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APRESENTAGAO

A colecéo “Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica” € uma obra que tem
um conjunto fundamental de conhecimentos direcionados a industriais, pesquisadores,
engenheiros, técnicos, académicos e, é claro, estudantes. A colecdo abordara de forma
categorizada pesquisas que transitam nos varios caminhos da quimica de forma aplicada,
inovadora, contextualizada e didatica objetivando a divulgacao cientifica por meio de
trabalhos com diferentes funcionalidades que compdem seus capitulos.

O objetivo central foi apresentar de forma categorizada e clara estudos relacionados
ao desenvolvimento de protétipo de baixo custo, analise do perfil quimico de extratos,
degradacao de resinas, quantificacéo de flavonoides, estudo de substéncias antioxidantes
e avaliacdo do grau de contaminacdo das aguas. Em todos esses trabalhos a
linha condutora foi o0 aspecto relacionado ao desenvolvimento, otimizacdo e
aplicacéo, entre outras abordagens importantes na area de quimica, ensino e
engenharia quimica. Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3 tem sido um
fator importante para a contribuicao em diferentes areas de ensino e pesquisa.

Temas diversos e interessantes sédo, deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam pela area de quimica. Possuir um material que demonstre evolugao
de diferentes metodologias, abordagens, aplicacbes de processos, caracterizagcao
substanciais € muito relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse tanto no
meio académico como social.

Portanto, esta obra & oportuna e visa fornecer uma infinidade de estudos
fundamentados nos resultados experimentais obtidos pelos diversos pesquisadores,
professores e académicos que desenvolveram seus trabalhos que aqui serdo apresentados

de maneira concisa e didatica.

Jéssica Verger Nardeli
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO DE PROTOTIPO DE BAIXO
CUSTO PARA MEDIDA DE ANGULO DE CONTATO

Data de aceite: 01/06/2020
Data de Submisséo: 25/05/2020

Samanta Costa Machado Silva
Universidade Federal do Rio de Janeiro-Campus
Macaé, Laboratorio de Materiais Poliméricos e
Eletroquimica.

Macaé-Rio de Janeiro
Curriculo Lattes: http://lattes.cnpq.
br/6702442488556540

Jorge Amim Junior

Universidade Federal do Rio de Janeiro-Campus
Macaé, Laboratorio de Materiais Poliméricos e
Eletroquimica.

Macaé-Rio de Janeiro

Curriculo Lattes: http://lattes.cnpq.
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Ana Lucia Shiguihara

Universidade Federal do Rio de Janeiro-Campus
Macaé, Laboratério de Materiais Poliméricos e
Eletroquimica.
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RESUMO: Neste
de baixo custo para medida de angulo de

trabalho, um prot6tipo

contato foi desenvolvido para ser utilizado em
atividades experimentais no ambiente escolar.

Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3

Os valores de angulo de contato para trés
tipos de superficies (quartzo, vidro e teflon)
foram avaliados. Os resultados obtidos foram
satisfatérios para o equipamento proposto neste
trabalho. Portanto, o protétipo desenvolvido
pode ser utilizado por professores para ensinar
conceitos de quimica tais como interacdes
intermoleculares, molhabilidade e de quimica
de superficie.

PALAVRAS-CHAVE: angulo de
superficie, molhabilidade.

contato,

DEVELOPMENT OF LOW COST
PROTOTYPE FOR CONTACT ANGLE
MEASUREMENT

ABSTRACT: In this work, a low cost prototype
for contact angle measurement was developed
to be used in experimental activities in the school
environment. The contact angle values for
three types of surface (quartz, glass and teflon)
were evaluated. The obtained results were
satisfactory. Therefore, the developed prototype
can be used by teachers to instruct chemical
concepts such as intermolecular interactions,
wettability and surface chemistry.

KEYWORDS: contact angle, surface, wettability.
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11 INTRODUCAO

A utilizacdo do método de experimentacdo em disciplinas de Quimica oferece uma
grande contribuicdo no ensino aprendizagem, uma vez que possibilita uma correlagéo entre
o conteudo tedrico e a aplicagdo pratica. Somado a isso, estimula o aluno na construcéo de
hipéteses diante de duvidas e problematizacdo do conteudo envolvido na atividade, com
consequente consolidacao do tema discutido ao final da realizagdo do experimento. Nesta
perspectiva, Poletti (2001) afirma que a realizacédo de atividades praticas faz com que o
aluno aprenda e fortifique o conhecimento obtido, e Moraes e Rosito (2003) enfatizam a
importancia da problematizacao das aulas experimentais:

“E importante destacar que boas atividades experimentais se fundamentam na solugéo de
problemas, envolvendo questdes da realidade dos alunos, que possam ser submetidos
a conflitos cognitivos.”

Compete entdo ao professor, a tarefa de proporcionar ao aluno experimentos que
envolvam o seu dia a dia, como declara Gasparin (2002):

“Atarefadocente consiste emtrabalhar o conteudo cientifico e contrasta-locomo cotidiano,
a fim de que os alunos, ao executarem inicialmente a mesma acdo do professor, através
das operagdes mentais de analisar, comparar, explicar, generalizar, etc., apropriem-se
dos conceitos cientificos e neles incorporem os anteriores, transformando-os também em
cientificos constituindo uma nova sintese mais elaborada.”

Dessa forma, o professor, além de propiciar o conhecimento ao aluno, também
€ responsavel pela sua transformacdo em um cidaddo consciente e participativo dos
problemas presentes na sociedade.

2 | FUNDAMENTAGCAO TEORICA- ANGULO DE CONTATO

O estudo da molhabilidade dos materiais € fundamental para o desenvolvimento de
materiais com aplicacdo em processos de flotacao de minério, catélise, filmes poliméricos
e materiais compdésitos (ASSIS, 2010; CHAU et al., 2009; GUPTA et al., 2015; STRNAD
et al., 2016; XIONG et al., 2014).

A medida de angulo de contato € uma técnica utilizada para a caracterizacéo de
superficies sélidas, a fim de se avaliar a molhabilidade (ADAMSON, 1990; BUTT; GRAF;
KAPPL, 2003). O éngulo de contato (q) é definido como o &ngulo entre um plano tangente
a uma gota de um liquido e um plano contendo a superficie onde o liquido se encontra

depositado (SHAW, 1975), conforme apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Definicdo do angulo de contato entre uma gota liquida e superficie.

O éangulo de contato (q) existente entre a gota de um liquido depositado sobre um
substrato, com uma tensédo superficial conhecida, e uma superficie solida (substrato),
depende da relacdo entre forgcas existentes, como as adesivas, que permitem com
que o liquido se espalhe sobre o substrato, e as coesivas, que fazem com que a gota
seja contraida a uma esfera com uma superficie minima (SHAW, 1975). Os atomos
e as moléculas do liquido apresentam a capacidade de mover-se de forma a ocupar
uma posicao que apresente menor energia potencial, ou seja, onde as forcas atuantes
estejam em equilibrio (SILVERTEIN, 1993). Todavia, as particulas na superficie do liquido
experimentam apenas for¢as dirigidas para dentro. Em funcdo disso, as superficies
passam a apresentar regides com uma maior energia, permitindo, dessa forma, que ocorra
uma diferenga entre as energias do material na superficie e no interior do mesmo. Essa
diferenca de energia existente é dita energia de superficie. De acordo com o principio de
menor energia, a natureza tende a um estado de menor energia e, em funcéo disso, uma
gota de agua tende a permanecer na forma esférica, uma vez que esta forma apresenta
menor area de superficie. Sendo assim, a adesdao de um material sobre a superficie de
um determinado substrato serd melhor quanto mais favoraveis foram as interagdes entre
as moléculas da gota e da superficie envolvida.

Dessa forma, quando 0° < 6 < 90°, h4d o molhamento do liquido sobre a superficie,
quando 6 > 90° o liquido nado se espalha espontaneamente, portanto ndao ocorre o
espalhamento do liquido. Quando se utiliza a agua como liquido, tem-se uma superficie
hidrofilica para 6 < 90° para 6 > 90° uma superficie hidrofébica e para 6 > 150°,
superhidrofobica (SONG e ROJAS, 2013).

Diante do contexto apresentado, o objetivo do trabalho consistiu na construgcao de um
protétipo de baixo custo para medida do angulo de contato de superficies. Sua utilizacao
sera em aulas experimentais de Quimica que abordem a caracterizacao da superficie de
materiais que estdo presentes no cotidiano do aluno, verificando suas propriedades e
aplicagoes.
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3 | MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os seguintes materiais foram utilizados para a montagem do equipamento de
medida de angulo de contato: microsseringa de cromatografia de volume 10mL da marca
Hamilton, uma lanterna (Power Style), uma objetiva (Nikon), uma caixa de madeira, uma
plataforma de elevacédo de laboratério, uma maquina fotografica, um suporte universal
para laboratério e uma garra. Para as medidas dos angulos de contato foram utilizadas
Iaminas de quartzo, de vidro e teflon.

3.2 Métodos

O equipamento foi montado encaixando a lente objetiva a caixa de madeira. A caixa
de madeira foi confeccionada com as seguintes dimensdes: 26 cm de largura, 7,5 cm
de profundidade, 27cm de altura e com uma base (pés) de 10 cm. Foi feito um orificio
na caixa de madeira para o encaixe da objetiva com 6,4 cm de didametro de frente, 7,6
cm de diametro de fundo e com 9,5 cm de distancia do centro do orificio a parte inferior
da caixa. A plataforma de elevacéo ficou a uma altura de 16,5 cm para que as amostras
fossem colocadas adequadamente. A caixa foi mantida a uma distancia entre 50 e 60 cm
da parede. Essa distancia foi obtida experimentalmente regulando o foco e observando
a projecao da imagem. Por fim, a lanterna foi encaixada no suporte de laboratorio, de
maneira que a luz incidisse sobre a amostra e a objetiva. Dessa forma, a imagem da gota
foi projetada na parede.

A Figura 2 mostra como foi realizada a montagem do equipamento.

Figura 2. Montagem do equipamento para medidas de dngulo de contato.
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3.3 Medidas de Angulo de Contato

As medidas dos angulos de contato foram realizadas através da utilizagdo do
equipamento mostrado na Figura 2. Para realizar a medida, uma gota de agua com volume
de 8 pL foi depositada sobre a superficie dos trés tipos de materiais (lamina de quartzo,
vidro e teflon). Em seguida, as imagens das respectivas gotas de agua foram coletadas
com uma maquina fotografica. As imagens foram transferidas para um computador e
os valores de angulo de contato foram obtidos através do software Corel Draw X6. As
medidas foram feitas em triplicata.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3 mostra como é a montagem final do equipamento proposto para a medida
de angulo de contato e um exemplo de como a imagem de uma gota de agua sobre uma

lamina de vidro é projetada na parede.

Figura 3. Projecdo da gota de agua para posterior determinagéo do angulo de contato.

Como pode ser observado na Figura 3, foi possivel identificar a formagdo nitida
da imagem da gota de agua sobre a lamina de vidro, indicando que a montagem com
0os materiais utilizados neste trabalho foi satisfatoria. Para verificar a reprodutibilidade
na medida do angulo de contato, foram escolhidos trés diferentes tipos de superficies,
quartzo, vidro e teflon. Sendo que o quartzo e vidro séo superficies hidrofilicas, ou seja,
que tem uma maior interagcdo com a agua e o teflon (politetrafluoretileno-PTFE) que é um
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polimero inerte, impermeavel e altamente hidrofobico. A Figura 4 mostra as imagens das
gotas de agua sobre a superficie do quartzo, vidro e teflon.

(b) (c)
Figura 4. Imagens das gotas de agua sobre as superficies de (a) quartzo, (b) vidro e (c) teflon.

A Figura 5 mostra um exemplo de como é feito a obtencdo do angulo de contato
usando a fung¢ado angular do programa Core Draw X6. Ap6s a marcacgao correta da linha
base e da angular, o valor do &ngulo de contato é obtido automaticamente.

Figura 5. Exemplo de como medir o angulo de contato usando o programa Coredraw X6 (a foto refere-
se a uma gota de agua sobre uma lamina de vidro).

A Tabela 1 mostra os valores dos angulos de contato obtidos para as superficies do
quartzo, vidro e teflon utilizando o equipamento proposto neste trabalho em comparacéao
com os valores descritos na literatura. Como pode ser observada na Tabela 1, a maior
discrepancia entre os valores obtidos e os relatados na literatura aconteceu para a
superficie mais hidrofébica (teflon). Entretanto, os resultados sao satisfatérios para
identificar e avaliar a diferenca entre uma superficie hidrofilica e hidrofobica.
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Amostra Protétipo desenvolvido Dados da literatura

) ) 22° + 4°
Quartzo 247« 1 (SUMMER et al. 2004)
Vidro 48° + 5° 51 ,05 + 0,84 (SKLODOWSKA et al.,
1999)
Teflon 95° 4 2° 106,2

(MARTINEZ-URRUTIA et al., 2018)

Tabela 1. Valores de angulo de contato obtidos experimentalmente e os descritos na literatura.

51 CONCLUSAO

Neste trabalho foi construido um prot6tipo de medida de angulo de contato com
materiais que estdo presentes no cotidiano e que podem ser adquiridos facilmente
em lojas especializadas, com valor gasto significativamente inferior a compra de um
equipamento comercial. Os experimentos de medida de angulo de contato apresentaram
resultados satisfatérios que possibilitam a utilizacdo em um ambiente escolar. Além disso,
o professor pode trabalhar com varios topicos de Quimica usando este experimento, tais

como quimica de superficie, molhabilidade e interacdes intermoleculares.
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ABSTRACT: Phenolic resins are the most
common matrix for carbon materials. They are
available in various forms, i.e., from powder
to liquid. As so, they can be processed by
various means, such as autoclave molding or
compression molding. As any other thermoset
resin, shelf life is a key issue for processing
because during curing the resulted component,
in the form of a composite or bulk piece, can
be prone to have undesirable pore volume
that compromise properties. Many techniques
can be used to monitor the advancement of

Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3

crosslink, such as, calorimetric technique (DSC),
(FTIR),
techniques, among others. In this work, the

spectrometric technique rheometric
electrical properties, in the form of impedance
spectroscopy, was used. The dielectric constant,
loss factor and electrical conductivity were the
main parameters to be measured as a function
of ageing time.
KEYWORDS:
impedance spectroscopy.

Phenolic resin, ageing,

11 INTRODUCTION

Phenolic resol and novolak resins are
commonly used for manufacturing of abrasive
products. Resol is used as the wetting agent
whilst novolak is used as a binder. Resol is a
liquid resin obtained in the reaction of phenol
with formaldehyde in a basic environment by
using excess of formaldehyde, resol forms
a mixture which might be cured at elevated
temperature.

The main advantage of phenolic resins is
their low price while the main disadvantage of
these resins is their instability during storage.
The ageing of resol results in an increase of
its viscosity and resol resin with high viscosity
will not cover, for instance, a fabric uniformly
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(STRZEMIECKA et al., 2016).

In this work, it is proposed a reliable, simple and inexpensive technique used to
evaluate the ageing of resol type phenolic resin, the impedance spectroscopy technique.
Besides, this technique can be used as process control and quality control tool of finished
product (ALVES et al., 2018; FAZZINO, REIFSNIDER e MAJUMDAR, 2009). Electrical
impedance was measured, thus, dielectric constant, loss factor and electrical conductivity
were the parameters calculated from the measured impedance as a function of ageing

time.

2| MATERIALS E METHODOLOGY

2.1 Materials

A liquid phenolic resin, resol type CR2830, provided by SI GroupCrios Resinas
S.A. The CR2830 resol phenolic resin has a molecular weight of 194 g/mol and dynamic
viscosity of 165 mPa.s at 25 °C. The gel temperature of this resin is at 120 °C. The density
after curing is 1.22 g.cm™.

2.2 Methodology

The electrical quantity measured by impedance spectroscopy technique is electrical
impedance that can be represented by impedance module /Z/, as well as by rectangular
coordinates, the real part of impedance (Z’) and the imaginary part of impedance (Z2°),
these are related to each other by equations (1) to (3) (PRADHAN, CHOUDHARY e
SAMANTARAY, 2008; ELIMAT et al., 2010).

1Z|12 = 2% + 2" (1)
Re (Z)=272"=|Z|cosp (2)

Im(Z)=2Z =|Z| senp (3)

Where

cos ¢ = cosine of phase angle

sen ¢ = sine of phase angle

The dielectric constant (¢ ’) and loss factor (g,”) of sample were calculated from
measured impedance by equations (4) to (6) (PRADHAN, CHOUDHARY e SAMANTARAY,
2008; ELIMAT et al., 2010).
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Where:

C, is the geometric capacitance of empty sample holder, F;
g, is the vacuum permittivity (8.85.10"2 F/m);
A is the sample area in contact with guarded electrode, m?;

d is the thickness of sample (distance between guarded and unguarded electrodes),
m;

fis the frequency of applied AC electric field, Hz.

The electrical conductivity (o) as a function of frequency of the applied AC electrical
field is determined by using the equation (7) (PRADHAN, CHOUDHARY e SAMANTARAY,
2008; ELIMAT et al., 2010).

g=2nfeEE (7)

In order to measure impedance as a function of ageing time, it was constructed a
sample holder formed by two printed circuit boards with welded terminals to form the
guard, guarded and unguarded electrodes, figure 1 shows the two printed circuit boards
and the electrodes with terminals. The size of each printed circuit board is 100 x 100
mm, dimension of guarded electrode is 49.5 x 60 mm and the insulation space between
guarded and guard electrode is 4 mm, welded terminals are 50 mm long outside sample
holder.
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Unguarded electrode Guarded electrode

Figure 1. Sample holder formed by two printed circuit boards

As shown in figure 2, to allow the liquid resol type phenolic resin to be poured into
sample holder, tacky tape was used as sealant and cork to maintain the distance between
two printed circuit boards at 5 mm, which is the thickness of sample.

Figure 2. Tacky tape was used as sealant and cork as spacer

Figure 3 shows the two printed circuit boards assembled with nylon cable ties
forming the sample holder, the resin was removed from freezer and spilled into the sample
holder and the first impedance measurement was taken immediately, this first measure
was named 0 day aged, after this first measurement the sample holder was stored at
room temperature for impedance measurement at the intervals shown in figure 5 until
last impedance measurement at 1320 days of ageing. Figure 3 also shows in details the
sample holder installed in HP 16047C Test Fixture.
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Figure 3. Sample holder with resin installed in HP 16047C Test Fixture

Figure 4 shows the final measurement setup, the HP 16047C Test Fixture with
sample holder installed on the HP 4192A LF Impedance Analyzer, measurements were
taken between 10 Hz and 13 MHz. In addition, a cured sample was prepared, according
to manufacturer’s instructions of curing, for comparison with electrical properties of aged

resin.

Figure 4. HP 4192A LF Impedance Analyzer with HP 16047C Test Fixture and sample holder

3 | RESULTS AND DISCUSSIONS

Figure 5 shows results for dielectric constant as a function of frequency for aged and
cured samples, as shown in figure 5, increasing ageing time decreases dielectric constant
values, the dielectric constant represents the induced electric dipoles in sample due to
electric field (ELIMAT et al., 2010; HIPPEL, 1995).
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Figure 5. Dielectric constant as a function of frequency for aged and cured samples

According to Strzemiecka et al. (2016) the ageing of resol resin results in increase
of its viscosity, thus decrease in dielectric constant can be attributed to the increase of
viscosity which makes intermolecular mobility difficult due to advancement of crosslink,
thus decreasing the formation of electric dipoles, in addition, dielectric constant of cured
sample corroborates this postulation, dielectric constant of cured sample is in agreement
with Hippel (1995).

Due to the smaller cured sample size (32.5 x 25 x 8 mm) and its insulating behavior,
the impedance analyzer has no resolution for impedance measurements at frequencies
below 1 kHz.

Figure 6 shows results for loss factor as a function of frequency for aged and cured

samples.
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Figure 6. Loss factor as a function of frequency for aged and cured samples
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As shown in figure 6, increasing ageing time decreases loss factor values, loss factor
can be attributed to the sum of two dissipative factors, the Joule effect that comes from
heat generated when an electric current flows through a material and the friction effect of
the electric dipoles movements generated by the alternating electric field (ALVES et al.,
2018).

Figure 7 shows results for conductivity as a function of frequency for aged and cured
samples, increasing ageing time decreases conductivity. Conductivity derivates from loss
factor according to equation (7), thus takes into account both dissipative effects (Joule
effect and heat generated by dipolar movements). Loss factor and conductivity of cured
sample are in agreement with Hippel (1995).

ol = Oday <« 60days * 195days e 1320 days
10 * 15days » 90days * 255days 4 Cured
10'4 4 30days * 120days e 330days
‘B 2] v 45days e 150days 470 days
10 M
T10° 3 1R 1R 100 LD !!!ﬂ 3
£ .3 semS snmm som sim seo 27 2
210° 31
o . ...’ A
510° e o aan
o 10 7 o coommn © oO"A N ‘M
10-8"1 2 3 4 5 6 7
10 10 10 10 10 10 10

Frequency (Hz)

Figure 7. Conductivity as a function of frequency for aged and cured samples

Decrease of loss factor and conductivity can also be attributed to the increased
viscosity of aged sample which hinders intermolecular mobility, thus decreasing the rotation
of electric dipoles and movements of electric free charges that generate Joule effect.

41 CONCLUSIONS

A resol type phenolic resin sample was stored at room temperature for ageing during
1320 days. Impedance spectroscopy technique was applied to evaluate this ageing, the
behavior of electrical properties derived from this technique were in accordance with
ageing which implies in advancement of crosslink and hinders intermolecular mobility, thus
decreasing the induction and movements of electric dipoles and movements of electric
free charges.

Impedance spectroscopy technique can be used to evaluate the ageing of resol type




phenolic resins.
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RESUMO: Asplantasmedicinaissdousadaspela
humanidade no tratamento de varias doencas.
Dentre as espécies existentes utilizadas para
tal finalidade, destaca-se a espécie Peperomia
pellucida. Dentro do género Peperomia a P.
pellucida € uma das plantas mais estudadas
devido as aplicacbes na medicina popular, sua
ampla distribuicdo, producédo de substancias
quimicas e potencial bioldgico. Levando-se em
consideracao esses fatos, esse estudo utilizou
Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Eficiéncia (CCDAE) para anélise simultanea
dos extratos das partes aéreas de Peperomia
pellucida para verificar o perfil quimico da
espécie. A coleta, higienizacdo e maceracao
do material boténico ocorreu no Laboratério
de Ciéncias Naturais da Universidade Federal
do Para Campus Universitario do Marajé-
Breves. Os métodos de obtencgéao, preparagao
e tratamento dos extratos, assim como a
revelagcdo das placas cromatograficas, foram
realizados no Laboratorio Central de Extracéao
da UFPA Campus do Guama. Néo foi possivel
realizar a andlise isocratica dos extratos devido
a problemas de funcionamento de um dos
equipamentos. Os resultados obtidos através
das revelagcbes mostraram a presenca de
terpenos, esterbides e compostos fendlicos
nos extratos de P. pellucida, além de sinais que
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indicam a presenca de flavonéides. Na verificagdo da atividade antioxidante os resultados
foram negativos. Isso esta relacionado as condicdes nas quais foram realizadas a extracédo
de P. pellucida, como a baixa quantidade de massa utilizada para a producéo dos extratos.
Portanto, estudos dessa natureza sdo necessarios pois é importante trazer informacdes
quimicas de plantas, principalmente as do tipo medicinal, tendo em vista os efeitos terapéuticos
proporcionados por esses tipos de vegetais, como é o caso de P. pellucida. Para além disso,
essas informacdes séo contribuicoes relevantes para estudos fitoquimicos dessa espécie e
sao dados que poderao ser usados por futuras pesquisas de carater semelhante.
PALAVRAS-CHAVE: Peperomia pellucida, CCDAE, Perfil quimico.

ANALYSIS OF THE CHEMICAL PROFILE OF EXTRACTS FROM AERIAL PARTS OF

Peperomia pellucida

ABSTRACT: Medicinal plants are used by humanity in the treatment of various diseases.
Among the species used for such use, select it in the species Peperomia pellucida. Within
the Peperomia genus, P. pellucida is one of the most studied plants due to its applications in
folk medicine, its wide distribution, chemical production and biological potential. Taking into
account these facts, this study used High Performance Thin Layer Chromatography (CCDAE)
for simultaneous analysis of extracts of the aerial parts of Peperomia pellucida to verify the
chemical profile of the species. The collection, cleaning and maceration of botanical material
took place at the Natural Sciences Laboratory of the Federal University of Para, Marajo-Breves
University Campus. The methods of obtaining, preparation and treatment of extracts, as well
as the revelation of the chromatographic plates, were carried ou at the Central Extraction
Laboratory of UFPA Campus of Guama. Unable to perform isocratic analysis of extracts due
to malfunctioning of one of the equipment. The results obtained through the revelations shown
in the presence of terpenes, steroids and phenolic compounds in the extracts of P. pellucida,
besides signs showing the presence of flavonoids. In the verification of antioxidant activity,
the results were negative. This is related to conditions under which P. pellucida extraction
was performed, such as a low amount of mass used for extract production. Therefore, studies
of this nature are necessary because chemical information of plants, especially the type
of medicinal, is important, considering the therapeutic effects provided by these types of
vegetables, such as P, pellucida. In addition, this information is important for fictional studies
of this species and is data that can be used by similar research.

KEYWORDS: Peperomia pellucida, CCDAE, Chemical profile.

11 INTRODUCAO

A utilizacéo de plantas medicinais é considerada uma pratica milenar que vem sendo
repassada de uma geracao a outra ao longo da histéria da humanidade. Que por vez
esta utiliza essa pratica para o alivio de dores e 0 combate de diversas doencgas. Isso
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vem sendo adotado desde o inicio de nossa civilizacdo (DIGNANI, 2009), principalmente,
pela populacdo carente que utiliza as plantas medicinais devido ao baixo custo e a facil
disponibilidade.

De acordo com Souza e Sousa (2018, p. 148) “as plantas medicinais estdo sendo cada
vez mais estudadas devido a necessidade e ao interesse de se obter novas descobertas
terapéuticas com o intuito de prevenir e tratar patologias distintas”. 1sso se deve ao fato
de as plantas medicinais produzirem através do metabolismo substancias denominadas
de metabdlitos primarios e secundarios (MAZZEU, 2014). Os metabdlitos secundarios sao
de grande relevancia, pois sao substancias que podem ser empregadas na elaborag¢ao de
fitoterapicos, medicamentos derivados de plantas medicinais, sendo de grande interesse
para estudos fitoquimicos e para a industria farmacéutica.

O Brasil apresenta uma das maiores diversidades vegetais do mundo (SILVA, 2010).
Dentre as regides brasileiras que possuem grande diversidade, a regido norte na sua
totalidade apresenta como principal representante a Floresta Amazdnica. De acordo com
Mendes et al. (2011, p. 121) “o ecossistema amazdnico, detentor de uma das regides de
maior biodiversidade do planeta, apresenta iniumeras espécies vegetais com propriedades
medicinais relatadas e outras em que seus efeitos terapéuticos sdo desconhecidos”.

A espécie alvo desse trabalho possui muitas aplicacdes na medicina popular. Devido
a isso e a outros fatores, como por exemplo sua ampla distribuicéo, a espécie Peperomia
pellucida é a mais estudada dentro do género Peperomia (MORAES, 2016). A P. pellucida
faz parte da familia Piperaceae que € considerada uma das angiospermas mais antigas
que estdo distribuidas em regides tropicais e subtropicais, como a América do Sul
(DIGNANI, 2009). No Brasil essa familia pode ser encontrada em varias regides, tendo
como principais géneros Piper e Peperomia, com mais de mil espécies cada, ocorrendo
com maior abundéancia na Mata Atlantica e Floresta Amazénica (SOUZA & SOUSA, 2018).

A espécie P. pellucida é uma planta herbacea que esta presente na América do
Sul, América do Norte e América Central, sendo facilmente encontrada em ambientes
umidos e sombreados (SOUZA & SOUSA, 2018). No Brasil, essa espécie encontra-se
amplamente distribuida, ocorrendo desde a Amazénia até o Parana (SILVA et al., 2013).
A P. pellucida é conhecida popularmente por varias denominacdes, que variam de acordo
com a regido brasileira. Na Amazénia, essa espécie é conhecida como erva-de-jabuti, em
outras regides € conhecida como erva-de-vidro, alfavaquinha-de-cobra, coragcéozinho ou
lingua-de-sapo.

Na medicina popular das comunidades da regido amazdnica, a P. pellucida é utilizada,
por exemplo, no tratamento de diversas doengas como tosse, dor de garganta e arritmias
cardiacas (SILVA et al., 2013). Além disso, a mesma também possui aplicagcdes populares
no tratamento de hemorragia, feridas, dores abdominais, abscessos, acne, furanculos,
célicas, problemas renais, hipertensao e colesterol (MENDES et al., 2011)

A espécie possui um grande potencial para producao de fitoterapico devido aos
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relatos na literatura sobre seu potencial biolégico. Estudos mostram que atividades
antibacteriana, antimicrobiana, anti-inflamatéria, antipirética, antifungica, antipruriginosa,
diurética e analgésica, sdo encontradas em diferentes extratos da P. pellucida (MUTEE
et al.,, 2010; Silva, 2010; MENDES et al., 2011; WEY et al., 2011; PHONGTONGPASUK &
POADANG, 2014; MOHAMAD et al., 2015; SOUZA & SOUSA, 2018).

A P. pellucida pode apresentar atividade antioxidante, como pode ser comprovado
através do método que elimina o radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH)
utilizado para detectar a presenca de compostos antioxidantes (OLIVEIRA, 2015). Tendo
em vista que esse trabalho busca também utilizar extratos de P. pellucida para analisar
atividade antioxidante com DPPH é importante ressaltar que os antioxidantes provenientes
de plantas, podem desempenhar papel importante no tratamento de algumas doencas, tais
como: artrite (TARAZA et al., 1997), arteriosclerose (SINGH & JIALAL, 2006) e doencas
neurodegenerativas (DUMONT & BEAL, 2010). Isso é extremamente importante, tendo
em vista que antioxidantes de fontes naturais sdo considerados mais seguros e benéficos
quando comparados aos antioxidantes sintéticos (PHONGTONGPASUK & POADANG,
2014).

Estudos fitoquimicos apontam que P. pellucida fornece inumeras substéncias das
mais diversas classes, além de compostos bioativos. No estudo feito por Silva et al. (2013)
foram encontradas substancias como flavonéides, esterdides, triterpendides, fenois e
saponina espumidica nos extratos secos de P. pellucida.

Existem técnicas que podem ser utilizadas para analisar o perfil fitoquimico de uma
planta. Pode-se mencionar as técnicas cromatograficas que sao utilizadas para analise de
substancias. De acordo com Salazar (2017, p. 15) “os métodos cromatograficos realizam
a separacdao, identificacdo e quantificagdo das espécies quimicas de matrizes complexas”.
Dentre as técnicas cromatograficas pode-se mencionar a Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Eficiéncia (CCDAE) que é uma técnica consolidada que apresenta
inumeras vantagens e muitas aplicagdes, inclusive para tarefas analiticas envolvendo
a producéo de fitoterapicos. A CCDAE é uma técnica que possui aprimoramentos que
permitem aumentar a resolucdo de compostos a serem separados, permite anélises
quantitativas dos compostos, sendo usada também na identificacdo de constituintes e
determinacéo de impurezas (ATTIMARAD et al., 2014). Para além disso, a CCDAE utiliza
tecnologias de ponta, como por exemplo aparelhos modernos de scanners, além de ser
uma técnica cromatografica onde pode-se observar os resultados através de imagens.

Em estudo fitoquimico realizado com a espécie P. pellucida, pelo grupo de Quimica
de Produtos Naturais da UFPA, foram isoladas duas substancias, identificadas como
derivados ArC, do acido cinamico, denominadas pellucidina A e pellucidina B, além de trés
flavonoides. Posteriormente, deu-se continuidade ao estudo dessa espécie, buscando-
se desenvolver um método, via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada com
deteccdo por Arranjo de Diodo (CLAE-DAD), para quantificar o dimero pellucidina A
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presente nas partes aéreas de P. pellucida. Assim, o método foi desenvolvimento gerando
a dissertacao de mestrado defendida por Freitas (2012). Freitas (2017) realizou um estudo
para quantificar pellucidina A nas partes areas de P. pellucida através do desenvolvimento
e validacdo de método via CCDAE. Esta técnica permite a anéalise simultdnea de varias
amostras ao mesmo tempo, além de ser altamente confidvel e reprodutivel, sendo
recomendada por algumas farmacopeias como American Herbal Pharmacopoeia, Chinese
Drug Monograph and Analysis, Pharmacopoeia of People’s Republic of China (FREITAS,
2017).

Levando-se em consideracdo a aplicacdo de Peperomia pellucida na medicina
popular, seus efeitos terapéuticos e os estudos fitoquimicos realizados sobre a espécie,
é indispensavel e relevante a realizagcdo dessa pesquisa para fornecer mais informacodes
acerca do seu perfil quimico. Além disso, esse estudo é importante pois ira contribuir
também com o conhecimento sobre o potencial biolégico da espécie ao trazer informacdes
sobre sua atividade antioxidante.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Os materiais utilizados para o desenvolvimento dessa pesquisa estdo dispostos e
divididos em duas subsecdes, a saber:

2.1.1 Equipamentos

Utilizou-se os seguintes equipamentos: Aplicador automatico ATS-4 (Automatic TLC
Sampler) e TLC Visualizer.

2.1.2 Solventes

Os solventes manuseados foram os seguintes: acetonitrila (C,H,N), acetona
(C,H.0O), acetato de etila (C,H,O,), acido formico (HFo), diclorometano (CH,Cl,) e metanol
(MeOH).

2.2 Métodos

Este trabalho foi realizado através de uma parceria realizada entre o Laboratério
de Ciéncias Naturais da Universidade Federal do Para (UFPA) Campus Universitario do
Marajo-Breves e o Laboratério Central de Extracdo da UFPA Campus do Guama.

A metodologia a ser empregada para o desenvolvimento desta pesquisa dividiu-se
em seis etapas:
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2.2.1 Coleta, higienizacdo, secagem e moagem das partes aéreas da planta

A coleta do material botanico foi realizada no Campus Universitario do Maraj6-
Breves (CUMB) da UFPA. O material coletado foi lavado em agua corrente no Laboratoério
de Ciéncias Naturais (LACIN), posteriormente foi secado na estufa a uma temperatura de
55° C durante dois dias.

Foi necessario realizar a moagem do material botanico. Para isso, as plantas secadas
foram maceradas com as maos, posteriormente foram trituradas no liquidificador. Em
seguida, o material foi peneirado. Esses procedimentos foram essenciais para diminuir
a superficie de contato durante a obtencdo dos extratos. Por fim, o material botanico
peneirado foi pesado em balancga analitica.

2.2.2 Condigbes para extracdo

Foi utilizado um método de extragdo com o banho ultrassdnico, por ser uma técnica
rapida e eficiente comparada com a maceracao e centrifugacdo. Os solventes testados
na extracao foram os seguintes: acetato de etila, acetona, acetonitrila e diclorometano, e

a selecao destes solventes foi feita com base no levantamento bibliografico.

2.2.3 Produgéo dos extratos

O procedimento para estes testes consistiu na utilizagdo de 50 mg da matriz vegetal
seca e peneirada sendo pesada, em triplicada, diretamente dentro tubo de ensaio de 8
mL, ao qual, ap6s a pesagem, foi adicionado 4 mL do solvente a ser testado.

A obtencéao do extrato foi realizada de acordo com 0 método empregado por Freitas
(2017) que consistiu em banho ultrassénico durante 10 min. na temperatura de 25° C. A
solucao, proveniente da extracéao, foi transferida para um frasco de boca larga. Em seguida,
ao material residual de cada tubo de ensaio foram adicionados 4 mL do respectivo solvente
de extracdo utilizado. Este procedimento foi repetido mais duas vezes, sendo que 0s
qguatro volumes foram reunidos no mesmo frasco. Apés isso, os frascos foram colocados
na capela para secagem do material. Posteriormente, foram utilizados os solventes da
extracdo para retirar o material seco e transferi-lo para um frasco de penicilina que em
seguida foi levado para a capela.

2.2.4 Pré-tratamento dos extratos

Na sequéncia todos os extratos secos foram submetidos a extracao por SPE (Solid
Phase Extraction), seguindo estes procedimentos: realizacdo do condicionamento dos
cartuchos Strata C., 50 mg/ mL (analitico), passando 1 mL de ACN, em seguida 1 mL de
H,O. Em cada um dos extratos foram adicionados 800 uL de ACN e levados ao banho
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ultrassoénico por 10 seg. Em seguida foram adicionados 200 uL de agua e novamente
levados ao banho ultrassénico por mais 10 seg. Cada solucéo foi transferida para um
cartucho identificado, respectivamente, com o cddigo do extrato. Posteriormente foi
adicionado em cada cartucho um volume de 1 mL de uma solugdo de ACN:H,O (8:2). A
solucao coletada (2 mL) foi evaporada em capela. O residuo foi ressuspenso em 1000
ML do respectivo solvente de extracao. E por fim ocorreu a analise por CCDAE-DAD, em

sistema isocratico.

2.2.5 Desenvolvimento cromatografico por CCDAE-DAD

Apébs obtencédo dos extratos o desenvolvimento do método cromatografico seguiu o
recomendado no trabalho de Reich e Schibli (2006), que consiste em selecionar a forma
de aplicacdo dos extratos, escolhas de placas cromatograficas, selecao de solventes
de eluicédo e escolha de comprimento de onda para monitorar as analises. E posterior
fotodocumentacdo das placas cromatogréficas. Essas foram fotodocumentadas nos
comprimentos de onda 254 e 366 nm, através do Fotodocumentor Visualizer.

2.2.6 Meétodo de eluicdo desenvolvido

As placas cromatograficas utilizadas para fazer a inoculagédo e posterior eluicao
foram de tamanho 20x10 cm. Previamente limpas com metanol e secas em estufa a 50°
C durante 30 min.

Foi necessario adequar o sistema de eluicdo devido a falta de funcionamento do
Automated Multiple Development (AMD-2), sendo necessario utilizar o sistema de eluicao
em unica corrida com DCM:MeOH:HFo (97:2:1), ndo seguindo assim o sistema proposto
por Freitas (2017). O comprimento de onda de monitoramento das analises foi de 292
nm, o volume de aplicagcédo (25 pL), aplicacdo em banda de 6 mm em modo spray-on,
altura de aplicagdo 10 mm, distancia das bordas 25 mm, distancia entre os fracks em
modo automatico como proposto no trabalho de Freitas (2017).

As placas cromatogréficas foram submetidas a revelacdées com VAS (Vanilina Acido
Sulfarico) utilizado para verificar a presenca de terpenos, esterdides e compostos fendlicos
nos extratos de P. pellucida. Além disso foi realizada revelacdo com DPPH para verificar
a atividade antioxidante dos extratos, NP/PEG (Difenilboriloxietilamina/Polietilenoglicol)
para verificar a presenca de flavondides, Dragendorff para verificacéo de alcaloides e FBS
(Fast Blue B Salt) para verificar compostos fendlicos.

3 1 RESULTADOS E DISCUSSAO
A obtencdo dos extratos seguiu conforme descrito no item 2.2.3 (Figura 1a) e
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posteriormente realizou-se o0 que esta proposto no item 2.2.4 (Figura 1b). A analise
isocratica ndo foi realizada de acordo com a proposta de Freitas (2017), pois devido o
mddulo AMD-2 esta inoperante néo foi possivel utiliza-lo.

Figura 1. (a) Extratos dentro da capela depois de produzidos. (b) Extrato apés a realizagao de SPE.

Apbés a obtencdo dos extratos, os mesmos foram inoculados nas placas
cromatograficas. Previamente, sem analise da composicdo quimica, uma placa
cromatogréafica com o padréo B-amirina foi fotodocumentada em 254 nm e posteriormente
em 366 nm, conforme ilustrada, respectivamente, nas figuras 2 e 3.
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Figura 2. Imagem fotodocumentada em 254 nm da placa cromatogréfica.
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Figura 3. Imagem fotodocumentada em 366 nm da placa cromatogréfica.

Nas figuras 2 e 3 é possivel observar o resultado do comportamento de absorgcéo e
emissao das substancias quando sao submetidas a diferentes comprimentos de ondas.

As placas cromatograficas foram submetidas a revelacdes com diferentes reagentes
que apresentam coloragdes caracteristicas para as classes especificas de compostos
quimicos. Nasrevelagdes positivas, as classes tornaram-se visiveis resultando naformacao
de bandas quando as placas cromatogréaficas foram borrifadas com os reveladores. Além
disso, durante as revelacbes foram utilizados padrdes para cada classe de compostos
quimicos (Tabela 1).

PADRAO CLASSES QUIMICAS
B-amirina Compostos fendlicos, esterbides e terpenos
Brucina Alcalbides
Rutina Compostos fendlicos
Rutina e Quercetina Flavondides

Tabela 1. Padrbes utilizados nas revelagdes das placas cromatograficas.

A placa utilizada para revelacdo com VAS apresentou resultado positivo pois
foram formadas bandas com coloragdo roxa/lilas indicando a presenca de substéancias
pertencentes as classes dos terpenos (SALAZAR, 2017 apud JORK et al., 1990; WAGNER
& BLADT, 2001), esterbides e compostos fendlicos, como pode-se observar na figura
4. Dessa maneira, em todos os extratos produzidos, tendo com referéncia a coloragao
das bandas cromatogréaficas e o Fator de Retencédo (Rf - Retention Factor) do padrao
B-amirina € possivel indicar a presenca dessas classes.
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Figura 4. Bandas cromatogréficas indicando a presenca de substancias esperadas para revelacdo com
VAS.

Indice: P (Padréao): B-AMIRINA, 1: ACNO1 (Acetonitrila), 2: ACNO2, 3: ACNO3, 4: ACEO1 (Acetato de etila), 5: ACE02, 6:
ACEOQ3, 7: ACTO1 (Acetona), 8: ACT02, 9: ACTO03, 10: DCMO01 (Diclorometano), 11: DCM02 e 12: DCMO03.

Os resultados apresentados na revelagcao com VAS ressaltam o fato das plantas da
familia Piperaceae produzirem uma consideravel quantidade de substéncias (SOUZA &
SOUSA, 2018). Levando-se em consideracao essa producéo de compostos, é esperado
encontrar nos extratos de P. pellucida substancias pertencentes a varias classes. Na
revelacdo com VAS foi possivel verificar a presenga de algumas dessas classes como
terpenos, esterbides e compostos fendlicos.

Entre as classes reveladas, os esterbides corroboram alguns estudos fitoquimicos
que também apontam a presenca desses na espécie P. pellucida (AZIBA et al., 2011;
MENDES et al., 2011; OLOYEDE et al., 2011; SILVA et al., 2013).

A placa utilizada para revelacdo com FBS, como é possivel observar na figura 5,
apresentou a formacao de bandas com coloragéo alaranjado indicando resultado positivo
para presenca de compostos fendlicos. Portanto, em todos os extratos produzidos, tendo
com referéncia a coloracdo das bandas cromatograficas destacadas e o Rf do padrao
rutina, é possivel indicar a presenca dos compostos fendlicos.
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Figura 5. Bandas cromatogréficas indicando a presenca de compostos fendlicos para revelagdo com
FBS.

Indice: P (Padrédo): RUTINA, 1: ACNO1 (Acetonitrila), 2: ACNO2, 3: ACNO3, 4: ACEO1 (Acetato de etila), 5: ACEO2, 6:
ACEOQ3, 7: ACTO1 (Acetona), 8: ACT02, 9: ACT03, 10: DCMO01 (Diclorometano), 11: DCM02 e 12: DCMO03.

A presenca de compostos fendlicos nos extratos de P. pellucida sdo esperados
levando-se em cosideragdo os relatos na literatura que mencionam a ocorréncia dessa
classe nessa planta. Investigacdes fitoquimicas como as de Bayma et al. (2000) e Li et al.
(2003) verificaram a presenca de compostos fenolicos em espécies do genéro Peperomia,
inclusive nos extratos de P. pellucida.

No estudo realizado por Mendes et al. (2011) foram encontrados compostos fendlicos
na forma de fendis nos extratos etandlicos secos de P. pellucida. Pode-se mencionar
também o estudo de Silva et al. (2013) que ao realizar uma prospecc¢éo quimica verificou
nos extratos secos de P. pellucida a presenca de algumas substancias, como fenéis e
taninos, os quais pertencem a classe dos compostos fendlicos.

A placa cromatografica que utilizou a revelagdo com NP/PEG sinaliza a presenca de
flavondides a partir do track 7, como ilustrado na figura 6. De acordo com Salazar (2017)
quando a placa é revelada com NP/PEG e é visualizada em luz UV (Ultravioleta) em
366 nm os compostos dos extratos tornam-se fluorescentes ao serem excitados por essa
radiacdo e o que indica a presenca de flavondides é a formag¢ao de bandas com coloracéao
amarela. Portanto, nos extratos produzidos entre track 7 e 12, tendo com referéncia a
coloracdo das bandas cromatograficas e o Rf do padrédo quercetina, é possivel sinalizar
a presenca de flavondides.
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Figura 6. Bandas cromatogréficas indicando a presenca de substancias para revelagcdo com NP/PEG.

Indice: P (Padrdo): QUERCETINA E RUTINA, 1: ACNO1 (Acetonitrila), 2: ACNO2, 3: ACNO3, 4: ACEO1 (Acetato de etila),
5: ACE02, 6: ACEO3, 7: ACTO1 (Acetona), 8: ACT02, 9: ACT03, 10: DCMO01 (Diclorometano), 11: DCM02 e 12: DCMO03.

Essa sinalizacdo deve ser levada em consideracao devido a alguns relatos na
literatura sobre a presenca de flavon6ides em extratos de P. pellucida (AQIL & AHMAD,
1993; MENDES et al., 2011; SILVA, 2010; SILVA et al.; 2013). Além disso, a presenca
desses compostos sdo esperados para essa planta levando-se em consideragao que nas
espécies da familia Piperaceae sdo encontrados flavono6ides (MAZZEU, 2014).

A placa no qual foi utilizado revelador Dragendorff apresentou resultado negativo

para a presenca de alcaloides (Figura 7).

| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 7. Placa cromatografica na revelagdo com Dragendorff.

Indice: P (Padréo): BRUCINA, 1: ACNO1 (Acetonitrila), 2: ACNO2, 3: ACNO3, 4: ACEO1 (Acetato de
etila), 5: ACE02, 6: ACEO03, 7: ACTO01 (Acetona), 8: ACT02, 9: ACT03, 10: DCMO01 (Diclorometano), 11:
DCMO02 e 12: DCMO0S3.

O resultado da revelacao com Dragendorff ndo é definitivo pois deve-se levar em
consideracaoosolvente de extracdo e aconcentracdodo extrato. Paraindicarumarevelagao
positiva para alcaldides deveria ter ocorrido a formagéo de bandas cromatograficas com a
coloracao apresentada pelo padrao brucina. Como pode-se observar na figura 7 nenhum
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extrato produzido indicou a presenca desses compostos levando-se em consideragao a
coloracdo do padréo e seu Rf.

Apesar da presente pesquisa ter apresentado resultados negativos na revelacao
com Dragendorff, existem estudos como o de Silva (2010) que aponta a presenca de
alcaldéides em P. pellucida. Nesse estudo ao realizar a caracterizacdo microquimica
da espécie P. pellucida, Silva (2010) verificou a presenca de produtos do metabolismo
secundario dessa planta, entre as classes reveladas foram encontrados alcaldides. Essa
revelacdo ocorreu através da utilizacdo do reagente Dragendorff. Além desse estudo,
pode-se mencionar também o trabalho de Oloyede et al. (2011) que ao realizar a triagem
fitoquimica de P. pellucida da Nigéria verificou a presenca os alcaldides.

A placa submetida a revelacdo com DPPH n&o apresentou atividade antioxidante
como pode-se observar o resultado com apenas a coloracéo fluorescente do padrao
acido ascorbico (Figura 8). Esse resultado pode estar relacionado a pequena quantidade
de massa (50 mg) usada na producao dos extratos. Além disso, Silva et al. (2013) ao
realizar a producao do extrato seco de P. pellucida verificou que essa espécie apresenta
baixo rendimento. Levando-se em consideracéo as condi¢des nas quais os extratos foram
preparados e o rendimento da planta, ndo foi possivel verificar sua atividade antioxidante.

1

Figura 8. Placa cromatogréafica com DPPH.

Apesar dos resultados terem sido negativo, é relevante ressaltar que existem estudos
qgue relatam a ocorréncia de atividade antioxidante nos extratos de P. pellucida. No estudo
de Phongtongpasuk e Poadang (2014) foi investigado duas técnicas de extracédo para
verificar a atividade antioxidante nos extratos de P. pellucida. Através da técnica de refluxo
utilizando o ensaio com DPPH foi possivel obter resultados positivos para atividade
antioxidante nessa planta. Além desse estudo, pode-se mencionar também a pesquisa
realizada por Wey et al. (2011) que verificou atividade antioxidante moderada em extratos
metanodlicos de P. pellucida.
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Portanto, os resultados negativos para atividade antioxidante em P. pellucida
apontados nessa pesquisa nao sao definitivos, pois existem possibilidades de verificar
esse tipo de atividade em outras condi¢cdes de extracao da planta.

41 CONCLUSAO

O presente estudo contribuiu com informagdes acerca do perfil quimico da espécie
P. pellucida. Foi possivel verificar nos extratos dessa planta a presenca de terpenos,
esterdides, compostos fendlicos, além de sinais que indicam também flavondides. Esses
resultados sao importantes levando-se em consideracdo que as substancias quimicas
produzidas pelas espécies da familia Piperaceae vem sendo empregadas na elaboracao
de fitoterapicos.

Nas condi¢cbes que foram realizadas a extracdo de P. pellucida nesse estudo néao
foi possivel verificar a atividade antioxidante dessa planta. Entretanto, esses resultados
indicam que para verificar esse tipo de atividade € necessario que sejam realizadas outras
condicbes de extragdo que utilizem maior quantidade de massa do material boténico,
tendo em vista que P. pellucida possui baixo rendimento.

Portanto, estudos dessa natureza sao necessarios pois € importante trazer
informag¢des quimicas de plantas, principalmente as do tipo medicinal, tendo em vista
os efeitos terapéuticos proporcionados por esses tipos de vegetais, como é o caso de P.
pellucida. Para além disso, essas informagdes sé&o contribuicdes relevantes para estudos
fitoquimicos dessa espécie e sao dados que poderdo ser usados por futuras pesquisas
de carater semelhante.
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RESUMO: No ambito da conservacao e da
restauracéo de pinturas é desejavel que uma
obra sofra a menor intervengéo possivel. Deste
modo, a compreensdo do comportamento
fotooxidativo de resinas/vernizes ajuda o

conservador-restaurador a fazer escolhas
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adequadas, sempre em busca da salvaguarda
dos bens patrimoniais. Em termos gerais, as
oxidacdes induzidas por fétons podem provocar
alteracbes cromaticas (amarelecimento), de
solubilidade e de plasticidade (enrijecimento),
suficientes para determinar uma intervengao
na obra. Neste contexto, uma estratégia
interessante para a manutencdo da higidez
estrutural dos vernizes, diz respeito a utilizacao
de substancias que atuem de duas formas: (i)
interagindo preferencialmente com os fétons
irradiados e (ii) estabilizando os radicais,
eventualmente formados. Esses aditivos sao
genericamente chamados de inibidores de
fotooxidacdo, embora tenham mecanismos
distintos de evitar a degradacédo dos vernizes.
Nesse contexto, a busca por substancias que
pudessem atuar, simultaneamente, como
absorvedores de fétons e estabilizadores de
radicais poderia ser uma grande contribui¢cdo
para a area de conservagcdo e restauracao
de pinturas. Este trabalho trata do estudo da
degradacao controlada da resina Regalrez
1094 através da irradiacao de diferentes tipos
de lampadas e da avaliacdo de inibidores de
fotooxidacdo. O primeiro passo do trabalho foi
realizar uma pesquisa de campo no ambito do
Rio de Janeiro (Brasil) para mapear os tipos

de ldmpadas utilizadas em museus cariocas.
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sintéticos com provavel mecanismo dual. Os experimentos foram realizados a partir filmes
finos de Regalrez 1094 (10%, xileno) depositados sob laminas de vidro (inertes, S;. = 0
m?/g). O envelhecimento acelerado foi conduzido através da irradiacdo dos filmes finos por
diferentes tipos de lampadas e o envelhecimento foi acompanhado através das absor¢des
tipicas de carbonilas (v__ ~ 1700-1800 cm™) na espectroscopia de infravermelho médio
(FTIR).

PALAVRAS-CHAVE: Conservacdo e Restauracdo; Pinturas; Inibicdo; Nitroimidazéis;
Regalrez 1094.

STUDY OF CONTROLLED DEGRADATION OF RESINS USED AS VARNISHES IN ART
WORKS: THE SEARCH FOR PHOTOOXIDATION INHIBITORS WITH DUAL MECHANISM

ABSTRACT: In paintings conservation and restoration field, it is desirable that a painting
undergo minimal intervention. Thus, the understanding of the photooxidative behavior of
resins/varnishes helps the conservator-restorer to make the proper choices, always in search
of safeguarding heritage assets. In general terms, oxidations induced by photons can cause
chromatic changes (yellowing), and solubility and plasticity changes (stiffness), and these
changes are sufficient to determine an intervention in the painting. In this context, an interesting
strategy for maintaining the structural health of varnishes, concerns the use of substances
that act in two ways: (i) preferentially interacting with photons and (ii) stabilizing radicals
eventually formed. These additives are generically called photooxidation inhibitors, although
they have different mechanisms to prevent the degradation of varnishes. In this context,
the search for substances that could act simultaneously as photon absorbers and radical
stabilizers could be a great contribution to the painting conservation field. This work deals
with the study of the controlled degradation of Regalrez 1094 resin through the irradiation
of different types of lamps and the evaluation of photooxidation inhibitors. The first step of
the work was to conduct a field research in the scope of Rio de Janeiro (Brazil) to map the
types of lamps used in museums in Rio. At the same time, a prospective study was carried
out on potential synthetic photooxidation inhibitors with a probable dual mechanism. The
experiments were carried out using Regalrez 1094 thin films (10%, xylene) on glass slides
(inert, S;.=0 m?g). Accelerated aging was conducted through the irradiation of the thin films
by different types of lamps and aging was accompanied by typical carbonyl absorptions (v__,
~1700-1800 cm™) in medium infrared spectroscopy (FTIR).

KEYWORDS: Conservation and Restoration; Paintings; Inhibition; Nitroimidazoles; Regalrez
1094.
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11 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais das resinas e vernizes

Ao contrario do que se espera, os termos “verniz” e “resina” ndo sao sinénimos. Por
definicdo, resinas sao substancias sélidas (ou altamente viscosas), que se apresentam
como pré-polimeros, enquanto os vernizes sdo obtidos através da reacéo de polimerizagao
de resinas, em condicdes especificas. Em outras palavras, vernizes séo filmes hidrofobicos
obtidos a partir de resinas. Em relagao a origem, resinas/vernizes podem ser classificados
como naturais ou sintéticas, a depender se séo frutos de bioprospecc¢do ou se derivam
de reacbes de sintese. Outra classificacdo possivel no escopo das resinas/vernizes
diz respeito a estrutura quimica dessas substancias. Desta forma, ha vernizes naturais
derivados de triterpenos (Mastic e Dammar) e outros, também naturais, derivados de
diterpenos, como o Sandarac (de la Rie, 1987). Em linha, h& vernizes sintéticos derivados
do acido acrilico (Paraloid B72), de cicloexanonas (MS2A) e de resinas completamente
hidrofébicas, tal qual o Regalrez 1094 (de la Rie, 1990). As estruturas dos monémeros das
resinas anteriores estéo listados na Figura 1.

Maturais

A. Mastic i B. Dammar C. Sandarac

Sintéticos

HyC
Hyo CH;
n
HyCOOC — HiC  COOCH;CH,

D. Paraloid B72 E. MS2A F. Regalrez 1094

Figura 1. Estrutura quimica dos monémeros de resinas naturais e sintéticas.

Embora, de maneira geral, as resinas naturais tenham maior qualidade estética e
sejam conhecidas por produzir vernizes mais brilhantes e com maior saturacao de cor, elas
sofrem oxidagc&o mais rapidamente, o que provoca alteragdes cromaticas (amarelecimento),
de solubilidade e, consequentemente, de conservacédo das obras que as contém. Entre
as resinas sintéticas, as ciclohexanonas (Figura 1E) e as resinas hidrocarb6nicas (Figura
1F) possuem propriedades Opticas mais similares as resinas naturais que os vernizes
acrilicos e vinilicos (de la Rie, 1987).

Nao obstante, a origem e a estrutura quimica sejam absolutamente importantes na

compreensado dos fenbmenos relacionados aos vernizes de pinturas, outra propriedade
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importante € a massa molecular do polimero (de la Rie, 1987). Desta forma, os vernizes
podem ser classificados em vernizes de alto (> 1kDa) e baixo peso molecular (< 1kDa). O
peso molecular afeta diversas caracteristicas de um verniz. A viscosidade, por exemplo,
€ determinada pelo peso molecular e tem grandes efeitos na estética final de uma obra
envernizada, uma vez que vernizes de baixo peso molecular nivelam-se melhor na
superficie pictérica (Berns e de la Rie, 2003). Em linhas gerais, quanto menor o peso
molecular, menor a viscosidade, maior a capacidade de nivelamento do verniz, maior o
indice de refracdo e maior o brilho e saturacédo de cores (de la Rie e McGlinchey, 1990).

Berns e de la Rie (2002) observaram os efeitos dos vernizes de baixo e alto peso
molecular em pinturas, e assim compararam seu desempenho. Os vernizes naturais,
em geral de baixo peso molecular, possuem caracteristicas Opticas vantajosas para as
pinturas, aumentando a saturacdo da cor e do brilho. Para os resinas sintéticas, a chave
para um bom desempenho 6ptico esta relacionada irreversivelmente com a capacidade
de nivelamento do verniz. Desta forma, vernizes sintéticos de baixo peso molecular
podem possuir um resultado similar ao alcancado por vernizes naturais, famosos por
sua qualidade estética (de la Rie e McGlinchey, 1990). Resinas com pesos moleculares
similares, também possuem caracteristicas similares, mesmo sendo quimicamente
diferentes (de la Rie, 1987). Em suma, a substituicdo de vernizes naturais por outros
sintéticos ndo é uma tarefa trivial para o conservador-restaurador de pinturas, uma vez
que o profissional precisara escolher certas caracteristicas em sacrificio de outras.

1.2 O comportamento dos vernizes frente a luz e uso de inibidores de fotooxidacao

Ciente de que vernizes naturais e sintéticos ndo sao perfeitamente intercambiaveis,
a compreenséo e controle dos processos oxidativos emerge como um aspecto central
da conservacgdo de pinturas. Os mecanismos particulares de degradagdo dos vernizes
diferem levemente entre si. Em linhas gerais, ao serem atingidos por foétons mais
energéticos ( < 380nm), sdo gerados radicais que, por sua vez, iniciam reacdes danosas
aos vernizes (Nikafshar et al., 2017). Neste contexto, duas estratégias importantes sao
usadas: (i) uma que trata do controle do ambiente — aspectos relacionados a iluminacéo
(incidéncia de fétons) das obras — e outra (ii) que faz uso de aditivos quimicos (inibidores
de fotooxidagcao) que sao capazes de mitigar as alteracées quimicas induzidas por luz.

1.2.1 Adequacédo dos espacos de guarda/exposicéao

A primeira estratégia utilizada por conservadores-restauradores na preservagao de
pinturas diz respeito, justamente, a adequacédo dos espacos de guarda/exposicéo das
obras.

Segundo a revista Lighting for Museums and Galleries (2017), um dos maiores
desafios enfrentados pelas instituicbes de guarda € o equilibrio entre a qualidade da
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iluminacéo, o controle dos danos causados por ela e os custos relacionados a energia
elétrica. De fato, a luz é a causa de danos em diversos materiais. LaAmpadas tradicionais
(incandescentes, fluorescentes e halégenas), sao emissoras radiagao ultravioleta (UV) e
infravermelho (IV), mesmo quando utilizadas com filtros protetores e, consequentemente,
podem prejudicar as obras. Uma alternativa de iluminacdo mais eficiente é a lampada
LED (Light-emitting diode), que emite niveis negligenciaveis de radiacao UV e IV, sendo
mais indicada para ambientes sensiveis.

Em 1990, o Canadian Conservation Institute (CCI) pulicou diretrizes acerca dos
locais nos quais as pinturas sdo armazenadas e expostas. O controle da iluminacao
desses espacos € necessario, uma vez que o efeito da luz sobre as obras é cumulativo
e irreversivel. Para diminuir o risco as cole¢des, os niveis de luz devem ser mantidos
préximos do minimo e as fontes de irradiacdo UV devem ser filtradas. Os profissionais
da conservacdo preventiva atuam na gestdo das condigbes do ambiente, alterando e
controlando aspectos relacionados a incidéncia de fétons nas obras.

1.2.2 Utilizagdo de inibidores de fotooxidacao

De forma geral, vernizes de pinturas podem ser oxidados através de dois mecanismos
distintos: (i) Termooxidag¢des — que acontecem em funcéo do aumento da temperatura e (ii)
Fotooxidacdes, que resultam da interagcdo com radiacao eletromagnética (Mallégol et al,
2000). Desse modo, para os casos em que as medidas de conservacao preventiva (secao
1.2.1) ndo séo suficientes, conservadores-restauradores lancam méo de aditivos quimicos
que ajudam na estabilizac&o dos vernizes. Nesse contexto, inibidores de fotooxidagdo sao
definidos aqui como substéncias organicas capazes de mitigar os efeitos das oxidacdes
induzidas pela irradiagcédo luminosa nos vernizes de pinturas.

Ciente de que a fotooxidacdo de vernizes deriva de reacbes com processos
radicalares, em amplo aspecto, os mecanismos envolvidos na inibicdo da fotooxidacao
de vernizes acontecem de duas formas: No primeiro caso, o inibidor de fotooxidacao
degrada-se preferencialmente durante a irradiacéo, preservando a estrutura do verniz.
Esse tipo de inibidor de fotooxidacdo € chamado de UVLS — Ultraviolet Light Stabilizer e
€ representado pelo Tinuvin 1130 — Figura 2A (Nikafshar et al., 2017).

Em uma segunda hipétese o inibidor de fotooxidagdo estabiliza o radical ja formado
na superficie pictérica. Esse mecanismo de acdo € representado por um grupo de
substancias aminadas e conhecidas como HALS — Hindered Amine Light Stabilizers (Step
et al., 1994), sendo o representante mais comum o Tinuvin 292 (Figura 2B), amplamente

utilizado por conservadores e restauradores.

Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3 Capitulo 4




Oy
HO j;;[/ o 0 N
+
O jQ/ °°
A. B.

Figura 2. Estrutura quimica dos componentes do Tinuvin1130(A) e Tinuvin 292(B).

Compostos do tipo UVLS apresentam como principal caracteristica sistemas
altamente conjugados, o que faz com que as transicoes HOMO-LUMO (1t - 1) tenham
valores de energia relativamente baixos (Abbaz et al.,, 2018). No caso dos compostos
do tipo HALS, o mecanismo de protecéo esta ligado a formacéo de nitréxidos estaveis
(R-N-O), oriundos da interacdo do composto HALS com outras espécies radicalares
mais reativas (Turro et al, 1994). E fato, entretanto, que no escopo da conservacéo e da
restauracdo de pinturas os inibidores de fotooxidacdo do tipo HALS séo utilizados, ao
passo que UVLS nao.

1.2.3 Os novos inibidores de fotooxidacdo: Em busca do mecanismo dual

Per se os mecanismos de inibicdo da fotooxidacao dos vernizes de pinturas n&o séo
competitivos, mas potencialmente sinérgicos entre si. Desta maneira, ndo ha impedimento
tedrico para que uma unica molécula apresente condi¢des estruturais para atuar como
UVLS e HALS, simultaneamente. Uma classe de substancias potencialmente uteis para
esse fim s&o os nitroimidazois. Derivados nitroimidazélicos sdo substéncias aromaticas
com comprovada atividade antioxidante no ensaio de DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(Olender, 2009) e com alguns membros, como o metronidazol (Figura 3), que apresentam
absorcdes na faixa de 200-400nm (Das & Dhua, 2014). Em outras palavras, a classe de
substancias apresenta viabilidade no “manejo” de radicais e também é capaz de absorver
fotons mais energéticos (<380 nm). Desta forma, derivados nitroimizaddis, especialmente

o metronidazol, sdo potencialmente interessantes pois atuariam a partir de um mecanismo

j N
OzN/( )\cm
HO\)

Figura 3. Estrutura quimica do metronidazol.

dual.
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Neste trabalho a espectroscopia na regiao do infravermelho médio (FTIR) foi utilizada
para monitorar as fotooxidacdes induzidas por trés diferentes fontes luminosas (lampadas
de LED, incandescente e de ultravioleta) e para comparar a eficiéncia de inibicao do
metronidazol em comparacéo ao Tinuvin 292, uma HALS classica usada na conservacéo

e na restauracao de pinturas.

2| METODOLOGIA

2.1 Preparacao das amostras

As amostras foram preparadas a partir de dispersdes 10% de Regalrez 1094 € 6,0 mM
de inibidor de fotooxidagao (Tinuvin 292 e o metronidazol). Em linha, foram feitos testes de
solubilidade em diferentes temperaturas (ambiente, 40°C, 50°C e 60°C) para que todas as
substancias estivessem corretamente dispersas/solubilizadas. As dispersées adequadas
foram aplicadas sobre laminas de vidro (7,5x2,5 cm) e a polimerizagcao aconteceu em
temperatura e iluminacdo ambiente. Todos os insumos solidos foram pesados em balanca
analitica. Volumes menores que 1,0 mL foram transferidos com o auxilio de um pipetador

automatico.

2.2 Construcao das camaras de envelhecimento acelerado

Foram construidas 3 camaras utilizando MDF (Caixa — 6 mm e tampa — 3 mm de
espessura), possuindo 30cm x 30cm x 30cm cada uma. Nas caixas foram feitas instalacoes
elétricas para ligamento das lampadas, com fio, tomada e bocal de cerémica para lampadas
comuns. Para cada camara foi utilizado um tipo de lampada diferente. Estas foram:

+ 1 Lampada incandescente 150W. Marca: GE; Poténcia: 150W; Tensao: 127V; Flu-
x0 Luminoso: 2.505 lumens; Temperatura média: 60°C

+ 1 Lampada de LED 17W - equivalente a 120W. Marca: Ourolux; Modelo: Alta Po-
téncia; Poténcia: 17W; Tensao: Bivolt; Temperatura de cor: 6500k; Fluxo Lumino-
so: 1800 Lumens; Temperatura média: 25°C

+ 1 Lampada de UV 13W. Marca: GMY; Modelo: 13W pl Eletrénica; Poténcia: 13W;
Tensao: Bivolt; Radiacdo: 253,7 nm; Temperatura média: 40°C

2.3 Experimentos de degradacao controlada

As laminas de vidro foram irradiadas livremente em suas respectivas camaras de
envelhecimento na seguinte configuracéo:
* Regalrez 1094/Xileno 10%

+ Regalrez 1094/Xileno 10% + Tinuvin 292 6mM
+ Regalrez 1094/Xileno 10% + Nitroimidazol/Butanona 6mM
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Foram realizados/monitorados trés ciclos de envelhecimento para todos os
experimentos:
+ Ciclo 1: 820h (~34 dias)

- Ciclo 2: 1640h (~68 dias)
- Ciclo 3: 2460h (~102 dias)

2.4 Monitoramento dos experimentos de degradacao controlada

Os espectros de infravermelho médio foram adquiridos através de um espectrémetro
Bruker Alpha em modo de reflectancia total atenuada (para a amostra dos inibidores
puros) e reflectancia externa, no caso das amostras de vernizes (com e sem inibidor
de fotooxidacéo). Todos os espectros foram coletados de 4000-400 cm™ em modo de
transmitancia. O pés-processamento dos dados espectrais foi feito com o software OPUS
(nativo do equipamento) e Qtiplot.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Monitoramento dos experimentos de degradacao controlada.

Para todos os espectros adquiridos por reflectancia externa foi observado uma banda
~ 2350 cm™, que foi atribuida ao CO, atmosférico.

O conjunto de espectros das amostras frescas (Figura 4) ndo permite observar
as bandas relativas aos inibidores de fotooxidacdo (Tinuvin 292 e metronidazol), com

excegdo da banda da carbonila de éster (v ~ 1750 cm™) originaria do Tinuvin 292.

Cc=
A baixa sensibilidade do mddulo de reflectdncia externa para inibidores de corroséao (~
6nM) permite inferir que as eventuais alteragdes moleculares observadas nos espectros

derivam de modificagcbes estruturais do proprio Regalrez 1094.

{1 rRa&z
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Ndmero de onda (cm™)

Figura 4. Conjunto de espectros de FTIR das amostras frescas. Tinuvin 292 (TNV), metronidazol
(MET), Regalrez 1094 10% (RGZ), Regalrez 1094 10% + Tinuvin 292 (RGZ+TNV) e Regalrez 1094
10% + metronidazol (RGZ+MET). As amostras TNV e MET foram feitas por FTIR/ATR.




O conjunto de espectros das amostras irradiadas com |lampadas incandescentes
€ mostrado na Figura 5. A comparacao direta das linhas espectrais permite inferir que,
neste tipo de irradiacdo, o metronidazol e o Tinuvin 292 atuaram de forma diferente na
manutencdo da estrutura molecular do Regalrez 1094, uma vez que as regides entre
1500-600 cm™' (destacado em azul, Figura 5) apresentaram perfis espectrais distintos.
Emboraisoladamente a espectroscopia de infravermelho nao forneca respostas suficientes
sobre essas alteracbes moleculares observadas, é interessante notar que a temperatura
mais elevada durante a irradiacdo (~ 60°C) pode induzir mecanismos reacionais de
termooxidacao da resina, o que justifica a acao diferencial entre Tinuvin 292 e metronidazol.
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Figura 5. Conjunto de espectros de FTIR de todos os ciclos (C1-820h, C2-1460h e C3-2260h) das
amostras degradadas pela irradiacdo com lampada incandescente. Regalrez 1094 10% (RGZ2),
Regalrez 1094 10% + Tinuvin 292(RGZ+TNV) e Regalrez 1094 10% + metronidazol (RGZ+MET).

O conjunto de espectros das amostras irradiadas com lampadas de LED é mostrado na
Figura 6. Em linha ao observado nas irradiacdes feitas com as lampadas incandescentes,
as lampadas de LED induziram modificagcbes moleculares também na regido abaixo de
1500 cm™'. Entretanto, neste caso (lampadas de LED), a amostra de Regalrez 1094 +
Tinuvin 292 apresentou perfil espectral comparavel ao do controle (Regalrez 1094 sem
inibidor de fotooxidac&o). Deste modo, é possivel inferir que o Tinuvin 292 n&o foi eficiente

na protecao da estrutura molecular do Regalrez 1094.
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Figura 6. Conjunto de espectros de FTIR de todos os ciclos (C1-820h, C2-1460h e C3-2260h) das
amostras degradadas pela irradiagéo por ldampadas de LED. Regalrez 1094 10% (RGZ), Regalrez 1094
10% + Tinuvin 292(RGZ+TNV) e Regalrez 1094 10% + metronidazol (RGZ+MET).

O conjunto de espectros das amostras irradiadas com lampadas de UV (A ~ 253
nm) € mostrado na Figura 7. A simples comparacdo entre os espectros permite inferir
com seguranca que mesmo vernizes estaveis — e.g. Regalrez 1094 — sdo conduzidos
ao colapso estrutural por fétons de UV, reforcando o carater radicalar do mecanismo
de degradacao deste tipo verniz. No caso das amostras que contém metronidazol como
inibidor de fotooxidacéo, a irradiacdo com lampada de UV induziu o aparecimento de
uma banca ~ 1780 cm™, carateristica de carbonilas vinilicas, o que sugere a oxidacao do
verniz. Em contrapartida, os sinais do Tinuvin 292 permanecem inalterados durante as
mais de 1000 horas de irradiacdo com a lampada de UV. A grande questao, neste caso,
€ que o0 metronidazol, ainda que tenha permitido uma leve oxidacdo do Regalrez 1094,
apresenta algum nivel de estabilizacdo dessa resina, fato comprovado pela comparagcéao
entre os ciclos de degradacao controlada de Regalrez 1094 com e sem metronidazol.
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Figura 7. Conjunto de espectros de FTIR de todos os ciclos (C1-820h, C2-1460h e C3-2260h) das
amostras degradadas pela irradiacdo da lampada de UV. Regalrez 1094 10% (RGZ), Regalrez 1094
10% + Tinuvin 292(RGZ+TNV) e Regalrez 1094 10% + metronidazol (RGZ+MET).
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41 CONCLUSOES

FTIR de reflectdncia externa, apesar de néo invasivo, ndo possui sensibilidade
suficiente para analisar substancias em concentracbes menores, como os aditivos
inibidores.

O metronidazol parece se comportar de forma distinta ao Tinuvin 292 frente a
fotooxidacdes conduzidas em temperaturas mais altas (~ 60°C).

Foi possivel observar o colapso estrutural da resina Regalrez 1094 na irradiag&o por
lampadas de UV e o aparecimento de sinais de fotooxidagéo (~ 1780 cm™) em um verniz
estabilizado com metronidazol.

Resultados sugerem uma acao HALS e UVLS (dual) do metronidazol, o que o define
como o composto lider da pesquisa e como um possivel inibidor de fotooxidacédo a ser

utilizado na conservagéao de pinturas.
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RESUMO: No Brasil sdo consumidas cerca
de 100 milhdes de lampadas fluorescentes
anualmente, sendo que cerca de 90% das
lampadas sao descartadas de forma indevida,
sem receber tratamento, assim uma grande
quantidade de mercurio é descartada no meio
ambiente. O elemento mercurio presente nas
lampadas é altamente tOxico para o organismo
humano. Este artigo apresenta uma forma
de recuperacdo do mercurio presentes em
lampadas fluorescentes através de tratamento
quimico, uma area pouco explorada atualmente.

PALAVRAS-CHAVE: Mercurio; Lampadas
Fluorescentes; Recuperacgao.
ABSTRACT: In Brazil about 100 million

fluorescent lamps are consumed every year
which approximately 90% are discarded

improperly, thus a large amount of mercury is

Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3

FLUORESCENTES

discharged into the environment. The element
mercury existent in the lamp is highly toxic to
the human body.This article presents a way for
recovering the mercury present in fluorescent
lamps by chemical treatment, an area little
explored currently
KEYWORDS: Mercury;
Recovery

Fluorescent lamps;

11 INTRODUCAO

O mercurio possui grande utilizacdo na
sociedade atual, porém oferece um grande
risco a mesma. E um elemento altamente
toxico, principalmente ao organismo humano,
sua infeccdo pode gerar danos cerebrais e
em diversos 6rgdos. Por este motivo ha um
cuidado maior quando o assunto € mercurio.
Produtos como lampadas fluorescentes,
termdmetros, barémetro que utilizam mercurio
nao podem ser descartados de forma comum,
pois uma vez que o0 mercurio entra no ciclo
da natureza, permanece na mesma por anos.
(BERTOLDO, 2014).

Cada lampada tem certa quantidade de
mercurio, porém a lampada mais utilizada
(tubular) possui aproximadamente 20mg, uma

guantidade pequena quando se pensa em
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unidades, porém € uma grande quantidade quando falamos dos numeros de lampadas
consumidas, tornando a quantidade de mercurio descartado devido a lampadas
fluorescentes no meio ambiente significativa e perigosa, pois pode danificar a fauna e a
flora do nosso planeta, contaminando até mesmo o homem. (RAPOSO, 2003).

Dada a importancia do tratamento adequado ao mercurio, o presente trabalho
destina-se ao desenvolvimento de um equipamento capaz de efetuar com seguranca o
processo mecanico da técnica para que se desenvolva o processo quimico de tratamento.

A escolha do tratamento quimico esta baseada na utilizacdo em grande escala e
interesse ao estudo em questao, segundo Romero (2006) o tratamento quimico € baseado
na precipitacdo do mercurio do pé fosférico estes sao separados por meio de filtracao,

encaminhados ent&o a reciclagem ou em alguns casos encaminhados aos aterros.

2| EMBASAMENTO TEORICO

O elemento mercurio recebeu este nome devido a sua fluidez e a alta capacidade de
evaporar. Seu nome grego é hydrargyrum, que significa prata liquida, isto devido a sua
aparéncia, pois o elemento é liquido a temperatura ambiente e possui uma cor prateada
quando puro, seu simbolo é Hg devido ao seu nome grego. (BERTOLDO ,2014).

Quando o mercurio é descartado no meio ambiente ele contamina o solo, a agua de
rios e mares, chegando a peixes, até contaminar o homem. (ZANICHELI et. al, 2004)

Um dos exemplos de contaminacdes se da pelo descarte inadequado de lampadas
fluorescentes foram implantadas em 1930, porém a fabricacdo das mesmas evoluiu
grandemente com inumeras inovacdes e melhorias de qualidade, combinadas ao bom
dominio sobre as misturas de compostos com o pé fluorescente, modificando cores e
eficiéncia das mesmas. (RAPOSO, 2001).

Atualmente existem basicamente dois tipos de processos mais utilizados para retirar
0 mercurio presente nas lampadas fluorescentes. Existe o processo térmico e o processo
quimico. Ainda assim existe um terceiro o tratamento por sopro que nao é muito utilizado.
(ZANICHELI et. al, 2004)

3 | MATERIAIS E METODOS

3.1 Retirada do P6 Fosférico e do Gas Mercurio da Lampada

Para comecar o tratamento e a retirada do pé fosforico e do gas mercurio da lampada
fluorescente, foi feito um equipamento para que os analistas ndo entrassem em contato
com o mercurio, pois 0 mesmo € altamente toxico e nocivo a saude humana. O equipamento
€ composto por um cano de PVC com uma alavanca, onde a lampada € quebrada e um
recipiente metalico que acumula uma solu¢ao que circula no sistema reagindo com o gas
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e o po, limpando o vidro e voltando ao sistema, que armazena a solugéo para posterior
tratamento — as duas partes sao interligadas por mangueiras -. O equipamento pode ser

visto nas imagens a seguir:

Figura 1: Cano de PVC com alavanca

Fonte: Acervo pessoal, 2018.

Figura 2: Reservat6rio metalico.

Fonte: Acervo pessoal, 2018.

3.2 Tratamento — ReacgoOes de Precipitacao

A primeira solucado utilizada para limpar o vidro e retirar o p6 fosforico foi acido
muriatico, que contém HCI em sua composi¢cdo e € mais econémico para o tratamento.
Foram retiradas aliquotas da solugéo, pois para testes o tratamento foi feito em pequena
escala, foi preenchido meio tubo de ensaio e levou-se a centrifugacéo, o sobrenadante
foi armazenado para posterior tratamento e ao precipitado acrescentou-se tiocianato 1
mol.L" levando ao banho-maria, esta solugdo resultou em um precipitado amarelo e a
este adicionou-se agua-régia e com a dissolucéao do precipitado formou-se uma solugcéo
homogénea e a esta adicionou-se cloreto de estanho 0,2 mol.L' e hidréxido de aménio
0,2 mol.L" obtendo o mercurio metalico.
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4 | RESULTADOS

Com as reacgdes de precipitacdo e identificacdo conseguiu-se obter um precipitado
com cor caracteristica branca no fundo do tubo e coloracao escurecida ao redor, indicando
a precipitacdo do mercurio apontando que se tratava de mercurio |, como indicado na
figura 3:

Figura 3: Amostra contendo precipitado de mercurio .

Fonte: Acervo pessoal, 2018.

51 DISCUSSAO

O trabalho desenvolvido ofereceu grandes resultados, pois comprovou a presenca
do mercurio na lampada fluorescente e a possibilidade de um tratamento quimico, desta
maneira abre possibilidades para novas pesquisas na area, o equipamento desenvolvido
teve bons resultados de execucgédo, tornando um trabalho seguro e possivel em escala
laboratorial. Estdo sendo desenvolvidas pesquisas para a separagdo do mercurio da
amostra e para o tratamento do sobrenadante produzido durante o processo.

E muito importante o desenvolvimento de pesquisas nessas areas, pois amplia as
possibilidades de tratamento tornando-o mais acessivel e assim diminuindo a poluicéo e a
bioacumulagcédo do mercurio na natureza causado pelos descartes indevidos de lampadas
fluorescentes.

6 | CONCLUSOES

Verificou-se que a metodologia adotada é eficaz para a precipitacédo do mercurio e
retirada das lampadas, principalmente com a elaboragdo do equipamento para realizar
a quebra das mesmas, tornando entdo possivel a precipitacdo do mercurio e seu efetivo
destino de descarte.
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RESUMO: Mel é o produto das abelhas
meliferas a partir do néctar das flores, secrecoes
de partes vivas das plantas ou de excrecoes
de insetos sugadores de plantas. As abelhas
recolhnem, transformam e combinam com
substancias especificas prdprias, armazenam
e deixam amadurecer nos favos da colméia. O
Estado do Ceara esta dividido em regides para
efeito de planejamento: 1.Regido Metropolitana
2.Litoral 3.Sobral/

Ibiapaba; 4.Sertdo dos Inhamuns; 5.Sertéo

de Fortaleza; Oeste;
Central; 6.Baturité; 7.Litoral Leste/Jaguaribe;
8. Cariri/Centro Sul. Trinta e uma amostras de
méis de M. subnitida foram obtidas entre 2012
e 2015 nas regides cearenses e analisadas
para determinacdo de flavonoides, fenois
totais e atividade antioxidante. Os resultados
apresentaram semelhancas dentro de cada
regiao.

PALAVRAS-CHAVE: Analises; Mel de Abelha;
Melipona subnitida D.; Estado do Ceara
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QUANTIFICATION OF PHENOLIC COMPOUNDS, FLAVONOIDS AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY IN HONEY OF Melipona subnitida D.

ABSTRACT: Honey is the product of the bees from the nectar of flowers, secretions from
living parts of plants or excretions from plant-sucking insects. Bees collect, transform and
combine with specific substances, stock and let them mature in the hive combs. Ceara State
is divided into regions for planning purposes: 1. Metropolitan Region of Fortaleza; 2. West
Coast; 3. Sobral / Ibiapaba; 4. Inhamuns Hinterland; 5. Central Hinterland; 6.Baturité; 7. East
Coast / Jaguaribe; 8. Cariri / South Centre. Thirty-one samples of M. subnitida honeys were
obtained between 2012 and 2015 in the Ceara regions and analyzed to determine flavonoids,
total phenols and antioxidant activity. The results showed similarities within each region.
KEYWORDS: Analyses; Honey Bee; Melipona subnitida D., Ceara State

11 INTRODUCAO

As abelhas nativas brasileiras sdao conhecidas como abelhas sem ferrdo por
possuirem um ferréo atrofiado, ndo podendo uséa-lo em sua defesa. Os meliponineos sao
abelhas sociaveis encontradas nas regides tropicais e subtropicais sendo os principais
polinizadores nativos e visitantes da floracdo das plantas tropicais (NOGUEIRA NETO et
al., 1986). Atualmente, a meliponicultura comeca a destacar-se na economia cearense.
As caracteristicas dos produtos das abelhas do Ceara séo peculiares pela existéncia de
vegetacdo mista com encraves de cerrado e mata atlantica na Caatinga, presenca de
mangues, e climas com muitas variagcdes (LIBERATO; MORAIS, 2016). A composicao
do mel depende da abelha, da planta visitada por ela e das condi¢cbes climaticas. No
género Melipona encontram-se varias espécies, entre elas a Melipona subnitida D., mais
encontrada no Ceara e Rio Grande do Norte. O Ceara esta dividido em 8 macrorregides
para efeito de planejamento possuindo complexos vegetacionais diferenciados: 1.Regiédo
Metropolitana de Fortaleza; 2.Litoral Oeste; 3.Sobral/lbiapaba; 4.Sertdo dos Inhamuns;
5.Sertdo Central; 6.Baturité; 7.Litoral Leste/Jaguaribe; 8.Cariri/Centro Sul (ANUARIO DO
CEARA, 2014). O objetivo desse trabalho foi estudar a composicdo de 31 amostras do
mel de M. subnitida D. obtidas nas macrorregidoes cearenses determinando compostos
fendlicos (SINGLETON et al., 1999) flavonéides (MEDA et al., 2005) e atividade antioxidante
(BRAND-WILLIAMS et al, 1995).

2 | MATERIAL E METODOS:

2.1 Amostras

Obtidas de meliponicultores entre 2012-2015.
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2.2 Metodologias
2.2.1 Compostos Fendlicos

Diluiu-se 5g de mel em 50mL de H,O destilada. Filtrou-se. A 0,5mL de solugéo
adicionou-se 2,5mL do reagente Folin—Ciocalteau 0,2N. Ap6s 5min, adicionou-se 2mL de
solugdo de Na,CO, (75g/L) e apbs 2hs, a absorbancia foi lida a 760nm, contra branco de
H,O destilada. As analises foram realizadas em triplicata e a média expressa em mg de
EAG/100g de mel (SINGLETON et al., 1999).

2.2.2 Flavonoides

Preparou-se solugdo de 5g de mel em H,O em baldo de 25mL. Tomou-se 2mL da
solugao de mel, 1,0mL de AICI, a 2,5% e completou-se com H,O em baldo de 25mL. Apos
30min fez-se a leitura em espectrofotdbmetro. Foram realizadas anélises em triplicata, e a
média foi expressa em mg de EQ/100g de mel (MEDA et al., 2005).

2.2.3 Atividade Antioxidante

Pesou-se 0,001g de DPPH, acrescentou-se 50mL de CH_,OH; transferiu-se para
baldo de 50mL, envolto em papel aluminio. Fez-se a leitura em espectrofotobmetro. Uma
aliquota de 0,75mL de solugao de mel (0,5g de mel para 5mL de CH,OH) foi adicionada a
1,5mL da solucéo de DPPH (90mg/L). Apds 30 min, a absorbancia foi lida a 517nm contra
branco de H,O/CH,OH (1:1). A Atividade antioxidante é igual a % Inibicao=[(absorbancia
do DPPH-absorbancia da amostra)/absorbancia do DPPH] x 100. A média de 3 leituras
de IC, de cada amostra foi determinada graficamente (BRAND WILLIAMS, et al.,1995).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em cada macrorregiao ha méis de Melipona subnitida D. analisados que se destacam
por suas propriedades. Além do aspecto territorial deve-se levar em conta as preferéncias
da abelha na coleta do néctar. Na MR1 destaca-se o mel da regidao de Guaiuba por seus
teores de flavonoides e fendis totais bem como por sua atividade antioxidante excelente.
Na MR2 a amostra da regido de Paracuru apresenta altos teores de flavonoides e fendis
totais, porém sua atividade antioxidante ndo é boa. Dessa forma pode-se concluir que
os compostos fendlicos presentes nesse mel ndo possuem influéncia sobre a atividade
antioxidante. Na MR3 destaca-se o mel da regido de Ibiapina por sua atividade antioxidante
superior aos demais da macrorregido. Na MR4 a amostra de Taua apresenta excelente
atividade antioxidante, ocorrendo o0 mesmo com o mel de Ibicuitinga situada na MR5. Na
MR6 o mel de Barreira apresenta excelente atividade antioxidante, embora também se
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destaquem os méis de Canindé, Capistrano, Itapiuna e Redencéao pelo alto contetudo de
fendis totais. Na MR7, o mel de Limoeiro do Norte tem alta atividade antioxidante e na
MR8 o de Mauriti tem destaque pelos teores de flavonoides e fendis totais e pela atividade
antioxidante. Analisando méis de Apis mellifera L. dessa mesma macrorregido, Farias et
al. (2016) encontraram valores semelhantes. Liviu et al. (2009) estudaram 23 méis de
Apis mellifera L. coletados em diferentes regides da Romania e observaram variacdes nas

propriedades antioxidantes e fendis totais dependendo da fonte boténica ou geogréfica.

Os resultados das analises encontram-se na tabela 1.

MR1 Cascavel 12,01+0,05 37,08+0,03 58,37+0,15
MR1 Guailba 15,97+0,68 66,43+0,85 27,83+0,53
MR1 Horizonte 12,13+0,24 30,15+1,52 48,96+0,14
MR1 Pacajus 10,55+0,08 29,61+1,17 49,69+0,15
MR1 Pindoretama 5,16+0,32 14,43+0,74 86,43+1,98
MR2 Camocim 7,22+0,55 18,33+0,13 67,95+0,50
MR2 Barroquinha 3,12+0,08 25,79+0,01 78,31+0,31
MR2 Itapajé 3,34+0,41 14,43+2,01 86,75+1,98
MR2 Paracuru 17,94+1,80 143,09+0,96 12,64+0,25
MR2 Uruoca 15,57+0,68 58,11+2,10 33,42+0,87
MR3 Ibiapina 4,39+0,69 17,80+1,03 39,60+0,38
MR3 Meruoca 6,20+0,88 12,16+1,82 83,82+0,17
MR4 Catunda 3,15+0,24 24,34+0,99 46,48+1,12
MR4 Cratels 3,25+1,38 12,26+0,04 95,54+0,87
MR4 Parambu 5,26+0,71 16,59+0,24 63,39+0,50
MR4 Taua 13,01+0,23 68,55+1,01 28,27+1,41
MR5 Ibicuitinga 12,99+0,16 69,15+0,26 30,91+0,18
MR5 Itatira 2,41+0,31 16,56+0,63 37,84+0,33
MR6 Barreira 15,88+0,84 62,87+0,03 17,52+0,02
MR6 Canindé 18,14+0,94 135,07+0,14 30,38+1,33
MR6 Capistrano 16,96+0,83 95,22+0,96 33,23+0,11
MR6 Itapitna 10,31+0,56 30,69+0,07 26,72+2,66
MR6 Ocara 10,11+0,03 33,90+0,01 42,07+0,04
MR6 Redencéo 17,55+1,18 105,81+0,78 35,16+1,08
MR7 Aracati 14,78+0,41 58,61+0,25 22,31+0,45
MR7 L. do Norte 15,18+0,62 46,21+0,11 10,79+0,25
MR7 M. Nova 16,36+1,18 98,72+2,86 19,46+0,41
MR8 Crato 5,87+0,17 13,12+0,89 94,36+1,42
MR8 Iguatu 9,15+0,22 26,69+0,35 81,66+1,22
MR8 Mauriti 17,01+0,15 149,30+0,97 19,27+0,12

Tabela 1 — Resultados referentes aos méis por macrorregidao do Ceara
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41 CONCLUSOES

Pelos resultados conclui-se que muitas variaveis interferem na composicédo do mel
dentro de uma mesma macrorregido. O clima influencia na diversidade de plantas durante
a coleta do néctar pelas abelhas levando ao mel compostos fitoquimicos e atividades
biol6gicas. Porém, nem sempre um teor maior de fendis levara as atividades biologicas
esperadas, isso porque existem inumeros compostos fenélicos que nao apresentam

atividades biologicas idénticas.
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RESUMO: A depressao sendo considerada
o mal do século XXI, atualmente encontrada
em diversos pacientes onde nado se faz
discriminacdo de idade, género ou raga,
possuindo anteriormente como seu principal
diagnostico a apresentacdao de sintomas
caracteristicos estado
dificuldade de

aumento ou

como: deprimido,
libido,

diminuicdo significativos de

raciocinio, perda de

apetite, podendo ser possivel um quadro de
desnutricdo. A doenca, considerada um grave
problema mental também possui caracteristicas
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de alteracbes neuronais, cognitivas e

comportamentais, tendo isso em mente
observou niveis abaixo do esperado de acetil-
L-cartinina em pacientes com o diagnéstico de
depresséo, a substancia esta ligada ao humor
e importante para a funcdo do hipocampo e
atitudes comportamentais, pode ser verificada
por dados quantitativos diretamente em analise
sanguinea, através do método enzimatico.

PALAVRAS - CHAVE: Depressédo, doenca,

acetil-L-cartinina

THE USE OF ACETYL-L-CARTININE (LAC)
IN DIAGNOSIS AND TREATMENT OF
DEPRESSION

ABSTRACT: Depression is considered the evil
of the 21st century, currently found in several
patients where there is no discrimination of age,
gender or race, having previously as its main
diagnosis the presentation of characteristic
symptoms such as: depressed state, difficulty in
reasoning, loss of libido, significant increase or
decrease in appetite, and it may be possible a
malnutrition. The disease, considered a serious
mental problem also has characteristics of
neuronal, cognitive and behavioral changes,
having this in mind observed levels below the
expected acetyl-L-cartinin in patients with the
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diagnosis of depression, the substance is linked to mood and important for the function of the
hippocampus and behavioral attitudes, can be verified by quantitative data directly in blood
analysis, through the enzymatic method.

KEYWORDS: Depression, disease, acetyl-L-cartinin.

11 INTRODUCAO

A depresséo considerada o mal do século XXI, sendo assim constituem um grave
problema de saude publica devido a quantidade de pessoas que possuem a doenga. Seus
sintomas utilizados para diagnéstico séo: estado deprimido (tristeza profunda), interesse
diminuido ou perda de empolgacdo para realizar atividades que anteriormente eram
prazerosas, dificuldade de concentracéao, letargia, perda ou aumento significativo de apetite
(GONCALVES, et.al, 2017). Uma doenca antes considerada como um problema mental,
apos estudos realizados pela PNAS, esta sendo reconsiderada como uma alteragédo do
sistema neural, cognitivo e comportamental, possuindo uma relacdo com testes clinicos
capazes de fornecer evidéncias dessa alteracao psicolégica (GONCALVES, et.al, 2017).
Estudos recentes apontaram que em pessoas com diagnéstico de depressao, possuem
um nivel menor de acetil — L- cartinina, sendo mais especifico em pacientes com o tipo
grave da doencga e naqueles que a apresentaram na infancia (ROMANZQOTI, 2018).

2| OBJETIVO

Apresentar o estudo da acetil — L- cartinina, no diagnostico da depressao.

31 METODOS

Trata-se de umarevisao de carater descritivo como fundamentagado em levantamento
em artigos cientificos utilizando bases de dados como, Google académico e Scielo. Foram
utilizados os descritores “depressao”, “diagnostico tratamento depressivo” e “acetil-L-

cartinina”.

4 | RESULTADOS

Considerada uma substancia importante para o sistema nervoso a acetil-L-
carnitina, esta ligada ao humor, sendo uma molécula enddgena, importante para a funcao
do hipocampo e dominios comportamentais. Encontrada naturalmente em individuos
saudaveis, presentes no plasma e em tecidos saudaveis possui formula molecular de:
C9H17NO4HCI e peso de: 239,7. O seu diagnéstico quantitativo se da pela coleta de
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amostra em frasco com heparina de s6dio ou litio e analise é através do método enzimatico.
Apds pesquisas realizadas por cientistas pessoas com menores doses do biomarcador,
foram as que apresentaram maiores quadros depressivos (JUNIOR, et al., 2018).

51 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos sobre o diagnéstico da acetil-Lcartinina ainda estdo sendo realizados
acerca do seu diagnostico e eficacia utilizando a suplementacdo da substancia em
pacientes com transtorno depressivo maior, afim de desenvolver antidepressivos mais
eficazes e com minimos efeitos colaterais, bem como a mudanca dos habitos de vida
e alimentacao rica em acetil-L-cartinina, uma vez que psicofarmacos e antidepressivos

padrbes desenvolvem depressao resistente ao tratamento convencional.
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ABSTRACT: Mikania glomerata is a medicinal plant that has pharmacological activities,
which include antiallergic, antimicrobial, analgesic, anti-inflammatory, antioxidant activities,
among others. Hedera helix acts to combat secretory, mucolytic and expectorant diseases.
For Pelargonium sidoides it is used to treat respiratory tract infections. The study aims to
review the plants Mikania glomerata, Hedera helix and Pelargonium sidoides used in the
treatment of respiratory tract diseases, useful for future research in the development of new
herbal medicines. A bibliographic research was carried out with 56 articles found in Scopus,
Web of Science, Academic Google, SciELO, ANVISA and Ministry of Health databases from
2006 to 2019. The articles were analyzed from the title, content and text, referring to the
studies that involves the use of herbal medicines for the treatment of respiratory diseases.
The plants under the study demonstrated their efficacy in treatment and cure of the respiratory
diseases. The analyzed publications had greater coverage for the Hedera helix L. plant in the
year 2016. The ease of obtaining the plants and their less side effects has provided safety
for the treatment of many respiratory diseases, such as asthma, bronchitis, reflux, sinusitis,
tuberculosis, among others, allowing to attenuate or even eliminate diseases.

KEYWORDS: Antitussive, Hedera helix, Mikania glomerata, Pelargonium sidoides,
Phytotherapy.

MEDICINAL PLANTS WITH ANTITUSSIVE AND EXPECTORANT EFFECTS AS SOURCE
FOR RESPIRATORY TREATMENT: A REVIEW

RESUMO: Mikania glomerata € uma planta medicinal que possui atividades farmacolégicas,
que incluem atividades antialérgicas, antimicrobianas, analgésicas, anti-inflamatorias,
antioxidantes, entre outras. Hedera helix atua no combate a doencgas secretoras, mucoliticas
e expectorantes. O Pelargonium sidoides é usado para tratar infeccées do trato respiratorio.
O estudo tem como objetivo rever as plantas Mikania glomerata, Hedera helix e Pelargonium
sidoides utilizadas no tratamento de doencas do trato respiratorio, uteis para futuras
pesquisas no desenvolvimento de novos fitoterapicos. A pesquisa bibliogréafica foi realizada
com 56 artigos encontrados nas bases de dados Scopus, Web of Science, Academic Google,
SciELO, ANVISA e Ministério da Saude de 2006 a 2019. Os artigos foram analisados a partir
do titulo, contetdo e texto, referentes aos estudos que envolvem o uso de fitoterapicos no
tratamento de doencas respiratorias. As plantas estudadas demonstraram sua eficacia no
tratamento e cura de doencas respiratorias. As publicagdes analisadas apresentaram maior
cobertura para a planta Hedera helix L. no ano de 2016. A facilidade de obtencéo das plantas
e seus menores efeitos colaterais tem proporcionado seguranca para o tratamento de muitas
doencas respiratdrias, como asma, bronquite, refluxo, sinusite, tuberculose, entre outras,
permitindo atenuar ou mesmo eliminar doengas.

PALAVRAS-CHAVE: Antitussico, Hedera helix, Mikania glomerata, Pelargonium sidoides,
Fitoterapia.
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11 INTRODUCTION

Herbal or herbal medicines are defined through preparations with therapeutic benefits,
in the treatment and cure of diseases (Ghazali et al., 2019). Due to the search for new
alternatives for the treatment of diseases, the Ministry of Health implemented the National
Policy on Medicinal Plants and Herbal Medicines (PNPMF) (Brazil, 2006), which brought
perspectives for curing diseases through the use of medicinal plants.

The use of alternative practices as an option for health care led to the use of herbal
medicines (Rezende & Cocco, 2002), opting for the use of plants with medicinal effects,
mainly because they have fewer side effects. Its activities and compositions are well known
and proven by scientific studies (Pontes et al., 2007).Among the thousands of species of
medicinal plants used in antitussive and expectorant treatment, Mentha piperita stands
out, Eucalyptus globulus and Copaifera multijuga stand out, wich have antitussive and
expectorant activities (Tavares et al., 2006).

The Mikania glomerata Spreng., is a medicinal plant, belonging to the Asteraceae
family, popularly known as guaco, its leaves are used in the treatment of asthma,
bronchitis, rheumatic fever and cough (Della Pasqua et al., 2019). It has pharmacological
properties, such as antiallergic, antimicrobial, analgesic, anti-inflammatory, antioxidant and
antidiarrheal activities (Moreti et al., 2017). Phytochemical studies revealed that is main
constituents are coumarin, coumaric acid, sesquiterpenes and diterpenes. The diterpene,
ent-caur-16-en-19-oic acid correspond approximately 48.94% of its composition (Moreti
et al. 2017). In 1929, M. glomerata was recognized by the Brazilian Pharmacopoeia, 1st
Edition, and currently, the syrup and the oral solution based on extracts from this plant are
provided by the Unified Health System (SUS) (Della Pasqua et al., 2019).

The Hedera helix L. is a plant of the family Araliaceae, its fresh leaves and stems
are used to treat cough, asthma, bronchitis and other respiratory diseases, which have
proved effective in several European countries. This species is registered in the European
Pharmacopoeia as herbal medicine (Sun et al., 2016). As a medicament, the plant contains
mainly triterpenoid saponins which include hederacoside C, a-hederin, hederacoside B
and hederacoside D (Sun et al., 2016). After several studies on H. helix, it was found to
be effective as a herbal remedy in the search for cure against secretory, mucolytic and
expectorant diseases (Lang et al., 2015).

The Pelargonium sidoides DC, belongs to the family Geraliaceae, popularly known
as Umckaloabo, and has been used to treat diseases including bronchitis, cough and
tuberculosis (Agbabiaka et al., 2008). Commercial phytotherapeutics were formulated
from P. sidoides tubers because of their ethnobotanical importance (Samie et al., 2019).
It is currently marketed as a cough syrup in Germany and is used in the treatment of
respiratory infections. In addition, it has been incorporated and marketed in products in
South Africa as Flugon® and Linctagon® for similar indications (Aboobaker et al., 2019).
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It is worth mentioning that the main constituents isolated from the P. sidoides plant were
composed of coumarins, simple phenolic structures, as well as flavonoids and catechin
derivatives (Schnitzler et al., 2008).

Considering scientific publications on efficacy of H. helix, M. glomerata and P. sidoides
as antitussive and expectorant it is evident that these plants have the potential to prevent,
ameliorate or even cure the above mentioned diseases. The objective of this study was
to carryout a bibliographic survey of phytotherapeutics that have potential efficacy as
antitussive and expectorant in the treatment of respiratory diseases.

2| MATERIAL AND METHODS

The present study is based on an integrative and literary review, which include articles
from periodicals, ANVISA and Ministry of Health websites. The research is bibliographical
and exploratory, in a qualitative and descriptive character, carried out from 2006 to 2019,
where it searched - filtering information in order to obtain relevant data on the subject,
through the use of complete scientific papers. The analysis of approximately 56 articles
was performed under three categories: reading the title, abstract and evaluating the full
text.

Considering the bibliographical study, the guiding question of the research was: What
are the contributions of phytotherapeutics for the treatment and cure of antitussive and
expectorant respiratory diseases? In order to obtain a better delimitation of the research
and a more solid search for the answer of the problem, the articles from 1999 to 2019
were selected from the databases of Scopus, Web of Science, Google Scholar and Scielo,
using following keywords: phytotherapics, antitussives, Mikania glomerata, Hedera helix
and Pelargonium sidoides.

The inclusion criteria used were based on the study of articles with thematic ones
on the use of herbal medicines, the methods used and their effectiveness, written in the
Portuguese and English languages. Articles that escaped the above mentioned topic and
were in languages other than those suggested were excluded.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

Regarding the phytotherapy of respiratory diseases, the study was restricted to three
plants, of importance in the treatment of diseases associated with the respiratory system
that, consequently cause cough, are: M. glomerata, H. helix and P. sidoides. Among the
works evaluated, we found experimental studies in animals, humans and fungi, which met
the suggested proposals, finding satisfactory results for the treatment and even the cure
of the symptoms associated with cough. According to Table 1, most studies had similar

Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3 Capitulo 8




objectives when analyzing the antitussive and expectorant activities of the administered
herbal medicines, as well as their antiviral activity, correlating respiratory diseases.

Of a total of approximately 70 articles that portrayed medicinal, phytotherapeutic
and antitussive plants, 56 articles showed the relevance of M. glometara, H. helix and P.
sidoides plants in the treatment of these problems. Among the articles listed in Table 1,
most are from experimental studies, usually carried out on rats, all using the studied herbal
medicines. Figure 1 shows the number of works published between 2006 and 2019 related
to M. glomerata researched on the Science Direct website, being in 2017 the year with
the highest number of publications on this plant. In figure 2, the data collected are related
to H. helix the largest number of publication involving this plant was 2016, with a total of
70 articles published. This is probably due to the fact that this plant is a herbal medicine,
present in different formulations of pills and syrups (Sun et al., 2016).

For P. sidoides, it was found that more than half of the studies related to the use of
its leaves for the formulation of a herbal product, its roots already occupied the second
position in the analyzed publications. In relation to the year of greatest publications on the
manufacture of herbal medicines, it occurred in 2017, with about 12 articles (Figure 03).
Several applications of herbal herbal remedies to treat respiratory infections and bronchitis
were the most cited, being directly related to symptoms such as cough and sputum.

Mikania glomerata Spreng
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Figure 1. Publications analyzed in the years 2006 to 2019 versus number of published articles of
Mikania glomerata Spreng.
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Figure 2. Publications analyzed in the years 2006 to 2019 versus quantity of published articles of
Hedera helix L.
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Figure 3. Publications analyzed in the years 2006 to 2019 versus quantity of published articles of
Pelargonium sidoides DC.

Author / year Review Purpose of the study Plant Used part Application Kind of study
Mello & Mello, Acta . Investlgate twq herbal H. helix and Respiratory Tract Experimental in quail
Pharmaceutica | formulations using three Extract :
2006 . . M. glomerata Infection and rats
Bonaerense biological models
Observe the antiallergic
property of the extract M. glomerata
Santos et al., . and isolated compound -9 Asthma and Experimental model with
Medical Plant and Leaves L
2006 from the leaves of M. laevigata bronchitis rats
M. glomerata and M. ’ g
leavigata
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M. glomerata

, G. robusta,
Soares et al., | Brazilian Journal of Asgess toxwo!ogy of C. ofﬂc:palls, Respiratory tract Experimental model in
this preparation in M. toluifera, Leaves .
2006 Pharmacognosy L disorders humans
healthy volunteers N. officina-le,
propolis and
mel
To evaluate the clinical
safety of a herbal
formulation composed M.glomerata,
Tavares et al., | Brazilian Journal of of M. glomerata, M. M. piperita, E. Leaves Respiratory tract Experimental model in
2006 Pharmacognosy piperita, E. globulus globulus and disorders humans
and C. multijuga, C. multijuga
incorporated into
propolis and honey.
To investigate the
Mativandlela South African antlfungal,. antibacterial L . Experimental with
and antitubercular P. sidoides Root Tuberculosis . .
et al., 2006 Journal of Botany . . bacteria and fungi
activity of P. sidoides
roots
Transform the M.
- glomerata plant into a .
Rocha etal., | Brazilian Journal of quality herbal product M. glomerata Leaves Rgsplratory Experimental model
2008 Pharmacognosy . diseases
safely and effectively
proven
To evaluate the effect
of pre-treatment with
M. glomerata and M. M. alomerata
Freitas et al., Journal of laevigata extracts -9 - Experimental model in
L . and M. Leaves Pneumoconiosis
2008 Medicinal Food on inflammatory . rats
laevigata
parameters and
oxidative stress in rat
lungs
To evaluate critically the
Agbabiaka et Phytomedicine efficacy of > sidoides P. sidoides Roots Acute bronchitis Review
al., 2008 for the treatment of
acute bronchitis
Contribute new
o research in M. glomerata Leaves, Antiallergic,
Gasparetto et | Brazilian Journal of . . ; . .
pharmacological, and M. stem and antiasthmatic, anti- Review
al., 2010 Pharmacognosy . . . . . .
chemical, toxicological, leavigata inflorescence inflammatory
agronomic and genetic
Investigate the effects
Michaelis et Phytomedicine of EPs@ 7630 on virus P sidoides Roots Acute bronchitis Experimental study with
al., 2011 replication (H,N,, H,N,, cells
H.N,)
To identify which galenic
. extract formulation of H. . .
Schmidt et al, Phytotherapy helix for the treatment H. helix Leaves Bronchitis Experlmeptal model in
2012 Research . children
of cough and bronchitis
in children
Provide useful
Rufatto et al., | Brazilian Journal of references fqr scientists Leaves and Respiratory .
interested in natural M. glomerata : Review
2012 Pharmacognosy stem diseases
products and research
for new compounds
Perform a
o bibliographic review M. glomerata Bronchodilator,
. Brazilian Journal of | on the pharmacology, - . .
Czelusniak et L . and Leaves antitussive, Review
Medicinal Plants pharmacochemistry .
al., 2012 . M. laevigata expectorante
and phytochemistry of

Guaco
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Investigate the
efficiency of the P.
Patiroglu et Phytomedicine §|d0|des extract, as P sidoides Roots Resplratory Tract Experimental model in
al., 2012 immunomodulatory Infection humans
and antiviral effects, for
treatment respiratory
To determine the
physicochemical
Santana et | Brazilian Journal of | properties of the powder M. glomerata Leaves Acute toxicit Experimental model in
al., 2013 Medicinal Plants obtained from the -9 y mice
leaves and evaluate the
toxicity in mice
To evaluate the efficacy
Cochrane S
) and safety of P. sidoides Treatment of
Timmer et al., Database of L - .
: for the treatment of P. sidoides Roots respiratory Review
2013 Systematic . . -
. acute respiratory infections
Reviews . h
infections
To evaluate the in vivo
. activity of the alcoholic . .
Hooshyaret JundishapurJ | oot of H. helix L with H. helix Leaves Antileishmanial Experimental model in
al., 2014 Microbiol . . rats
experimental zoonotic
ulcer of rats
To observe the
Song et al., . antitussive a.n.d H. helix and R. Antitussive and anti- | Experimental model in
Yonsei Med J expectorant activity of S Leaves :
2014 : coptidis inflammatory rats
the mixture of extracts
H. helix and R. coptidis
. To report the antiviral . .
Song etal., B|omolecu|§s & activity of the ethanolic H. helix Leaves Antiviral Experimental model with
2014 Therapeutics . cell cultures
extract of H. helix L
Devqlopment and Effectiveness
Miyano et al Journal of the application of an of coumarins in
" | Brazilian Chemical | electrochemical method | M. glomerata Leaves . . Electrochemical study
2014 ) - curing respiratory
Society for the determination of . .
. infections
coumarin
To know the
phytochemistry,
Moyo and pharmacology, s Leaves and . .
Staden, 2014 toxicology and P, sidoides Roots Pharmacological Review
biotechnology of P,
sidoides.
Carry out a review
Lang, et al, Planta med of leaf extracts in H. helix Leaves Bronchitis Rewiew
2015 the treatment of
inflammatory bronchitis
To observe the
Hong et al., Plos one antltus.,s_lve and antiviral H. helix Leaves Influenza A Experimental model in
2015 activity of the leaf rats
extract of H. helix L
Observe the
biosynthesis of Identification
. triterpenic saponins in Root, stem, and validation of Real-time quantitative
Sun et al., Plant Physiology : . . - L
2016 and Biochemistry H. _he/_l).( and verify the H. helix leaf, petlolg reference.ge.nes reverse transcription
reliability of reference and shoot tip for quantitative (RT-gPCR)
genes purposes
Discovery of new small Ethyl acetate Protein
Wu et al., Pharmacological y . fraction of degradation of .
molecules for the H. helix . . MPTP Mice
2017 Research . - the ethanolic | neurodegenerative
induction of autophagy X
extract diseases
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Ecotoxicology and

Investigate the effects
of extract of H. helix

Bioremediation

Zdarta et al., : on the properties of . Leaves and in Raoultella, .
Environmental . H. helix . . Bacterial culture
2017 the environmental husks ornithymolytic
Safety . -
strain Raoultella properties
ornithinolytica
Moreti et al. Display gctlwty agglnst Dry aerial Antlpqullm gnd . .
Anaerobe bacteria present in M. glomerata antimicrobian Time maturity tests
2017 S . parts -
endodontic infections activity
Stimulate tyrosinase
activity, induce Antibacterial
Blom Van . . - L .
South African melanin production L Leaves and activity against .
Staden et al., L P. sidoides 7 . Mice
2017 Journal of Botany and inhibit the growth branches Propionibacterim
of Propionibacterium acnes
acnes.
Zaiter et al., Microchemical bﬁ)r:l:ct)i)sg?:r:nicgzlrt\ﬁs H. helix Leaves LC-PDA-ESI/ MS UV spectrophotomtry,
2018 Journal P ' Techniques DPPH elimination test

identified and quantified

Possebon et

Biomedicine &

To evaluate the
therapeutic potential of

M. glomerata

Fresh leaves

Anti-inflammatory
actions and lung

Histopathological,
immunohistochemical

al, 2018 Pharmacotherap M. glomerata disease analyzes
Morphological
. . Investigating the and molecular
Manganyi et South African biodiversity of isolated P. sidoides - techniques, Escherichia coli (In vitro)
al., 2018 Journal of Botany . . ; .
endophytic fungi antibacterial
activities
Use of phytochemicals
Sun et al., Biomedicine & to increase the anti- ] Anti-cancer of
. H. helix - . . Head and neck cancer
2019 Pharmacotherap | cancer effectiveness of cisplatin
cisplatin
Investigate anti- Pharmacological Rats, Ultra High
Della Pasqua J Ethnopharmacol. inflammatory activity of M. glomerata Fresh leaves Study and Anti- Efficiency Liquid
etal, 2019 aqueous extract of the Inflammatory Activit Chromatograpy
leaves y y (UHPLC/MS)
Samie et al To evaluate anti- Tubers Crvotococcus
” | J Ethnopharmacol. | cryptococcal and anti- P. sidoides (leaves and Antifungal activity yp
2019 ) -, neoformans
pathogenic activity, root)

Table 1. Bibliographic and experimental research on the use of medicinal plants in the treatment of
respiratory diseases.

(-): Not informed by the review.

The M. glomerata, is popularly known as guaco and its extraction takes the form of

essential oils, tinctures or aqueous extracts (Gasparetto et al., 2010). The plant contains

coumarins, lactones, sesquiterpenes, diterpenes, phytosterols and flavonoids (Rufatto et

al., 2012). The coumarins are responsible for anti-inflammatory, bronchodilator, antitussive

and expectorant (Czelusniak et al., 2012), and can be used in respiratory diseases.

Rufatto et al. (2012) reported efficacy of M. glomerata in the treatment of fever,

respiratory diseases and thus this herbal medicine can be used in a broad range of

diseases. Their tests are based on use in humans and animals. When associated with

other plants/substances does not lose its properties.

Tavares et al. (2006) evaluated Saratosse® syrup, which has composition of M.

glomerata. The 15mL of syrup was used four times daily in each volunteer for 28 days as a

result, the volunteers with flu-like symptoms and pharyngitis no longer had cough or nasal
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discharge. Mello & Mello (2006) also tested the herbal medicine Fimatosan® with results
comparable to the medicine Abrilar® based on H. helix.

Mangueira et al. (2013), reported the recognition of the H. helix extract etanolic,
has been recommended in the treatment for asthma. In another study. Lang et al. (2015),
reported efficacy of H. helix as antitussive, anti-inflammatory and antiviral agent and also
against influenza A (Song et al., 2014; Song et al., 2015).

In addition to various uses already discussed, it is possible to include other studies
that relate their applications to the active principles of the plant. Its effectiveness can be
proven by the use of Abrilar®, which contains extract etanolic of the leaves of H. helix, and
increases mucociliary and expectorant velocity, this is due to the presence of saponins in
this plant (Mello & Mello, 2006).

Herbal Medicine EPs® 7630, contains extract from the roots of P. sidoides, and can
be used in the treatment of bronchitis, respiratory disease infections and tuberculosis that
are directly related to cough symptoms (Timmer et al., 2013). In P. sidoides the leaves
and roots are used, but the largest number of publications only mention the use of roots
(Moyo & Staden, 2014). The P. sidoides is used by indigenous tribes for the treatment of
respiratory system diseases and gastrointestinal problems (Linhares et al., 2010).

The benefits can also be verified by the use of these plants in the production of
industrialized products, such as: Fimatosan®, consisting of extract of leaves of M.
glomerata, Abrilar® composed of extract of leaves of H. helix (Mello & Mello, 2006), and
Ps® 7630 based on the root extract of P. sidoides (Agbabiaka et al., 2008; Michaelis et al.,
2011).

For cough inhibition, the presence of active substances such as saponins, flavonoids
and coumarins is required. According to Czelusniak et al. (2012), these substances have
expectorant, broncodilador and antitussive action, efficient in combating respiratory
diseases. In M. glomerata, for example, the younger the leaves, the higher the incidence of
coumarins. Flavanoids are present in P. sidoides and M. glomerata. Phenolic compounds
are present in both H. helix and P. sidoides.

A study by Song et al. (2014) reports that herbal medicines are more potent when
used in combination. The association of M. glomerata, M. piperita, E. globulus and C.
multijluga met its specifications well, as there were no subsequent complaints about the
symptoms described before its administration, such as purulency and cough formation
(Tavares et al., 2006). However, according to Mello & Mello (2006), it can be noted that
Abrilar® has a more relevant expectorant effect, rapid mucociliary effect, when compared
to fimatosan phytotherapeutics® formulated from M. Glomerata. Both showed a decrease
in the frequency of cough in guinea pigs.
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41 CONCLUSION

Herbal remedies based on M. glomerata, H. helix and P. sidoides, act safely and
effectively as antitussive and expectorant, offering the treatment or even cure of symptoms
such as cough, inflammation and expectoration.

After reading and analyzing different articles concerning, it is evident that the
phytotherapeutics such as Fimatosan®, Abrilar® and Kaloba® obtained from these plants
are guaranteed by ANVISA, leading to increasing reliability index for remarkable activity,
helping to reduce or eliminate secretion, and finally, in the restoration of health.
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RESUMO: A presenca de farmacos em corpos
hidricos tem recebido atencéo pela incompleta
remocao através dos processos convencionais
de tratamento de aguas residuarias. Diante
disso, o presente trabalho tem por objetivo
avaliar a capacidade de remocgao do farmaco
ibuprofeno utilizando o biopolimero de celulose
in natura (CN) e funcionalizada (CF), através do
estudo cinético e isotermas de adsorcédo. Além
disso, a celulose foi extraida quimicamente e
funcionalizada com FeCl,, sendo caracterizados
por porosimetria de nitrogénio (Método BET/

Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3

BJH), Espectroscopia no infravermelho por
Transformada de Fourier (FT-IR) e potencial
zeta (PZ), a fim de avaliar suas propriedades
texturais e estruturais. Os ensaios de adsor¢éo
foram realizados em bateladas com ibuprofeno
(60 mg L"), avaliando a concentracdo do
biossorvente em 1,5 g L', avaliando os
parametros cinéticos dos modelos de isotermas
de Langmuir e Freundlich. Por conseguinte,
a celulose funcionalizada apresentou uma
remocao de 76% do farmaco maior do que a
celulose in natura apds 150 minutos de reacao,
pois com suas alteragcdes estruturais e texturais
obteve-se um aumento na capacidade de
de 0,005 para 24,75
(mg g'), e assim sendo, apresentando como

adsorgdo maxima (Q,_, )
um potencial biossorvente na aplicacdo de
adsorcao de farmacos.

PALAVRAS-CHAVE: Adsorcao, Biopolimero,
Farmaco.

STUDY OF THE IBUPROFEN REMOVAL
CAPACITY USING CELLULOSE

ABSTRACT: The presence of drugs in water
bodies received attention for their incomplete
removal through conventional wastewater
treatment processes. Therefore, the present

work aims to evaluate the ability to remove
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ibuprofen drug using the in nature cellulose biopolymer (NC) and functionalized cellulose (FC),
through the kinetic study and the adsorption isotherms. In addition, cellulose was extracted
chemically and functionalized with FeCl,, being characterized by nitrogen porosimetry (BET/
BJH methods), Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) and zeta potential (ZP), in
order to evaluate its structural and textural properties. The adsorption tests were carried out
in batches with ibuprofen (60 mg L"), evaluating the concentration of the biosorbent in 1.5
g L', evaluating the kinetic parameters of the Langmuir and Freundlich isotherm models.
Consequently, the functionalized cellulose showed a 76% greater removal of the drug than
the natural cellulose after 150 minutes of reaction, because with its structural and textural
changes an increase in the maximum adsorption capacity (Q__ ) was obtained from 0.005 to
24.75 (mg g"), and therefore, presenting as a biosorbent potential in the application of drug
adsorption.

KEYWORDS: Adsorption, Biopolymer, Drug.

11 INTRODUCAO

Atualmente, um dos principais causadores de contaminagcdo ambiental sao os
farmacos, visto o elevado consumo da populagcdo por estes, principalmente oriundo da
automedicacédo (BHATNAGAR, 2005). Além disso, a maioria dos farmacos apresentam
uma estrutura estavel e de dificil degradacéo, muitas vezes ndo sdo absorvidos pelo
organismo e, juntamente com o descarte incorreto de farmacos que acabam né&o
sendo consumidos (CRINI, 2005). Dentre as técnicas que vém sendo utilizadas para o
tratamento de aguas residuarias, a adsor¢ado surge como uma alternativa de tratamento
(VILLAESCUSA et al., 2011), visto que apresenta uma saida economicamente mais viavel
e mais correta ecologicamente, pela simplicidade de operagdo e o baixo custo. Neste
contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade de remocao do
farmaco ibuprofeno utilizando o biopolimero de celulose in natura (CN) e funcionalizado
(CF) com FeCl,, através de um estudo de equilibrio de adsorgao pelas isoterma dos
modelos de Langmuir e Freundlich.

2| METODOLOGIA

2.1 Extracao e funcionalizacao do biopolimero de celulose

O biopolimero de celulose foi extraido, conforme adaptacéo da literatura (BRANDAO,
2006). Assim, incialmente, hidratou-se 50 g da folha branqueada em 1000 mL de agua
destilada por 24 horas, seguido da trituracdo do material com a agua. Apés, a celulignina
obtida foi deslignificada com uma solugao de NaOH 1% por 12 horas, obtendo-se a polpa
bruta, sendo seca em uma estufa (DelLeo, Modelo A53E) a 50 °C por 12 horas/dia, durante
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5 dias. Para a funcionalizagdo do biopolimero de celulose, utilizou-se a metodologia de
impregnacgdo com FeCl, (Vetec, PA) 25% m/m, sob agitagdo magnética (90 minutos) e
calcinacao (450 °C por 4 horas).

2.2 Técnicas de caracterizacao dos biopolimeros (CN e CF)

A porosimetria de N, foi utilizada para determinagao da area especifica e volume de
poros, por meio das isotermas de adsor¢cao e dessor¢cao. Previamente, as amostras foram
desgaseificadas a uma pressado de 102 mbar com temperatura de 120 °C durante 12 h,

em um equipamento Gemini 2375 da Micromeritics®. As areas especificas (S foram

BET)
determinadas pela Equacao de Brunauer-Emmett-Teller (Método BET), na faixa de P Po™'
= 0,05 a 0,35, enquanto os diametros e volumes de poros pela Equacao de Barret-doyner-
Halenda (Método BJH). A carga superficial foi determinada via potencial zeta (PZ), em um
equipamento da marca Malvern-Zetasizer® modelo nanoZS (ZEN3600, Reino Unido) com
células capilares fechadas (DTS 1060) (Malvern Instruments, Reino Unido), utilizando um
laser He-Ne de 4 mW (633 nm). A espectroscopia no infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR) foi utilizada para obter as informacdes estruturais (grupos funcionais) das
amostras em equipamento Varian 640-IR Fourier Transform Infrared Spectroscopy, em
modo de transmitancia na regiao de 4000 a 450 cm™', com 32 varreduras e resolucao de

4 cm ™.

2.3 Estudo de adsorcao

Os ensaios de adsorcao foram realizados em batelada. Assim, a solugcao escolhida
para o teste foi a do farmaco ibuprofeno (60 mg L") com CN e CF (1,5 g L). Assim,
100 mL da solugédo foi mantida em contato com o biopolimero, sob agitagdo magnética
(150 rpm) por 150 minutos. Durante a agitacao, foram coletadas amostras de 4 mL e
armazenadas em Eppendorfs® em tempos pré-determinados (0, 5, 15, 30, 45, 60, 90,
120 e 150 minutos), onde foram filtrados (filtro 0,22 um, millex GP). Por fim, a variacéao
da concentracdo do Ibuprofeno com o tempo foi determinada através da leitura da
absorbancia num espectrofotbmetro dotado de lampada halogénica, no comprimento
de onda caracteristico do farmaco de 222 nm. Para determinagcdo da absorbéancia
foram utilizadas duas cubetas de quartzo, sendo uma preenchida com agua destilada e
deionizada (cubeta de referéncia), e a outra preenchida com a amostra a ser analisada
(cubeta de amostra). A Equacéo 1 apresenta a curva de calibragéo do farmaco ibuprofeno
(DA SILVA et al., 2016).

Abs = 0,0284.C (mg L™) (1)
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao do biossorvente

A Figura 1 apresenta os espectros FT-IR para as amostras CN e CF.
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Figura 1 — Espectro FTIR do biossorvente de CF e CN

Conforme a Figura 1, foi possivel identificar especificos grupos funcionais, como
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000): (i) banca larga e ampla entre 3600 e 3400 cm
. atribuidos a frequéncia de estiramento O-H(O-H) da celulose/agua adsorvida; (ii) na
regido de 2.000 cm™, alongamento assimétrico da ligacdo C-H presente na celulose
e hemicelulose (iii) em 1636 cm™: deformacéo angular do grupo OH da celulose/agua
absorvida; (iv) em 1428 cm™: deformagéo angular simétrica do grupo CH, e deformagéo
angular da ligagdo C-O e C-H presente em polissacarideos; (v) em 1316 cm™: vibracéo
de flexdo das ligagcées C-H e C-O nos anéis aromaticos de polissacarideos e, (vi) em 612
cm™': estiramento da ligagéo Fe-O, referente a funcionalizagéo com FeCl,,.

A Tabela 1 apresenta os resultados da area superficial, volume de poros, didametro
de poros e potencial zeta do biossorvente (CN e CF). Para aplicacdo em adsorc¢éao,
a caracteristica mais importante para um material adsorvente & que sua superficie
apresente capacidade de reter o contaminante, ou seja, a sua capacidade de adsorc¢éao,
que é resultante da distribuicdo de poros, volume de poros e area superficial especifica
(BRANDAO, 2006). Assim, a porosidade & uma das caracteristicas utilizadas para avaliar
o desempenho dos sdélidos adsorventes. De acordo com a IUPAC (MEZZARI, 2002), o
biossorvente € um material mesoporo (visto que Dp encontra-se entre 2 e 50 nm), onde
ocorre o preenchimento dos poros, elevando o valor de adsorcao para altos valores de
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Biossorvente S, _.(m2g') Vp(cm3g') Dp(nm) PZ (mV)
CN 205,9 0,92 22,5 -8,29 + 3,23
CF 304,2 0,02 2,87 -30,2 + 1,90

Tabela 1: Resultados das analises de caracterizagao dos biossorventes

Conforme a Tabela 1, a area superficial (S da celulose apdés sua funcionalizagao

)
BET
teve um aumento consideravel, enquanto o volume dos poros (Vp) por sua vez foi reduzido.
Sobre o didmetro dos poros (Dp), ocorreu uma diminuiu, e apresentam caracteristicas
de materiais mesoporosos, e sobre a carga superficial, o potencial zeta (PZ) apo6s a
funcionalizacédo da celulose teve um grande aumento de carga negativa, assim sendo,

promovendo maior interacdo com o ibuprofeno.

3.2 Estudo de adsorcao

A Tabela 2 apresenta os resultados de equilibrio de adsor¢céao, destacando para as
isotermas de adsorcédo dos modelos de Langmuir e Freundlich.

Biossorvente Langmuir Freundlich
Q,,, (Mg g*) K (L mg") n

CN(1,5gL7) 0,005 51,6 0,05

CF(1,5gL") 24,75 0,11 0,151

Tabela 2 - Pardmetros cinéticos obtidos através da isotermas de Langmuir e Freundlich

Conforme a Tabela 2, houve um aumento na capacidade de maxima de adsorcao
Q
(K)) que é relacionada com a energia livre de adsorg¢éo, que corresponde a afinidade entre

na)» @P0s a funcionalizagéo, além disso, a constante de interagéao adsorvato/adsorvente
a superficie do adsorvente e o adsorvato (NASCIMENTO et al, 2014), assim vemos que
apos sua funcionalizagao teve perda dessa interacéao.

41 CONCLUSAO

A funcionalizagdo da celulose com FeCl, proporcionou alteragbes estruturais
e texturais do biopolimero de celulose, como um aumento de cerca de 48% na S, .,
proporcionando um maior numero de sitios ativos disponiveis para adsor¢édo da molécula
do ibuprofeno e uma maior remog¢éao e com sua funcionalizagcédo, obteve-se um aumento de
cerca de 76% de adsorcao em comparacao a celulose in natura, assim sendo, mostrando
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uma capacidade de remocao de 92% de ibuprofeno.
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RESUMO: Os chas de ervas sao tipicamente
usados na medicina popular em diversas
localidades do mundo. Esses chas possuem
compostos antioxidantes que inibem o stress
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AMOSTRAS DE CHAS

oxidativo, e sua absorcéo tem sido relacionado
a diminuicdo de doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas. O intuito deste trabalho
€ averiguar em diferentes tipos de chés: o
potencial antioxidante e quantificar o teor de
fendlicos e flavonoides totais mediante analises
espectrofotométricas. Para isso, utilizou-
se sete tipos de ervas para o preparo dos
chas (alecrim, amora, carqueja, ervas finas,
hibisco, moringa e salvia), e em triplicata foram
preparados através de infusdo e submetidos
a métodos espectrofotométricos de analise,
método Folin-Ciocauteau para quantificar o teor
de compostos fendlicos totais, complexacao
com AICI, para flavonoides totais, e capacidade
sequestrante do radical livre DPPH para a
atividade antioxidante.O cha de ervas finas
apresentou maior teor de fendlicos e flavonoides
totais com menor valor de EC50 e a salvia
apresentou 0 maior % de sequestro de radical
livre. Os métodos fendlicos e flavonoides totais
apresentaram resultados com alta correlacao,
entretanto a correlacao destes com o ensaio
de sequestro de radical DPPH o coeficiente de
Pearson foi inferior ao valor critico indicado que
a existéncia outros compostos com atividade
antioxidante.

PALAVRAS-CHAVE: Chas, espectrofotometria,

bioativos, antioxidante
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SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF COMPOUNDS WITH ANTIOXIDANT
ACTIVITY IN TEA SAMPLES

ABSTRACT: Herbal teas are typically used in folk medicine in different locations around
the world. The seteas have antioxidant compounds that in hibit oxidative stress, and their
absorption has been linked to a decrease in cardiovascular and neurodegenerativediseases.
The aim of this work is to investigate in differentty of teas: the antioxidant potential and to
quantify the content of phenolics and total flavonoids through spectrophotometric analyzes.
For this, seven herbs were used for the preparation of teas (rosemary, blackberry, gorse, fine
herbs, hibiscus, moringa and sage), and in triplicate were prepared by infusion and subjected
to spectrophotometric methods of analysis, Folin-Ciocauteau method to quantify the content
of total phenolic compounds, complexation with AICI3 for total flavonoids, and sequestering
capacity of the free radical DPPH for antioxidant activity. Fine herbal tea had the highest
content of phenolics and total flavonoids with the lowest EC50 value and sages howed the
highest % offree radical scavenging. The phenolic and total flavonoid methods showed results
with high correlation, how ever the correlation of the sewith the DPPH radical sequestration
assay, Pearson’s coefficient was lower than the critical value indicated that the existence of
other compounds with antioxidant activity.

KEYWORDS: Teas, spectrophotometry, bioactive, antioxidant

11 INTRODUCAO

O cha é uma bebida mundialmente conhecida e consumida. Lendas relatam o
consumo dessa bebida desde a antiguidade e historicamente, no ano de 200 a.C.,uma
das primeiras referéncias escritas sobre o cha relata algumas propriedades medicinais.
Sua popularidade se deve principalmente ao seu sabor atrativo e sua acao benéfica a
saude, sendo esta ultima a mais relevante para sua popularizacéo (Braibanteet al., 2014).

Suas propriedades medicinais sdo oriundas da abundancia de compostos bioativos:
polifendis, catequinas, alcaloides, vitaminas e sais minerais (Schmitz et al., 2005).0s
polifendis sao resultantes da grande variedade de combinacdo dos compostos fendlicos
(Angelo; Jorge, 2006), que por sua vez sao classificados como metabolitos secundarios
decorrente da fotossintese, podendo ser encontrado em toda a planta, flor e fruto em
proporcdes diferentes. Em sua estrutura quimica apresentam anel aromético ligado a
grupos de hidroxila que de acordo com a sua quantidade e numero substituinte influencia
na atividade antioxidante (Balasundramet al., 2006).

Dentre essas propriedades citadas estdo relacionados os efeitos antialérgicos,
antiobesidade, antimutagénicos, neuroprotetores, antioxidantes, antimicrobianos e
antiinflamatérios (Azevedo et al., 2019). Dessa forma, os compostos supracitados sao
responsaveis por reduzirem a incidéncia de doencas relacionadas ao estresse oxidativo,

como doengas cancerigenas, cardiovasculares, catarata, alzheimer e neurodegenerativas
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devido ao potencial antioxidante, pois possuem substéncias capazes de retardar ou inibir
a oxidacéo de substratos oxidaveis através do sequestro de radicais livres (Morais et al.,
2009). Por causa desta acéao protetora estudos epidemioldégicos associam ao consumo de
alimentos e bebidas, como os chas, a uma reduc¢ao do risco de uma variedade de doencas
causadas pelos radicais livres e espécies oxidativas presentes nas células aerdbicas
humanas (Silva et al.,2010).

Para avaliacédo da atividade antioxidante pode-se empregar a espectrofotometria, um
método Optico que se baseia na medida quantitativa da absor¢éo da luz. Assim, através
uma reacao de reducao de um radical colorido com os compostos com acao antioxidante
ocorre um decaimento da absorbancia pela solugao proporcional a sua concentragdo. O
radical mais utilizado para a avaliagcado da atividade antioxidante € o radical DPPH(2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) que € reduzido a hidrazina na preseng¢a de compostos antixidantes
(Alves et al., 2010; Sousa et al., 2007)

A espectrofotometria também é empregue em ensaios para avaliagao dos teores de
fendlicos e flavonodides totais, onde o primeiro se baseia em uma reagdo com o reagente
Folin que consiste em uma mistura dos &cidos fosfomolibidico e fosfotunguistico e o
segundo em uma reacao de complexag¢ao com o cloreto de aluminio (Alves et al., 2010).

Os teores destes compostos antioxidantes sao influenciados por alguns aspectos,
como: colheita, armazenamento e secagem das plantas, o tipo de preparo, solvente e
temperatura que sao utilizados, e o tipo de erva, entre outros (Moraes-de-Souza et al.,
2008).

Dessa forma, o presente trabalho objetivou investigar o potencial antioxidante e
quantificar o teor de fendlicos e flavonoides totais de diferentes tipos de chas através de
analises espectrofotométricas.

2| METODOLOGIA

Para este trabalho foram adquiridas 7 amostras de diferentes tipos de ervas (alecrim,
amora, carqueja, ervas finas, hibisco, moringa e salvia) na feira local de Salvador, Bahia.Os
chéas foram preparados em triplicata pela infusdo em 25 mL de 4gua de aproximadamente
0,59 das ervas.

Realizou-se a quantificagcao do teor de compostos fendlicos e flavonoides totais nas
amostras sendo este primeiro feita pelos métodos fendlicos totais empregue por (Alhafez,
Kheder, Aljoubbeh, 2014) utilizando o reagente Folin-Ciocauteau, com adaptag¢des, no
qual teve seu tempo reacional de 1 hora com auséncia de luz, e mediu-se sua absorvancia
com o uso do espectrofotbmetro (760nm). Empregou-se 6 diferentes concentracbes
(0;10;40;80;120;160ppm) para construcao da curva de acido galico.

Para quantificacdo do teor de flavonoides totais foi empregue o método proposto
pela Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010) com adapta¢bées, no qual foi utilizado
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solucéo de cloreto de aluminio a 5% em solugdo de etanol a 50%, e solugdo de etanol
a 50%, tendo tempo reacional de 30min com auséncia de luz, tendo suas leituras feitas
no espectrofotdmetro (425nm). Os resultados foram obtidos empregando a relagédo com
apigenina e expresso em g de apigenina em 100 g de erva.

A medida da atividade antioxidante, que foi investigada através da capacidade
sequestrante do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazil)(EMBRAPA, 2002),para isso
foi preparada solucdo estoque de DPPH em 0,06mM, tendo o seu solvente alcodlico, e
foi diluida em 7 concentracdes diferentes (0;10;20;30;40;50;60mM) para fazer a curva
de calibracao, tendo sua leitura da absorvéancia realizada no espectrofotémetro (515nm).
Esse mesmo comprimento de onda foi empregado na avaliacdo da cinética da reacéo dos
diferentes chas foi avaliado usando a solucdo de DPPH 0,06mM, e uma solucao controle
contendo apenas agua.

Os dados foram tratados com o uso de ferramentas quimiométricas empregando os
softwares programas Origin® e Microsoft Excel® para construgdo das curvas, avaliagéo
da diferenca significativa de Tukey e acorrelacdo de Pearson entre os métodos.

3| RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Teor de fendlicos totais

Como abordado na metodologia para quantificacdo do teor de fendlicos totais foi
feita a curva de calibracdo demonstrada na figura 1, no qual se obteve o coeficiente
de correlagado r=0,97818 apresentando linearidades satisfatdéria como recomendado pelo
INMETRO com r superior a 0,90 o que nos garantiu uma menor dispersao dos resultados
e possibilitando uma curva de qualidade (RIBANI, 2004).
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Figura 1: Curva de calibragdo do acido galico para o método FolinCiocalteau
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Com as absorvancias dos chas de cada erva, calculou-se a concentragdo empregando
a equacao da reta obtida e o resultado foi expresso em miliequivalente de acido galico
(megAc.Galico L ). Nota-se que o teor de fenodlicos totais determinado pela interpolagéo
da absorvancia dos extratos e do acido galico foi maior nas ervas finas, seguida da salvia,
hibisco, amora, moringa, carqueja e alecrim (tabela 1).

3.2 Teor de Flavonoides Totais

Para quantificacao do teor de flavonoides totais foi feito 0 seguinte calculo: absorvancia
das amostras x 50/massa da amostra (g) x 336,5.

Assim como para os fendlicos totais as ervas finas apresentaram maiores resultados,
seguido da amora, salvia, hibisco, moringa, carqueja e alecrim (tabela 1).

Amostras Fendlicos Totais' Flavonoides totais?
Ervas Finas 1065,02 +48,1 0,252 +0,04
Salvia 918,033 +113,6 0,173+0,09
Hibisco 763,48¢ +78 2 0,172+0,03
Amora 580,15¢ +83,9 0,153%+0,04
Moringa 501,369 +130,4 0,12¢+0,03
Carqueja 415,00°927 6 0,07°°+0,03
Alecrim 107.,24¢ +10,6 0,04°+0,01

Tabela 1: Teores de fendlicos e flavonoides totais em amostras de chas

Valores das médias + desvio padrdao. Unidades de medida dos ensaios (1) Fendlicos Totais (megAG L"), (2)
Flavonoides Totais (Apigenina % m m™). a,b,c,d,e,f,g Médias seguidas pela mesma letra,numa mesma coluna, ndo
diferem estatisticamente entre si.

3.3 Capacidade sequestrante de radical livre
3.3.1 Cinética da reagdo do DPPH

Inicialmente foi realizado um estudo para escolha do tempo de reacéo, para isso
analise da cinética da reacao do DPPH com os chés foi medida através do decréscimo da

absorvancia em funcao de tempo expresso em minutos com como indicado na figura 2.
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Figura 2: Estudo cinético da reacao entre compostos presentes nas amostras de chas com o radical

DPPH.

Nota-se que a cinética da reacdo do DPPH com os compostos presentes no cha da

carqueja apresentou menor tempo. Classificando a cinética de reacao do radical DPPH-

com oscompostos presentes nos chas,nas categorias de rapido (tempo de reagcdo menor

que 30 minutos), médio (tempo de reacdo entre 30minutos e uma 1 hora) e lento (tempo

de reacdo maior que 1 hora) e possivel classificar as reacdes rapidas para os chas de

carqueja, ervas finas e alecrim, as de tempo médio foram com os chas de moringa e

hibisco j& as consideradas lentas ocorreram com os chas de amora e salvia com um

tempo de reagao que duraram aproximadamente 2h e 3h, respectivamente.

A tabela 2 apresenta os valores das absorvancias iniciais e finais, percebe-se que

as amostras com maiores valores de decaimento também apresentaram reagdes mais

demoradas.
Moringa Hibisco Alecrim Salvia Amora Carqueja Ervas Finas
Absincial 0,998 0,864 1,003 0,67 0,836 0,098 0,143
Abs final 0,978 0,667 0,988 0,34 0,668 0,063 0,113
Variacao 0,02 0,197 0,015 0,337 0,168 0,035 0,03
Tempo 28 60 28 180 122 10 21
(min)

Tabela 2: Variagdo do das absorvancia na reagdo com o radical DPPH

3.3.2 Atividade Antioxidante

Os resultados da investigacédo da atividade antioxidante sdo apresentados em dois
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formatos, a concentracéao do extrato necessaria para reduzir 50% do radical DPPH (EC50)
e o percentual de inibicado do DPPH.

Para o calculo do EC50 a foi feita a curva de calibracdo através da diluicao do DPPH
e o coeficiente de correlacédo de 0,99878 obtido demonstra linearidade (Figura 3). Com
a equacao da reta calculou-se o consumo de DPPH empregando a metade do valor da
absorvancia obtida com a leitura do controle que foi de 18,855uM de DPPH.
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Figura 3: Curva de calibracdo do DPPH

Para o célculo do EC50 foram realizadas diferentes diluicbes dos chas e a partir
das leituras construiu-se um grafico onde as absorbancias obtidas foram plotadas no
eixo Y ediluicdo (mgL™) no eixo X com as equacdes das retas (Tabela 3). Utilizado essas
equacoes calculou-se a concentragcao do cha que é necessario para reduzir em 50% o
valor da absorvancia do DPPH.

Quanto menor for o valor do EC50, maior é a capacidade antioxidante do cha, uma
vez que precisa de menor massa de erva para reduzir a 50% o radical. Dentre as amostras
estudadas o cha feito com ervas finas obteve o melhor EC50, seguido da amora, salvia,
hibisco, alecrim, carqueja, e moringa.

Os resultados também foram apresentados mediante a porcentagens de inibigao
calculadas empregando a correcédo da solugcédo controle através da equacao %SRL= (Ac-
A) /Ac *100, onde % SRL corresponde a porcentagem de sequestro de radicais livres
e 0 decaimento das absorbéncias das amostras e do controle correspondem a A e Ac
respectivamente.

Considerando chas preparados com a mesma concentragao de erva observa-se que
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a salvia apresentou maior percentual de inibicdo com valor superior aos chas de ervas
finas e amora que em relagdo o EC50 necessitam de menor concentracdo para reduzir
o radical a metade. De acordo com (Alves et al., 2007), quanto maior for o consumo de
DPPH pelo extrato, maior € a sua atividade antioxidante. Os dois parametros adotados %
SRL e EC50 foram concordantes em relacéo ao cha de moringa que apresentou a menor
capacidade antioxidante dentre as amostras estudadas (Tabela 3).

Ervas Equacao da reta EC50 % SRL
Alecrim y =-0,0048x + 0,1882 22,54 42,50%
Amora y =-0,0232x + 0,7086 16,36 64,69%

Carqueja y =-0,0061x + 0,6922 59,54 13,68%
Ervas Finas y =-0,0289x + 0,6649 11,62 87,84%
Hibisco y =-0,0157x + 0,6195 18,50 57,50%
Moringa y =-0,0066x + 0,7397 64,17 7,65%
Salvia y =-0,0127x + 0,2914 17,00 90,07%

Tabela 3: Valores do EC50 para cada erva

As correlacdes entre os ensaios foram avaliadas pelo coeficiente de correlacéo de
Pearson que indica o grau de correlagdo entre as duas variaveis (Tabela 4). Os ensaios
de fendlicos e flavonoides totais estdo bem correlacionadas a um ver que a nivel de
significancia de 95% possui coeficiente superior a 0,754, valor critico de Pearson para 7

amostras.

Fendlicos Totais Flavonoides Totais
Fendlicos Totais -
Flavonoides Totais 0,925 -
% Inibicao do DPPH 0,717 0,729

Tabela 4:Coeficiente de correlagéo de Pearson para os diferentes ensaios

Ao comparar os resultados do percentual de inibicao e do teor de fendlicos nos chas,
percebeu-se que as amostras de Moringa e Carqueja possuiam um alto teor de fendlicos,
entretanto uma baixa porcentagem de inibicdo. Possivelmente esses chas possuem outros
compostos que interagiram com o Folin Ciocalteau, pois esse mesmo sendo o método
mais empregado para quantificar os compostos fendlicos, o reagente pode interagir com
outros compostos nao fendlicos, como proteinas o que pode aumentar o teor de fendlicos
totais (ROESLER et al., 2007). Alguns chas, como o alecrim, apresentaram alto poder
de inibicdo e baixo teor de compostos fendlicos, pois outros compostos como o acido
ascorbico e carotenoides nao foram mensurados, mas podem estar presentes nos chas

estudados e contribuirem para o potencial antioxidante (ROESLER et al.,2007).
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41 CONCLUSAO

Esse estudo permite concluir que todas as amostras possuem atividade antioxidante,
porém o chad de moringa apesar de apresentar elevado teor dos bioativos fendlicos
apresentou pouca atividade antioxidante, possivelmente a presenca proteina pode ter
influenciado. A maioria das amostras de chas analisadas possuem uma proporcionalidade
entre o percentual de inibicdo do radical e os teores de compostos fenélicos e flavonoides
totais, entretanto, houve amostras que néao tiveram os valores proporcionais, indicando que
possuem outros compostos com atividade antioxidante. Assim, faz se necessario ampliar
a caracterizacao desses chas realizando analises de outras espécies como carotenoides,
acido ascoérbico e proteinas.
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RESUMO: Conhecido desde a antiguidade,
amaranto (Amaranthus spp.) € um pseudocereal
consumido como farinha, flocos e graos. E
crescente o interesse por este alimento e seus
produtos, por se tratar de um alimento funcional
rico em nutrientes e em compostos bioativos.
Tendo em vista a crescente incorporacéo de
amaranto a dieta alimentar, este estudo teve
por objetivo investigar o contetdo fendlico e a
capacidade antioxidante de farinhas integrais de
gréos de amaranto branco. O teor de compostos
fendlicos totais das amostras variou de 0,62
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a 1,28 mg EAG/g, o teor de flavonoides totais
variou de 0,04 a 0,16 mg EQ/g, e a porcentagem
de inibic&o do radical DPPH- variou de 84 a 90%.
Desta forma demonstra-se que as amostras
de farinha de amaranto analisadas s&o ricas
em compostos antioxidantes e em bioativos
fendlicos, que tém sido associados a potenciais
efeitos benéficos a saude.
PALAVRAS-CHAVE:
compostos fendlicos,

farinha de amaranto,
flavonoides, atividade

antioxidante.

PHENOLIC CONTENT AND ANTIOXIDANT
ACTIVITY OF WHOLE AMARANTH FLOUR

ABSTRACT: Known since antiquity, amaranth
(Amaranthus spp.) is a pseudocereal consumed
asflour, flakes and grains. The interestin this food
and its products is growing, as it is a functional
foodrichin nutrients and bioactive compounds. In
view of the increasing incorporation of amaranth
into the diet, this study aimed to investigate
the phenolic content and antioxidant capacity
of whole flours of white amaranth grains. The
total phenolic content in the samples ranged
from 0.62 to 1.28 mg GAE/g, the total flavonoid
content ranged from 0.04 to 0.16 mg QE/g, and
the percentage of DPPH- inhibition ranged from
84 to 90%. It is demonstrated that the analyzed
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amaranth flours are rich in antioxidant compounds and phenolic bioactive compounds, which
have been associated with potential beneficial health effects.
KEYWORDS: amaranth flour, phenolic compounds, flavonoids, antioxidant activity.

11 INTRODUCAO

Amaranto (Amaranthus spp.) € um pseudocereal utilizado como alimento desde a
antiguidade devido ao excelente valor nutricional das sementes e folhas. Os gréos de
amaranto sdo fonte de proteinas, fibras, vitaminas, precursores de vitaminas (acido
ascorbico, tocois e carotenoides) e minerais (Ca, Fe, Mg, K, Cu, Zn e Mn) (KARAMAC et
al., 2019). Além de macro e micronutrientes, o0 amaranto contém metabdlitos secundarios,
que sdo associados a potenciais efeitos benéficos a saude (TANG e TSAO, 2017).

Nos ultimos anos foram realizadas varias pesquisas sobre o perfil fenélico de amaranto
e suas propriedades funcionais, especialmente a atividade antioxidante (PAUCAR-
MENACHO et al., 2018; TANG e TSAO, 2017; ASAO e WATANABE, 2010; ALVAREZ-
JUBETE et al., 2010). Foi verificada a presenca de compostos fendlicos em todas as
partes da planta, sendo identificados acidos fendlicos e flavonoides nas sementes, folhas,
flores e caules de amaranto (KARAMAC et al., 2019).

Os gréaos de amaranto sdo incorporados a dieta na forma de gréao integral, flocos
e farinha. De acordo com Sujka et al. (2017), farinha é o produto obtido no processo de
moagem de grédos e € uma das principais matérias-primas da industria de alimentos.
A espécie de amaranto, como branco (Amaranthus caudatus) ou preto (Amaranthus
quitensis), € um fator determinante para a composicdo e as propriedades da farinha
(CORNEJO et al., 2019).

Devido ao alto valor nutricional, presenca de compostos bioativos e atividade
antioxidante relacionada, é crescente o interesse por amaranto, principalmente na
industria de alimentos, especialmente na produgcao de produtos funcionais e sem gluten
(CORNEJO et al., 2019). A farinha de amaranto tem sido usada como sucedaneo ao trigo
na elaboracao de paes (SANZ-PENELLA et al., 2013), biscoitos (CAPRILES et al., 2006)
e bolos (SILVA et al., 2017).

Considerando o crescente consumo de amaranto e sua correlagdo com potenciais
beneficios a saude, bem como o uso de sua farinha para producao de alimentos funcionais,
este estudo teve por objetivo avaliar o conteudo fendlico e a atividade antioxidante de
farinhas integrais de grdos de amaranto branco.
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2| METODOLOGIA

2.1 Reagentes

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), acido galico e quercetina da Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA). Carbonato de sodio e cloreto de aluminio da Exodo Cientifica (Sdo Paulo,
Brasil). Tungstato de sb6dio e acido fosfomolibdico da Merck (Darmstadt, Alemanha).
Metanol, acetona, acido cloridrico e acido fosforico da Synth (Sao Paulo, Brasil). A agua
ultrapura foi obtida em sistema de purificacdo da Gehaka (Sao Paulo, Brasil), modelo
Master P&D.

2.2 Amostras

Em estabelecimentos comerciais de Salvador-BA foram adquiridas 5 amostras
de farinha integral de graos de amaranto branco. As amostras foram codificadas para
distinguir a marca / local de aquisicao.

2.3 Extracao de fendlicos

Foi empregado o método de extracdo descrito por Magalhdes et al. (2020). As
amostras de farinha foram homogeneizadas em peneira granulométrica 32 mesh (0,50
mm de abertura). A 0,2 g de amostra foi adicionado 18 mL de solucdo de metanol e
acetona (8:2 v/v) acidificada com uma gota (aproximadamente 100 mL) de acido cloridrico
concentrado. As amostras foram submetidas a extracao com agitacado a 350 rpm (mesa
agitadora modelo 0225M, Quimis, Brasil) por 75 minutos a temperatura ambiente. As
misturas foram submetidas a filtracdo simples com papel de filtro qualitativo e os filtrados
foram rotaevaporados a 40 °C e 40 rpm (rotaevaporador modelo 550, Fisatom, Brasil).
Os extratos secos foram ressolubilizados em 1,5 mL de metanol e armazenados a -20 °C
para as posteriores analises.

2.4 Teor de compostos fendlicos totais

O reagente Folin-Denis foi preparado solubilizando 5 g de tungstato de sodio
dihidratado e 1 g de acido fosfomolibdico em 38 mL de agua Milli-Q e 2,5 mL de &cido
fosférico. A mistura foi mantida sob refluxo por 2h, entéo resfriada e diluida para 50 mL
(SANTOS et al., 2017).

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado por método colorimétrico de
acordo com Magalhéaes et al. (2020). A 20 pL de extrato foram adicionados 3,18 mL de
agua ultrapura, 200 yL de reagente Folin-Denis e, apds 5 minutos, 600 yL de solugcéo
aquosa de carbonato de s6dio 7,5% (m/v), agitando ao final. Apds 60 minutos de repouso
no escuro e a temperatura ambiente, a absorbancia foi mensurada em espectrofotometro
UV-Vis (modelo SP-22, Biospectro, Brasil) no comprimento de onda de 760 nm. Os
resultados foram calculados usando uma curva de calibracdo de acido galico (0-10 mg
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L'; y = 0,0895x + 0,0768; R = 0,9993) e os resultados foram expressos como miligrama
equivalente de acido galico por grama de farinha (mg EAG/Q).

2.5 Teor de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado usando método colorimétrico por
complexacdo metalica, com adaptacdes ao método de Santos et al. (2017), adicionando
nitrito de sddio para melhorar a sensibilidade (SUN et al., 2011). A 50 pyL de extrato foi
adicionado 1,8 mL de solugdo metandlica de cloreto de aluminio 2% (m/v) e, apés 5
minutos, 50 yL de solugcédo aquosa de nitrito de s6dio 5% (m/v) e 1,1 mL de agua ultrapura,
agitando ao final. Ap6s 60 min foram feitas as leituras de absorvéncia em 415 nm em
espectrofotdmetro UV-Vis (modelo SP-22, Biospectro, Brasil). Os resultados foram
calculados usando uma curva de calibracdo de quercetina (0-10 mg L'; y = 0,022x +
0,0016; R = 0,9951) e os resultados foram expressos como miligrama equivalente de
quercetina por grama de farinha (mg EQ/q).

2.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada em ensaios in vitro para a capacidade de
captura de radicais livres DPPH-, segundo descrito por Rufino et al. (2007). A 100 uL
de extrato foi adicionado 3,9 mL de solugcdo metandlica de DPPH+ 0,06 mM (preparada
somente no dia da analise), agitando ao final. Ap6s 60 minutos as absorvancias foram lidas
a 515 nm em espectrofotobmetro UV-Vis (modelo SP-22, Biospectro, Brasil). A atividade
antioxidante foi expressa como porcentagem da eficiéncia da inibicdo dos radicais livres
(REBEY et al., 2019), calculada como: [ (1 - ABS amostra) / ABS branco ] x 100.

2.7 Analise estatistica

Para comparacdo das médias dos resultados obtidos foi aplicado o teste de Tukey
com probabilidade de 5% utilizando um dominio inteiramente casualizado.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos sdo caracterizados pela presenca de um anel aromatico com
um ou mais grupos hidroxila e uma variedade de substituintes. Suas estruturas podem
variar de uma simples molécula a polimeros de alta massa molecular. Estes compostos
sdo metabdlitos secundarios em plantas, sintetizados durante o desenvolvimento normal
da planta e em resposta a diferentes situacdes de estresse, como exposicado a radiacao
UV, infec¢des, ferimentos, entre outros (HAMINIUK et al., 2012).

Associados a reducao do risco de diabetes, doencas cardiacas e céancer, os
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compostos fendlicos sdo conhecidos por diversas propriedades bioldégicas benéficas a
saude, como antioxidante, antibacteriano, anti-inflamatorio, vasodilatador, dentre outras
(SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015).

Varios estudos apontam a presenca de compostos fendlicos nos grédos de amaranto
(PAUCAR-MENACHO et al., 2018; PEIRETTI et al., 2017; ALVAREZ-JUBETE et al., 2010).
Neste estudo foi quantificado o teor total de compostos fenélicos em farinhas de amaranto
branco, sendo obtidas concentracdes de 0,62 + 0,02 a 1,28 + 0,03 mg EAG/g.

Karamac et al. (2019) quantificaram em graos de amaranto branco 0,88 + 0,07 mg
GAE/g, concentracdo proxima as obtidas para duas das amostras de farinha de amaranto
deste estudo. Asao e Watanabe (2010) obtiveram 0,51 mg GAE/g de farinha de amaranto,
concentragao inferior ao observado para as amostras analisadas neste trabalho. Li et al.
(2015) quantificaram em gréos de amaranto caudatus 1,55 + 0,06 mg GAE/g, concentracao

superior ao verificado nas farinhas de amaranto deste estudo.

3.2 Teor de flavonoides totais

A classe dos flavonoides inclui uma ampla gama de compostos de estrutura quimica
C6-C3-C6, formados por trés anéis (dois fendlicos e um heterociclico de oxigénio de
seis membros) com varios niveis de substituicdo. Esses compostos sdo distribuidos
em grupos: flavonois, flavononois, flavonas, flavanois, flavanonas, antocianidinas e
isoflavonoides. Os grupos de flavonoides variam no seu anel heterociclico de oxigénio
e 0 padrao de substituicdo nos anéis fendlicos difere os compostos do mesmo grupo
(SHAHIDI e AMBIGAIPALAN, 2015).

A presenca de flavonoides em grédos de amaranto é confirmada em vérios estudos
(CORNEJO et al., 2019; LI et al.,, 2015; REPO-CARRASCO-VALENCIA et al., 2010).
Neste trabalho foi quantificado o teor total de flavonoides em farinhas de amaranto
branco, sendo obtidas concentracées de 0,04 + 0,01 a 0,16 + 0,03 mg EQ/g. Li et al.
(2015) quantificaram em gréos de amaranto caudatus 0,53 + 0,06 miligrama equivalente
de catequina por grama de peso seco, concentracdo superior ao verificado nas farinhas
de amaranto deste estudo.

3.3 Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo substancias que, presentes em concentragdes baixas comparadas
ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou inibem a oxidagcdo do substrato
(SOUSA et al., 2007). Os antioxidantes podem atuar em diferentes etapas do processo
oxidativo nos alimentos e nas membranas celulares (SARDARODIYAN e SANI, 2016). Nos
sistemas bioldgicos, os antioxidantes protegem contra a oxidacao, prevenindo doencas
associadas ao estresse oxidativo (ANDRE et al., 2010).

A atividade antioxidante do amaranto foi avaliada em varios estudos (KARAMAC
et al., 2019; TANG e TSAO, 2017; ALVAREZ-JUBETE et al., 2010; NSIMBA, KIKUZAKI
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e KONISHI, 2008). Neste estudo foi avaliada a atividade antioxidante de farinhas de
amaranto branco, sendo obtidas porcentagens de inibicdo do radical DPPH- de 84 + 2 a
90 = 1, indicando a excelente capacidade antioxidante da farinha de amaranto branco e

confirmando o alto teor de antioxidantes no grdo de amaranto.

3.4 Analise estatistica

Aos resultados apresentados para as determinac¢des espectrofotométricas (Tabela
1) foi aplicado o teste de Tukey para o nivel de 5% de significancia.

Amostra Teor de fendlicos totais Teor (;Ie flavonoides Atividade_ :?m_ticzxidante (%
(mg EAG/g) totais (mg EQ/g) inibicdo)
A 0,87° + 0,02 0,06+ 0,02 842 +2
B 0,86° + 0,01 0,06°+ 0,01 90% + 1
C 0,62° + 0,02 0,04°+ 0,01 872 £ 1
D 0,73°+ 0,03 0,05°+ 0,01 882+ 4
E 1,282 + 0,03 0,162+ 0,03 862 + 1
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Tabela 1. Resultados das determinagdes espectrofotométricas. Média + desvio padrédo. Letras iguais
indicam que, no nivel de 5% de significancia, ndo ha diferenca entre as médias.

De acordo com o teste de Tukey ha diferencga significativa entre o teor de compostos
fendlicos totais das amostras de farinha de amaranto analisadas. Para o teor de flavonoides
totais foi verificada diferencga significativa apenas para uma das amostras analisadas, cuja
concentracao de flavonoides é superior. Nao houve diferenca estatistica para a atividade
antioxidante das amostras.

As diferencas destacadas podem ser atribuidas a origem geografica, ao tipo de
solo, ao estresse hidrico, as condicdes fisiopatalégicas, ambientais e sazonais durante o
desenvolvimento da planta (ZIELINSKI et al., 2014; FOTAKIS et al., 2016). As condi¢cbes
de fabricacdo adotadas pelas empresas também podem contribuir para a variabilidade
do perfil fendlico, como armazenamento e tratamentos tecnolégicos (DIAS et al., 2013).
Tais fatores também podem justificar as diferencas entre os valores obtidos para o teor
de compostos fendlicos e capacidade antioxidante neste trabalho em comparagéo com os
obtidos em outros estudos.

41 CONCLUSOES

O interesse e consumo de amaranto € crescente por se tratar de um alimento rico
em nutrientes e em compostos bioativos, usado na elaboracéo de produtos funcionais. Os
resultados obtidos neste estudo confirmam a presenca de compostos fendlicos nos gréos
de amaranto e demonstra-se que as amostras analisadas de farinha de amaranto branco
sao ricas em compostos antioxidantes e fenélicos, que tém sido associados a potenciais




efeitos benéficos a salde e a prevengado de doencas relacionadas ao estresse oxidativo.
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RESUMO: Uma das principais atividades na
lagoa do Imarui é a pesca artesanal, onde
0s pescadores sobrevivem com a captura do
camarao através da pesca do avidozinho, e
depende da qualidade das aguas da lagoa. No
presente estudo foi realizado uma avaliacéo
da qualidade da agua e a biodisponibilidade
de metais pesados na lagoa do Imarui, pois a
toxidade da agua pode oferecer implicacbes
importantes no ecossistema a na satde humana.
Foram realizadas coletas mensalmente na
lagoa de Imarui, de novembro de 2017 a maio
de 2018. Foram realizadas analises fisico-
qguimicas e elementos tragos de metais na agua.
Os resultados obtidos mostram que as aguas
da lagoa do Imarui pode ser classificada como
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LAGUNAR

aguas salobras classe 1, e nao foi verificado
efeitos de toxidade crdénica. Além disso, todos
0s pontos de coleta apresentaram qualidade da
agua BOA/OTIMA, com valores médios para
IQA de 78,83. Também foi observado valores
para carbono organico total abaixo 3 mg L7,
OD acima 5 mg L' e nédo foram detectados
presenca de substéncias que produzem cor,
odor, turbidez e materiais. Todos os metais
apresentaram concentracdes abaixo dos limites
maximos permitidos pela legislacao

PALAVRAS-CHAVE:
Pescador artesanal. Avidozinho. Tracos de

Qualidade de agua.

metais.

ABSTRACT:
the Imarui lagoon is artisanal fishing, where

One of the main activities at

fishermen survive by catching shrimp through
small-scale fishing, and depends on the quality
of the lagoon’s water. In the present study, an
evaluation of the water quality and bioavailability
of heavy metals in the Imarui lagoon was
carried out, since the toxicity of the water can
have important implications in the ecosystem
an on human health. Monthly collections were
carried out in the Imarui lagoon, from November
2017 to May 2018. Physical-chemical analyzes
and trace elements of metals in the water were
performed. The results show that the waters of
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the Imarui lagoon can be classified as brackish waters class 1, as no effects of chronic toxicity
were verified. In addition, all collection points presented good/excellent water quality, with
mean values for IQA of 78.83. Values for total organic carbon below 3 mg L', OD above 5 mg
L' were also observed and no substances were found that produce color, odor, turbidity. All
metals have concentrations below the maximum limits allowed by legislation.

KEYWORDS: Water quality. Artisanal fisherman. Little plane. Trace metals

11 INTRODUCAO

O setor pesqueiro do Brasil, possui em média 800 mil profissionais com empregos
direto, e cerca de trés milhdes de pessoas que dependem direta ou indiretamente deste
setor. A producéo de pescados no Brasil gera em torno de 1,25 milhdes de toneladas/ano,
sendo a pesca artesanal responsavel por 60% dessa producédo (SEDREZ et al, 2013).

Da costa brasileira, os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, tem uma
vasta variedade de embarcacdes e acessoérios de pesca. Juntos produziram, em média,
30% da pesca marinha do pais nos ultimos anos. Os estados sul tem uma preocupacéao
com riqueza cultural e com a importancia socioeconémica da pesca, além dos cuidados
com as bacias hidrograficas e com os sistemas ecolégicos (CARDOSO e HAIMOVICI,
2011).

Na regido sul do Estado de Santa Catarina, encontra-se a bacia do rio Tubardo e
Complexo Lagunar. Este é um espaco de integracdo entre o rio, o Complexo Lagunar Sul
Catarinense e o proprio litoral.

Conforme LIMA et al (2001), a Bacia Hidrografica Sul Catarinense, € composta pelas
bacias dos rios Tubardo e D’'uma, que ocorre pos a juncao dos Rios Bonito e Rocinha que
se iniciam na encosta da Serra Geral. Juntos drenam regiées de mineragdo no inicio das
nascentes, locais de longas areas de extracao e depdsitos de rejeitos do beneficiamento
do carvao. Tendo uma trajetéria de 120 km, o rio Tubardo desemboca nas lagoas do
complexo Lagunar, area de atividades pesqueira e turistica (BORTOLUZZI, 2003).

O complexo Lagunar é formado por oito as lagoas: Imarui, Lagoa da Garopaba do
Sul, da Manteiga, do Camacho, Santa Marta, Ribeirdo Grande, Santo Anténio e Mirim. Uma
das atividades principais nestas lagoas é a pesca do camardo com rede de avidozinho,
especialmente nas lagoas Santo Anténio dos Anjos, Imarui e Mirim (BERRETA, 2007).

De acordo com a colbnia e o sindicato de pescadores, cerca 1500 pescadores
artesanais sobrevivem com a captura do camarao naregido através da pesca do avidozinho,
principalmente na lagoa do Imarui. Este tipo de rede possui em média sete metros de
abertura, quatro anéis e um funil (Figura 1). Esta possui doze metros de distancia até
a calha superior. A malha do saco da rede usada e permitida tem espessura entre 2,8
e 3 cm. A sustentacéo é feita por caldes e aros de sustentacdo do saco. Uma atracao
luminosa na ponta do funil € o que atrai o camarao para rede (Figura 2). Por isso a pesca
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é realizada a noite.

Figura 1 - Rede avidozinho
Fonte: Autora, 2019.

Figura 2 - Bateria usadas pelos pescadores
Fonte: Autora, 2019.

Os tamanhos dos crustaceos capturados variam bastante e pode estar relacionada ao
ciclo que ele realiza durante seu periodo de procriacdo e reproducdo. A larva do camarao
vem do oceano, entra na lagoa e realiza todo o ciclo de crescimento no complexo lagunar,
apos cerca de um ano volta ao mar para desovar. Essa reta final do periodo de defeso do
camaréao, quando ele esta maior, € importante para que eles voltem ao mar para desovar
e assim novos camardes voltem para a lagoa.

O camarao se alimenta dos substratos da propria lagoa. Esses substratos das
lagoas que compdem o complexo lagunar sao ricos em micronutrientes que dao o sabor
diferenciado ao crustaceo. Além do sabor, o crustaceo também tem seu valor econémico
para a cidade de Laguna e regiao.

e

E importante mencionar que o principal afluente que desemboca nas lagoas
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de Santo Antoénio, Imarui e Mirim é o rio Tubardo que drenam regi6es de mineragéo
com longas areas de extracdo e depdésitos de rejeitos do beneficiamento do carvao.
Em consequéncia da drenagem ocorre migracao de metais para as lagoas onde séao
capturados os pescados para fins comerciais. Os ions metalicos dissolvidos (As, Cd, Cu,
Ni, Pb, Zn, Al, Cr, Mn, Mg, entre outros), promove a contamina¢éo das aguas das lagoas.
Além disso, o lancamento ilegal de efluentes industriais, esgoto sanitario e desmatamento
promovem a contaminagdo gradativa das aguas, que, posteriormente, transformam-se
em um grave problema ambiental e de saude publica. Os recursos hidricos do complexo
Lagunar ficam extremamente comprometidos se a populacdo que se estabelece ou ja se
estabeleceu em determinado local desenvolve atividades que degradam o meio ambiente.
Portanto, a avaliacdo das dguas das lagoas do complexo Lagunar é de suma importéncia
socioambiental, pois, além de se evitar possiveis agravantes a saude publica, pode-se
promover planos ou projetos que visem a recuperacao das lagoas e dos corpos de aguas
degradados pelas atividades antropicas (BORTOLUZZI, 2003).

Diante deste contexto, o objetivo principal do trabalho foi investigar a qualidade da
agua e a biodisponibilidade de metais pesados no estuario de Laguna SC, especialmente
na lagoa do Imarui, pois a toxidade da agua pode oferecer implicagcées importantes no
ecossistema a na saude humana.

2| METODOLOGIA

As coletas das amostras de agua foram realizadas mensalmente nas lagoas de Imarui
(Figura 3), durante o periodo de defeso estabelecido pelo governo federal instituido em
2005 (Instrucéo Normativa MMA N°25, de 8 de junho de 2005), iniciando em novembro de
2017 a maio de 2018. A coleta e a preservacéo das amostras coletadas foram realizadas
de acordo com os procedimentos recomendados pelas normas NBR 9897 — Planejamento
de amostragem de efluentes liquidos e corpos receptores (ABNT, 1987), e NBR 9898 —
Preservacao e técnicas de amostragem de efluentes liquidos e corpos receptores (ABNT,
1987).

Na agua coletada para analise dos metais, foi adicionado no local da coleta acido
nitrico ao recipiente de polietileno, suficiente para se obter pH igual a 1. Apds a coleta,
as amostras de aguas foram filtradas em filtros de membrana Millipore 0,45 ym e
acondicionadas em frascos de polietileno sob refrigeracéo (geladeira) até o momento da
analise.
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Figura 3 - Localizagcao do sistema estuarino de Laguna, sul do Brasil, identificando as lagoas do Mirim,
Imarui e Santo Anténio dos Anjos.

Fonte: Adaptado de Colonese et al, 2017.

2.1 Analises Realizadas

Para realizagdo das analises fisico-quimicas da agua coletada, foram considerados
0os seguintes parametros: pH, temperatura local, turbidez, residuos totais, oxigénio
dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio, nitrogénio total, fésforo total e elementos
tracos (Cu, Pb, Cd, As, Hg, Ni, Cr e Zn) e majoritarios (Al, Fe, Mn).

As analises foram realizadas de acordo com os procedimentos do Standard
Methods for Examination of Water and Wastewater, 22 Edition (APHA, 2012), utilizando
espectrofotdbmetro 190 - 1100 nm PHARO 300 (Merck).

Os valores de pH da agua foram medidos utilizando o medidor portatil de pH,
marca HANNA. Para determinacdo da demanda bioquimica de oxigénio foi aplicado o
método Respirdbmetros Oxitop empregando o conjunto BOD da WTW, onde as amostras
foram incubadas a 20°C por 5 dias. Inibidor de nitrificacéo foi adicionado para garantir a
fidedignidade dos dados obtidos em funcéo da disponibilidade de carbono como fonte de
energia para os microrganismos. Os soélidos totais foram determinados pela soma dos
sélidos totais dissolvidos, soOlidos suspensos totais e sedimentaveis.

Para analises dos metais foram empregadas as técnicas de espectrometria de
absorcéo atdbmica. A determinacao de elementos como o Zn, Fe, Mn foi empregado técnica
de espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (FAAS). Entretanto, para a detecgéao
de elementos tracos (Cu, Pb, Cd, As, Hg, Ni, Cr e Zn) foram analisados utilizando-se
um espectrémetro de absorcdo atbmica com atomizacao eletrotérmica com corretor de
fundo Zeeman (ZETAAS), VARIAN, modelo Spectra 220. Argdnio 99,99% de pureza, da
White Martins do Brasil, foi empregado como gas de protecéo. Esta técnica é mil vezes
mais sensivel que o FAAS, é sem duvida, uma das técnicas mais adequadas, precisas e
confidveis. Nas determinacgdes efetuadas por ETAAS, foi utilizado modificadores quimicos.
Estes modificadores séo selecionados de modo a permitir o uso de altas temperaturas na
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etapa de pirOlise para elementos volateis, reduzindo ou eliminando interferéncias na fase
de vapor e minimizando a absor¢ao de fundo.

2.2 Calculo dos indicadores

Os dados obtidos em laboratério foram utilizados para o célculo do indice de

qualidade de aguas (IQA,..), a qual expressa em uma escala de 0 a 100, o nivel de

NSF
contaminacao presente em um determinado corpo de agua em termos de parametros
fisico-quimicos e microbiologico (coliformes fecais). Elaborado pela National Sanitation
Foundation na década de 70, originalmente esse indicador foi concebido para avaliar a
qualidade geral das aguas dos rios ndo poluidos (OTT, 1978). Conceitualmente, € um
numero resultante de uma sintese de valores e pesos atribuidos aos varios parametros
analisados, e fornece uma indicagao relativa da qualidade da agua em diferentes pontos
no espacgo ou tempo (ISAM, 1999). A criacdo desse indicador baseou-se numa pesquisa
de opinido junto a especialistas em qualidade das aguas que indicaram os parametros a
serem avaliados, o peso relativo dos mesmos e a condi¢cdo com que se apresentam cada
parametro, segundo uma escala de valores. Dos 35 parametros indicadores inicialmente
propostos, somente nove foram selecionados: temperatura, potencial hidrogeniénico (pH),
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), nitrogénio total, oxigénio dissolvido, sélidos
totais (residuo total), fésforo total, turbidez e coliformes fecais (termotolerantes). O IQA, -
€ calculado pelo produto ponderado (Equacao 01) das notas atribuidas a cada parametro
de qualidade de agua citado, sendo que a nota de cada parametro é atribuida segundo as

curvas apresentadas na Figura 3.

n
QAysr | q; 1)
i=1
onde:
q;i= Nota atribuida ao indicador
w;= Peso relativo do parametro
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Figura 3 — Curvas auxiliares para pontuagéo dos parametros em fungéo de seus valores.

Os pesos relativos de cada parametro sédo apresentados na Tabela 01

Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3

Capitulo 12




Parametro Peso relativo

Oxigénio dissolvido 0,17
Coliformes fecais 0,15

pH 0,12

Demanda bioquimica de oxigénio 0,10
Fosfato total 0,10
Temperatura 0,10
Nitrogénio total 0,10
Turbidez 0,08

Solidos totais 0,08

Tabela 1 — Pesos relativos dos parametros para o calculo do indice de qualidade da agua (IQA ).

Na Tabela 2, & apresentado a escala utilizada para classificacdo da qualidade da
agua das lagoas Imarui e Mirim, em fungé@o da pontuagéo obtida no céalculo do 1QA ..

Valor do IQAnNsF Classificacdo
80 - 100 Otima
52-79 Boa
37 -51 Aceitavel
20 - 36 Ruim
0-19 Péssima

Tabela 2 - Classificagéo da agua da lagoa Imarui segundo o IQA ..

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com resolugao do CONAMA N° 357/2005, que Dispde sobre a classificacéo
dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o0 seu enquadramento, bem como
estabelece as condicbes e padrdes de lancamento de efluentes, e da outras providencias,
define-se que dguas salobras sao aguas com salinidade superior a 0,5 % (5 g L") e inferior
a 30% (300 g L"). Além disso, as aguas salobras sao classificadas em classe especial,
classe 1, 2 ou 3.

De acordo com os resultados obtidos, a salinidade das dguas dalagoa do Imarui variou
de 26,9 g L' de dezembro de 2017 para 6,40 g L' no més de fevereiro de 2018. O valor
médio ao longo dos seis meses de coleta foi 15,67 g L. Estes valores sdo considerados
bons e enquadram as aguas da lagoa do Imarui como aguas salobras. Outros dados que
sao mostrados na Tabela 3, permite apontar para cada pardmetro analisado algumas

Atividades de Ensino e de Pesquisa em Quimica 3 Capitulo 12




consideracdes em relacédo a qualidade das aguas da lagoa Imarui.

Parimetros Nov/17  Dez/17  Janl8 Fev/18  Mar/18  Abr/18
pH 7,50 7,21 [ 7,27 7,77 8,40
Condutividade (g L) 10,30 27,78 12,50 4,57 15,24 4,45
Salinidade (g L) 14,50 26,90 13,50 6,40 17,90 14,84
OD (mg L) 9.8 9.8 9,3 9.4 9,2 9.6
Nitrogénio (mg L) 31,73 95,46 95,02 =l 11,02 43,27
Fosforo (mg L) 0,06 0,09 0,03 0,07 0,04 0,05
DQO (mgL™) 420 120 350 230 104 310
DBO (mg L) 3 2 1,2 0,00 0,00 1
Solidos Sed. (mg L) 0,00 0,01 0,1 0,00 0,00 ND
Solidos totais (g L) 25.98 18.87 .63 8,74 10,61 7,60
Coli. tot. (NMP/100 mL) 790 3500 7000 330 9200 45
Coli. fec (NMP/100 mL) 25 ND ND 0,00 0,00 ND
Temperatura (°C) 21 e 24 23 26 24
Turbidez (FAU) 4 5 22 5 17 7

Tabela 3 — Resultados das analises fisico-quimicas da lagoa Imarui entre os meses de novembro de
2017 e abril de 2018.

Inicialmente foi determinado a concentracdo de oxigénio dissolvido (OD). E importante
ressaltar que o oxigénio dissolvido € um parametro importante e vital para os organismos
aquaticos aerdbios e a sua introducdo na agua pode acorrer naturalmente através do ar
atmosférico e/ou pela fotossintese. Através da determinacédo da concentracdo de OD, foi
possivel determinar poluicao por matéria orgénica nas aguas da lagoa do Imarui, visto que
uma agua nao poluida por matéria organica deve estar saturada de oxigénio. Por outro
lado, teores baixos de oxigénio dissolvido podem indicar que ocorreu uma intensa atividade
bacteriana decompondo a matéria organica presente na agua. Através dos resultados
obtidos, foi possivel observar que durante os seis meses de coleta, a concentracao de
oxigénio dissolvido variou de 9,1 a 10,9 mg L. Esses valores elevados de oxigénio
dissolvidos podem estar associados com 0s ventos nordeste constantes na regido, que
além de favorecer a vida aquatica provocam a degradagcao da matéria organica que sao
lancadas na lagoa do Imarui. Em funcéo dos elevados valores de oxigénio dissolvido,
a agua da lagoa do Imarui pode ser considerada de boa qualidade para vida aquéatica,
e corrobora com o0s baixos valores obtidos para demanda bioquimica de oxigénio, que

variaram de 0 a 3 mg L' durante os meses de amostragens.
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Também nao foi observado presenca de coliformes fecais ou termotolerantes,
exceto para més de novembro que apresentou 25 NMP/100 mL, o que indica que as
aguas da lagoa Imarui ndo estdo contaminadas com esgoto sanitario e apropriada para
pesca, recreacdo e o cultivo de pescados (crustaceos, peixes e moluscos) destinados
a alimentacdo humana. E importante mencionar que coliformes termotolerantes sao
bactérias gram-negativas, em forma de bacilos, e podem crescer fermentando a lactose
nas temperaturas de 44° a 45°C, com producéo de acido, gas e aldeido. Além de estarem
presentes em fezes humanas e de animais homeotérmicos, ocorrem em solos, plantas ou
outras matrizes ambientais que ndo tenham sido contaminados por material fecal.

Outro dado interessante € a presenca de nutrientes, como nitrogénio e fosforo,
que possibilitam a proliferacdo de organismos aquaticos. Os valores médios obtidos
para nitrogénio total foi 47 mg L', sendo que o menor valor foi observado no més de
novembro de 2017 (31,73 mg L") e maior valor em janeiro de 2018 (95 mg L™"). Os valores
obtidos para o fésforo foram todos inferiores a 0,124 mg L, limite maximo permitido pela
Resolucédo do CONAMA N° 357/2005 para aguas salobras classe 1.

Os valores obtidos para todos os parametros analisados foram utilizados para

determinacéo do indice da qualidade da agua - IQA, .., conforme mostrados na Tabela 4.

NSF’

IQA IQA IQA IQA IQA IQA
Nov/17 Dez/17 Jan/18 Fev/18 Mar/18 Abr/18

Imarui 77,41 79,41 68,40 82,10 82,87 79,18 78,83

Lagoa Média

Tabela 4 — indice da qualidade da agua da lagoa Imarui no periodo de novembro de 2017 a abril de
2018.

Dentre os pontos analisados para as varias coletas ao longo dos meses de novembro
de 2017 e abril de 2018, os dados mostraram uma classificacdo boa de acordo com indice
de qualidade da agua, com valores médios obtidos para IQA de 78,83. Todos os pontos
apresentaram qualidade BOA ou OTIMA, que pode ser considerada adequada para
producdo de pescados e recreacdo. Um dado a ser considerado, € que mesmo nos meses
com baixa taxas pluviométricas (abril e maio de 2018) as notas estiveram alinhadas com
os valores obtidos para os meses onde o indice pluviométrico foram mais acentuados
(novembro de 2017 a janeiro de 2018), onde se esperaria hotas mais elevadas.

Estes dados corroboram com os resultados obtidos pelo Instituto de Pesquisas
Hidroviarias (INPH) em 1994, pois mesmo nos meses de poucas chuvas a vazédo do
Rio Tubardo contribui significativamente com o regime hidrico da lagoa do Imarui, num
processo de entrada e saida continuo de agua. Nesse estudo também foi apontado que
ocorre diluicdo dos poluentes da lagoa Imarui pelas aguas das lagoas Santo Ant6nio e do
Mirim, a partir dos rios que desaguam diretamente na lagoa, e também pelas aguas do
oceano (Figura 2).
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Importante destacar os valores obtidos para nitrogénio total e salinidade. Estes
mostram que estd ocorrendo de forma satisfatdria a insercdo de matéria orgénica nas
aguas da lagoa do Imarui, o que possibilita a proliferacao e o crescimento dos organismos
aquaticos.

A determinacéo do indice da qualidade de 4gua nao prevé a presenca de substancias
toxicas na agua, entretanto, a combinacdo deste com a toxidade por tracos de metais
reproduz informages mais importantes acerca da qualidade das aguas da lagoa do
Imarui.

Apoés a realizagcdo das andlises fisico-quimicas, foram realizadas analises de tracos
metais das aguas da lagoa Imarui, com intuito de avaliar a toxidade total das aguas.

De acordo com Makedonski, (2015), a determinacao de tracos de metais em aguas é
amplamente utilizada para identificar areas criticas e avaliar a contaminacéo de organismo
vivos, assim como o grau de poluicdo ambiental. Sabe-se que a exposi¢gdo continua
de organismos marinhos na presenca de metais pode resultar em bioacumulagdo. Os
organismos marinhos podem acumular metais pesados por diversos caminhos, incluindo
respiracdo, adsor¢do e ingestdo, influenciando também significativamente o ambiente
ecolégico marinho, ameagando a seguranca ecoloégica marinha e recursos biolégicos
(BONSIGNORE et al, 2018; IRIZUKI et al, 2018; LIMA et al, 2001; QU et al, 2018; ZHANG
et al, 2107). Por sua persisténcia, toxidade e a ndo degradabilidade no ambiente, os
metais pesados sao caracterizados poluente mortais (GIANNINI et al.; 2010)

Do ponto de vista de metabolismo, os metais podem ser classificados em essenciais
e nao essenciais. Os metais ndo essenciais ndo desempenham papel decisivo no
metabolismo, nestes incluem: niquel (Ni), cadmio (Cd), chumbo (Pb), mercurio (Hg),
manganés (Mn), cromo (Cr) e arsénio (As). Entretanto, os metais como zinco (Zn), ferro
(Fe), cobre (Cu) e selénio (Se), sao essenciais para metabolismo (FAKHRI et al.; 2018).
Assim, o grau de contaminacao desses ecossistemas por metais pode colocar em risco a
saude da populacéo que utiliza essas aguas tanto para a pesca quanto para o lazer.

Os valores obtidos para cada metal analisado para as aguas da lagoa Imarui séo
apresentados na Tabela 5. Para os metais essenciais foram analisados ferro, cobre e
zinco; e para 0s nao essenciais foram analisados cadmio, chumbo, arsénio, mercurio,
manganés e crémio.

De acordo com resultados obtidos nas diferentes coletas, foram observados tragos
de dos metais essenciais, com concentracdo de ferro que variou de 0,04 mg L' no més
de abril de 2018 para 0,17 mg L' no més de novembro de 2017. O cobre a variacéo foi
menor 0,01 mg L (janeiro de 2018) para 0,07 mg L' (novembro de 2017) e o zinco 0,01
mg L (janeiro de 2018) para 0,08 mg L' (dezembro de 2017).

Entretanto, n&o essenciais (Cd, Pb, As, Hg e Cr) nédo foram detectados a presenca
em nenhuma das coletas, exceto para cadmio e crémio nas coletas realizadas no més
de abril, com teores de 0,01 mg L' para cada elemento traco. Para 0 manganés foram
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obtidos concentragdes de 0,01 mg L' nos meses de dezembro de 2017, janeiro e abril de
2018. O maior teor foi obtido em novembro de 2017, com valor 0,09 mg L.

De acordo com resolugdo do CONAMA N° 357/2005, que estabelece os limites
maximo para a concentracdo de tragos de metais em aguas salobras classe 1, mostram
que todos os metais analisados apresentam concentracdes abaixo dos limites maximos
permitido pela legislagdo, independentemente do més da coleta. Isto mostra que néo
foram verificados efeitos toxicos por tracos de metais nas aguas da lagoa Imarui, de
acordo com os critérios estabelecidos pela legislacdo vigente, o que caracteriza a agua
com excelente padrédo de qualidade para pesca e recreagéo.

(:""1;‘1!?) Nov/17  Dez7 Janfi8 FevA8 Mar18  Abr18 Média
Fe 0,17 0,06 0,15 0,21 0,21 0,04 014
Cu 0,07 0,08 0,01 0,03 0,06 003 004
Zn 0,03 0,08 0,01 0,02 0,03 002 003
Mn 0,09 0,01 0,01 0,04 0,03 0,01 0,03
Al 0,54 0,11 0,03 0,22 0,15 013 020
As 0,05 0,05 0,01 0,22 0,01 007 007
cd ND ND ND ND ND 0,01 0,01
Pb ND ND ND ND ND ND ND
Cr ND ND ND ND ND 0,01 0,01
Hg ND ND ND ND ND ND ND

Tabela 5 — Concentragéo de metais na 4gua da Lagoa Imarui entre os meses de novembro de 2017 a
abril de 2018.

41 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Apds andlise dos resultados obtidos podemos concluir que as aguas da lagoa do
Imarui podem ser classificada como aguas salobras classe 1, pois nao foi verificado efeitos
de toxidade crénica das aguas. Além disso, a agua apresentou um bom padréao qualidade,
com valores médios para o indice de qualidade da agua (IQA) de 78,83. Todos os pontos
de coleta apresentaram qualidade BOA ou OTIMA pra o indice de qualidade de agua, que
pode ser considerada adequada para producéo de pescados e recreagao.

Também foi observado valores para carbono orgénico total abaixo 3 mg L™, oxigénio
dissolvido acima 5 mg L' e pH entre 6,5 a 8,5, e ndo foram detectados presenca de
substancias que produzem cor, odor, turbidez, 6leos e graxas e materiais flutuantes, todos
virtualmente ausentes.

Finalmente, os resultados mostram que todos os metais analisados apresentam
concentragdes abaixo dos limites maximos permitido pela legislacdo, independentemente
do més da coleta. Isto mostra que ndo foram verificados efeitos toxicos por tracos
de metais nas aguas da lagoa Imarui, de acordo com os critérios estabelecidos pela
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legislacdo vigente, o que caracteriza a agua com excelente padrdo de qualidade para

pesca e recreacao
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RESUMO: A presenca de farmacos em aguas
superficiais tem se tornado uma problematica,
principalmente quando se trata de antibibticos,
pois as bactérias sdo capazes de se alterar
geneticamente e se tornar resistentes a eles.
Como a azitromicina € um dos antibibticos
frequentemente prescritos, ela possui potencial
risco contaminante. Existem crescentes
publicacbes de trabalhos que utilizam os
Processos Oxidativos Avancados (POAs) na
degradacao de farmacos, no entanto, poucos
que se referem a azitromicina. Dentre os
tratamentos, a radiacédo ultravioleta (UV) se
mostrainteressante, pois o custo é relativamente
acessivel e ndo gera residuos. Nesse sentido, a
fim de inativar o micropoluente, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a degradacéo da azitromicina
por radiacdo UV nos tempos de 0, 10, 20, 30, 40,
50 e 60 min, verificando-se ainda a influéncia
da temperatura. Para isso, utilizou-se um reator
de batelada equipado com duas lampadas UV
de 15 W (Philips) e radiagdo em 254 nm. Na
determinacéo foi utilizada a espectrofotometria
UV através da reacdo da azitromicina com a
alizarina. A melhor condicao considerando os
gastos de energia foi no tempo de 10 min, a
qual degradou 10,44% do farmaco. Concluiu-se
que a radiacdo UV é capaz de degradar parte

da azitromicina, e que este resultado pode ser
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mais satisfatério se aliada a outro POA.
PALAVRAS-CHAVE: Farmaco. Reator de batelada. Toxicidade. POAs.

EVALUATION OF AZITROMYCIN DEGRADATION USING ULTRAVIOLET RADIATION
REACTOR

ABSTRACT: The presence of drugs in surface waters has become a problem especially when
dealing with antibiotics due to an ability of bacteria to genetically alter and become resistant
to antimicrobials. As azithromycin is one of frequently prescribed antibiotics it has a potential
contaminating risk. There are growing studies that use Advanced Oxidative Process (AOPS)
in the degradation of drugs, but few studies refer to azithromycin. Among the treatments,
ultraviolet radiation (UV) is interesting because the cost is relatively low and does not generate
waste. In order to inactivate the micropollutant the objective of this work was to evaluate the
degradation of azithromycin by UV radiation in the times of 0, 10, 20, 30, 40, 50 and 60
minutes, and also to check the influence of temperature. For this, a batch reactor equipped
with two 15 W UV lamps (Philips) with radiation at 254 nm was used. For determination, UV
spectrophotometry was used through the reaction of azithromycin with alizarin. The best
condition considering energy expenditure was 10 min, which degraded 10,44 % of the drug.
It was concluded that UV radiation is able to degrade part of azithromycin and this result may
be more satisfactory if combined with another AOP.

KEYWORDS: Drug. Batch Reactor. Toxicity. AOPs.

11 INTRODUCAO

A contaminacdo de aguas superficiais por micropoluentes é uma probleméatica
encontrada em varias partes do mundo e cada vez mais preocupante. Dentre estes
micropoluentes, estdo os farmacos, que chegam ao meio aquatico principalmente devido
ao uso indiscriminado e descarte inadequado, aliados ao fato de os tratamentos de
efluentes convencionais ndao removerem estas substancias (MELO et al., 2009).

Em relacdo aos farmacos, a classe mais preocupante é a dos antibiéticos, que de
acordo com Goodman e Gilman (2010), englobam os farmacos quimicos, naturais ou
sintéticos que tém a capacidade de inibir o crescimento de microrganismos. Um antibiético
altamente prescrito é a azitromicina, um derivado da eritromicina, pertencente ao grupo
dos antibiéticos macrolideos (CAO et al., 2020), comumente utilizado em tratamentos de
baixa e moderada infec¢cdo no trato respiratorio, infec¢coes de pele, uretrites, cervicites e
doencas sexualmente transmissiveis (American Society of Health System Pharmacists -
AHFS, 2002). Conforme Tong et al. (2011) e AHFS (2002), a principal forma de eliminacao
do farmaco do organismo se da via biliar (fezes), estando a maior parte de forma inalterada
(estrutura original do farmaco).
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A maior problematica relacionada a presenca de antibidéticos em aguas superficiais
corresponde ao desenvolvimento de bactérias super-resistentes, e consequentemente,
antibiéticos que antes tratavam doencas comuns, passam a ser ineficientes (PERINI et
al., 2018). Atualmente, os antibidticos ja sdo encontrados até mesmo em aguas tratadas,
representando um risco para o0 meio ambiente e para a populac¢édo (IATROU; STASINAKIS;
THOMAIDIS, 2014).

A partir deste cenario, a busca por processos capazes de degradar os farmacos
e que possuam custo acessivel sdo de grande importancia. Os Processos Oxidativos
Avancados (POAs) surgem entdo como uma alternativa, pois de acordo com Stilp e
Carvalho (2015), estes processos geram radicais altamente oxidantes e estes por sua
vez reagem com os materiais organicos transformando em CO,, agua e ions inorganicos.
Para a degradacao de farmacos, pode-se utilizar diferentes POAs, dentre eles, a radiacao
ultravioleta (UV) (PANIAGUA et al., 2019).

A radiacao UV pode provocar comportamento diferente da molécula final em relagao
a inicial, ou seja, com propriedades quimicas distintas das moléculas que deram origem,
como se fosse uma nova espécie (STULP e CARVALHO, 2015). Segundo Veiga (2011),
o tratamento com UV é muito energético e pode propiciar a clivagem das moléculas,
ocorrendo assim, a degradacao da espécie quimica. Para realizacdo da degradacéao por
radiacdo UV pode-se utilizar a radiagcdo natural (luz solar) ou artificial, com o uso de
lampadas (MOTA, 2005), sendo possivel a construcdo de reatores para realizagcdo dos
experimentos.

Tendo em vista os danos a saude e ao meio ambiente causados pela presenca
de farmacos nos corpos hidricos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a degradacao do
antibiético azitromicina por processo de radiacdo UV em diferentes tempos e temperaturas.

2| METODOLOGIA

2.1 Avaliacao da solubilidade da azitromicina

Testou-se a solubilidade da azitromicina di-hidratada (Prati-Donaduzzi) do tipo
suspensao em trés solventes: agua, metanol (Quimica moderna) e acetonitrila (Merck),

na concentracdo de 80 mg. L.
2.2 Radiacao UV no reator de batelada

O reator fotoquimico utilizado do tipo batelada foi desenvolvido por Mafioleti (2014),
o qual é constituido por duas lampadas de baixa pressao (254 nm) de 15 W (Philips), com
dimensbes de 49 cm de altura e 15 cm de diametro, revestido de polietileno e composto
por tubo de quartzo com volume de 130 ml. A Figura 1 ilustra o reator tipo batelada que
foi utilizado neste trabalho.
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As lampadas foram ligadas por 30 minutos para estabilizacdo. Depois, a amostra de
100 ml foi acondicionada em tubo de quartzo e introduzida no reator. A temperatura da

amostra foi controlada por termémetro com sensor digital no reator.

Figura 1 - Reator de batelada.
Fonte: Mafioleti (2014).

2.3 Analises fisico-quimicas

Toda a vidraria utilizada foi descontaminada previamente com acido nitrico 10%
(Quimica moderna) e lavadas em agua ultrapura. Para avaliar a concentracdo da
azitromicina e sua possivel degradacéo foi utilizado o método de espectrofotometria de
absorcéao no visivel, adaptado de Kasten (2014), no qual se utiliza alizarina e metanol.

Desta forma, preparou-se uma solucao padrao de 1000 mg.L"' de azitromicina di-
hidratada (Alembic) com 98% de pureza e a partir dessa solugao foram preparadas soluc¢oes
para curva de calibragcdo nas concentracdes 0, 20, 40, 50, 60 70 e 80 mg.L", em balédo
volumétrico de 10 mL. Para afericdo foram adicionados 4 mL de 4gua, 1 mL de alizarina
e aferido em metanol. Os padrbes foram submetidos a varredura no espectrofotometro
UV-VIS e obteve-se o A _, em 540 nm.

Para solugcdo da alizarina (Synth), pesou-se 19,2 mg de alizarina, diluiu-se em
dimetilsulfoxido (Nuclear), transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 mL e aferiu-se
com 0 mesmo solvente.

A concentracdao da solucao do reator foi de 80 mg.L". Para analise da amostra,
retirou-se antes e depois de irradiar, uma aliquota de 5 mL, diluiu-se em 4 mL de metanol
e 1 mL de alizarina em um bal&o volumétrico de 10 mL, obtendo um fator de diluicdo de
2. A partir das concentragdes iniciais e finais encontradas, sempre realizadas para cada
teste, calculou-se a variagdo entre elas para verificar se houve degradacéo do farmaco.

2.4 Temperatura de radiacao avaliada

A temperatura foi avaliada nos diferentes tempos de radia¢do, introduzindo um
termdmetro no reator, pois conforme Timoumi et al. (2014) a temperatura pode ser um

parametro importante que pode influenciar na degradacéo da azitromicina.
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2.5 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, a 95%
de confianga, utilizando-se o software Microsoft Excel 2010.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Solubilidade da azitromicina

Dentre os testes realizados, apenas a azitromicina solubilizada em acetonitrila
apresentou-se limpida e com A _, dentro do limite (comprimento de onda 190 nm).

3.2 Método de quantificacao da azitromicina por espectrofotometria de absorcao no

visivel utilizando alizarina

Utilizando-se o método da alizarina, obteve-se um espectro com dois maximos de
absorcao. A curva de calibracdo apresentou coloragdo amarelo claro para a solucao
inicial e foi se intensificando gradualmente para purpura de acordo com o aumento da
concentragdo. Foi percebido que a adicdo da azitromicina em meio metandlico com
alizarina provoca mudanca na coloragdo. De acordo com Kasten (2014) essa alteragao
esta relacionada a formagdo de complexo binario, ou seja, a azitromicina funciona como
doadora de elétrons formando um monoéanion de alizarina e consequentemente dando a
coloracédo vermelha.

Deste modo, a solugdo adquiriu coloragcdo em funcdo da concentracdo de grupos
cromoéforos, conforme Martins, Sucupira e Suarez (2015), e a cor visivel é diferente da
absorvida, nesse caso, a coloracdo purpura observada € absorvida no comprimento de
onda verde que corresponde a faixa de 500 a 565 nm.

Realizou-se a varredura dos maximos de absor¢cdao de 190 a 700 nm das solucdes
da curva e obteve-se A_, da alizarina e da azitromicina bem definidos. O A_, maximo de
absorcéao da azitromicina apresentou-se no comprimento de onda 540 nm, valor préximo
encontrado por Kasten (2014), que foi de 536 nm. E importante lembrar que para se
determinar a quantidade de uma substancia, os reagentes ndo podem absorver no mesmo
comprimento de onda da substéncia e os comprimentos maximos de absor¢cado devem ser
constantes (BRASIL, 2010).

Apos verificagdo do comprimento de onda mais adequado para analise da azitromicina
no UV-VIS, fixou-se o comprimento de onda em 540 nm para realizar os testes de radiacao
por UV nas amostras. Obteve-se uma curva com coeficiente de determinacao R?= 0,9954,
conforme Grafico 1.
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Grafico 1 - Curva das concentragdes da azitromicina no comprimento de onda 540 nm pelo método
usando alizarina.

Fonte: Dos autores (2020).

Verificou-se a temperatura das amostras durante os testes, a fim de se avaliar

possiveis influéncias na degradacao. A temperatura variou de 24,5 a 38,8 °C e observou-

se que ndo houve degradacbes em funcéo do aumento da temperatura, provavelmente

devido ao fato de que a azitromicina é estavel em temperaturas até 70 °C (TIMOUMI et

al., 2014).

A partir da curva foi possivel verificar as concentragdes da azitromicina antes e depois
do processo de radiagao UV, e assim, calcular as degradacdes em porcentagem (%) nos
diferentes tempos de radiacédo e temperatura. Tais resultados podem ser visualizados no

Grafico 2.

25,00

20,00 -

15,00 -

10,00 -

5,00

—

0,00

Tempo de radiagédo no UV (min.)

2198
— il =
_,V_
»
10,44
. .__Z/ 271 9.47
7,38
" 604
&
10 20 30 40 50 50

a0

- 38
- 36

34
32

- 30
- 28

26
249
22
20

Média da
degradacdo(s)

—+—Temperatura
1l

Gréfico 2 - Avaliagdo da degradagéo da azitromicina e variagao de temperatura versus tempo de
radiacdo no UV.

Fonte: Dos autores (2020).

Os resultados encontrados variaram de 6 até 22%. A partir da analise estatistica,

observou-se que as médias apresentaram diferencas significativas entre si a 95% de

confianca.

Os valores das degradag¢des encontrados no trabalho foram maiores do que Kim,
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Yamashita e Tanaka (2009) determinaram. Os autores constataram uma reducao de 4 a
7% em concentracdes bem menores (nanogramas), utilizando-se lampadas com maior
poténcia (60 W) e emissao de radiacdo no A 254 nm. Quando De la Cruz et al. (2012)
usaram somente lampada de 25 W, mesma radia¢ao do trabalho proposto, no tempo de 10
minutos verificaram que ndo houve degradacédo da azitromicina. Moreno, Silva e Salgado
(2009), usando a lampada germicida com comprimento de onda de 254 nm conseguiram
degradar apenas 3% da azitromicina. Diante destes resultados, percebe-se dificuldade
da remocéo do farmaco, e que o valor encontrado neste trabalho foi maior do que estao
citados na literatura usando apenas o processo de radiacao UV.

Considerou-se o tempo de 10 minutos a melhor degradacéao, pois mesmo que em 60
minutos tenha se degradado 21,9%, o tempo de radiacao foi 6 vezes maior e a degradacao
nao foi proporcional. Uma melhor eficiéncia pode ser obtida quando combinado com um
ou mais POAs, como por exemplo, a degradagcao UV aliada ao peréxido de hidrogénio.

41 CONCLUSAO

Pode concluir que por meio do tratamento UV com radiacdo em 254 nm, a melhor
condicao de tratamento corresponde ao tempo de 10 minutos, sendo degradado 10,44%
de azitromicina, e que dentro da faixa de temperatura avaliada, ndo houve influéncia
no resultado. Nota-se que os trabalhos publicados apresentaram menores taxas de
degradacao e que o processo UV pode ser combinado com outro tratamento de POAs,
como por exemplo, fenton, peréxido de hidrogénio ou ozénio, a fim de melhorar sua
eficiéncia na degradacao.

O método espectrofotométrico utilizando alizarina se mostrou eficaz no estudo
por apresentar linearidade na curva analitica de calibragcdo (obedecendo a lei Beer) e
os comprimentos de onda maximos bem definidos. No entanto, para identificagcdo dos
subprodutos formados, outras técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) ou espectrofotometria no infravermelho

podem ser utilizadas para complementar esse estudo.
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RESUMO: Acapacidade de absorcao de energia
dos compésitos termoplasticos estruturais é
associada a cinética de degradacéo térmica da
matriz polimérica. O proposto estudo aborda
o desenvolvimento de um modelo analitico
de regressdo mdltipla capaz de prever a
absorcao de energia de impacto de compdésitos
commingled, considerando os parémetros de
processamento, as propriedades da matriz e
a cinética de degradacdo térmica. O modelo
foi desenvolvido com base na resposta do
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compésito de fibra de carbono/poliamida 6 (FC/
PAB) no teste de impacto de baixa velocidade
(LVI). Os limites de degradacao térmica foram
obtidos por meio do método isoconversional de
Friedman e os pardmetros de processamento
pela lei de Darcy. O modelo analitico foi capaz
de prever a absorcéo de energia de impacto do
material em diferentes temperaturas e tempos
de processamento, revelando a superficie de
resposta associada a energia dissipada.
PALAVRAS-CHAVE: Compoésito commingled,
cinética de degradacao, modelo de regressao
multipla, teste de impacto.

DEVELOPMENT OF AN ANALYTICAL
MODEL FOR PREDICTING THE IMPACT
ENERGY ABSORPTION CAPABILITY
OF COMMINGLED THERMOPLASTIC
COMPOSITES REINFORCED WITH CARBON
FIBER
ABSTRACT: The energy absorption capability
of comminlged composites is associated with the
matrix thermal degradation kinetics. A multiple
regression model was developed to predict the

impact energy absorption. The analytical model

considered processing parameters, matrix

properties and thermal degradation kinetics as
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input variables. Furthermore, the model has been developed based on the carbon fiber/
polyamide 6 commingled composite response on the low velocity impact test. Furthermore,
the thermal degradation limits have been provided by the Friedman’s isoconversional method
and the processing parameters by the Darcy’s law. The analytical model was able to predict
the commingled composite impact energy absorption in different temperatures and processing
times revealing the response surface associated with the dissipated energy.

KEYWORDS: commingled composites, thermal degradation kinetics, multiple regression
model, low velocity impact test

11 INTRODUCAO

Aconsolidacao de compoésitos termoplasticos do tipo commingled envolve um conjunto
de parametros de processamento que, combinados as propriedades térmicas da matriz,
afetam diretamente a capacidade de absor¢cédo de energia da estrutura em um evento de
impacto!'l. Compreender o desempenho do material em absorver energia associado ao
nivel de degradacdo termo-oxidativa da matriz termoplastica durante a consolidagao €
um desafio complexo que requer o desenvolvimento de métodos e modelos, de modo a
otimizar o processamento do compdsito.

Aresisténcia a colisdo, do inglés crashworthiness, lida com a seguranca humana em
um eventual acidente automotivo e relaciona-se com melhorias na absor¢cédo de energia
dos materiais compositos?. Essa capacidade avalia a absorcao de energia por meio de
mecanismos e modos de falha controlados®?, que permitem a manutencgéo gradual no perfil
de carga durante a absorcao®’l. O interesse no uso de materiais compdsitos estruturais
em componentes para a industria automobilistica esta aumentando consideravelmente
nos Ultimos anos, motivado pela fabricacdo de veiculos hibridos e elétricos®®, os quais
requerem reducao de peso.

A complexidade dos mecanismos de falha que ocorrem no material compdsito
dificulta sua caracterizacdo e a previsdao de seu comportamento em uma eventual
colisdo. Materiais compoésitos avancados usados em estruturas de veiculos devem ser
capazes de fornecer altos niveis de seguranga contra acidentes, para que o0s requisitos de
certificacao de falhas sejam atendidos!'®'"!. Portanto, entender os mecanismos de fratura
e o comportamento de um material compésito em um evento de impacto ['2'3 torna-se um
importante campo de estudol'4,

O objetivo deste trabalho é avaliar o potencial de absorcao de energia do material
compdsito commingled em funcéo dos parametros de processamento, das propriedades
da matriz e da cinética de degradacao térmica. Finalmente, um modelo de regressao
multipla foi desenvolvido considerando a energia absorvida no teste de impacto de baixa
velocidade.
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

As fibras de carbono utilizadas na tecelagem foram fornecidas pela empresa Toho-
Tenax® e possuem a especificagdo técnica HTS40 T300 12k. A poliamida 6 foi fornecida
pela empresa Concordia Manufacturing, em forma de fibra (Concordia Nylon 6 - 900/72),
para permitir a tecelagem do tecido conjugado, o commingled. Por fim, o tecido commingled
FC/PA6 usado neste estudo foi fabricado e fornecido pela empresa Texiglass Ltda.

2.2 Metodologia

O processamento por consolidagdo sob pressao foi realizado por meio da prensa
hidraulica Solab SL-12/150 conforme revelada na Figura 1. Para tanto, os compdésitos
de 5 camadas [0/90]° foram fabricados com diferentes ciclos de processamento, em
temperatura de patamar de 240°C, 250°C, 260°C, 270°C e 280°C, considerando 20 min
de tempo de imerséo, calculado por meio de equagao de Darcy ' (Equagéo 1).

L (1)
Mmp T 2KP

Em quet € o tempo de impregnacéo, Dp € o comprimento de impregnacéao, K é o
coeficiente de permeabilidade das fibras de reforgo, n é a viscosidade do polimero e P é
a pressao aplicada.

Fig. 1 — Sistemas utilizados no processamento do compdsito FC/PA6. (A) Molde metélico plano
retificado. (B) Dispositivo montado na prensa hidraulica.

O teste de impacto por queda livre de peso (drop-weight impact test) foi realizado
de acordo com o método de teste padrao contido na norma ASTM D7136/D7136M. As
amostras de 3mm de espessura foram usinadas com 152,4 mm de comprimento e 101,6
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mm de largura. O equipamento Dynatup 9200 é um dispositivo de impacto que possui
uma torre com mecanismo de guia de coluna dupla, no qual um puncao é liberado de uma
determinada altura e, em queda livre, choca-se com a amostra ao final do trajeto. O teste
foi realizado com puncao esférico de 15,8mm de medida padréo e 0,45 kg de massa. A
altura de queda livre (h=589 mm) foi calculada de acordo com as especificacbes contidas
na norma, a qual considera uma energia de impacto de 28,81J para esse tipo de material.

O modelo cinético isoconversional de Friedman foi escolhido para determinar os
parametros cinéticos da reacdo de degradacado, pois é o método mais comum para
polimeros e fornece uma maneira direta de avaliar a energia de ativacéo efetiva em funcéo
da extensao da reacdo. O comportamento de degradacdo da matriz de PA foi estudado e
caracterizado por analise termogravimétrica (TGA), realizada em um equipamento Mettler
Toledo AE 240 TG. Acinética de degradacé&o em polimeros pode ser descrita pela Equagao
2, em que a representa o grau de degradacao, té o tempo, k(T) € a constante dependente
de temperatura (7) e f(a) € o modelo de reacéao.

da
=7 = k(Df (@) (2)

Para tanto, amostras de aproximadamente 10 mg de PA foram submetidas a ciclos
de aquecimento de 0°C a 600°C em trés diferentes taxas de aquecimento (5, 10 e 15°C/
min) em atmosfera oxidante (ar ambiente).

Por fim, o modelo de regressdo multipla foi desenvolvido por meio do software
Rstudio® pelo método de selecéo de variaveis do tipo stepwise e pela determinacédo da
escolha do modelo pelo critério de Akaike.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Considerando que o objetivo do estudo de degradacao apresentado € sugerir um
ciclo térmico que assegure as propriedades finais do material, o limite de tolerancia a
degradacado foi estabelecido como 5% e a previsao foi feita nesse grau, conforme
apresentado na Figura 2, como consequéncia da aplicacédo do método isoconversional de
Friedman.
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Tempo (min)

Fig. 2 — Previséo de tempo em funcdo da temperatura para 5% de grau de degradac¢do da matriz de
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A interpretacdo do grafico sugere que o compoésito FC/PA6 pode ser processado a

partir de 220°C (temperatura de fusao aproximada para a matriz PA) a 350°C (temperatura

de degradagdo aproximada para a matriz) sem atingir mais de 5% de degradacéo se o

tempo de processamento esta sob os limites da curva.
Os resultados do ensaio de impacto por queda livre de peso estao revelados na

Figura 3. O grafico representa a energia absorvida em funcéo da deflexdo do material,

causado pelo contato do pun¢cdo em queda livre sob a superficie da amostra.
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Fig. 3 — Energia dissipada versus deslocamento
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O compésito commingled FC/PA6 apresentou reducdo na capacidade de absorver
energia de impacto apds a temperatura de 260°C em decorréncia do efeito de degradacao
térmica da matriz.

A energia absorvida em um evento de impacto pode ser definida por meio da
Equacéao 3, que considera o efeito da degradacéo térmica durante o aquecimento e das

propriedades do material composito:

AEI = By + By (ﬁ) P2 (%)

Ag

(3)

Em que, AEI é a absorcéo de energia de impacto e B os coeficientes da regressao.
Os termos da Equacéao 3 foram definidos pela lei de Darcy e pela cinética de degradacao

térmica da PAG.
A Figura 4 revela a superficie de resposta gerada pelo modelo desenvolvido.
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Fig. 4 — Absorcéo de energia determinada pelo ensaio de impacto.

41 CONCLUSOES

A degradacéo termo-oxidativa da matriz polimérica afeta a capacidade de absorgao
de energia do compdsito termoplastico quando a temperatura de processamento excede
os limites previstos no estudo de degradacgéao.

A superficie de resposta gerada pelo modelo de regressao multipla foi capaz de indicar
a dissipacéo de energia do impacto em baixa velocidade, considerando parédmetros de
processamento, propriedades e cinética de degradacao da matriz. A principal descoberta
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deste trabalho esta relacionada ao uso de um método de cinética de degradagao térmica,
as propriedades da matriz e aos parametros de processamento para criar uma alternativa
para indicar a capacidade do material compdésito em absorver energia e aumentar a
capacidade de coliséo.
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RESUMO: A mandioca (Manihot esculenta
Crantz) é muito apreciada no Brasil e gera
grandes quantidades de empregos e beneficios
para localidades onde ndo ha uma diversificagéo
ou disposicao de alimentos ocasionada pelos
indices de pobreza. Sendo a base alimentar e
fornecedora de uma elevada porcentagem de
amido e outros nutrientes para uma extensa
parte da regido norte e nordeste do pais. A
mandioca apresenta inversamente a este
panorama promissor, nao sendo amplamente
estudada e os artigos cientificos estao se
tornando ultrapassados. O presente artigo
ndao vem com intencdo de refutar qualquer
pesquisa anterior, mas sim para pontuar fatores
e reforcar empecilhos que alterem resultados
na classificacdo do produto, sabendo que
a mandioca tem um potencial cianogénico
que pode trazer risco a saude e sua ingestao
pode causar intoxicacdo. E muito relevante
atualizacbes e novas percepgdes sobre o
assunto. Este glicosideo tem uma absorcao
rapida no organismo, os sintomas principais
sao dispneia, mucosas ciandéticas, tremores
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musculares, perda de sentidos, sialorreia e nistagmo. Foram selecionadas 5 variedades,
onde foram encontrados aspectos que podem modificar conclusdes na analise laboratorial
desde o preparo da amostra, armazenamento, e determinacdo do gradiente de cor para
espectrofotometria. Estas observacdes podem representar um importante avanco em relagdo
a prevencgao de erros laboratoriais em avaliagdes do teor de cianeto em mandioca.
PALAVRAS-CHAVE: compostos cianogénicos, Manihot esculenta, variedades.

QUANTITATIVE ANALYSIS OF CYANIDE IN CASSAVA

ABSTRACT: Cassava (Manihot esculenta Crantz) is highly appreciated in Brazil and generates
large amounts of jobs and benefits for locations where there is no diversification or provision
of food caused by poverty rates. Being the food base and providing a high percentage of
starch and other nutrients for an extensive part of the north and northeast of the country.
Cassava inversely presents this promising scenario, not being widely studied and scientific
articles are becoming outdated. This article does not come with the intention of refuting any
previous research, but rather to point out factors and reinforce obstacles that alter results in
the classification of the product, knowing that cassava has a cyanogenic potential, which can
bring health risk and its ingestion can cause intoxication. Updates and new insights on the
subject are very relevant. This glycoside has a fast absorption in the body, the main symptoms
are dyspnea, cyanotic mucous membranes, muscle tremors, loss of sensation, sialorrhea
and nystagmus. Five varieties were selected, where aspects were found that can modify
conclusions in the laboratory analysis from sample preparation, storage, and determination
of the color gradient for spectrophotometry. These observations may represent an important
advance in relation to the prevention of laboratory errors in assessments of cyanide content
in cassava.

KEYWORDS: cyanogenic compounds, Manihot esculenta, varieties.

11 INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) se adapta com facilidade a solos pobres
em nutrientes bem como sua facil propagacéo, proporcionando a muitos agricultores
familiares, principalmente em paises pobres da Africa e no caso do Brasil, nas regibes
Norte e Nordeste, utilizarem ela como fonte de renda. A raiz da mandioca apresenta alto
conteudo de amido, cerca de 80% de sua massa seca, e por isso é vastamente usada
na alimentacdo humana, sendo cozida, frita ou processada de outras numerosas formas
(LANCASTER et al., 1982). Conceicao (1983) relata que idealmente a raiz de mandioca
apresente pelo menos 30% de amido, sendo importante, principalmente, naquelas
variedades destinadas a industrializacéo. Essa espécie é cultivada para fins comerciais
em todas as regides do Brasil, sendo as regidoes Norte e Nordeste de maiores producdes
(IBGE, 2017). Atualmente o estado do Para é o maior produtor brasileiro de mandioca do
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Brasil, sendo responsavel por cerca de 20% da produc¢édo nacional (IBGE, 2017).

Segundo (MONTAGNAC et al., 2009) a mandioca possui como caracteristica marcante
a presenca de compostos cianogénios glicosideos especificos, tais como a linamarina e a
lotaustralina na proporcéo de percentual (95% e 5%, respectivamente). Outras espécies
economicamente importantes, tais como sorgo, ameixa, bambu e seringueira, também
apresentam diferentes quantidades de acido cianidrico (HCN) (HAQUE; BRADBURY,
2002). Porém, a mandioca é considerada a espécie cianogénica de maior importancia no
Brasil (AMORIM et al., 2006). A sintese desses compostos cianogénicos ocorrem na folha
e 0 seu armazenamento nas raizes (BAINBRIDGE et al., 1998).

De acordo com os teores de cianeto total na polpa da raiz fresca, a mandioca é
classificada em trés categorias: inofensiva (mandioca mansa ou macaxeira) (< 50 mg
kg-1), razoavelmente venenosa (50 < 100 mg kg-1) e perigosamente venenosa (mandioca
brava) (> 100 mg kg?) (CHISTE et al., 2010; COHEN et al., 2007). Cabe ressaltar que
os teores podem variar em funcéo de cultivares e das partes da planta, e apresentar
alteracbes de acordo com o ambiente, idade da planta e praticas culturais (LORENZI
et al., 1993; ERNESTO et al., 2002; SILVA et al., 2004; VALLE et al., 2004; CARDOSO
JUNIOR et al., 2005; MEZETTE et al., 2009). A sintese destes compostos envolve
aminoacidos, e ha evidéncias de que o metabolismo do nitrogénio esta relacionado ao
teor de acido cianidrico nas plantas de mandioca (SOLOMONSON; BARBER, 1990).
Vetter (2000), propde que a maior disponibilidade de nitrogénio no solo favorece a
sintese de glicosideos cianogénicos nesta espécie. Temperatura e aspectos nutricionais,
principalmente variagcdes dos teores de nitrogénio, sdo os mais importantes fatores que
atuam sobre os niveis destes glicosideos ou HCN (VETTER, 2000). O nitrogénio é um
importante componente das células dos vegetais, compondo sua estrutura e funcoées
metaboélicas essenciais. Esse nutriente esta diretamente envolvido no crescimento, no
metabolismo intermediario e no metabolismo energético de células vivas (HAK; NATR,
1987). Também é componente basico da proteina, da clorofila, das enzimas, dos horménios
e das vitaminas. E um elemento constituinte dos glicosideos cianogénicos que produzem
acido cianidrico (CLARKSON; HANSON, 1980). Entretanto novamente, mas entre outro
plano de pesquisa agora, Elias et al. (1997) descreve em seus estudos que o teor de HCN
esta intrinsecamente ligado as caracteristicas genéticas da planta.

Borges et al. (2002), afirma que a identificacdo de variedades de mandioca com
baixos teores de cianeto na polpa crua das raizes € necessaria para aumentar a segurancga
alimentar e diminuir os riscos de intoxicagdo dos consumidores. No entanto, na pratica,
a separacao entre mandioca mansa e brava é feita pela degustacdo da polpa crua das
raizes. Em geral, as bravas sdo amargas e as mansas, doces. Porém, esse método
€ subjetivo e a correlacdo ndo é exata, o que limita muito o uso dessa classificacéo
(LORENZI et al., 1993). A pouca disponibilidade de alimentacéo variada juntamente com a
grande producao e consumo de mandioca em regides pobres acaba aumentando o indice
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de envenenamento humano por cianeto, nessas regides (CEREDA, 2003). O consumo
em excesso de alimento ricos em cianeto, aumenta a incidéncia de doeng¢as como o bécio
(SIRITUNGA; SAYRE, 2004) e, em casos mais graves, de um tipo de neuropatia, conhecida
como Konzo, que pode levar a obito (SREEJA et al., 2003). O limite de tolerancia de acido
cianidrico absorvido por inalagdo, para o ser humano, estabelecido pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) é de 10 mg kg' (CEREDA; VILPOUX, 2003). Vale ressaltar
que niveis elevados de 4cido cianidrico sdo encontrados em locais especificos da planta
fresca: limbos foliares (1.140 mg kg'), peciolos (1100 mg kg') e no caule (900 mg kg™).
Ja nas raizes os teores variam entre 9 e 660 mg kg (SILVA et al., 2004; VALLE et al.,
2004). E importante destacar ainda que os teores podem variar em funcéo da cultivares
e apresentar alteracdes de acordo com o0 ambiente, idade da planta e praticas culturais
(LORENZI et al., 1993; ERNESTO et al., 2002; SILVA et al., 2004; VALLE et al., 2004;
CARDOSO JUNIOR et al., 2005; MEZZETTE et al., 2009).

Nos produtos processados, como nas farinhas branca e d’agua, o teor de HCN néo
ultrapassa 6 mg kg (CHISTE et al., 2010), enquanto a farinha da folha contém teores entre
123,8 e 350,2 mg kg (WOBETO et al., 2004). Entretanto, alguns estudos indicam que o
processamento industrial normalmente utilizado nao remove todo o cianeto presente nas
raizes da mandioca, apresentando, ainda, de acordo com o método utilizado nos diferentes
produtos, conteudo final equivalente de 2 a 88 mg kg de HCN (YEOH; SUN, 2001). No
trabalho de Chisté et al. (2005) é possivel verificar que o processo de fabricagcdo da
farinha reduz o teor de HCN a um nivel muito baixo. A fermentacéo, prensagem, lavagem
e calor (acima de 180°C) sao utilizados com sucesso na desintoxicacdo da mandioca
(LORENZI, 2003). Sendo soluveis em agua, a maior parte dos glicosideos capazes de
gerar HCN, como a linamarina e lotaustralina, séo removidos durante o processamento,
entretanto, dependendo do tipo de processamento podem permanecer residuos destes
compostos téxicos.

Uma vez que a mandioca apresenta lugar de destaque na culinaria paraense,
muitos alimentos utilizam ela direta ou indiretamente, porém, existem poucos trabalhos
na literatura avaliando os teores de cianeto em mandioca. E importante destacar que a
determinacgdo do teor de cianeto na mandioca in natura é extremamente importante para
a sua destinacéo, a qual pode ser para a mesa ou para a industria. Nesse contexto, o
presente trabalho teve por objetivo avaliar os teores de cianeto ndo glicosidico e livre, a
fim de tentar diferenciar amostras de macaxeira e mandioca de 5 variedades: Amarelinha,
Agua morna, Manteiguinha, Piraiba, Pinafe.
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Coleta da amostra

A amostra de mandioca foi obtida na comunidade de Boa Esperanca (02°71°64’S
e 54°50'79°0), em Santarém - Para. Coletada no dia 28 de setembro de 2017, de trés a
qguatro plantas de mandioca, as raizes foram separadas em uma subamostra de cinco a
seis raizes representativas da média do lote, e levadas para andlise no Laboratério de
Solos da Universidade Federal do Oeste do Para, onde foram extraidas e analisadas.

2.2 Preparo das amostras

Foram coletadas de trés a quatro raizes por variedade. Posteriormente, foram
lavadas e picadas em toletes para facilitar o descascamento. Para diminuir a quantidade de
amostra a ser processada na analise, as raizes foram divididas no comprimento ao meio e,
posteriormente, ao quarto. Apés, usou-se 200 mL de meio de extracdo gelado, em proveta
e transferiu-se aproximadamente 150 mL para o liquidificador, colocando juntamente
com o meio de extracdo cerca de 60 gramas dos cubos picados. A homogeneizacao
no liquidificador durou cerca de 3 minutos, sendo que ha 1 minuto de repouso entre a
homogeneizacdo. Em seguida, ocorreu a filtracdo do conteaddo homogeneizado utilizando-
se um funil de Buchner (com o diametro dos furos internos de 1 mm), contendo papel de
filtro GF/A. Por fim, armazenou-se aproximadamente 50 ml do conteudo filtrado em tubos
falcons. Os extratos foram congelados e identificados (OLIVEIRA, 2010).

2.3 Determinacao do cianeto nao glicosidico

Para usar o método de determinacado de cianeto nédo glicosidico, foram separados
dois tubos de ensaio para o “branco da amostra” e tubos de ensaio em numero igual a
guantidade de extratos (analise em triplicata). Apos isso, adicionou-se 0,4 mL do tampao
fosfato pH 6,0 em todos os tubos, inclusive no “branco da amostra”. E também adicionou-
se, no tubo “branco da amostra” 0,1 mL do meio de extracdo. Em seguida, complementou-
se nos tubos das amostras, 0,1 mL de seus respectivos extratos (usando extratos sem
diluicdo e posteriormente acrescentando 0,6 mL de solugdo NaOH 0,2 M em todos os
tubos, inclusive no “branco da amostra”, homogeneizado e posteriormente aguardou-
se cinco minutos em temperatura ambiente. Passado esse tempo, inseriu-se 2,9 mL de
solugcao tampéo 0,1 M (pH 6,0) em todos os tubos. Feito isso, foi colocado 0,1 mL de
cloramina T em todos os tubos e os mesmos foram homogeneizados e aguardaram por
cinco minutos em repouso. Por conseguinte, adicionou-se 0,6 mL do reagente isonicotinato
1,3-dimetilbarbiturato. Por fim, os tubos foram homogeneizados e ficaram em repouso
por 10 minutos para posterior leitura de absorvancia em espectrofotémetro (Model Nova
3300UV) a 605 nm. (OLIVEIRA, 2010).
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AMOSTRA

Extrato guardado na geladeira

BRANCO AMOSTRA
0,4 mL de tampao fosfato pH 6,0 0,1 0,4 mL de tamp&ao fosfato pH 6,0 0,1
mL de meio de extragcao mL de extrato 1

Figura 1. Preparo do extrato para determinagéo do cianeto n&o glicosidico

Branco Geral Amostra

Solugao NaOH 0,2 M (mL)
Aguardar cinco minutos

Solucao tampéo fosfato 0,1 M pH 6,0 (mL) 2,9 2,9

Solugéo cloramina T (mL)
Aguardar cinco minutos

Isonicotinato/dimetilbarbiturato (mL)
Aguardar 10 minutos

Ler absorbancia em 605 nm

0,6 0,6

0,1 0,1

0,6 0,6

Tabela 1. Preparo dos tubos para determinacao do cianeto nédo glicosidico.
2.4 Determinacao do cianeto livre

Primeiramente, separou-se dois tubos de ensaio para o “branco da amostra” e tubos
de ensaio em numero igual a quantidade de extratos (analise em triplicata). Acrescentou-
se 3,4 mL do tampéao fosfato pH 6,0 em todos os tubos, inclusive no “branco da amostra”.
Complementou-se no tubo “branco da amostra”, 0,6 mL do meio de extracéo. Depois foram
colocados nos tubos das amostras, 0,6 mL de seus respectivos extratos. Adicionou-se 0,1
mL de cloramina T em todos os tubos. Por conseguinte, adicionou-se 0,6 mL do reagente
isonicotinato 1,3-dimetilbarbiturato. Por fim, os tubos foram homogeneizados e ficaram
em repouso por 10 minutos para posterior leitura de absorvancia em espectrofotometro
(Model Nova 3300UV) a 605 nm. (OLIVEIRA, 2010).
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AMOSTRA

Extrato guardado na geladeira

BRANCO AMOSTRA
3,4 mL de tampé&o fosfato pH 6,0 0,6 3,4 mL de tampéao fosfato pH 6,0 0,6
mL de meio de extragao mL de extrato

Figura 2. Preparo do extrato para determinacdo do cianeto livre.

BRANCO GERAL Amostra
Solucéo cloramina T (mL) 0.1 0.1
Aguardar cinco minutos ’ ’
Isonicotinato/dimetilbarbiturato (mL) 0.6 06

Aguardar 10 minutos
Ler absorvancia em 605 nm

Tabela 2. Preparo dos tubos para determinacéo do cianeto livre.

3| RESULTADOS

A amostra foi colhida com uma idade aproximadamente de 10 a 12 meses, que seria
um fator que reduziria o potencial cianogénico. Segundo Fialho et al. (2002) as condi¢ées
ambientais, o estado fisiologico da planta e os métodos de cultivos empregados; bem como
a idade de colheita e as condi¢des edafoclimaticas estdo associados ao teor de cianeto.
Ent&do, recomenda-se que a coleta do material ocorra geralmente entre 7 e 10 meses e seja
beneficiado ou analisado no maximo 24 horas apos a colheita (EMBRATER,1979). A partir
das analises observadas na tabela 1 foram encontrados indices elevados no teor de cianeto
livre e ndo glicosidico. Tornando-a inviavel para consumo in natura pois nao esta dentro
dos limites estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude. Em contrapartida como a
mandioca é ingerida, tem-se proposto uma classificacdo mais tolerante e consideram-se
mansas as variedades que apresentam até 100 mg de HCN por kg de polpa de raiz fresca.
Ja aquelas com concentragcdes acima de 100 mg de HCN por kg de polpa de raiz fresca
sdao denominadas bravas, improprias para o consumo in natura, sendo indicadas para a
industria, onde durante o processamento sua toxicidade é bastante reduzida (BORGES
et al., 2002).

A amostra “A” apresentou alto potencial cianogénico, onde foram feitas duas analises
em intervalo para comprovar de fato o teor de HCN e se possivel identificar erros que a
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literatura propde quando o experimento for feito em outras situagdes.

Um fator essencialmente importante é a aplicacéo do reagente de cor a amostra para
revelar o gradiente de cores e ser dirigido ao espectrofotometro para leitura de absorbéancia.
Porém, ha a probabilidades do composto (cloramina T) perder suas propriedades por ser
termossensivel (SWEETMAN, 2006). Pois a acéo de colocar o composto armazenado em
baixas temperaturas e apds transferir para temperatura ambiente rapidamente resultou
com que a amostra “A” evidenciasse maiores quantidades de 4cido cianidrico. Aconselha-
se que o composto seja colocado em embalagens bem fechadas, além de proteger
totalmente de luminosidade pois ele € fotossensivel e que seja locado em aparelho onde
mantenha a temperatura constante. estes parametros ndo devem ser quebrados até o
momento em que sera feita a andlise. Caso nao seja feito isso ocorrera a degradacéao
fotocatalitica das moléculas organicas presentes no composto.

Logo apés, foi feita uma leitura no intervalo de 7 dias, para verificar como o cianeto
mantem-se depois de seu armazenamento. Chegamos a conclusdo que o potencial
cianogénico foi reduzido. Sendo que depois na extracao das analises apenas de cianeto
livre ndo foi possivel diferenciar as macaxeiras da mandioca. Portanto o aconselhavel é
que deve-se fazer a colheita, extracdo e analise no mesmo dia.

Apébs coleta, as amostras de mandioca foram extraidas e os teores de cianeto
nao glicosidico e livre foram avaliados em menos de 24 horas apés a coleta, sendo os

resultados mostrados na tabela 3.

Amostras Cianeto nao glicosidico (ug g) Cianeto Livre (ug g™)
A 8,98 + 2,20% 10,86 + 1,90%
B 7,39 + 3,50% 9,89 +1,32%
Cc 7,70 £3,30 % 7,567 £3,77%
D 7,30 + 3,78% 9,22 + 0,50%
E 33,24 +2,00% 33,36 + 3,09%

Tabela 3. Teores de Cianeto nao glicosidico e livre nas amostras analisadas (média + desvio padrao)

Para utilizar o desvio padréo, as leituras e extracbes foram feitas 3 vezes, e
analisadas no intervalo de uma semana, e foram induzidas ao armazenamento no freezer
para identificar se haveria mudancas no resultado final, conforme demonstra a Tabela
4. Posteriormente a nova analise apresentou maiores quantidades de cianeto livre em
algumas variedades, ou seja, resultados erréneos. Isto pode ser explicado pelo processo
que ocorre na decomposicao da linamarinase, pois devido ao choque mecanico que
ocorreu ao colocar a amostra no liquidificador estaria liberando cianeto livre e aglomerando
em grandes propor¢des. Segundo CEREDA e VILPOUX 2003; MONTAGNAC et al., 2009
quando a estrutura celular que compde as raizes ou outras partes da planta em que
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ha presenca de cianeto se rompem, a enzima linamarase, que esta alocada na parede
celular, estimula a hidrélise dos glicosideos cianogenicos, gerando entdo a glicose e
cianidra correspondente. Por fim a cianidrinina decompdem-se naturalmente ou por meio

da enzima a-hidroxinitrila liase, o processo pode ser visto na figura 3.

Amostras Cianeto nao glicosidico (ug g) Cianeto Livre (ug g”)
A 8,75 +0,65% 10,86 + 1,24%
B 6,48 + 4,30% 5,88 + 5,24%
Cc 12,83 +0,10% 17,31 £2,35 %
D 8,40 +2,45% 7,35+ 3,35%
E 9,75 £1,45% 9,85+ 1,45%

Tabela 4. Teores de Cianeto nao glicosidico e livre nas amostras analisadas (média + desvio padrao)

(a) CH.OH OXZ\' CH,OH
0 0. OH N

OH + H:0 Linamarase OH + H CH;

OH (f-glicosidase) OH CH,
OH OH
Linamarina Glicose Cianidrina
® CN 0
H CH; Hidroxinitrila liase o HCN + )_k
CH, Espontinea em pH =4 e T = 30°C
Ciamidrina Propanona

Figura 3. Acdo das enzimas responsaveis pela liberagéo do cianeto (MONTAGNAC et al., 2009).

41 CONSIDERACOES FINAIS

E recomendado escolher uma planta saudavel e que seja diagnosticada sem prejuizos
na sua estruturafisica, para efetuar a coleta do material deve-se atentar que a amostra nao
sofra danos, pois 0 ato de amassar ou quebrar antes de ser armazenado pode influenciar
em uma cadeia de liberagdo cianogénica, outra situacdo agravante &€ de conservar o
material em depoésitos totalmente fechados sem ventilagcdo ou sacolas pois as bactérias
se reproduzem com maior facilidade entre 15°C e 70°C e hd um aumento significativo de
cianeto de hidrogénio (HAZELWOOD; MCLEAN. 1994). Ou seja, a temperatura ambiente
e as temperaturas dos alimentos frios ou mornos sao ideais para que elas se multipliquem.
Qualquer vetor que entre em contato com a amostra sem procedimento de preparo ou
armazenamento adequado pode alterar consideravelmente o resultado, ocasionado pelo
deterioramento organico (ORNELLAS, 1995).

As analises de cianeto livre e ndo glicosidico ndo séo suficientes para diferenciar
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uma mandioca de uma macaxeira, pois a macaxeira apresentou no experimento posterior
muito mais cianeto livre que as demais amostras. E necessario também fazer muito mais
leituras para uma melhor resolucao.

E os baixos teores de cianeto livre deve-se provavelmente a mandioca colhidas em
10 a 12 meses, mudando assim seu resultado e diminuindo seu potencial cianogénico.

Foi detectado que as amostras devem ser colhidas e analisadas no periodo maximo
de oito de horas para que nédo seja perdido quantidades significativas de cianeto no
armazenamento.

Amostras estocadas a muito tempo tendem a apresentar maiores indices de cianeto
livres e néo glicosidicos em sua composi¢cdo, provavelmente pelo armazenamento

inadequado.
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