora a aplicac&o de pesticidas em monocultivos realizados em grande escala
seja uma pratica dificil de ser abolida em funcéo da dificuldade de praticas rapidas
e eficientes de controle de pragas, doencas e plantas daninhas, existe uma busca
por tecnologias alternativas que gerem menor impacto ao meio ambiente. Segundo
Rodrigues e Andrietta (2010), também ha uma preocupacéao geral em desenvolver
formas eficientes de remocéo de residuos de pesticidas do meio ambiente. E neste
contexto que a biodegradacdo € uma alternativa para a remocéo de herbicidas do
ambiente, uma vez que na microbiota do solo existem microrganismos capazes
de degradarem pesticidas, entre eles o herbicida 2,4-D. A identificacdo destes
microrganismos € a primeira etapa para os estudos de biorremediacdo. Neste
trabalho, apresentamos a estratégia de estudo para a identificacao de bactérias com
a capacidade de degradacéo do herbicida 2,4-D.

2| METODOLOGIA

2.1 Isolamento Das Bactérias Do Solo Com Capacidade De Degradagao Do 2,4-D

Uma vez coletada amostra de solo da rizosfera de Chicéria (Cichorium endivia
L.), foi pesado 0,5 g de amostra do solo e diluido a 10" em solugéo salina 0,85% (NaCl
p/v). O material foi incubado a 30°C, por 50 minutos a 150 rpm. Foi preparada diluicéo
seriada em solucéo salinade 102a 107. De cada diluicao de amostra foram plaqueados
200 pL em cada placa de petri contendo meio diferencial MEMB (CHONG, 2005). Este
meio permite uma pré-selecdo das bactérias pela coloracéo das colénias, uma vez
que bactérias degradadoras do 2,4-D devem apresentar a coloragcédo avermelhada. O
plagueamento foi realizado a partir da diluicdo 102, em triplicata. Apos o plaqueamento
as placas foram incubadas a 30°C. Os isolados do meio MEMB foram obtidos ap6s
9 dias da inoculacéo. O isolamento foi realizado através da selecao por visualizacao
morfologica das coldnias, sendo isoladas colbnias de todas as cores, a exce¢éo das
azuis (colbnias sem capacidade de degradacédo do 2,4-D pré-identificadas através do
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uso do meio diferencial MEMB), utilizando meio Luria Bertani (LB) enriquecido com
2,4-D (Sigma-Aldrich com pureza > 98%) a 500 mg.L".

Para verificagdo que os isolados obtidos podem crescer em meio exclusivamente
com 2,4-D, estes foram repicados para meio mineral liquido contendo 2,4-D como Unica
fonte de carbono (FUSCHSLIN et al., 2003) e incubados a 30°C durante 15 dias sob
agitacao de 180 rpm. Osisolados obtidos foram agrupados com base nas caracteristicas
morfoldgicas e de coloracdo da colénia no meio MEMB e em meio LB. Também foram
consideradas a coloracdo de Gram e a morfologia das células. A coloracao de Gram
foi realizada como descrito em MADIGAN et al. (2004b) e a visualizagdo da morfologia
das células realizada por microscopia de campo claro (MADIGAN et al., 2004b). A
identificacéo dos isolados foi feita através dos testes bioquimicos e da amplificacéo
do fragmento do gene 16S rDNA (Subunidade do 16S do acido desoxirribonucléico
ribossomal). O esquema da metodologia utilizada é apresentado na Figura 1.

Diluicao seriada

Selecao em funcao

10
10*
Plaqueamento
10-
107
Amostla de solo g ?h @
Incubacao
EE 6 da coloragao e é
morfologia da

Isolamento colonia Contagem de colénias

Meio com 2,4-D

(FUSCHSLIN et al., 2003) @R

Extracio de DNA

Crescimento J TGCCGTAHIT

GC/ TT!
GIT' GG CGT

GIC TT
Sequenciamento
Testes bioquimicos

Identificacao da bactéria

Amplificacao

Figura 1. Esquema da metodologia para obtencéo e identificacédo das bactérias isoladas com
capacidade de degradacao do herbicida 2,4-D.

2.2 Potencial de degradacao do herbicida 2,4-d pelas bactérias isoladas do solo

Os isolados bacterianos foram repicados para tubos de ensaio com meio de
cultura mineral usando o 2,4-D como a Unica fonte de carbono (FUSCHSLIN et al.,
2003). O experimento foi realizado em ftriplicata. Foi utilizado o proprio meio de cultivo
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sem o in6culo como controle. Os tubos inoculados foram incubados por 21 dias a 30°C.
ApoOs este periodo foi realizada a leitura dos tubos para verificagdo do crescimento dos
isolados por turbidimetria a 550 nm e coletado o material para a anélise cromatogréfica.
A coleta do material para analise cromatografica foi através da filtracdo do meio de
cultura empregando membrana durapore 0,22 ym de porosidade. A amostra filtrada foi
conservada a -20°C até o momento da injecéo.

O cromatografo utilizado na quantificacdo do 2,4-D foi o da marca Merck
equipado com detector Diode Array. A aquisicéo e tratamento dos dados foi feita com o
software EZchrom (Merck). A corrida cromatogréfica foi realizada utilizando o método
selecionado por Sbano et al. (2013).

Foram injetados o 2,4-D e possiveis derivados da degradacdo deste:
2,4-diclorofenol, 2- clorofenol, 4-clorofenol, 4-cloro-2-metilfenol e 2-metilfenol, todos
da Sigma-Aldrich com pureza > 98%.

2.3 Testes bioquimicos para identificagao bacteriana

Foi utilizado o equipamento VITEK® 2 Compact para identificar os microrganismos
por meio de testes, que medem a utilizacdo da fonte de carbono, resisténcia do
microrganismo e a atividade enzimatica. A metodologia empregada é baseada nas
caracteristicas dos dados e no conhecimento sobre o microrganismo e reacdes
analisadas com base no banco de dados que este equipamento possui. Caso nao
seja reconhecido um padrao unico de identificac&o, é fornecida uma lista de possiveis
microrganismos ou a estirpe € determinada n&o identificavel pela base de dados. Para
identificacdo das amostras pelo VITEK® 2 Compact foram utilizados os protocolos do
fabricante para uso do sistema.

2.4 Identificacao bacteriana por analise de fragmento do 716s rdna

A extracdo do DNA do isolado foi realizada seguindo o protocolo de Berbert
e colaboradores (2018). O isolado foi identificado através da amplificacdo e
sequenciamento de fragmento do 16S rDNA gerado utilizando os iniciadores 926F (5’-
AAA CTC AAAKGAATT GAC GG — 3’) (LANE,1991) e 1378R (5’ GCG TGT GTA CAA
GAC CC 3) (HEUER & SMALLA, 1997) nas condicdes descritas por Direito (2009).
O Programa de amplificacé&o consistiu em uma etapa inicial de desnaturagdo a 98°C
durante 5min, seguido por 30 ciclos com desnaturagdo a 95°C por 1min, anelamento
a 55°C por 40s e extensdo a 72°C por 2min, com extensao final a 72°C por 10min. O
produto da amplificacao foi enviado a empresa comercial que realizou a purificacéo e o
sequenciamento capilar bidirecional. A sequéncia de nucleotideos obtida foi analisada
através do software BLAST, utilizando a ferramenta BLASTn.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Bactérias isoladas do solo com capacidade de degradacao do 2,4-d

O isolamento das bactérias oriundas das amostras de solo da rizosfera de chicoria
foi realizado com o meio MEMB. O MEMB é uma variacdo do meio EMB empregado
na microbiologia para identificacao de bactérias fermentadoras de lactose (DIREITO,
2009). No MEMB, as colénias de microrganismos degradadores de 2,4-D possuem
coloracao avermelhada e as ndo degradadoras a coloracao azulada (DIREITO, 2009).
Como relatado por Direito (2009), além das coldnias de coloragao azulada e avermelha,
houve o crescimento de colénias com coloracéo verde e amarela, o que também foi
observado no isolamento de bactérias de amostra de solo da rizosfera de chicéria
(Figura 2). A visualizacao das coldnias que degradam o 2,4-D pela alteracéo da cor da
colénia é induzida pela acidificacao do meio (CHONG, 2005; DIREITO, 2009). Como
as colbnias verdes e amarelas ndo sao nem avermelhadas (degradadoras do 2,4-
D) nem azuladas (ndo degradadoras do 2,4D), estas também foram selecionadas.
Seguindo este critério, foram isoladas 45 bactérias, compreendendo microrganismos
Gram positivos e Gram negativos.

Figura 2. Fotos das placas com meio MEMB para isolamento de bactérias degradadoras do

herbicida 2,4-D através da colorag&o das coldnias. As setas identificam em: A, colénias com

coloragao roxa; B, col6nias com coloragéo verde (seta verde) e amarela (seta amarela); C,
colénias com coloragéo azul (seta azul) e vermelha (seta vermelha).

3.2 Potencial de degradacao do herbicida 2,4-d pelas bactérias isoladas do solo

A capacidade de degradacéao do 2,4-D pelas bactérias isoladas foi analisada pelo
perfil cromatografico obtido apds crescimento bacteriano em meio mineral contendo 2,4-
D como unica fonte de carbono. Foi realizada a sobreposi¢ao dos perfis cromatograficos
gerados pelo crescimento dos isolados bacterianos com o perfil cromatografico do
2,4-D com os seus derivados 4-Clorofenol; 2,4-Diclorofenol, 2-Clorofenol, 2-Metilfenol
e 4-Cloro-2-Metilfenol (Figura 3). Dentre os isolados estudados, teve destaque o
identificado pelo cdédigo CHO5 pelo perfil gerado demonstrar uma molécula com tempo
de retencao (Figura 4) e espectro distintos das estudadas (dados ndo apresentados).
Esta estirpe foi submetida ao processo para identificagcao taxonémica.
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Figura 3. Perfil cromatogréfico do 2,4-D com seus derivados 4-Clorofenol; 2,4-Diclorofenal,
2-Clorofenol, 2-Metilfenol e 4-Cloro-2-Metilfenol. TR do 4-Clorofenol: 10,820 min; TR do
2,4-Diclorofenol: 12,940 min; TR do 2-Clorofenol: 10,107 min; TR do 2-Metilfenol: 9,727 min; e,
TR do 4-Cloro-2-Metilfenol: 13,153 min.
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Figura 4. Perfil cromatografico do isolado bacteriano identificado como CHO5 obtido ap6s o
cultivo em meio mineral com 2,4-D (linha verde) sobreposto ao perfil cromatografico do 2,4-
D com seus derivados 4-Clorofenol; 2,4-Diclorofenol, 2-Clorofenol, 2-Metilfenol e 4-Cloro-2-
Metilfenol (linha azul).Linha verde: Tempo de retencéo (TR) do pico gerado apds crescimento
da bactéria: 12,047 min; Linha azul: TR do 4-Clorofenol: 10,820 min; TR do 2,4-Diclorofenol:
12,940 min; TR do 2-Clorofenol: 10,107 min; TR do 2-Metilfenol: 9,727 min; e, TR do 4-Cloro-2-
Metilfenol: 13,153 min.

3.3 Identificacao taxonémica do isolado bacteriano

Apoés a caracterizagdo morfo-tintorial do isolado, a bactéria CHO5 foi submetida
aos testes bioquimicos pelo sistema VITEK® 2 Compact. O resultado da analise
bioquimica obtido por este sistema apresentou 99% de probabilidade para a bactéria
Delftia acidovorans. Este percentual indica que todos os testes bioquimicos analisados
no equipamento atenderam ao esperado do banco de dados do VITEK® 2 Compact.

Em seus estudos, Hoffmann e colaboradores (2003) observaram que a bactéria
Delftia acidovorans foi capaz de mineralizar o herbicida 2,4-D. Segundo os autores,
essa espécie microbiana apresenta dois conjuntos de genes que participam da rota
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de degradacéo descrita na literatura como presente na estirpe Ralstonia eutropha
JMP134, bactérica modelo no estudo de degradacéo do herbicida 2,4-D.

O resultado do sequenciamento corrobora com a identificagéo realizada pelo
sistema VITEK® 2 Compact até o nivel de género, pois apresentou 100% de cobertura
e identidade com Delftia sp..

41 CONCLUSOES

A metodologia empregada neste estudo é adequada para o isolamento e
identificacéo taxonémica de bactérias com a capacidade de degradacéo do herbicida
2,4-D de amostras do solo. A estirpe isolada do género Delftia com capacidade de
biotransformacao do herbicida 2,4-D deve ser investigada tanto em nivel de genoma
quanto em experimentos laboratoriais para verificacdo da sua capacidade de uso em
biorremediagé&o.
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CAPITULO 21

REABILJTA(;AO DE AREAS DEGRADADAS PELA
MINERACAO DE QUARTZITO COM INSTALCAO DE

Gabriel Silva Gomes

RESUMO:Este estudo faz uma pesquisa sobre 0
aproveitamentodo potencial energético presente
em propriedades mineradoras, onde a produgao
desta energia se deve ao fato da utilizacédo
de multiplas fontes energéticas renovaveis,
enfatizando no conceito de sustentabilidade e
destacando a possibilidade do desenvolvimento
da qualidade de vida do trabalhador do
campo e do potencial energético nacional,
através da elaboragdo de uma metodologia
para o estudo, projeto e implantacdo de uma
usina mista com intuito de auxiliar a matriz
energética mais aplicada no Brasil. Conclui-se
ao término deste estudo que multiplas fontes
energéticas aplicadas em regides especificas
possuem grande potencial energético, sanando
problemas sociais, ambientais e econémicos.
Analisando preliminarmente esta pesquisa,
adota-se a coleta de informagdes por meio de
referenciais tedricos, com o objetivo de cumprir
os critérios e etapas de produgao propriamente
descritos, objetivando apresentar a eficiéncia
de multiplas fontes energéticas, dando énfase a
producéao de energia limpa e sua importancia no
desenvolvimento tecnoldgico contemporéaneo. A
partir das informacdes obtidas, identificaram-se
0s principais aspectos de uma visdo integradora,
podendo contribuir para o melhor entendimento
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dos processos de producao de energia elétrica
sem poluicdo, possibilitando o envolvimento
maior e o comprometimento efetivo de todos,
seja empresa, profissionais liberais, sociedade
e governo.

PALAVRAS-CHAVE:
Tecnologia. Matriz energética. Energia limpa.

Energia  alternativa.

ABSTRACT: This study is a survey on the
use of the potential energy present on mining
industries, where production of this energy
is due to the use of multiple renewable
energy sources, focusing on the concept of
sustainability and highlighting the possibility of
developing the workers’ field quality of life, and
potential national energy through an elaboration
of a methodology for the study, design and
implementation of a power plant mixed with
the intention of assisting more applied energy
matrix in Brazil. It was concluded at the end
of this study that multiple energy sources
applied in specific regions have great potential
energy, environmental and
economic problems. Analyzing this preliminary

solving social,

research, we adopt the collection of information
through theoretical frameworks in order to
fulfill the criteria and production steps properly
described, aiming at presenting the efficiency
of multiple energy sources, with an emphasis
on clean energy production and its importance
in contemporary social development. From the
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information obtained, we identified the main aspects of an integrated vision and can
contribute to a better understanding of the processes of production of electricity without
pollution, allowing for greater involvement and the effective commitment of all, such as
company, self-employed professional, society and government.

KEYWORDS: Alternative energy. Tecnology.Energy sources.Clean energy.

11 INTRODUCAO

A historia da humanidade é marcada por processos evolutivos que se sucedem
de adversidades encontradas durante determinado periodo, como por exemplo: 0
sedentarismo, a invencao de ferramentas, a revolucao industrial, agricultura, a era da
comunicacao, etc. Através da evolugao da inteligéncia humana e do desenvolvimento
tecnoldgico o ser humano tornou-se dependente de energia para realizar tarefas que
objetivam o desenvolvimento tecnoldgico e o melhoramento da qualidade de vida da
espécie.

Em tempos modernos a humanidade depara-se com mais um processo evolutivo,
que incide na necessidade de desenvolver-se tecnologicamente, socialmente,
economicamente e em harmonia com a natureza, partindo para um ideal sustentavel.

As primeiras ideias sobre sustentabilidade surgiram em meados de 1979, durante
um simpdsio em Estocolmo. Em 1987 foi elaborado e publicado o relatério Brundtland,
pela Comissdo Mundial sobre Meio Ambiente, definindo sustentabilidade como: “O
desenvolvimento sustentavel é aquele que atende as necessidades do presente sem
comprometer a possibilidade de as geragdes futuras atenderem as suas proprias
necessidades. ” (COMISSAO BRUNDTLAND, 1991, p. 46).

Entretanto o marco definitivo foi em 1992 com a conferéncia conhecida como
RIO 92, realizada no Rio de Janeiro (Brasil) de 3 a 14 de junho de 1992. Durante a
conferencia foram produzidos inumeros tratados e documentos, entre eles, a Agenda
21.

A Agenda 21 é um programa de a¢6es onde contribuiram governos e instituicdes da
sociedade civil de 179 paises, que constitui a mais ousada e abrangente tentativa ja
realizada de promover, em escala planetaria, um novo padrao de desenvolvimento,
concili@ndo métodos de protecdo ambiental, justica social e eficiéncia econdmica.
(HISTORIA..., [20107?], p. 1).

Tendo em vista a necessidade do desenvolvimento sustentavel, o projeto busca
satisfaze-lo através da ideia de que a natureza proporciona condi¢des de utilizacdo de
energia limpa e renovavel.

E possivel produzir energia elétrica de maneira eficiente e sustentavel de forma
a cumprir todos os requisitos de normas e padrdes adotados pela legislagao atual do
pais em areas degradadas pela mineragao de quartzito.

Segundo a revista National Geografic Brasil, mais de 1,4 bilhdo de pessoas
no mundo vivem sem acesso a energia, 0 que diminui seu bem-estar e atrasa seu

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 21



desenvolvimento econémico. Nos moldes atuais, a geragdo de energia emite grande
guantidade de gases de efeito estufa.

National Geografic Brasil acrescenta que até 2030 a ONU (Organizagcédo das
Nacdes Unidas) deseja universalizar o0 acesso a energia limpa, dobrar a eficiéncia
energética e dobrar as energias renovaveis.

Tendo em vista os fatos apresentados acima justifica-se o projeto de pesquisa.

2| REFERENCIAL TEORICO

2.1 Energia Solar

Ciente dos fatores bidticos e abibticos, e analisando também os dados coletados
do local, a implementacdo do projeto tende a ser diferenciada para cada caso
particular de aplicacdo do mesmo, ou seja, cada projeto tera de ser analisado de forma
dependente das condi¢des geograficas de cada local.

O projeto € para regiao sul mineira, sera descrito segundo as especificas
caracteristicas locais. Devido a seu posicionamento global o Brasil, encontra-se em
sua maioria na zona tropical. A qual & uma regi&o de alto potencial de energia solar.

Uma das formas de aproveitamento da radiacdo solar é por meio da sua
conversao em energia elétrica. Esta conversao se deve a um fenémeno fisico, o efeito
fotovoltaico, descoberto pelo pesquisador Edmond Becquerel em 1839.

A luz solar é constituida por particulas elementares (fétons), que ao incidir sobre
um material semicondutor, excita os elétrons livres da camada de valéncia desse
material.

A quantidade de energia necessaria para gerar a transicdo de um elétron entre
as camadas é chamada de gap (salto) de energia. A medida que a energia aumenta,
0 numero de elétrons que passam para a camada de condugcdao também aumenta,
passando a conduzir mais eletricidade quando exposto a uma diferenca de potencial
(MACIEL; LOPES; LIMA, 2008).

A diferenca de potencial nos fendmenos fotovoltaicos é proporcionada através de
um painel solar.

Utilizando-se do silicio e introduzindo lhe em uma de suas metades, atomos de
trés elétrons e na outra, atomos de cinco elétrons, obtém-se uma juncéo dos dopantes
p e n, chamada de juncéo pn.

Caso uma jungao pn seja exposta a fétons com energia maior que o gap, seréo
gerados pares de elétron-lacuna, com este fato os elétrons serdo acelerados criando
uma corrente elétrica através da juncgéo.

O funcionamento das células fotovoltaicas é baseado nesse fenémeno elétrico,
assim como ilustra a figura abaixo:
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Figura 02 — Funcionamento de um painel solar.
Fonte: (MACIEL; LOPES; LIMA, 2008. p.54).

Assim, basicamente, a transformagdo da radiagdo solar em energia elétrica
ocorre porque a radiacéo solar, incidindo em um painel, constituido de material
semicondutor, causa diferenca de potencial que, por sua vez, gera uma corrente
continua. Essa corrente elétrica podera ser utilizada para acionar cargas,
diretamente, ou podera ser armazenada em baterias para uso posterior. (MACIEL;
LOPES; LIMA, 2008, p. 45).

Maciel, Lopes e Lima (2008) exemplificam que é possivel alimentar um pequeno
posto de saude rural, com geladeira, iluminagdo e radiocomunicacdo com energia
solar.

Maciel, Lopes e Lima (2008) dizem que a ligagao entre painéis e células solares
pode ser feita de trés diferentes maneiras. A ligagcao em série soma a tenséo (diferenca
de potencial) entre elas, a ligacdo em paralelo soma as correntes, e a ligagdo mista
soma as correntes e tensoes.

Para melhor aproveitamento energético o projeto aconselha a ligagdo mista entre
eles.

O processo de instalagédo do painel solar inicia-se através de seu posicionamento,
para que receba o maximo de sol ao longo do dia. A condicdo mais eficaz de
aproveitamento da energia do sol, a qual se da por um acompanhamento do painel
procurando manter a face perpendicular aos raios solares, mas a automacéo do projeto
o inviabiliza economicamente. Portanto procura-se fazer a sua instalagcdo com angulo
intermediario que proporcione maior aproveitamento da energia, mesmo estando fixo.
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Figura 03 — Angulo de instalacédo do painel solar.
Fonte: (MACIEL; LOPES; LIMA, 2008, p. 143).

Analisando por este &mbito, o sistema fica muito mais simples e o aproveitamento
nao se compromete, pois, as maiores perdas de radiacado se dardo pela manha e ao
entardecer.
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Horario do dia

Figura 04: Grafico da Variacao de Irradiacéo do Dia.
Fonte: SOUZA, 2016.

Os momentos de insolacdo maxima ocorrem entre 9:20h e 14:40h, durante
este periodo o painel devera estar perpendicular aos raios do sol, para melhor
aproveitamento da energia. Nesse sentido o melhor &ngulo de inclinagédo do painel
em relacdo ao sol é a latitude local, e sua face devera estar voltada para o hemisfério
contrario ao de sua instalacdo como afirmam Maciel, Lopes e Lima.

A Radiacg&o solar varia durante o dia e tem sua maior intensidade ao meio-dia-
solar.

O local onde o painel seréa instalado devera ser limpo, de facil acesso e sem a
presenca de obstaculos que possam sombrear o painel. Além disso ele devera
ficar o mais proximo possivel do local onde as cargas elétricas seré&o instaladas. O

painel podera ser instalado diretamente no solo ou em telhados. (MACIEL; LOPES;
LIMA, 2008, p.144).
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O efeito fotovoltaico, segundo Edmond Bequerel em 1839, consiste no
aparecimento de uma diferenca de potencial nos extremos de um semicondutor,
quando esse absorve a luz visivel. E o objeto de estudo deste livreto e a forma de
captacéo de energia solar mais promissora.

Sao incontestaveis as vantagens da energia solar fotovoltaica: A matéria prima
€ inesgotavel. Nao ha emissao de poluentes durante a geracao da eletricidade. Os
sistemas podem ser instalados em todo o globo.

Infelizmente a energia solar fotovoltaica tem suas deficiéncias: A densidade
€ pequena, se comparado as fontes fosseis. A energia solar disponivel em uma
localidade varia sazonalmente. Os equipamentos de captacao e convencao requerem
investimentos financeiros inicias elevados do que os convencionais.

O baixo luxo de potencial solar requer grande area captadora, para obter
maiores poténcias. A variabilidade da /rradiagdo Solar implica no uso de sistemas de
armazenamento, que sao, em geral, pouco eficientes. Ja o alto investimento inicial,
leva a considerar a viabilidade econdmica de um projeto, tendo em conta sua vida util
e todas as vantagens da utilizacdo dessa forma de energia.

2.2 Energia Edlica

Aatmosferalocal teminfluéncia sobre aincidéncia de raios luminosos na superficie
terrestre, assim como afirma Pretor-Pinney (2008) “[...] as particulas microscdpicas que
formam nossa atmosfera — todas as moléculas de oxigénio e nitrogénio e particulas de
pd, sal e fuligem — funcionam como obstaculos as ondas da luz que chegam a Terra
proveniente do Sol.”.

|Ondas mais longas O

_ o A medida que a luz
(aparéncia vermelha) ©

passa através da

@ _atmosfera,uma
quantidade maior

O de ondas de
comprimento mais curto,
O azuis, sio espalhadas pelas
—— moléculas de ar,

# enquanto as ondas
vermelhas, de comprimento
% O mais longo, permanecem.

Dndas mais curtas s
aparéncia azul) ~ O

Figura 09 — Ondas de luz entre as particulas da atmosfera.
Fonte: (PRETOR-PINNEY, 2008, p. 145).

Constatando-se o déficit de eficiéncia do sistema solar, podendo chegar a 20%
da producéo de energia em dias nublados como afirmam Maciel, Lopes e Lima (2008).
O projeto propde a adicdo de aerogeradores para suprir a perda energética.

Fazendo conjectura de que a presenca de nuvens e ventos € concomitante,
tendo em vista que ambos sao formados pelo aquecimento desuniforme da atmosfera
(massas de ar), seguindo das afirmacdes de Sa e Lopes (2001) sobre 0 processo
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de formacé&o dos ventos, e Prettor-Pinney (2008) sobre o processo de formacgao das
nuvens.

Ciente de que o processo de formacgao das nuvens é derivado do calor emitido
pelo sol, e diferencia-se do processo de formacao dos ventos através de condicionantes
especificas, tais como a particula motriz para condensacdo das massas de ar em
nuvem, segundo Prettor-Pinney (2008).

A energia edlica provém da energia solar, uma vez que 0s ventos s&o originados
como decorréncia do aguecimento desuniforme da atmosfera, pela radiacéo solar.
Essa desuniformidade no aquecimento da atmosfera é causado, principalmente,
pela orientacdo dos raios solares e pelos movimentos do planeta. Uma estimativa
de energia total disponivel dos ventos ao redor do planeta pode ser feita a partir
da hipotese de que, aproximadamente, 2% da energia solar absorvida pela Terra é
convertida em energia de movimento dos ventos. Esse percentual, embora pareca
pequeno, representa centenas de vezes a poténcia anual instalada nas centrais
elétricas do mundo. (SA; LOPES, 2001, p. 40).

Sa e Lopes (2001) afirmam que as regides tropicais recebem radiacdo solar
perpendicularmente sdo mais aquecidas que os polos terrestres. O ar quente das
baixas altitudes das regides tropicais tende a subir, dando lugar a uma massa de ar
frio proveniente de regibes polares. E esse deslocamento que determina a formacéo
dos ventos.

Os ventos se devem a transformacédo de energia solar em energia edlica, devido
a variacao da irradiac&o solar sobre regides do planeta, provocando aquecimento
diferenciado das massas de ar que compdem a atmosfera terrestre, gerando
correntes de conveccao que circulam na atmosfera. (RIBEIRO, 2012, p. 2).

“Os ventos que sopram em escala global e aqueles que se manifestam em
pequena escala séo influenciados por diferentes aspectos, entre os quais se destacam

a altura, a rugosidade, os obstaculos e o relevo.” (SA; LOPES, 2001, p. 74).

Cidade Montanha
; evale

Figura 10 — Perfil dos ventos sobre a influéncia de caracteristicas da superficie.
Fonte: (SA; LOPES, 2001, p. 74).

Quando se analisa o perfil dos ventos, desde a superficie até uma determinada
altura, percebe-se que a medida em que se afastam do solo alcancam maiores
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velocidades e se tornam mais uniformes.

“A energia ellica é a energia cinética do ar em movimento, o vento. O vento
varia constantemente, tanto na velocidade de escoamento quanto na direcéo do seu
deslocamento. ” (RIBEIRO, 2012, p.08).

A determinacdo pode ser dada observando um fluxo de ar, movendo-se a
velocidade v, perpendicular a secéo transversal de um cilindro imaginario.

~

Figura 12 — Fluxo de ar perpendicular a uma sec¢éo transversal, se movendo a uma velocidade
V.

Fonte: (RIBEIRO, 2012, p.08).

A transformacgéo da energia edlica em energia elétrica se da através do uso de
aero geradores, 0s quais sao capazes de converter energia mecéanica do movimento
dos ventos em energia elétrica.

Os aero geradores sao compostos por: rotor edlico, sistema de transmissao,
gerador edlico, mecanismo de controle, elementos de sustentacdo, e os demais
acessorios.

Os rotores eodlicos normalmente utilizados em sistemas para geracdo de
eletricidade, sdo comumente constituidos por trés pas espacadas e defasadas em
120°, de forma a obterem o maximo desempenho aerodindmico, como afirmam Sa e
Lopes (2001).

2.3 Areas degradadas

A degradacdo de uma area esti associada a alteragdo de sua estrutura e a
perda de nutrientes do solo decorrentes a alagamento, erosdes hidricas e edlicas,
salinizagao, escorrimento superficial e compactacéo dos solos. As principais causas
da degradacédo seriam o desmatamento e o uso insustentavel das terras. O uso dos
conceitos “degradacéo” e recuperacao variam em meios aos diversos conhecimentos
cientificos e atividades em que sao adotados (CARVALHO, 2011).

“Reabilitagéo: conjunto de procedimentos através dos quais se propicia o retorno
da funcéo produtiva da area ou dos processos naturais visando adequac¢ao ao uso
futuro” (ABNT-NBR 13030, 2016, p.2).

Para Guimaraes (2012) uso futuro tem como definicao: que da area afetada pelo
empreendimento uso futuro sdo solucdes estratégicas de usos viaveis dos recursos
naturais visando a vocagao natural da terra, o aproveitamento sustentavel, protecéo
da qualidade do meio ambiente, as tendéncias socioeconémicas sob o ponto de vista

ambiental, social, econdmico, técnico e de engenharia.
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“A reabilitacdo parece ser a resposta mais proxima da realidade porque esta
ligada a ideia de uso e ocupacao do solo ou a uma relativa produtividade predefinida
de acordo com um projeto de reutilizacdo do local minerado como: lazer, residencial,
industrial entre outros” (ELIANE, P.39).

A autorizacao do uso de recursos naturais é concedida através do procedimento
de licenciamento ambiental. O licenciamento ambiental tem como principais normas
legais a Lei da Politica Nacional do Meio Ambiente (art 9°, incisivo 1V) (BRASIL 1981);
a resolucao CONAMA n°001 e n° 237, os quais estabelecem o Estudo de Impacto
Ambiental (EIA) e o Relatorio de Impacto Ambiental (RIMA), no processo de retirada
do licenciamento ambiental vigente entre diversas outras autuacoes.

Conforme declara Matos e Martins (2006) por serem complexas e delicadas, as
intervencdes nas areas mineiras durante a sua fase de post mining exigem por um
lado bom senso e equilibrio na adoc¢do das técnicas de remediacéo e, um excelente
conhecimento de cada sitio mineiro a nivel geoldgico, mineiro, metalogenético,
geoquimico e ecoldgico. O investimento no saber destas areas permitira a definicdo
de melhores politicas de protecdo ambiental. A monitorizacdo e manutencao das areas
mineiras recuperadas deverao ser devidamente asseguradas pelo Estado.

Matos e Martins (2006) afirmam que através da parceria entre organizagdes
estatais, administracéo local, ONG’s, tem sido possivel criar projetos de I&D com
impactos significativos a nivel regional. Algumas minas como Rio Tinto, Tharsis,
Aljustrel, S. Domingos, Lousal e Caveira em Portugal apresentam galerias em bom
estado de conservacéo, que permitem a observacdo e estudo das mineralizacoes
e suas intempéries, merecendo o grau de monumento geoldgico. Alguns centros
mineiros contam ja com museus/parques de referéncia como as minas de Rio Tinto,
Lousal e Cova dos Mouros.

“As opgdes de ocupacdo dos espacos afectos a pedreiras séo infindaveis, ou
quase. Desde aterros sanitarios, a campos de golfe, as op¢cdes sao variadas e pode
trazer beneficios econdmicos, ambientais e sociais importantes” (BASTOS e SILVA).

Figura 22 — Estadio do Braga Futebol Clube. Portugal.
Fonte: BASTOS e SILVA. 20170.
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A Norte Fluminense, em 2011 inaugurou uma usina solar fotovoltaica composta
por 1800 placas, com dois mddulos metalicos instalados sobre uma usina termoelétrica.
(NATIONAL GEOGRAPHIC. 2012.).

A AES Eletropaulo investiu 24 milhdes de reais na construcdo do estadio do
Esporte Clube Corinthians Paulista na cidade de Sao Paulo para transformar o mesmo
em uma pequena usina solar. O mesmo acontecera com o Casteldo, em Fortaleza, e
0 Mineirao em Belo Horizonte. (EXAME, 2013).

2.4 Legislacao Pertinente

Este trabalho segue fundamentalmente a Lei 6.889 do cédigo de Politica Nacional
do Meio Ambiente e todos seus incisivo e paragrafos.

E de vital importancia o seguimento da instrucdo normativa n° 4 de 13 de Abril de
2011. A mesma estabelece exigéncias minimas e norteia a elaboracao de Projetos de
Recuperacéo de Areas Degradadas. (IBRACOQUE, 2008)

O Decreto de lei n° 227 de 28 de Fevereiro de 1967 as permissodes, 0rgaos e
métodos e necessarios para obtencéo de licenciamento ambiental (BRASIL, 1967).

A lei 7.805/89 determina que aquele responsavel por explorar 0s recursos
minerais causando danos é obrigado a repara-los. (BRASIL, 1988).

A solucao técnica para os danos e exploracao dos recursos determinada pelo
texto constitucional importara na aceitacéo da proposta apresentada pelo minerador
de acordo com o tipo de minerac¢do (LEMOS, 2015).

O empreendedor tem responsabilidade de apresentar a solucdo com medidas
tecnoldgicas eficientes de reabilitacdo, devidamente reconhecidas em literatura
cientifica e atendendo as exigéncias de qualidade ambiental, concebendo e
desenvolvendo solugdes para alcangar tal empreendimento. (LEMOS, 2015).

Tais solugbes podem ser diversas, mas em geral sdo obras de engenharia.
(LEMOS 2015).

O decreto lei n.° 1.413, de 14 de agosto de 1975 dispde sobre o controle da
poluicdo do meio ambiente provocada por atividades industriais. (IBRACOQUE, 2008).

Alei n® 7.772 que dispde sobre as medidas condicionantes da melhoria do meio
ambiente de Minas Gerais. (BRASIL, 1980).

A lei n.° 4771, de 15 de Setembro de 1965, institui 0 novo cédigo florestal
destacando-se os artigos 1°, 2°, 3°, 10°, 26°. (IBRACOQUE, 2008).

A Deliberagcao Normativa n° 104 avalia sobre a protecdo, conservacéo e melhoria
do meio ambiente no estado de Minas Gerias. (COPAM, 2006).

A lei n° 9.314/96 que institui a separacdo de pesquisa e lavra do minério através
de autorizacao e concessao respectivamente (LEMOS, 2015).

O decreto n.° 76.389 de outubro de 1975 dispde sobre as medidas de prevencgéo
e controle da poluicdo industrial de que trata o Decreto Lei N°. 1413. (IBRACOQUE,
2008)
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A portaria n.° 053, de 01 de marco de 1979, estabelece normas aos projetos
especificos de tratamento e disposicéo final de residuos solidos, bem como a
fiscalizacdo de sua implantacédo. (IBRACOQUE, 2008)

A lei n.° 6.803 de 02 de julho de 1980 dispbe sobre as diretrizes basicas para o
zoneamento industrial nas areas criticas de poluicao. (IBRACOQUE, 2008)

A lei n.° 5.793 de 15 de outubro de 1980 dispde sobre a protecéo e melhoria da
qualidade ambiental e da outras providéncias. (IBRACOQUE, 2008)

Alein.° 6.938 de 31 de agosto de 1981 dispde sobre a Politica Nacional do Meio

Ambiente, seus fins e mecanismos de formulagcao e aplicacéo. (IBRACOQUE,
2008)

O decreto n.° 97.632, de 10 de Abril de 1989, dispbe sobre a regulamentacao do
Artigo 2°, Inciso VIII, dalein.®6.938, de 31 de Agosto de 1981, e da outras providéncias,
Art. 1° - Os empreendimentos que se destinam a exploracdo de recursos minerais
deverao, quando da apresentacao do Estudo de Impacto Ambiental - EIA e do Relatério
de Impacto Ambiental - RIMA, submeter a aprovacao do érgao ambiental competente
um Plano de Recuperacdo de Area Degradada. (IBRACOQUE, 2008; LEMOS, 2015).

A lei n.° 9.605, de fevereiro de 1998 e seu decreto regulamentador 3.179, de
setembro de1999, estabelece medidas penais em protecdo ao meio ambiente. E a lei
de crimes ambientais. (SILVA, 1999).

Alein.° 9.985 de 18 de julho de 2000 estabelece o sistema nacional de unidades
de conservacao, definindo os diversos tipos de areas protegidas. (IBRACOQUE, 2008)

A Constituicao Federal de 1988 (art. 176) que estipula a possibilidade de pesquisa
e lavra de recursos minerais mediante a concessao da unido. (IBRACOQUE, 2008;
LEMOQOS, 2015).

A resolucdo do CONAMA 01/86 de 23 de Janeiro de 1986. Definindo a avaliagdo
de impacto ambiental. (IBRACOQUE, 2008; LEMOS, 2015).

A resolucdo do CONAMA 01/90 de 08 de Marco de 1990. Sobre a emisséo de
ruidos do empreendimento. (IBRACOQUE, 2008; LEMQOS, 2015).

A resolucdo do CONAMA 03/90 de 28 de Junho de 1990. Avaliando os padrdes
de qualidade do ar. (IBRACOQUE, 2008; LEMOS, 2015).

A resolugdo do CONAMA 09/90 de 06 de Dezembro de 1990. Implicando no
licenciamento ambiental de extracdo mineral. (IBRACOQUE, 2008; LEMOS, 2015).

A resolucdo do CONAMA 02/96 de 18 de Abril de 1996 sobre a compensagéao por
danos ambientais. (IBRACOQUE, 2008; LEMOS, 2015).

Resolugcéo 237/97 de 19 de Dezembro de 1997, a qual define os critérios de
licenciamento ambiental. (IBRACOQUE, 2008; LEMOS, 2015).

Resolucédo 357/05 de 17 de Margco de 2005. Padrdes e uso das aguas.
(IBRACOQUE, 2008; LEMQOS, 2015).

E de suma importancia destacar, dentre outras, a norma NBR 10.151 que trata
dos ruidos. (IBRACOQUE, 2008).

NBR 10.004 e 10.006 que dispdem sobre classificacao e solubilizacao de residuos
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sélidos, respectivamente. (IBRACOQUE, 2008).

NBR 9.547 sobre material particulado. (IBRACOQUE, 2008).

NBR 13029 que padroniza a disposicao de estéril em pilhas. (ABNT, 2006)

NBR 13.030 que determina a elaboracdo e apresentacao de projetos de
reabilitacdo de areas degradadas pela mineracédo. (IBRACOQUE, 2008; LEMOS,
2015).

Deve-se observar também o disposto nas Normas Reguladoras de Mineracéo,
principalmente a NRM-21, que dispbe sobre a reabilitacdo de areas pesquisadas,
mineradas e impactadas. (IBRACOQUE, 2008).

2.5 Custos e Mercado

Para uma avaliagao mais realista da possibilidade de instalacéo da usina, segue
uma analise de custo e tendéncias mercadoldgicas para o futuro.

O Brasil necessita aumentar sua oferta de energia, entretanto esta acéo estratégica
deve ser integrada, de forma a desenvolver a sociedade nas areas econémica,
social e ambiental. As fontes renovaveis de energia promovem o desenvolvimento
sustentavel, porém as vantagens de sua implantacdo de forma distribuida sédo
prejudicadas pela mentalidade arraigada de fornecer energia de forma centralizada,
que afeta inclusive a energia solar, a qual é naturalmente dispersa. (SHAYANI,
OLIVEIRA, CAMARGO, 2006. p. 1.).

Em uma analise feita superficialmente, as energias renovaveis, apresentam-se
com preco final da energia mais elevado do que o sistema convencional centralizado
de fornecimento de eletricidade. Entretanto a simplicidade com que esta energia é
gerada promove uma reducéo de custos quando todos 0s processos necessarios sao
contabilizados.

Os recursos derivados e outras fontes nao renovaveis precisam, serem extraidos
dos locais onde estdo concentrados, transportados, processamento industrial até
serem movidos novamente para as usinas e ap0s a geracao de eletricidade, esta deve
ser transmitida através de linhas de alta tens&o para o consumidor. Muitas dessas
tecnologias produzem residuos e 0s processos agregam valor a matéria prima. A
utilizacdo de maquinas rotativas, tais como turbina e gerador, necessitam de uma
rotina de manutencéo mais complexa, devido ao desgaste natural das pecas moveis,
além de gerar poluicdo sonora durante o seu funcionamento. (SHAYANI, OLIVEIRA,
CAMARGO. 2006.).

Tipo de Gerago Custo de implantagao Custo de implantagéo
ANEEL [U$/W] CESP/IMT [U$/W]

Termelétrica a Diesel 0,40 20,50 0,35a0,50
Termelétrica a gas 0,40a0,65 0,35a0,50
Termelétrica a vapor 0,80 a1,00 -
Termelétrica ciclo combinado 0,80 a 1,00 -
Pequenas centrais 1,00 -
hidrelétricas
Geragao edlica 1,20 41,50 1,00
Células fotovoltaicas - 5,00 210,00
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Tabela 05 — Custos da potencia instalada por fonte de energia.

Adaptado de: Comparacéo de Custo entre Energia Solar Fotovoltaica e Fontes Convencionais. 2006

Através da analise dos custos da tabela acima pode-se concluir que os dados
apresentados pela tabela acima séo discutiveis onde: o preco das tecnologias derivadas
de combustiveis fosseis esta equivocado pois o custo exposto € o custo de instalacao
do maquinario e ndo o custo total para gerar 1 Watt de energia. Para correcéo do
mesmo € necessario a incluséo do valor do combustivel na hora da queima e de todos
0S processos que agregam valor no mesmo. Desta forma, possivelmente ficara claro
que a diferenca entre a solar pelas mesmas néo sera tao exorbitante, facilitando os
meios de instalacao de outras energias renovaveis. (SHAYANI, OLIVEIRA, CAMARGO.
2006.).

Um relevante aspecto a ser considerado € que os sistemas eolicos e solares,
interligados dispensam o uso de baterias ou mantenedores de carga, os quais
angariam 45% do valor total do sistema. Com a retirada do sistema de armazenamento
a eficiéncia sobe 34% descartando as perdas pelo sistema. (SHAYANI, OLIVEIRA,
CAMARGO. 2006.).

Novas tecnologias estdo emergindo e até 2050 tais tecnologias devem reduzir o
custo e o consumo da energia disponivel no mercado. (LOVINS, 2012).

0,25

IGCc/Ccs

US$ de 2009

nova nuclear

concentracéo
de energia solar

nova a carvéo
0,05 . ! fotovoltaica de
edlica terrestre ciclo combinado de gas natural concessionaria

o
2010 2020 2030 2040 2050
ano de instalagao

Grafico 01 — Custo de capacidade instalada por fonte.
Fonte: (LOVINS, 2012. p. 241).

31 METODOLOGIA

A metodologia de concretizagao do empreendimento consiste em um estudo de
caso. O estudo de caso é baseado em conceitos geograficos fundamentais.

Sabendo-se das particulares do municipio, inicia-se um apanhado geral sobre

a influéncia regional sobre 0 mesmo. O clima da regiao sul mineira € o tropical de

altitude ou tropical umido, caracterizado por estagdes bem definidas, o verao umido,

guente e com grande indice pluviométrico, e inverno com temperaturas baixas e o ar
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seco. (COC, 2010).

Em suposigcao para dimensionamento utilizaremos da averiguacéo do gasto de
energia elétrica localizado proximo ao municipio de Sdo Thomé das Letras, o qual tem
o gasto energético de 1 kW/h.

O dimensionamento do painel solar utiliza-se da seguinte formula:

CDE

NP= ——.(1
EFF a+r

Onde:

NP = Numero de placas do painel..

CDE = Consumo diario de energia [W.h/d].
EFP = Energia fornecida por placa [W.h/d].
F = Fator de seguranca (entre 0,2 e 0,3).

Neste caso estamos considerando que o painel serd o demonstrado por Maciel,
Lopes e Lima (2008), o qual possui 0,4m? de area coletora e fornece em média 150
W.h/d.

NP = (CDE/EFP).(1+F)

CDE =1 kW.h/d
EFP =150 W.h/d
F=0,25

NP = 8.333 placas, por arredondamento para que néo haja falta de energia, o
namero de placas que serao utilizadas sera de nove.

O numero de baterias devera ser o mesmo do numero de placas, segundo
Maciel, Lopes e Lima (2008), ou seja, sera nove baterias de 100 A.h.

Sabendo-se do numero de baterias do sistema, torna-se possivel determinar a
autonomia do sistema. Adotando-se a corrente total consumida pelos equipamentos
de 200 A.h/d.

cD
CDIA

Autonomia =
CD = NP.100[A.h]
CD = Carga disponivel [A.h].
CDIA = Consumo Diario [A.h/d].
NP = Numero de painéis.
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Autonomia = 5 dias.
Tendo dimensionado a micro usina de captagao de energia solar, inicia-se o
aproveitamento da energia eolica.
Uma usina eolioelétrica (UEE) é um conjunto de turbinas edlicas dispostas
adequadamente em umamesma area. Essa proximidade geograficatemavantagem
econdmica da diluicdo de custos: arrendamento de area, fundacdes, aluguel de
guindastes e custos de montagem, linhas de transmissé&o, equipes de operacao
e manutencéo e estoques de reposicédo. Usinas edlicas com turbinas de projeto
consolidado e equipes de manutencdo adequadamente capacitadas apresentam
fatores de disponibilidade préoximos de 98%. Usualmente, a geracéo elétrica inicia-
se com velocidades de vento da ordem de 2,5 a 3,0 m/s; abaixo destes valores o
conteudo energético do vento nao justifica aproveitamento. (AMARANTE, 2010).
Através do grafico abaixo, é possivel determinar a velocidade média (m/s) do local
de implementacéo dos aero geradores, os quais serdo fonte energética complementar
aos painéis solares, dando seguimento a hipotese de recuperacéo da energia solar
perdida devido a influéncia de nuvens.
Velocidade média do vento sete m/s grafico adaptado do atlas eélico mineiro
Para averiguacao do potencial edlico, utilizaremos de dados ja apresentados
anteriormente, como: a equacdo da potencia disponivel na secdo transversal do
aero gerador, a velocidade média de 7 m/s segundo Atlas edlico Mineiro (2010), a
densidade de 1,068 kg/m3 a 20°C, sabendo-se da altitude média de S&do Thomé das

Letras, proxima a 1440m, e que sua rugosidade € 0,3.

POTENCIAL EOLICO ANUAL

A 700 m DE ALTURA

. \Atlas Edlica

Minas Gerals
oV

T

Figura 24 — Potencial edlico anual.
Fonte: Adaptado de Atlas Eélico Mineiro (AMARANTE 2010).

A altura da torre onde sera acoplado o aero gerador sera de 100m de altura, para
dar maior verossimilhanca na avaliacdo do potencial disponivel no aero gerador, pois
os dados obtidos da velocidade do vento pelo Atlas Edlico Mineiro (2010) referem-se
a esta altura. Para dimensionamento dos aero geradores utilizaremos o raio do aero
gerador sendo de 2m.

Dimensionamento da poténcia a disponivel no aero gerador:
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P =12(r.A.v3)

A=1r2=[12,566 m?]

r= 1,068 [kg/m3]

V =7 [m/s]

P =(12,566x1,068x(7)3)/2 = 2.301,682[W.h]

Apos o dimensionamento da potencia disponivel no aero gerador, averigua-se
a potencia elétrica gerada pelo mesmo, utilizando-se da férmula:

Pg=03.PD.cp

Pg = Potencia gerada.

cp = Fator de capacidade.

0,3 *previamente adotado pela literatura de Sa e Lopes.
O fator de capacidade (cp) € obtido pela relacao entre a potencia elétrica possivel
de ser gerada e a potencia nominal obtida do sistema eolico a ser utilizado. O valor
de cp estéa diretamente ligado com o regime dos ventos do local. Quando a potencia
elétrica possivel de ser gerada for igual a potencia nominal obtida do sistema edlico,
o fator de capacidade sera igual a 1. Esta seria a condicdo ideal, que é obtida
somente em alguns momentos, quando os ventos atingem a velocidade nominal
do aero gerador. Sendo assim, podemos dizer que o valor de cp, geralmente, sera

inferior a 1. Em média para o Brasil, este valor é aproximadamente 0,3. (SA; LOPES,
2001. p. 92-93).

Pg =0,3.2.301,682. 0,3

Pg =207,151 [W.h]

“Durante esse processo, a gente também descobriu que a mesma maquina que
tinha 28% a 30% de fator de produtividade na Europa e nos Estados Unidos, aqui no
Brasil, batia os 50%, gracas aos nossos ventos”. (GANNOUM. 2016).

Podendo assim alterar os valores acima, por nao haver outras referencias validas,
decide-se por manter o valor previamente adotado.

4 1 DISCUSSAO FINAL

O problema de mudancas climaticas em decorréncia do aquecimento global
esta diretamente vinculado as opc¢des energéticas adotadas por cada nagao, sendo
também um reflexo de seu padrao de consumo. (...) Os desequilibrios ambientais hoje
observados sdo uma consequéncia do somatério do histérico mundial, das opcdes
energéticas adotadas principalmente pelos paises desenvolvidos.

Através de baixos investimentos em curto prazo, com grande potencial crescente
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a médio e longo prazo, a construcdo de uma micro usina mista de energia alternativa
podera ser de auxilio ao desenvolvimento sustentavel de trés maneiras: possibilitando
o desenvolvimento econémico através da venda de energia e créditos de carbono,
auxiliando na conclusédo de metas energéticas nacionais para universalizagdo da
energia, recuperacao de dejetos antes descartados de maneira irresponsavel na
natureza.

A venda energética realizar-se-a através de leildes organizados por instituicoes
reguladoras das necessidades energéticas regionais, ou através do aprimoramento
das redes elétricas, o qual é meta nacional para atingir melhor eficiéncia das mesmas
através do uso de uma tecnologia inovadora e promissora (Smart Grid).

As metas energéticas nacionais sao de 400 mil ligagdes elétricas que beneficiarao
1000000 de pessoas.

Apossibilidade da obtencéo de incentivos econémicos, através de financiamentos
como, por exemplo, o Programa de Incentivo as Fontes Alternativas de Energia Elétrica
(Proinfa), financiado pela CAIXA.

A construcédo de uma micro usina mista de energia alternativa torna-se eficiente,
observando as vertentes econémicas e as necessidades energéticas crescentes em
um pais emergente como o Brasil.

O crescimento da populacédo e a demanda maior de producdo, associados a
padrdes nao sustentaveis de consumo afetam o uso da terra, 4gua, ar, entre outros
recursos. Para que sejam sanadas tais adversidades ha a necessidade de desenvolver
estratégias para mitigar o impacto antropol6gico no meio ambiente e o impacto adverso
das mudancas ambientais sobre a humanidade.

Geralmente essas estratégias de apoio ao desenvolvimento sustentavel instituem
que os paises deverao aperfeicoar os programas com uma visdo progressista, onde
0s objetivos devem incluir: mitigacdo da pobreza, garantir os meios de subsisténcia,
condi¢cdes adequadas de saude, qualidade de vida, etc.

Deve-se aumentar a capacidade de estruturas nacionais, regionais e locais de
dedicar-se a questdes relativas a tendéncias energéticas sustentaveis. A estratégia
adotada pela pesquisa mitiga o impacto adverso das atividades humanas sobre o0 meio
ambiente atingindo objetivos designados na Conferencia das Na¢des Unidas sobre o
Meio Ambiente e Desenvolvimento como requisitado em documento. (Agenda 21).

Através dos dados apresentados acima conclui-se que os objetivos da Agenda 21
atingidos sao: Promoc¢ao do desenvolvimento econémico e ambiental mutuo, estimula
a produtividade e a competitividade de maneira construtiva por parte da industria
energética a lidar com questdes relativas ao meio ambiente, promove investimentos e
infraestrutura necessarias ao crescimento econémico diversificado sustentavel sobre
uma base ambiental saudavel, cria oportunidade para pequenas de pequeno porte
onde as comunidades locais possam contribuir para o desenvolvimento, etc.
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RESUMO: Ousodeplantascomomedicamentos
alternativos existe desde os primordios
da civilizagdo humana e muitos desses
conhecimentos foram passados de geragdo a
geracdao. Compostos de plantas apresentam
grande diversidade estrutural, infelizmente, uma
pequena proporcao desta diversidade tem sido
explorada quanto seu potencial farmacologico.
O presente artigo foi realizado com o extrato
etandlico e fragcbes das folhas de Nectandra
megapotamica para avaliar a composicao
fitoquimica e sua toxicidade e letalidade
sobre Artemia salina. A analise fitoquimica
mostrou presenca de alcaloides, glucosideos
cardiotonicos, cumarinas volateis, flavonoides,
taninos, saponinas, triterpenos, proteinas e
aminoacidos e acidos organicos. Todos, extrato
e fragOes, apresentaram dose letal média (DL,)
entre 36 e 272 ug/mL, provocando letalidade
consideravel em A. salina. Os dados mostram
que N. megapotamica possuem compostos
biologicamente ativos, portanto, pode ser
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considerada como uma fonte de biocompostos em prospeccéo.
PALAVRAS-CHAVE: Artemia salina-Fitoterapicos-Canela-louro-DPPH.

ABSTRACT: The use of plants as alternative medicines has existed since the dawn
of human civilization, and many of these knowledge have been handed down from
generation to generation. Plant compounds have great structural diversity, unfortunately,
a small proportion of this diversity has been explored as to its pharmacological potential.
The present article was carried out with the ethanolic extract and fractions of the leaves
of Nectandra megapotamica to evaluate the phytochemical composition and its toxicity
and lethality on Artemia salina. Phytochemical analysis showed the presence of alkaloids,
cardiotonic glucosides, volatile coumarins, flavonoids, tannins, saponins, triterpenes,
proteins and amino acids and organic acids. All extracts and fractions presented a
median lethal dose (LD50) between 36 and 272 ug/mL, causing considerable lethality in
A. salina. The data show that N. megapotamica possess biologically active compounds,
therefore, it can be considered as a source of biocomposites in prospecting.
KEYWORDS: Artemia salina-Phytotherapy-Cinnamon-bay-DPPH.

INTRODUCAO

A familia Lauraceae, uma das mais primitivas das angiospermas, é representada
por mais de 2.750 espécies, distribuidas em 52 géneros, encontradas em regides
tropicais e subtropicais de todo o0 mundo, especialmente nas florestas centro e sul-
americanas. No Brasil sdo relatadas 22 géneros e aproximadamente 400 espécies
(SOUZA & LORENZI, 2012).

Esta familia possui consideravel importancia econémica, pois suas madeiras de
boa qualidade s&o usadas em construcdes e na fabricacdo de moéveis, algumas séo
frutiferas, oleaginosas, fornecedoras de 6leos essenciais e condimentos, os quais
alcangam um alto valor no comércio, além de muitas outras serem usadas na medicina
popular, destacando-se 0s géneros: Aniba, Ocotea, Nectandra, Persea e Cinnamomum
(ALCANTARA et al., 2010).

Destes, o género Nectandra é constituido de 112 espécies, amplamente
utilizadas na medicina popular devido & sua atividade antirreumatica, digestiva e
diurética, tendo algumas das propriedades medicinais por alguns estudos, como
antifangico, antimalérica, anti-inflamatério, antipirético e usado contra cdlicas e
problemas gastricos (MARQUES, 2001, SILVA FILHO et al., 2004, MELO et al., 2006).
Dentre as espécies representativas pode-se citar Nectandra megapotamica (Spreng.)
Mez, vulgarmente conhecida como canela-louro, canela-preta e canela-fedorenta,
utilizada na medicina popular como anti-inflamatério, antirreumatico e analgésico
(SILVA FILHO et al., 2004). Porém, ha poucos estudos que visam a comprovagao de
suas propriedades farmacoldgicas, bem como, de seus constituintes quimicos. Com
base nas consideracbes apontadas, o presente artigo teve como objetivo realizar um
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estudo quimico, através do screening fitoquimico na espécie N. megapotamica com
a finalidade de identificar os principais grupos organicos, avaliar sua toxicidade frente
Artemia salina bem como averiguar sua capacidade antioxidante.

MATERIAIS E METODOS

As folhas de canela-louro foram coletadas no municipio de Mundo Novo, situado
no sudoeste de Mato Grosso do Sul (localiza-se na latitude 23°56°16” S e longitude
54°16’15” W). Sendo a planta foi identificada taxonomicamente como Nectandra
megapotamica (Spreng.) Mez, O material testemunho foi comparado com exsicata
depositada no Herbario DDMS da Universidade Federal da Grande Dourados sob n°
292. Apoés a coleta, cerca de 850g das folhas foram secas, moidas e posteriormente
extraidas exaustivamente com etanol em extrator de Soxhlet. Cada extrato resultante
foi filtrado e concentrado sob pressdo reduzida até consisténcia xaroposa e
particionado com solventes de polaridade crescente, para entao serem submetidos ao
screening fitoquimico, bioensaio de toxicidade com Artemia salina Leech e a atividade
antioxidante com 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH).

Os procedimentos para a identificagdo quimica dos extratos obtidos foram
adotados em funcdo das classes quimicas, de acordo com os protocolos descritos
por Simdes (SIMOES et al., 2010). A toxicidade dos extratos em estudo foi avaliada
frente a A. salina, de acordo com método proposto por Meyer et al., (1982). A atividade
radicalar foi realizada utilizando o radical 1,1-difenil-2- picril-hidrazil (DPPH) como
descrito por Brand-Wilians (1995), como padréo antioxidante a rutina, nas mesmas
concentracdes dos extratos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes analiticos preliminares revelaram nos extratos das folhas resultados
positivos em comum para alcaloides, flavonoides, taninos, triterpenos e acidos
organicos (Tabela 1).

Extrato Fracéao Fracédo Fracao Fracéao
Classe L . S . L
etandlico hexénica  cloroférmica acetato de etila N-butanodlica
Alcaloides ++ + - + + + +
Glucosideos
oA + + + + - - +
cardiotbnicos
Cumarinas
Y + - - + + ++ +
volateis
Flavonoides + + - +++ ++ +
Taninos ++ + +++ + +++ ++ +
Saponinas - - + + + + 4+
Triterpenos + + + + - + 4+ +
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Proteinas e

L ++ + - - +++ +++
amino4cidos
Acidos

N, + +++ +++ +++ +++
Orgénicos
DL,, (ug/mL) 36,35 76,56 259,13 272,25 Né&o realizado

Tabela 1. Triagem fitoquimica de classe de metabdlitos secundérios presentes no extrato
etandlico e das fragbes obtidas de N. megapotamica, bem como, resultado do teste de
toxicidade para A. salina.

Resultados: (+) baixa intensidade, (++) média intensidade, (+++) alta intensidade, (-) auséncia de composto.

Com a finalidade de avaliar a capacidade dos constituintes do extrato etandlico
e da fracdo hexanica de N. megapotamica em capturar radicais livres (DPPH) foi
realizada a analise de solug¢des deste extrato e fracdo com DPPH. (Figura 1).

1.

5 .
1.
W Rutina
0.5
MMk e
B Fracdo Hexdnica
**Branco 1,25 2.5 5 10 ¥

Cencentragho das amostras mg/mL

*% de DPPH
sequestrada

Figura 1. % de DPPH sequestrado dos extratos para o teste quantitativo da atividade
antioxidante.

* Absorbancia da mistura DPPH + metanol+amostra, apos trinta minutos de reagdo. ** O branco
se refere a mistura DPPH + metanol, apos trinta minutos de reacéao

Os resultados foram expressos pela inibicdo de oxidacdo, ou seja, da atividade
antioxidante, que €& correspondente a quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante, mostra que o extrato bruto foi mais eficiente do que a fracdo hexanica,
0 que é esperado. Pois, geralmente a fracdo hexénica tem menor concentracao de
compostos fendlicos e, por tanto maior atividade antirradicalar. Todas as amostras
apresentaram capacidade de consumo de DPPH, visto que as absorbancias apos
reacdo de DPPH com as diferentes concentragbes das amostras testadas foram
significativamente menores em se comparando com as absorbéancias obtidas para
o controle (Rutina), o que pode demonstrar preliminarmente a atividade antioxidante
para o extrato e fracao testada.

Meyer e colaboradores, em 1982, estabeleceram uma relagéo entre o grau de

toxicidade e a dose letal média, DL, , apresentada por extratos de plantas sobre larvas

50’
de A. salina, desde entédo, considera-se que quando s&o verificados valores acima
100pug/mL", estes, sdo considerados atéxicos. Portanto os valores encontrados na
Tabela 1 indicam potencial toxico para os extratos testados.

Esses resultados sugerem que a toxicidade encontrada pode estar relacionada
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aos grupos de metabdlitos secundarios revelados nos extratos, uma vez que tais
grupos demonstram grande potencial farmacologico. O ensaio de toxicidade para A.
salina baseia-se na correlacdo observada entre a toxidez sobre o microcrustaceo e a
citotoxicidade sobre células cancerosas do tipo P-388 (MEYER et al., 1982).

CONCLUSAO

Os valores de toxicidade de extratos de Nectandra megapotamica (Spreng.) Mez
nos ensaios in vitro frente a Artemia salina Leach, demonstram uma efetiva atividade
toxica, resultado este que pode ser associado a grande variedade de compostos
bioativos presentes nos extratos e também sugere que esta planta pode apresentar
outras atividades biolégicas de interesse farmacologicas. Logo pode ser observado que
a planta apresentou potencial antioxidante, que esta correlacionado aos compostos
fendlicos presentes nas amostras testadas.
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CAPITULO 23

CRESCIMENTO DE MUDAS DE Dipteryx odorata
_(Aubl.) Willd. (Fabaceae) EM SUBSTRATOS
ORGANICOS COMPOSTOS COM RESIDUOS DE
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RESUMO: A analise do crescimento tem
importancia na avaliacdo do comportamento
das mudas, descrevendo as condicbes
morfofisiolégicas ao longo do crescimento.
Este trabalho teve como objetivo analisar o
crescimento de mudas de Dipteryx odorata, em
diferentes composicoes de substratos organicos
compostos com residuos de améndoas de
castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa). O
delineamento experimental foi inteiramente ao
acaso com quatro tratamentos e oito repeticoes,
cada repeticdo foi formada pela média de
quatro plantas. Os tratamentos foram T1:
substrato comercial Vivatto Plus®; T2: substrato
organico casca de améndoas de castanha-
do-Brasil + casca arroz carbonizada (3:7); T3:
substrato organico casca de améndoas de
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castanha-do-Brasil + esterco equino (3:7); T4:
substrato organico casca de améndoas de
castanha-do-Brasil + esterco equino + casca
café (1:1:1). Aos 28 dias apds o transplante
para tubetes com capacidade para 50 cm™ de
substrato, foi realizado a avaliacdo inicial e
consecutivamente aos 30, 60, 90 e 120 dias,
avaliando-se a area foliar, massa seca de folha,
massa seca total, area foliar especifica, razéo
de area foliar, taxa assimilatoria liquida e taxa
de crescimento relativo. As mudas de D. odorata
crescidas nos substratos organicos contendo
casca de améndoas de castanha-do-Brasil +
esterco equino (3:7) e casca de améndoas de
castanha-do-Brasil + esterco equino + casca de
café (1:1:1), apresentaram os melhores indices
de crescimentos, podendo substituir o substrato
comercial Vivatto Plus®.
PALAVRAS-CHAVE:

excelsa,

Bertholletia
residuos

Cumaru,
producédo de
organicos, recursos naturais.

mudas,

GROWTH OF CHANGES OF Dipteryx odorata
(Aubl.) Willd. (Fabaceae) IN ORGANIC
SUBSTRATES COMPOUNDED WITH

CASTANHA-DO-BRASIL RESIDUES

ABSTRACT: Growth analysis is
in evaluating the behavior of the seedlings,

important

describing the morphophysiological conditions
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along the growth. The objective of this work was to analyze the growth of Dipteryx
odorata seedlings in different compositions of organic substrates composed of Brazil
nut (Bertholletia excelsa). The experimental design was completely randomized with
four treatments and eight replicates, each replicate being formed by the average of
four plants. The treatments were T1: commercial substrate Vivatto Plus®; T2: organic
substrate peel of Brazil nut nuts + charcoal rice husk (3:7); T3: organic substrate bark of
Brazil nut almonds + equine manure (3:7); T4: organic substrate peel of Brazil nut nuts
+ equine manure + coffee husk (1:1:1). At 28 days after transplanting for tubes with 50
cm capacity of substrate, the initial and consecutive evaluation was performed at 30,
60, 90 and 120 days, evaluating leaf area, leaf dry mass, total dry mass , specific leaf
area, leaf area ratio, net assimilation rate, and relative growth rate. The seedlings of
D. odorata grown on organic substrates containing Brazil nut cashew + equine manure
(3:7) and Brazil nut cashew + equine manure + coffee husk (1:1:1), presented the best
growth rates and could replace the commercial substrate Vivatto Plus®.
KEYWORDS: Cumaru, Bertholletia excelsa, production of seedlings, organic waste,
natural resources.

11 INTRODUCAO

Dipiteryx odorata (Aubl.) Willd, (Fabaceae) é uma planta arborea nativa na
América do Sul, com predominéncia nas terras altas da Amazdnia, com arvores que
atingem até 40 metros de altura, classificada como planta climax ou climax exigente
em luz (CARVALHO, 2009). Esta espécie é conhecida popularmente como cumaru,
apresentando importéncia para reflorestamentos e plantios comerciais devido as
diversas aplicacbes de sua madeira e semente (PINTO et al., 2008).

A madeira de D. odorata é densa a muito densa, sendo empregada na
construcao civil, implementos agricolas, construcéao naval, confeccdo de cabos de
ferramentas, estacas, carrocerias de caminhdes, assoalhos, vigamentos e moveis,
sendo considerada uma das melhores madeiras para dormentes, pela durabilidade
e por ndo rachar quando exposta ao sol. Do cozimento dos frutos e das sementes,
obtém-se um tipo de remédio com propriedades anestésicas que auxilia no tratamento
de problemas respiratérios e cardiacos, além de combater vermes. Com a casca,
prepara-se um xarope usado no combate a tosses, gripes e problemas pulmonares.
As sementes contém um 6leo essencial aromatico usado na industria de perfumaria
e de cosméticos, podendo ser usado em ulcera bucal, otite, em problemas no couro
cabeludo e como diaforéticas ou sudorificas. Esse 6leo também pode ser usado na
formulac&o de veneno para matar ratos, por sua capacidade de inibir a coagulacéo do
sangue (CARVALHO, 2009). Apesar de sua importancia, o plantio de D. odorata como
de qualquer outra espécie florestal, esta condicionada a producéo de mudas, sendo
esse um dos principais entraves no avanco de areas cultivadas.

Na produg¢ao de mudas, diversos fatores devem ser levados em consideragao,
entre eles as sementes, o recipiente e os substratos tem elevada participacado devendo
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garantir condicbes possiveis a germinacdo e o enraizamento. Portanto, o substrato é
um dos mais importantes insumos utilizados na obtengao de mudas precoces e de
baixo custo final (TRAZZI et al., 2012). Na obtencéo de um substrato de qualidade
e de baixo custo € necesséario que os componentes sejam facilmente encontrados
e que apresentem custos reduzidos, devendo estes conter elevado valor nutricional
e caracteristicas fisicas adequadas ao crescimento do sistema radicular, além de
disponibilizar agua. Nesse contexto se insere a adubag&o organica em substituicéo a
adubacéo mineral, como forma sustentavel de producéo de mudas (FREITAS et al.,
2014).

A utilizacéo de casca de améndoas de castanha-do-Brasil como fonte de matéria
orgénica para compor substratos, torna-se uma alternativa na reducao dos custos
de producdo das mudas, devido ser encontrada com abundancia na Amazénia,
e apresentar caracteristicas adequadas a composicdo de substratos, por possuir
consideraveis concentracdes de Ca e Mg, garantindo adequado crescimento as plantas
(MARANHO et al., 2013). Gongalves et al. (2019) também avaliaram composi¢des de
substratos contendo residuos de castanha-do-Brasil e consideraram os valores de
macroporosidade (Ma) e porosidade total (PT) adequados, elevada capacidade de
retencdo de agua, enquanto os valores densidade global e microporosidade foram
considerados médios.

O crescimento das plantas pode ser determinado utilizando férmulas matematicas,
quantificando a producéo do vegetal e de diferentes 6rgdaos no crescimento inicial,
intermediario e final. Por esse método é possivel obter informagcdes em intervalos
regulares de tempo, utilizando as variaveis representadas pelos 6rgaos da planta, como
fitomassa ou matéria seca de 6rgaos e area foliar do aparelho fotossintético (PEIXOTO
et al., 2011). Esse tipo de verificacdo € conhecido como andlise do crescimento,
tendo importancia na avaliagcdo do comportamento das plantas, na descricdo das
condicbes morfologicas em diferentes intervalos de tempo, acompanhando seu
crescimento (BARBIERI et al., 2011). Esse método é utilizado como ferramenta que
permite conhecer diferengas funcionais e estruturais das plantas, podendo-se inferir
sobre as atividades fisiologicas, estimando precisamente as causas de variagdes no
crescimento de plantas da mesma espécie ou de plantas crescidas em diferentes
ambientes (PEIXOTO et al., 2011).

Com base no exposto, esse trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento
de mudas de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. submetidas a diferentes composicées de
substratos organicos compostos por casca de améndoas de castanha-do-Brasil.

2| MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Viveiro Florestal Flora Acao mudas e Reflorestamento
LTDA, localizado no municipio de Alta Floresta Estado de Mato Grosso sob as
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coordenadas geograficas 56°01’88” W e 09°54’70” S. Segundo Képpen-Geiger (1928),
o clima da regiao é definido como tropical de mon¢gdes Am, com temperatura média
anual de 26 °C e precipitacdo anual em torno de 3000 mm.

O viveiro de propagacao de plantas possuia cobertura com tela de polietileno
preta, com 50% de capacidade de interceptacao da luminosidade. As laterais eram
abertas. O sistema de irrigacéo por aspersao acionava manualmente, quatro vezes ao
dia as 7:00, 10:00, 13:00 e 16:00 horas, aplicando uma I&mina de aproximadamente 2
mm de agua durante 10 minutos.

As sementes de Dipteryx odorata (Aubl. Willd Fabaceae) foram coletadas no
municipio de Colider-MT. Apds 90 dias da colheita 1500 sementes foram semeadas
em areia grossa, sendo dispostas em uma Unica camada a profundidade de 5 cm, em
canteiro com dimensdes de 1x3x0,2 m (largura x comprimento x profundidade). Aos
28 dias apds a semeadura, as sementes com protrusao de raiz minima de 0,2 cm e
maxima de 10 cm, foram retiradas do canteiro e transplantadas para tubetes de 50
cm?3, contendo as diferentes composicoes de substratos.

As composicdes dos substratos e forma de preparo seguiu a mesma metodologia
adotada por Gongalves et al. (2019), sendo os residuos do tegumento das améndoas
da castanha-do-Brasil triturados em particulas com até 12 mm, utilizando triturador
Garthen GT 2.000 L (2,0 CV) e mantidos em decomposi¢ao por cinco meses, sendo
umedecidos e revolvidos a cada 4 dias durante o periodo. A casca de café e o esterco
equino foram curtidos por dois meses e as cascas de arroz foram carbonizadas e
utilizadas ap6s resfriamento.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos e oito repeticbes, cada repeticdo foi constituida pela média de quatro
plantas, totalizando 32 plantas por tratamento. Os tratamentos foram: T1-substrato
comercial Vivatto Plus®; T2: substrato organico casca de améndoas de castanha-do-
Brasil + casca arroz (3:7); T3: substrato organico casca de améndoas de castanha-do-
Brasil + esterco equino (3:7); T4: substrato organico casca de améndoas de castanha-
do-Brasil + esterco equino + casca café (1:1:1). A cada composicao de substrato
utilizado foi adicionado adubo de liberacdo controlada (Osmocote 14-14-14) na
proporcao de 5 kg m3. A cada composi¢ao de substrato utilizado foi adicionado adubo
de liberagcéo controlada (Osmocote 14-14-14) na proporcéao de 5 kg m= de substrato.

Apbs 28 dias do transplante, foi realizada a avaliacéo inicial das plantas de D.
odorata e consecutivamente aos 30, 60, 90, 120 dias apds a primeira avaliacdo, sendo
mensuradas as variaveis: Area foliar (AF): Mensurada utilizando um medidor de area
foliar LI-3100C, expressa em cm?. A area foliar foi definida como o resultado da soma
das medidas individuais das areas de todas as laminas foliares individuais das plantas
de cada repeticao. Representando a média das plantas por repeticao. Massa seca
de folhas (MSF): Peso médio (g), de todas as folhas das plantas. Representando a
média das plantas por repeticao. Obtido por meio da secagem em estufa de circulacéo/
renovacgao de ar a 65° C, por 72 horas. Massa seca total (MST): Peso médio (g), de
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todas as partes da planta, de todas as plantas de uma repeticdo. Obtido por meio
da secagem em estufa de circulacéo/renovacdo de ar a 65° C, por 72 horas. Area
foliar especifica (AFE): E o comprimento morfolégico e anatémico da RAF porque
relaciona a superficie (AF) com a massa seca das folhas (MSF):AFE = ——.. Razao
de area foliar (RAF dm? mg™): Expressa a area foliar util para fotossintese e sera
definida como o quociente entre a area foliar (AF), area responsével pela intercepcéo
de energia luminosa e a resultado da fotossintese: AFE = ﬁ Taxa assimilatoria
liquida (TAL mg dm? dia™): Representa o0 incremento em matéria seca por cada
unidade de superficie de area foliar disponivel a planta, durante um certo intervalo

, . , . ~ Pa—Py Ly Aa—Lpy Ay
de tempo pré-determinado. Sera obtida pela equagdo: TAL == x =22=2= em que:

P = massa seca; t = tempo em dias; 1 e 2 = amostras sucessivas; Ln = logaritmo
neperiano; A = amostra. Taxa de crescimento relativo (TCR mg™ dia™): Representa
a quantidade (area, volume, peso) de material existente, durante um intervalo de
tempo prefixado, podendo ser calculado pela equacao: TCR = %:”"1 emque: Ln =
logaritmo neperiano; P = massa seca; t = tempo em dias; 1 e 2 = amostras sucessivas

As médias foram submetidas a analise estatistica, e comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o recurso computacional SISVAR (FERREIRA,
2011). Os indices de crescimento foram calculados pelo programa ANACRES. Os
resultados foram submetidos a andlise de regressdo, escolhendo-se os modelos

significativos com valor de corre¢do = 0,5.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

As plantas de D. odoratanao apresentaram diferenca estatistica significativa para
a area foliar nas avaliagbes aos 30 e 90 dias, aos 60 dias as plantas crescidas nos
substratos T1, T3 e T4 apresentaram os maiores valores. Aos 120 dias nos substratos
T1, T2 e T4 foi observado as maiores médias de area foliar (Tabela 1).

Dias apoés o transplantio

Tratamentos 30ms - 60 o0ns 120**
Area foliar (cm?)
T1 73,86 102,97 138,99 ab 161,43 183,29 a
T2 73,74 103,08 124,10 b 142,61 180,15
T3 75,82 123,73 147,23 ab 144,65 148,72 b
T4 74,73 119,37 157,73 a 156,45 164,74 ab
CV(%) 10,14 18,76 15,93 17,76 9,98
Tratamentos A" 30" 60" 90" 120°
Massa seca de folha (mg)
T1 198,43 551,89 844,19 ab 967,08 1403,62 ab
T2 194,49 576,70 691,28 b 952,60 1464,68 a
T3 200,98 626,61 806,13 ab 964,22 1197,85 b
T4 201,31 650,17 956,41 a 1043,76 1294,23 ab

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 23




CV(%) 10,01 19,70 18,68 19,77 13,77
Tratamentos Al 80™ 60" 0™ 1207
Massa seca total (mg)

T1 481,41 1135,74 b 1724,13 ab 2253,02 3604,25

T2 494,23 1276,58 ab 1434,41 b 2087,29 3511,23

T3 491,81 1294,26 ab 1615,87 ab 2226,07 3277,55

T4 476,17 1426,19 a 1886,22 a 2506,77 3182,91
CV(%) 15,80 16,23 18,36 20,07 15,03
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Tabela 1. Valores médios de area foliar, massa seca de folha e massa seca total de Dipteryx
odorata (Aubl.) Willd., em funcao de diferentes composi¢des de substratos orgénicos.

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. * significativo a 5%; ** significativo a 1%; " n&o significativo. %***diferenca percentual de
crescimento entre Al e 150 dias. Al — avaliagéo inicial. T1 — substrato comercial, T2 — substrato organico casca de
améndoas de castanha-do-Brasil + casca arroz (3:7), T3 — substrato organico casca de améndoas de castanha-
do-Brasil + esterco equino (3:7), T4 — substrato organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco
equino + casca café (1:1:1).

A analise da regresséao evidencia que as plantas que cresceram nos substratos
T3 e T4 apresentaram maior area foliar até 90 dias e posterior reducéo. Nos demais
substratos ocorreu aumento crescente da area foliar (Figura 1A). Segundo Araujo
et al. (2013) a area foliar das plantas é diretamente ligada a produtividade vegetal,
responsavel pela captacdo da radiagdo e conversdo em energia organica, tendo
elevada importancia na avaliacdo do desenvolvimento das mudas produzidas em
viveiro. Assim, os resultados de area foliar aos 120 dias indicam que os maiores
valores ocorreram nos tratamentos T1, T2 e T4 (Tabela 1). Para Gongalves et al.
(2019) estas mesmas composi¢des de substratos apresentam caracteristicas fisicas
de macroporosidade, porosidade total e capacidade de retencdo de dgua adequadas.
Entre essas a capacidade de retengdo de agua tem relacdo direta com o aumento da
area foliar destinada a captacéao da luminosidade, contribuindo com a maior expansao
da AF. Entre os atributos quimicos destes substratos, de acordo com GONCALVES et
al. (2019), o Mg, possui relagcao intima com a AF devido ser o local onde se reinem a
maior parte das clorofilas que o possuem como componente principal. Desta forma,
esse nutriente contribui com o aumento da AF, mas sua absor¢édo ndo ocorreu em
grande quantidade de acordo com estes autores para a espécie Jaracatia spinosa
(Aubl.) A. DC.

o + Substrato C. y = 0.8412x + 74.266R* = 0.98
80 1% ~ ~ ~ mSubstrato 0. 1y =0.9244x + 76.644 R*=0.89

= == - A Substrato O. 2 y = -0.009x> + 1.6392x + 78.435 R? = 0.97
-------- ® Substrato 0.3 y = -0.0089x" + 1.7938x + 75.134 R? = 0.97
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Figura 1. Area foliar (A), massa seca de folha (A) e massa seca total (B) de Dipteryx odorata
(Aubl.) Willd., em funcéo de dias ap06s a primeira avaliacdo. Funcéo ajustada linear e polinomial
quadrética. Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

As maiores médias de massa seca das folhas (MSF) foram obtidas de plantas
que cresceram nos substratos T1, T3 e T4 na avaliacdo aos 60 dias e T1, T2 e T4 na
avaliacao aos 120 dias. Nao se registrou diferenca significativa nas avaliacbes aos
30 e 90 dias apés o transplante (Tabela 1). Constata-se pela analise de regressao
ao longo dos 120 dias, que ocorreu aumento linear de MSF das plantas em todos os
substratos (Figura 1B).

Os substratos ao qual se observou plantas com maiores valores de MSF nas
avaliagdes aos 60 e 120 dias sdo os mesmos em que foi observado maiores médias
de area foliar. A maior produtividade ocorrida para MSF aos 60 e 120 dias apds o
transplante, pode ser devido a variagdes ambientais, ou pela melhor qualidade dos
substratos empregados, propiciando condigdes ao melhor desenvolvimento da planta
como relatam Vieira et al. (2014), afirmando que a combinacdo de materiais pode
estabilizar o substrato conferindo adequado valor nutricional e estrutura fisica possivel
ao bom crescimento da parte aérea e do sistema radicular. Fato que foi observado por
Goncalves et al. (2019) quando se considera as caracteristicas fisicas de porosidade
(macro, micro e total), densidade global, capacidade de retencdo de agua, umidade
(volumétrica e gravimétrica) e quimicas dos teores de Ca, Mg, S, N, P, K, Fe, Co, Na,
B, Zn, pH e EC das mesmas composi¢des de substratos testadas aqui, estando estas
caracteristicas e atributos adequados ao crescimento de mudas de D. odorata.

Os maiores valores de massa seca total (MST) na avaliacdo aos 30 dias foram
observados nas plantas crescidas nos substratos T2, T3 e T4, na avaliagao aos 60 dias
destacaram-se os substratos SC, SO2 e SO3, nao se registrando diferenca significativa
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nas demais avaliagdes (Tabela 1). As curvas de regressao lineares demonstram que
ocorreu aumento progressivo da massa seca total das plantas de D. odorata (Figura
1C).

Entre as caracteristicas fisicas que possuem relacédo com a MST, as principais sao
a porosidade (macro e micro) e a capacidade de retencao de agua. A macroporosidade
se correlaciona com a drenagem e aerag¢ao, a microporosidade com retencéo de agua
e nutrientes, ambas apresentam relacdo com o crescimento do sistema radicular da
planta que faz parte da MST, desta forma, o fornecimento de condi¢ées para 0 aumento
das raizes também contribui com o crescimento da planta, pela maior exploracéo de
area destinada a absorcdo de nutrientes e agua. Assim, considerando os valores
apresentados por Gongalves et al. (2019), os substratos conferiram caracteristicas
fisicas adequadas ao bom crescimento da planta, efeito que foi observado na auséncia
de diferenca significativa entre os tratamentos orgénico e comercial nas avaliacbes
aos 90 e 120 dias para MST (Tabela 1).

Para os atributos quimicos dos substratos avaliados, os teores de Ca, Mg, S, Fe e
Zn se destacam, conforme Gongalves et al. (2019). Destes, o Ca e S possuem relagcao
com o crescimento aérea e radicular das plantas. O Ca é constituinte da parede celular
das células, atua na ativagao de enzimas envolvidas na fotossintese & indispensavel
na obteng&o de plantas robustas pois garante a multiplicacéo e crescimento radicular.
Também o S possui fungdes vitais na planta, como constituinte das proteinas e de
coenzimas, na fotossintese atua na sintese da clorofila, absorcédo de carbono e
atividade da rubisco (PES e ARENHARDT, 2015). Neste trabalho o fornecimento
destes nutrientes nao inferiu prejuizos ao crescimento e acumulo de massa na planta
(Tabela 1), revelando que os teores contidos nos substratos foram adequados.

Os resultados de area foliar especifica (AFE) (Figura 2A) demonstram que todos
0s substratos apresentaram decréscimo linear, indicando aumento da espessura da
folha, resultante do aumento do tamanho das células. Segundo Benincasa (2004)
no inicio do desenvolvimento das plantas, a AFE pode ser maior devido as folhas
apresentarem-se espessas, com menor acumulo de massa seca e area foliar, com
0 crescimento da planta ocorre aumento da area foliar e massa seca das folhas,
reduzindo os valores para essa variavel ao decorrer do tempo. Peixoto et al. (2011)
explica que a AFE é decorrente da divisdo da AF pela MSF, em que a AF é o
componente morfoldégico e a MSF é o componente anatémico, estando relacionados
com a composi¢cao interna formada pelo nUmero e tamanho das células do meséfilo
foliar. A fitomassa é o componente fisiolégico, onde a razdo de massa de matéria
seca retida nas folhas se relaciona com a massa de matéria seca acumulada nos
diversos 6rgaos da planta, ocasionando decréscimo da AFE. O decréscimo linear
da AFE é explicado pelo aumento mais intenso da MSF em relacéo a AF, entre a
avaliacao inicial e final (valores médios de 674,8% para a MSF e 227,2% para AF,
entre os tratamentos) (Tabela 1). Segundo Boeger e Gluzezak (2006), plantas que
apresentam menores valores de AFE sdo mais eficientes em acumular massa seca, e
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possuem maior espessura das folhas, o que favorece a fotossintese. J& a maior AFE
indica redugédo do incremento na densidade foliar, levando plantas com alta AFE a
apresentarem espessura foliar reduzida (PINZON-TORRES e SCHIAVINATO, 2008).
Esse comportamento é decorrente em partes dos atributos quimicos dos substratos,
qgue permitiram a nutricdo adequada das plantas que foi observado na AF, MSF e MST
(Tabela 1) e AFE (Figura 2A).

Arazéao de area foliar (RAF) apresentou comportamento decrescente quadratico
em todos os substratos estudados. Esse indice é determinado por meio da divisdo da
AF pela MST, demostrando que entre os substratos avaliados as plantas apresentaram
maior acumulo de MST (666,4 a 748,6%) em relacdo a area foliar (196,1 a 248,1%)
(Tabela 1), o que pode ser explicado pelo maior investimento de fotoassimilados
na producdo de MSF e no crescimento do sistema radicular, variaveis de elevada
importancia na averiguacéo do crescimento de uma planta, na elevagéo da fotossintese
e na absorcado de nutrientes e agua.
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Figura 2. Area foliar especifica (A) e razdo de area foliar (B) de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd.,
em funcéo de dias apds a primeira avaliacdo. Fun¢éo ajustada linear e polinomial quadratica.

A elevagdo da fotossintese, bem como, a nutricdo e absor¢cdo de agua séo
dependentes das caracteristicas fisicas e dos atributos quimicos dos substratos, em
gue ocorre fornecimento satisfatorio dos nutrientes e condigcdes fisicas estaveis para o
crescimento da parte aérea e do sistema radicular, contribuindo com a maior producao
dos componentes morfosiolégicos de AF, MSF e MST (Tabela 1). Outro fator a ser
observado é o pH, que regula a disponibilidade dos nutrientes influenciando a nutricéo
da planta. Malavolta (1979), propbs a tabela de disponibilidade dos nutrientes em
funcao do pH, e afirma que valores inferiores a 6,0 propiciam reducéo na disponibilidade
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dos macronutrientes e aumento na dos micronutrientes. No entanto Kéampf (2005),
afirma que em substratos organicos o pH deve ser de 5,2 a 5,5, devido a necessidade
de maior atividade dos microorganismos na mineralizacdo da materia organica e,
conforme os valores apresentados por Gongalves et al. (2019) as composi¢coes dos
substratos possuem valores proximos ao recomendado.

A RAF é um indice morfolégico que avalia a razdo de area foliar usada para
produzir uma unidade de massa seca expressa em cm2g™, variando em funcéo da AFE
(PINZON-TORRES e SCHIAVINATO, 2008), servindo como método de averiguacédo de
efeitos dos gendtipos, do clima e de manejo sobre o crescimento de uma determinada
planta. O decréscimo da RAF pode indicar maior acimulo de MST, como verificado
neste trabalho (Tabela 1 e Figura 1C), sendo favoravel ao crescimento da planta e
a sobrevivéncia a campo. Para Peixoto et al. (2011) o declinio da RAF é normal e
ocorre conforme a planta cresce, demonstrando a reducé&o da area foliar util para
fotossintese, que é responsavel pela interceptacéo da radiacéo luminosa e captacao
do CO2 para a producéo de massa seca. Desta forma, a area foliar varia com a AFE
e MSF, em que qualquer variacdo eventual que ocorra individualmente com uma ou
mesmo com as duas, pode refletir diretamente na RAF, alterando o comportamento
fisioloégico da planta.

A maxima taxa assimilatoria liquida TAL para mudas de D. odorata foi obtida de
plantas que cresceram no substrato T1, seguido do T2, T3 e T4 aos 30 dias, e apds
ocorreu decréscimo linear até os 120 dias (Figura 3B). A TAL expressa a matéria seca
produzida por unidade de area foliar por unidade de tempo em g*'dm=2dia, estando
o aumento da TAL relacionado com o acumulo de biomassa na planta. Contudo, sua
reducéo ndo indica que a planta ndo acumulou biomassa, e que a divergéncia dessa
variavel pode ser justificada pelas variagcdes intra-especificas da TAL (RODRIGUES
et al., 1993), e pela ecologia da espécie D. odorata, planta classificada no estagio de
sucessao ecolbégica como climax pouco exigente em luz. Segundo Whitmore (1990),
as plantas climax apresentam crescimento lento e determinado, folhas de vida-longa
e taxa de fotossintese baixa, ocasionando menor eficiéncia fotossintética, mesmo em
condicdes ideais de desenvolvimento. No entanto fica evidente por meio dos dados
de massa seca (Figura 1C) que a espécie D. odorata ndo reduziu a producdo de
massa seca frente a reducédo da TAL, demonstrando a eficiéncia na utilizagdo da
fotossintese para producéo de fotoassimilados e manutencéo das funcoes fisioldgicas
e do crescimento.

Ataxa de crescimento relativa TCR € utilizada para calcular o aumento em matéria
organica de um intervalo no tempo, nesse caso a cada 30 dias e a MST é indispensavel
para o calculo deste indice, entdo o decréscimo continuo da TCR é explicado em
partes pelo aumento constante da MST, e os substratos que apresentaram menor
variacao no decréscimo da TAL e TCR (SO2 e SO3) sdo os que apresentaram maiores
valores de AF nas avaliagdes até os 60 dias, assim, a maior expanséo de area para
realizacao da fotossintese parece estabilizar o decréscimo da TAL e TCR, pelo fato
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destes indices considerarem a alocacao de massa sobre a massa ja existente, de forma
a ficar proporcional ao tamanho da planta e da capacidade de realizar fotossintese.
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Figura 3. Taxa assimilatéria liquida (A) e taxa de crescimento relativo (B) de Dipteryx odorata
(Aubl.) Willd., em funcéo de dias ap06s a primeira avaliacdo. Funcéo ajustada linear.

41 CONCLUSAO

Os substratos organicos contendo as composicoes de casca de améndoas de
castanha-do-Brasil + esterco equino (3:7) e casca de améndoas de castanha-do-
Brasil + esterco equino + casca de café (1:1:1), apresentaram os melhores indices de
crescimentos, podendo substituir o substrato comercial Vivatto Plus®na producéo de
mudas de Dipteryx odorata.
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CAPITULO 24
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RESUMO: A utilizacdo de substratos organicos
em substituigdo aos convencionais na produgao
de mudas de espécies florestais torna-se viavel
devido as adequadas caracteristicas fisicas,
quimicas e bioldgicas. Este trabalho teve como
objetivo analisar o desenvolvimento de mudas
de Dipteryx odorata, em diferentes composi¢des
de substratos contendo residuos das cascas
de castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa).
O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com quatro tratamentos e oito
repeticbes, cada repeticdo composta pela
média de quatro plantas crescidas em tubetes
de 50 cm®. Os tratamentos constituiram de
SC: substrato comercial Vivatto Plus®; SO1:
casca de améndoas de castanha-do-Brasil +
casca arroz carbonizada (3:7); SO2: casca de
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améndoas de castanha-do-Brasil + esterco
equino (8:7); SO3: casca de améndoas de
castanha-do-Brasil + esterco equino + casca
café (1:1:1). Foi realizada avaliagao inicial, 28
dias apos o transplante, e aos 30, 60, 90, 120
dias, sendo mensuradas as variaveis diametro
de coleto, altura de planta, numero de folhas,
area foliar, massa seca de folha, aérea, de raiz
e total, relacao H/D, relacdo MSA/MSR e indice
de qualidade de Dickson IQD. O substrato
organico composto por cascas de castanha-
do-Brasil + esterco de equino + casca de café
(1:1:1), possibilita a produgcdo de mudas de
Dipteryx odorata com qualidade satisfatoria,
podendo ser levadas a campo apds 60 dias de
crescimento em viveiro. Todos os substratos
organicos estudados foram adequados para
a producdo de mudas de D. odorata com
qualidade suficiente para substituir o substrato
comercial Vivatto Plus®.

PALAVRAS-CHAVE: Cumaru,
Brasil, esterco equino, casca de arroz, producéao

castanha-do-

de mudas, recursos naturais.

ORGANIC SUBSTRATES IN THE GROWTH
OF Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. (Fabaceae)

ABSTRACT: The use of organic substrates

instead of conventional substrates in the
production of seedlings of forest species

becomesfeasible duetothe appropriate physical,
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chemical and biological characteristics. This work aimed to analyze the development of
Dipteryx odorata seedlings in different substratum compositions containing residues of
Brazil nut (Bertholletia excelsa). The experimental design was completely randomized
with four treatments and eight replicates, each replicate composed of the average
of four plants grown in 50 cm™ tubes. The treatments consisted of SC: commercial
substrate Vivatto Plus®; SO1: Brazil nut nutshell + charcoal rice husk (3: 7); SO2:
Brazil nut nutshell + equine manure (3: 7); SO3: Brazil nut nutshell + equine manure
+ coffee husk (1: 1: 1). The initial evaluation, 28 days after the transplant, and at 30,
60, 90, 120 days, were measured, collecting diameter, plant height, leaf number, leaf
area, dry leaf mass, aerial, root And total, H/ D ratio, MSA / MSR ratio and Dickson IQD
quality index. The organic substrate composed of Brazil nuts + equine manure + coffee
husk (1: 1: 1), allows the production of satisfactory quality Dipteryx odorata seedlings,
which can be taken to the field after 60 days of growth in nursery. All organic substrates
studied were suitable for the production of D. odorata seedlings of sufficient quality to
replace the commercial Vivatto Plus ® substrate.

KEYWORDS: Cumaru, Brazil nut, equine manure, rice husk, production of seedlings,
natural resources.

11 INTRODUCAO

Entre as espécies florestais nativas do bioma Floresta Amazénica tem-se Dipteryx
odorataAubl. Willd., também conhecida como cumarurana, cumaru-verdadeiro, cumaru-
amarelo, cumaru de-folha-grande, muimapagé, champagne, cumaru-do-amazonas,
cumbaru e cumaru-de-cheiro. As arvores desta espécie chegam a altura de 40 m, com
diametro a altura do peito de 1,5 m. Apresenta desenvolvimento lento com producéo
de madeira aproximada de 4,25 m*® ha' ano'aos 11 anos, sendo classificada no grupo
de sucessao ecoldgica como planta climax, com ocorréncia no Estado de Mato Grosso
em solos de baixa fertilidade (CARVALHO, 2009).

A espécie tem aplicacdao para a serraria, utilizada como vigas, caibros, ripas,
tacos e tabuas para assoalhos, laminados decorativos, méveis, torneados, carrogaria,
carpintaria, marcenaria, tanoaria, estacas, esteios, macetas, cabos de ferramentas,
baténtes de portas, buchas de eixo de hélices de embarcagbes navais e outros
(CARVALHO, 2009). Possui potencial para a industria do carvao devido a excelente
qualidade da madeira para a carbonizacao (NISGOSKI et al., 2012). Apresenta
emprego na medicina popular (BESSA et al., 2001), sendo extraido da semente a
cumarina, 6leo muito importante para a industria farmacéutica (FREITAS et al., 2014).

A utilizagcdo de D. odorata na recuperacdo de areas degradadas € relatada
por diversos autores (PINTO et al., 2008; SOUZA et al., 2008; SOUZA et al., 2010),
além de ser empregada em reflorestamentos e enriquecimento florestal, frutificando
precocemente aos quatro anos de idade (PINTO et al., 2008). Nessa fase tem-se
a qualidade das mudas produzidas como um dos principais pontos determinantes
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no sucesso do reflorestamento (HERNANDEZ et al., 2013). Para se obter mudas de
qualidade é imprescindivel que além das sementes e do recipiente, 0 substrato seja
adequado, garantindo condicbes possiveis a germinacéo e o enraizamento, estando
esses processos ligados as caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do substrato
(CALDEIRA et al.,, 2000). A composicao do substrato torna-se o fator chave na
obtenc&o de mudas precoces com indices de crescimento elevados, visando também
a utilizacdo de insumos de baixo custo e facil aquisicao (TRAZZI et al., 2012).

A utilizacdo de componentes organicos provenientes de processos produtivos
primarios torna-se uma alternativa viavel com o objetivo de conferir melhoria nos
atributos quimicos, fisicos e bioldgicos dos substratos (DELARMELINA et al., 2014).

As cascas das améndoas da castanha-do-Brasil (Bertholetia excelsa H.B.K,
Lecythidaceae) constituem um material descartado do beneficiamento da castanha,
por ser considerado residuo. Esse material, oriundo de uma espécie tdo nobre poderia
ser valorizado, se deixasse der ser um subproduto, e se torna-se matéria-prima
para obtencao de novos produtos. Nesse sentido, uma alternativa para utilizacao
do subproduto do beneficiamento da castanha seria a producédo de substrato para
desenvolvimento de mudas, reduzindo os custos de producéo, o que para o produtor
de mudas é considerado fundamental no reflorestamento de areas degradadas,
tornando-o competitivo no mercado.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento de mudas de Dipteryx odorata
(Aubl.) Willd. em composi¢coes de substratos contendo cascas de améndoas de
castanha-do-Brasil (Bertholetia excelsa), casca de café, esterco equino e casca de
arroz carbonizada.

2| MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no viveiro florestal Flora Acdo mudas e Reflorestamento
LTDA, localizado no municipio de Alta Floresta Estado de Mato Grosso sob as
coordenadas geogréficas 56°01°88” W e 09°54’70” S. Segundo Képpen-Geiger (1928),
o clima da regiao é definido como tropical de mongdes Am, com temperatura média
anual de 26 °C e precipitacdo anual em torno de 3000 mm.

O viveiro de propagacao de plantas possuia cobertura com tela de polietileno
preta, com 50% de capacidade de interceptacédo da luminosidade, e sobre a tela
de polietileno uma camada de filme plastico para estufa. As laterais foram fechadas
pelas mesmas telas da cobertura. O sistema de irrigacdo por nebulizacéo acionava
automatico, trés vezes ao dia 7:00, 12:00 e 16:00 horas, aplicando uma lamina de 3
mm de agua em 15 minutos.

As sementes de Dipteryx odorata (Aubl. Willd Fabaceae) foram coletadas no
municipio de Colider-MT. Apds 90 dias da colheita 1500 sementes foram semeadas
com tegumento, sendo dispostas em uma unica camada a profundidade de 5 cm,
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em canteiro com dimensdes de 1x3x0,2 m (largura x comprimento x profundidade)
contendo areia grossa. Aos 28 dias apds a semeadura, as sementes com protrusdo de
raiz minima de 0,2 cm e maxima de 10 cm, foram retiradas do canteiro e transplantadas
para tubetes de 50 cm=, contendo as diferentes composi¢cdes de substratos.

Os residuos do tegumento externo das améndoas da castanha-do-Brasil
conhecidos como cascas, foram triturados em triturador forrageiro GT 2.000 L, 2,0 CV,
marca Garthen regulado para tamanho de particulas com até 12 mm e colocados
para decomposi¢cdo por cinco meses. Durante a decomposicéo, foi realizado o
umedecimento e revolvimento dos residuos, duas vezes por semana. A casca de café
e 0 esterco equino foram obtidos de produtores locais e ja estavam curtidos por dois
meses. As cascas de arroz carbonizadas foram utilizadas ap6s resfriamento.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos e oito repeticbes, cada repeticdo foi constituida pela média de quatro
plantas, totalizando 32 plantas por tratamento. Os tratamentos foram: SC-substrato
comercial Vivatto Plus®; SO1: substrato organico casca de améndoas de castanha-do-
Brasil + casca arroz (3:7); SO2: substrato organico casca de améndoas de castanha-
do-Brasil + esterco equino (3:7); SO3: substrato organico casca de améndoas de
castanha-do-Brasil + esterco equino + casca café (1:1:1). A cada composicéo de
substrato utilizado foi adicionado adubo de liberagao controlada (Osmocote 14-14-14)
na propor¢ao de 5 kg m3.

A cada composicédo de substrato utilizado foi adicionado adubo de liberacéo
controlada (Osmocote 14-14-14) na propor¢cao de 5 kg m?® de substrato. A andlise
guimica dos substratos foi realizada seguindo a determinacéao do manual de métodos
oficiais para analise de residuos organicos MAPA IN SDA 28. De todos os substratos
testados foram determinados os teores de nitrogénio nitrato e aménio, fosforo,
potassio, calcio, magnésio, enxofre, boro, soédio, cobre, ferro, manganes, zinco, pH
e condutividade elétrica (EC) de todos os substratos. Para a obtencéo dos teores
totais dos nutrientes contidos nas formulacdes foi realizada a soma dos nutrientes dos
substratos, com os contidos no adubo de liberacdo controlada.

As caracteristicas fisicas foram determinadas, de acordo com Embrapa (1997),
senso elas: densidade de particulas (Dp), densidade global (Dg), macroporosidade
(Ma), microporosidade (Ma), porosidade Total (PT), umidade gravimétrica (UG),
umidade volumétrica (UV), capacidade de retencao de agua dos substratos (CRA).

Aos 25 dias apés o transplante, foi realizada a avaliagcao inicial das plantas de A.
mucosa e consecutivamente aos 30, 60, 90, 120, 150 dias apds a primeira avaliacao,
sendo mensuradas as variaveis: diametro de coleto (DC), altura de planta (AP), nimero
de folhas (NF), area foliar (AF), massa seca de folha (MSF), massa seca da parte
aérea (MAS), massa seca de raiz (MSR), massa seca total (MST), relacdo entre altura
de parte aérea (cm) e didmetro do coleto (mm) (H/D), relac&o entre a massa seca da
parte aérea (g) e massa seca da raiz (g) (MAS/MSR) e indice de qualidade de Dickson

(IQD).
EI
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As médias foram submetidas a analise de variancia e comparadas pelo teste
de Tukey a 5%, utilizando o recurso computacional SISVAR, verséao 4.0 (FERREIRA,
2011). Em seguida as médias foram submetidas a regressao, sendo escolhidos os
modelos significativos que apresentaram valores de correlacéo = 0,5.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Na Tabela 1 encontram-se os resultados da analise fisica dos substratos avaliados
na produg¢ao de mudas de D. odorata, onde se observa que todos apresentam valores
adequados de macroporosidade (Ma), de acordo com a classificacao de Gongalves e
Poggiani (1996) (Anexos, Tabela 1), com médias entre 35-45 %. A porosidade total foi
considerada adequada (75-85% para os substratos SC, SO1 e SO2, enquanto SO3
apresentou valor médio entre 55-75 %).

Adensidade global e microporosidade apresentaram valores considerados médios
para todos os substratos (Tabela 1), com base em Gongalves e Poggiani (1996), a alta
densidade dos substratos normalmente ocasiona compactacéo, devido a reducao da
Ma e PT (FERRAZ et al., 2005), o que nao ocorreu, ja que Ma foi adequada para todos
os substratos e PT também, exceto para SO3 que atingiu valor médio.

A umidade volumétrica apresentou maiores valores para os substratos SC e SO2
(Tabela 1), e este ultimo também com valores mais elevados de capacidade de retencéo
de agua (42,36 mL por 20 g de substrato), porém todos os substratos apresentaram
CRA superior ao estabelecido como adequado por Gongalves e Poggiani (1996).

- D D Ma Mi PT CRA
Subs p g uv UG
tratos - g cm? --- % --mL--
SC 1,497 0,311 39,172 41,103 80,275 0,339 1,220 36,543

SO1 1,152 0,283 37,753 40,110 77,866 0,283 1,152 37,753
S02 1,276 0,316 42,360 40,293 82,656 0,316 1,276 42,360
SO3 1,255 0,260 44,056 29,543 73,603 0,260 1,255 44,056

Tabela 1. Densidade das particulas (Dp), densidade global (Dg), macroporosidade (Ma),
microporosidade (Mi), porosidade total (PT), umidade volumétrica (UV), umidade gravimétrica
(UG) e capacidade méaxima de retencéo de agua (CRA) de diferentes substratos utilizados na

producédo de mudas de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd.

Metédo de determinacédo EMBRAPA (1997). UV= m?® agua/ m® substrato; UG= Kg agua/Kg substrato. SC —
substrato comercial, SO1 — substrato organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + casca arroz (3:7),
SO2 - substrato organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino (3:7), SO3 — substrato

organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino + casca café (1:1:1).

A analise quimica demonstrou que os substratos SC e SO2 apresentaram maiores
teores de Ca, Mg e S, enquanto SO2 e SO3 apresentaram maiores valores de P e K
(Tabela 3). Contudo, ap6s a adicéo do adubo de liberagao controlada os teores de N,
P e K ficaram mais elevados e proximos entre os diferentes substratos.
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*Macronutrientes nos

[72]

§ Macronutrientes nos substratos (mg™ L) |inﬁgzggtgsnﬁ?oTaggu(trfg"

5 L)

@ Ca Mg S N-Nitrato  N-Amoénio P K N-Total P K
SC 200,8 75,6 253,7 89,7 9,8 39 2385 7995 3099 8215
SO1 14 06 39 15,8 2,5 81 415 7183 3141 6245
SO2 106,8 339 11,0 91,8 7,4 29,6 76,6 799,2 3356 659,6
sO3 182 103 7,1 77,4 11,2 19,9 200,9 788,66 3259 7839

Tabela 2. Resultados da analise quimica dos macronutrientes nos substratos utilizados na
producédo de mudas de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd.

Determinacao pelo manual de métodos oficiais MAPA IN SDA 28. * Valores obtidos pela soma dos

macronutrientes contidos nos substratos com os obtidos no adubo de liberacdo controlada. SC — substrato

comercial, SO1 — substrato organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + casca arroz (3:7), SO2 —
substrato orgénico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino (3:7), SO3 — substrato organico
casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino + casca café (1:1:1).

Os substratos SO1 e SC apresentaram os maiores valores de pH e o SO2 o
menor. A EC do SC foi superior a de todos os demais e no SO1 registrou-se a menor.

O SC apresentou os maiores teores de Na e de Mn e SO1 de Fe e Zn.

EC B Na Cu Fe Mn Zn
Substrato pH

dS m mg" L
SC 55 3,0 1,6 124,8 0,01 0,05 1,0 0,20
SO1 58 0,2 0,1 1,1 0,01 1,10 0,1 2,20
S02 46 1,0 0,1 4.1 0,03 0,10 0,6 0,20
S03 50 0,8 0,1 2,7 0,03 0,40 0,1 0,05

Tabela 3. Resultados da analise de condutividade elétrica, pH, sédio e micronutrientes nos
substratos utilizados na produc¢do de mudas de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd.

Determinacéo pelo manual de métodos oficiais MAPA IN SDA 28. SC — substrato comercial, SO1 — substrato
organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + casca arroz (3:7), SO2 — substrato organico casca de

améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino (3:7), SO3 — substrato organico casca de améndoas de

castanha-do-Brasil + esterco equino + casca café (1:1:1).

As plantas de D. odorata que cresceram nos substratos SC, SO1 e SO3

apresentaram diametro de coleto semelhante estatisticamente apdés 120 dias do
transplante. Nao foi observado diferenca estatistica aos 30, 60 e 90 dias de avaliagdo

(Tabela 2). A analise de regressao dos resultados do didametro do coleto ao longo dos

120 dias de avaliagdo indica que néo houve aumento da variavel aos 30 e 60 dias apos

o transplante, somente aos 90 e 120 dias nota-se crescimento (Figura 1A). O diametro
do coleto € um dos mais importantes indicadores da qualidade de mudas, e representa

a capacidade de sobrevivéncia ap6s o plantio, devendo essa variavel ser superior a 2
mm (DANIEL et al., 1997). Desta forma, em todos os tratamentos, o diametro do coleto

foi superior ao estabelecido por estes autores.

As maiores médias de altura das plantas de D. odorata aos 30 dias foram

registradas nos substratos SO1, SO2 e SOS, e aos 60 dias nas plantas crescidas
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nos substratos SC, SO2 e SO3. Nao se observou diferenga significativa entre os
substratos nas avaliagdes aos 90 e 120 dias ap0s o transplante (Tabela 2). Na anélise
de regressao constata-se que ocorreu aumento linear na altura das plantas em todos
os substratos avaliados (Figura 1B). A mensuracgao da altura de plantas é importante
na averiguacao da qualidade de mudas, sendo imprescindivel sua considera¢cao como
indicador do momento de retirada da muda do viveiro para o plantio (GOMES et al.,
2002). As médias de altura das plantas mantidas no SO3 aos 30 e 60 dias, e de
didmetro aos 120 dias, sdo as maiores nos tratamentos, indicando que este substrato
parece ter fornecido condicbes adequadas para o crescimento ao longo de todo o
periodo de avaliacao.

Dias ap0s o transplante
SUbs- T

tratos Alns 30" 60" 90 120
Diametro de coleto (mm)

SC 3,95 3,64 3,52 3,94 4,79 a
SO1 3,92 3,25 3,38 3,83 4,61 a
S02 3,95 3,29 3,45 3,94 4,04 b
SOs3 3,91 3,41 3,54 3,96 4,41 ab

CV(%) 5,60 9,58 7,24 7,29 7,38
Subs- Alns 30° 60’ 90" 120"
tratos Altura das plantas (cm)

SC 10,75 13,21 b 19,02 ab 25,18 23,68
SO1 10,90 16,47 a 17,71 b 19,34 24,82
S02 10,95 15,72 ab 20,37 ab 21,08 21,94
SOs3 10,80 16,12 a 20,45 a 21,33 23,52

CV(%) 8,78 12,72 10,12 27,14 9,46

TABELA 4. Valores médios de didmetro do coleto e altura das plantas de Dipteryx odorata
(Aubl.) Willd, em funcao de diferentes composi¢des de substratos organicos.

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. * significativo a 5%; ** significativo a 1%; " ndo significativo. Al — avaliagdo inicial. SC — substrato
comercial, SO1 — substrato organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + casca arroz (3:7), SO2 —
substrato organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino (3:7), SO3 — substrato organico
casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino + casca café (1:1:1).

A5 # Substrato C. y = 0.0002x2- 0.0206x + 3.9806 R? = 0.99 B 28 + Substrato C.y = 0.1261x +10.802 R? = 0.89
— = — u Substrato O. 1y =0.0003x2- 0.0241x+ 3.866 R2 = 0.97 —— —m Substrato O. 1y =0.1024x + 11.706 R* = 0.93
_ - == - A Substrato O. 2 y = 0.0001x2- 0.0149x + 3.8323R?= 0.68 -~ - A Substrato 0. 2y =0.0911x + 12.544 R* = 0.67 ¢ u
[ — » Substrato 0.3y =0.0002x2- 0.0157x+ 3.8489R2 = 0.94 A e * Substrato 0.3y =01022x + 12314 R* =082 7 e
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Dias apés o transplante Dias apés o transplante

Figura 1. Diametro do coleto (A) e altura das plantas (B) de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd,
em funcéo de dias apds a primeira avaliagdo. Funcao ajustada linear e polinomial quadratica.
Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Para numero médio de folhas por planta de D. odorata, néo foi observado diferenca
significativa entre os substratos em nenhum periodo de avaliagdo (Tabela 5). Em todos
os tratamentos ocorreu aumento linear do niumero de folhas das plantas (Figura 2A).
Considerando que o numero de folhas por planta € um indicador de qualidade das
mudas, relacionando-se diretamente com o acumulo de massa pela planta, e cuja
massa seca e area foliar sdo dependentes desta variavel (CAMARA e ENDRES, 2008),
entende-se que todos 0s substratos avaliados permitiram crescimento adequado das
plantas, podendo substituir o substrato comercial.

As plantas de D. odorata crescidas nos substratos SC, SO2 e SO3 apresentaram
0s maiores valores de area foliar aos 60 dias. Nao foi observado diferenca estatistica
significativa nas avalia¢des aos 30, e 90 dias. Aos 120 dias nos substratos SC, SO1 e
SO83 registraram-se as maiores médias de area foliar (Tabela 5). A anélise da regresséo
evidencia que as plantas que cresceram nos substratos SO2 e SO3 apresentaram
maior area foliar até 90 dias e posterior reducao. Nos demais substratos ocorreu
aumento crescente da area foliar (Figura 2B).

A area foliar das plantas esta diretamente ligada a produtividade vegetal,
responsavel pela captacdo da radiacdo e conversdo em energia orgénica, tendo
elevada importancia na avaliacdo do desenvolvimento das mudas produzidas em
viveiros (ARAUJO et al., 2013). Assim, os resultados de area foliar aos 120 dias indicam
que os maiores valores ocorreram nos tratamentos SC, SO1 e SO3, mesmo sem
ocorrer diferencas entre o numero de folhas das plantas dos diferentes tratamentos
(Tabela 5), indicando que com o0 mesmo numero de folhas, as condi¢des propiciadas
pelas caracteristicas fisicas (Tabela 1) e quimicas (Tabelas 2 e 3) sao adequadas ao
crescimento das mudas de D. odorata. As caracteristicas fisicas de relativa importancia
no crescimento das mudas foram sem duvida a Ma, Mi, PT, Dg e CRA. Destas a CRA
tem relacéo direta com a expansao da area foliar, devido a agua entre outras funcdes
fornecer elétrons para o fotossistema Il da fotossintese. Assim, o fornecimento de
agua entre 36,5-44,0 mL por 20 cm™ em todos os substratos (Tabela 1) contribuiu com
0 aumento da AF.

Os substratos ao qual se observou as maiores areas foliares aos 120 dias (SC e
S0O8), foram os mesmos verificados nas variaveis didmetro de coleto aos 120 dias e
altura das plantas aos 60 dias (Tabela 4). Entre os fatores que podem ter contribuido
para esse resultado, acredita-se que, o pH dos respectivos tratamentos (5,5 e 5,0)
(Tabela 3) foram adequados a disponibilidade dos nutrientes. Atabela de disponibilidade
dos nutrientes propostas por Malavolta (1979), revela que em solos com pH inferior
a 6,0 ocorre reducédo na disponibilidade de N, S, B, K, Ca, Mg, Cl, Mo e aumenta
a disponibilidade de Al, Fe, Mn, Co e Zn. Contudo, em substratos organicos o pH
deve ser naturalmente menor que em solos, pois a atuagao dos microorganismos na
decomposicao da matéria organicos geram acidos fluvicos e humicos, acidos organicos,
acido tanico e outros. Assim, o pH dos substratos SC e SO3 apresentaram relacao

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 24




adequado entre decomposicdo da matéria orgénica e disponibilidade de nutrientes.

Dias apés o transplante

tSr;’?oSs- """""" Alrs 30m 6o 90" 120
Numero de folhas por planta

SC 2,00 2,72 4,03 412 5,31

SOf1 2,00 2,87 3,78 3,82 4,67

S02 2,00 3,06 3,91 3,94 4,44

S03 2,00 3,00 3,93 3,91 4,91
CV(%) 0,00 13,98 13,50 12,25 13,34

Subs- Alrs 30m 60’ aQns 120"

tratos Area foliar (cm?)

SC 73,86 102,9 138,99 ab 161,43 183,29

SOf1 73,74 103,0 124,10 b 142,61 180,15

S02 75,82 123,7 147,23 ab 144,65 148,72 b
SO3 74,73 119,3 157,73 a 156,45 164,72 ab
CV(%) 10,14 18,76 15,93 17,76 9,98

TABELA 5. Valores médios de numero de folhas e area foliar de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd,
em funcao de diferentes composi¢des de substratos organicos.

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. * significativo a 5%; ** significativo a 1%; " nao significativo. Al — avaliagao inicial. SC — substrato
comercial, SO1 — substrato orgénico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + casca arroz (3:7), SO2 —
substrato organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino (3:7), SO3 — substrato organico

casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino + casca café (1:1:1).
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Figura 2. Namero de folhas (A) e Area foliar (B) de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd, em funcéo de
dias apds a primeira avaliagéo. Funcao ajustada linear e polinomial quadratica. Significativo a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

As maiores médias de massa seca das folhas (MSF) de D. odorata foram obtidas
de plantas que cresceram nos substratos SC, SO2 e SO3 na avaliagdo aos 60 dias
e SC, SO1 e SO3 aos 120 dias. Nao se registrou diferenga significativa entre os
substratos nas avaliagdes aos 30 e 90 dias ap0s o transplante (Tabela 6). Constata-se
pela andlise de regresséo, que ocorreu aumento linear da MSF em todos os substratos,
ao longo dos 120 dias (Figura 3A).

Os substratos ao qual se observou os maiores valores de MSF na avaliacao aos

120 dias (SC, SO1 e SO3) sao os mesmos em que se registrou maior area foliar. A
maior produtividade ocorrida para MSF entre os substratos aos 60 e 120 dias apds o
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transplante se deve provavelmente aos maiores teores de Ca, Mg e S dos SC e SO3,
Fe e Zn do SO1 (Tabelas 2 e 3). O fornecimento adequado destes nutrientes garante
a realizacao das funcoes fisioldgicas ao quais estdo envolvidos. Entre esses o0 Ca e
Mg possuem relacédo direta com a MSF, o Ca faz parte da parede celular das células e
atua na ativacao de enzimas envolvidas na fotossintese € indispensavel na obtencao
de plantas robustas com alto potencial fotossintético.

Com relacédo a massa seca da parte aérea (MSA), os substratos SC, SO2 e
SO3 apresentaram-se superiores ao SO1 na avaliagdo aos 60 dias. Comportamento
idéntico observado para MSF aos 60 dias (Tabela 6). Nao se registraram diferencas
significativas nas avaliagdes aos 30, 90 e 120 dias. As curvas de regressao lineares
indicam aumento progressivo da massa seca aérea das plantas ao longo de todo
0 periodo de avaliacédo, independente do substrato utilizado (Figura 3B). Todos os
tratamentos aos 120 dias promoveram o mesmo crescimento da parte aérea, revelando
que as caracteristicas fisicas (Tabela 1) e quimicas (Tabelas 2 e 3) foram adequadas
a todos os substratos. A adicdo de 5 kg do adubo de liberagdo controlada por m= de
substrato contribuiu para que mudas de D. odorata obtivessem DC e AP superior a 4,0
e 21,0 cm (Tabela 4), evidenciando a rusticidade e preparo para plantio a campo.

Os maiores valores de massa seca de raiz (MSR) aos 30 dias ap6s o transplante
foram observados nas plantas do substrato SO1, SO2 e SO3. N&o se obteve diferenca
significativa para nenhum outro periodo de avaliagao (Tabela 6). As curvas de regressao
lineares demonstram que ocorreu aumento linear e progressivo da massa seca das
raizes das plantas de D. odorata ao longo dos 120 dias de avaliacao (Figura 3C).

Entre os fatores que contribuem para o crescimento do sistema radicular, a
estrutura fisica dos substratos é sem duvida a de maior importancia. A ndo obtencéo
de diferenca significativa para MSR de mudas de D. odorata ap6s 30 dias, se deve
principalmente as caracteristicas fisicas de todos os substratos que se mantiveram
proximas, com valores médios para Mi e Dg, valores adequados para Ma, PT e
valores considerados superiores aos adequados para CRA (Tabela 1). Segundo
Haynes e Goh (1978), o aspecto fisico mais importante de um substrato € a presenca
de estrutura porosa, com capacidade de estocar e suprir agua para as raizes das
plantas. Caracteristicas fisicas que foram alcancadas nas diferentes composi¢cdes dos
substratos orgéanicos.

Dias ap0s o transplante

- Alrs
Subs 30m 60* 90" 120*
tratos
Massa seca de folha (mg)

SC 198,43 551,89 844,19 ab 967,08 1403,62 ab
SOf1 194,49 576,70 691,28 b 952,60 1464,68 a
SO2 200,98 626,61 806,13 ab 964,22 1197,85 b
SO3 201,31 650,17 956,41 a 1043,76 1294,23 ab

CV(%) 10,01 19,70 18,68 19,77 13,77
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Subs- Alns 30ms 60* 9ons 120
tratos Massa seca aérea (mg)

SC 370,16 821,31 1311,16 ab  1740,40 2708,11
SOf1 377,66 872,91 1091,51 b 1563,51 2625,17
SO2 375,82 826,69 1269,87 ab 1650,82 2479,49
SO3 368,21 979,53 1477,86 a 1872,60 2395,53

CV(%) 13,41 17,28 18,88 20,03 14,37
Subs- Alns 30** 60 9ons 120
tratos Massa seca de raiz (mg)

SC 111,26 314,43 b 412,97 967,08 896,14
SOf1 116,57 403,67 ab 342,91 952,60 886,05
SO2 115,99 367,57 ab 345,99 964,22 798,06
SO3 107,96 446,66 a 408,35 1043,76 787,38

CV(%) 26,65 17,10 18,76 19,77 20,67
Subs- Alns 30* 60* 9ors 120
tratos Massa seca total (mg)

SC 481,41 1135,74 b 172413 ab  2253,02 3604,25
SOf1 49423 1276,58 ab  1434,41 b 2087,29 3511,23
S0O2 491,81 129426 ab 161587 ab 2226,07 3277,55
SO3 476,17 1426,19 a  1886,22 a  2506,77 3182,91

CV(%) 15,80 16,23 18,36 20,07 15,03

TABELA 6. Valores médios de massa seca de folha, massa seca aérea, massa seca de raiz e
massa seca total de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd., em funcéo de diferentes composi¢des de
substratos organicos.

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. * significativo a 5%; ** significativo a 1%; " nao significativo. Al — avaliacao inicial. SC — substrato
comercial, SO1 — substrato organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + casca arroz (3:7), SO2 —
substrato organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino (3:7), SO3 — substrato organico
casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino + casca café (1:1:1).
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Figura 3. Massa seca de folha (A), massa seca aérea (B), massa seca de raiz (C) e massa seca
total (D) de Dipteryx odorata (Aubl.), de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd, em funcéo de dias apos
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a primeira avaliagdo. Funcéo ajustada linear. Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

Os maiores valores de massa seca total (MST) na avaliacdo aos 30 dias foram
observados nas plantas crescidas nos substratos SO1, SO2 e SOS e na avaliagdo aos
60 dias destacaram-se os substratos SC, SO2 e SO3. Nao se registraram diferencas
significativas nas demais avaliacbes (Tabela 6). As curvas de regressao lineares
demonstram que ocorreu aumento progressivo da MST das plantas de D. odorata
independente do substrato e do periodo de avaliagao (Figura 3D).

Constatou-se que o substrato SO3 foi o unico onde ocorreu maiores valores
médios nas variaveis didmetro de coleto, numero de folhas, altura das plantas, AF,
MSF, MSR e MST. Acredita-se que a estrutura fisica adequada Dp, Ma, Mi, PT, UV,
UG e CRA do substrato SO3 (Tabela 1) e os atributos quimicos Ca, Mg, N, P, K, Zn, B,
Fe, pH e EC (Tabelas 2 e 3) tenha influenciando na superioridade do mesmo para as
variaveis estudadas.

As plantas de D. odorata exibiram relagéo altura/diametro (H/D) significativa nas
avaliacbes aos 30 e 60 dias, com superioridade aos 30 dias nos substratos SO1, SO2
e SO3 e aos 60 dias nos substratos SC, SO2 e SO3. Nas demais avaliagdes nao
ocorreu diferenca significativa (Tabela 7).

Registrou-se comportamento quadratico para a relagdo H/D das plantas de D.
odorata em todos os substratos, com decréscimo aos 90 e 120 dias (Figura 4A), o
gue possivelmente esta relacionado ao aumento em altura das mudas sem ocorrer
aumento de mesma intensidade no didmetro durante estes periodos (Tabela 4, Figuras
1A e 1B).

A relacéo entre as variaveis H/D é importante para determinar a capacidade de
sobrevivéncia da muda apés o plantio no campo (ARTHUR et al., 2007) e determina
a robustez da muda, correlacionando o menor indice com a sobrevivéncia da planta
(GOMES e PAIVA, 2006). Os valores obtidos para relacao H/D de D. odorata, ap6s 60
dias de avaliagcéo estiveram entre 4,99 e 6,81 sendo estes valores semelhantes aos
descritos por Freitas et al. (2014) (5,7 a 6,2) para a mesma espécie, concluindo que o
indice esta de acordo com o crescimento adequado da parte aérea e do diametro do
coleto. O limite aceitavel da relagcdo H/D para se obter mudas de qualidade satisfatéria
para plantio, estabelecido por Birchler et al. (1998) como inferior a 10. Assim, relacdes
superiores a 5,0 foram registradas a partir dos 60 dias de avaliacdo nas plantas de
todos os substratos (Tabela 7), indicando que a partir deste periodo as mudas de D.
odorata ja apresentam condi¢des para serem levadas a campo para plantio.

_Dias ap6s o transplante

Al 30" 60" 90"s 1207
Relagédo H/D
sC 275 371 b 539 ab 681 4,99
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SO1 2,83 5,11 a 5,18 b 5,08 5,42

S02 2,81 4,78 a 5,89 a 535 5,59
S03 2,78 4,77 a 579 ab 5,39 5,36
CV(%) 13,75 11,99 6,85 33,96 10,10
Subs- Alns 30 60" 90" 120
tratos Relagdo MSA/MSR
SC 3,62 2,64 3,37 3,57 3,25
SO1 3,78 2,23 3,25 3,68 3,13
S02 3,49 2,59 3,76 2,90 3,25
S03 3,64 2,35 3,74 3,09 3,17
CV(%) 10,24 13,7 10,55 28,33 13,08
Subs- Alns 30m 60" 90" 120
tratos indice de Qualidade de Dickson IQD
scC 0,07 0,18 0,19 0,24 0,45
SO1 0.08 0,17 0,17 0,25 0,42
S02 0,08 0,18 0,17 0,27 0,39
S03 0,07 0,20 0,20 0,30 0,38
CV(%) 24.84 14,21 17,36 22,44 19,79

TABELA 7. Valores médios de relacao H/D, relacdo MSA/MSR e indice de qualidade de Dickson
IQD de Dipteryx odorata (Aubl.) Willd, em funcédo de diferentes composicbes de substratos
organicos.

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. * significativo a 5%; ** significativo a 1%; " nao significativo. Al — avaliacao inicial. SC — substrato
comercial, SO1 — substrato organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + casca arroz (3:7), SO2 —
substrato organico casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino (3:7), SO3 — substrato organico
casca de améndoas de castanha-do-Brasil + esterco equino + casca café (1:1:1).
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=== u Subsirato O. 1y =-0.0003+2 + 0.0557x + 3.1154 R* = 0.83 — - —u Substrato O. 1y =-0.0004x" + 00759 + 0.3275 R? = 0.9
===~ A Substrato O. 2 y = -0.0004x? + 0.0691x + 2.928 R? =0.93 - ---A Subst = 2 4 + 2 =

T e oy _ ubstrato O. 2 y =-0.0002x* + 0.0379x +1.82 R*=0.30
o Substralo O. 3y =-0.0004¢" +0.0713x + 2889R2=095 | ... . Substrato‘o- 3y=-0.0004x +0.0606x + 0.9975 R? = 0.60

Relagao H/D
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........ e Substrato O. 3y =0.0024x + 0.086 R? = 0.94 L

indice de Qualidade de Dickson 1QD
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Figura 4. Relacéo H/D (A), relacdo MSA/MSR (B) e indice de qualidade de Dickson (IQD) de
Dipteryx odorata (Aubl.) Willd, em funcao de dias apds a primeira avaliagdo. Fungéo ajustada
linear e polinomial quadratica. Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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A relacdo massa seca aérea/massa seca de raiz (MSA/MSR) das mudas de
D. odorata, mostrou-se similar para todos os tratamentos em todos os periodos de
avaliacao (Tabela 7). As curvas de regressdes quadraticas demostram que ocorreu
reducao dessa relacdo ap6s os 90 dias de avaliagcdo, comportamento que ocorre
devido o maior acumulo de MSA ao longo dos 120 dias de avaliagdo, sem ocorrer
incremento de mesma propor¢ao na MSR (Figura 4B).

Arelacdo MSA/MSR é importante para se avaliar o crescimento adequado da parte
aérea em relacao ao sistema radicular, resultando em maior rusticidade e sobrevivéncia
das plantas ap6s o plantio (GOMES e PAIVA, 2004). Para essa relagao o valor 2 foi
definido por Birchler et al. (1998), sendo o almejado para o melhor crescimento da parte
aérea e do sistema radicular. No presente trabalho a relagédo variou entre 2,23 e 3,78,
valores semelhantes aos obtidos por Freitas et al. (2014) (2,33 a 3,04), quando avaliou
o crescimento da mesma espécie em substratos a base de carvéo vegetal durante 191
dias, sendo considerados adequados para o crescimento de mudas florestais.

O indice de qualidade de Dickson (IQD) das plantas de D. odorata nao
apresentou diferenca estatistica significativa em nenhum periodo de avaliacao (Tabela
7). A regressao demostra que ocorreu comportamento linear crescente em todos os
substratos, evidenciando que as plantas exibiram continuo acréscimo da qualidade
até 120 dias (Figura 4C).

O IQD indica a qualidade das mudas com base na robustez e na distribuicéo
da biomassa na planta (AGUIAR et al, 2011) e quanto maior for o valor obtido para
esse indice, melhor sera a qualidade da muda (BERNARDINO et al., 2005). Porém,
Hunt (1990) estabelece IQD minimo de 0,2 para que as mudas apresentem boas
caracteristicas de desenvolvimento. Neste estudo, no substrato SOS3, a partir dos
30 dias as plantas ja apresentava valor satisfatorio de 1QD, enquanto nos demais
substratos somente aos 90 dias as plantas apresentaram valores de IQD > 0,2.

41 CONCLUSAO

O substrato orgénico composto por cascas de castanha-do-Brasil + esterco de
equino + casca de café (1:1:1), possibilita a producdo de mudas de Dipteryx odorata
com qualidade satisfatéria, podendo ser levadas a campo ap6és 60 dias de crescimento
em viveiro.

Todos os substratos organicos estudados foram adequados para a producéo de
mudas de D. odorata com qualidade suficiente para substituir o substrato comercial
Vivatto Plus®.
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