A Quimica nas Areas
Natural, Tecnologica
e Sustentavel

Frica de Melo Azevedo
(Organizadora)

[Atena

Ano 2020



A Quimica nas Areas
Natural, Tecnhologica
e Sustentavel

Frica de Melo Azevedo
(Organizadora)

[Atena

Ano 2020



%)
§

]
N
N
)
Q
Y,
)
]
N
N
3
Q
%)
3
§

/éncias

C

Editora Chefe
Prof® Dr* Antonella Carvalho de Oliveira
Assistentes Editoriais
Natalia Oliveira
Bruno Oliveira
Flavia Roberta Bardo
Bibliotecario
Mauricio Amormino Junior
Projeto Gréfico e Diagramagao
Natalia Sandrini de Azevedo
Camila Alves de Cremo
Karine de Lima Wisniewski
Luiza Alves Batista
Maria Alice Pinheiro
Imagens da Capa 2020 by Atena Editora
Shutterstock  Copyright © Atena Editora
Edicdo de Arte  Copyright do Texto © 2020 Os autores
Luiza Alves Batista  Copyright da Edicao © 2020 Atena Editora
Revisdo Direitos para esta edicdo cedidos a Atena
Os Autores Editora pelos autores.

@ ® Todo o conteldo deste livro esta licenciado sob uma Licenca de
= Atribuicao Creative Commons. Atribuicao 4.0 Internacional (CC BY 4.0).

O contelido dos artigos e seus dados em sua forma, correcédo e confiabilidade sdo de
responsabilidade exclusiva dos autores, inclusive nao representam necessariamente a posicao
oficial da Atena Editora. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam
atribuidos créditos aos autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou
utiliza-la para fins comerciais.

A Atena Editora nao se responsabiliza por eventuais mudancas ocorridas nos enderecos
convencionais ou eletronicos citados nesta obra.

Todos os manuscritos foram previamente submetidos a avaliacdo cega pelos pares, membros
do Conselho Editorial desta Editora, tendo sido aprovados para a publicacao.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e Tecnologia do
Parana

Prof. Dr. Américo Junior Nunes da Silva - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

Prof. Dr. Antonio Gasparetto Junior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia

Q\tena

Editora

Ano 2020



%)
IS

<
c
)
Q
Ay
QO
N
N
\
3
(b}
(%)
R
N

/éncias

C

Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof® Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof. Dr. Daniel Richard Sant’Ana - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Rondénia

Prof® Dr? Dilma Antunes Silva - Universidade Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Elson Ferreira Costa - Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Gustavo Henrique Cepolini Ferreira - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr? lvone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Jadson Correia de Oliveira - Universidade Catélica do Salvador

Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Lina Maria Goncalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Luis Ricardo Fernandes da Costa - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr* Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Pontificia Universidade Catélica de Campinas
Prof® Dr® Maria Luzia da Silva Santana - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof® Dr* Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Urandi Jodo Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof* Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof® Dr® Carla Cristina Bauermann Brasil - Universidade Federal de Santa Maria
Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias

Prof. Dr. Cleberton Correia Santos - Universidade Federal da Grande Dourados
Prof? Dr® Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana

Prof? Dr? Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazdnia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof® Dr® Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof. Dr. Jael Soares Batista - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Julio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof? Dr? Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vigosa

Prof® Dr® Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

Q\tena

Editora

Ano 2020



%)
IS

<
c
)
Q
Ay
QO
N
N
\
3
(b}
(%)
R
N

/éncias

C

Ciéncias Biologicas e da Salide

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr* Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves -Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr* Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr® Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia
Afro-Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia

Prof® Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Ronddnia

Prof® Dr® lara Lacia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof? Dr* Magnélia de Aradjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia
Prof® Dr* Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr* Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande
Dourados

Prof? Dr? Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof® Dr* Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof® Dr® Vanessa Lima Goncgalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof. Dr. Alexandre Leite dos Santos Silva - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof? Dr* Carmen Lucia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof? Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr? Luciana do Nascimento Mendes - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia
do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Marques - Universidade Estadual de Maringa

Q\tena

Editora

Ano 2020



%)
IS

<
c
)
Q
Ay
QO
N
N
\
3
(b}
(%)
R
N

/éncias

C

Prof® Dr® Neiva Maria de Aimeida - Universidade Federal da Paraiba
Prof® Dr? Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte
Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista

Linguistica, Letras e Artes

Prof? Dr? Adriana Demite Stephani - Universidade Federal do Tocantins

Prof? Dr® Angeli Rose do Nascimento - Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro

Prof® Dr? Carolina Fernandes da Silva Mandaji - Universidade Tecnolégica Federal do Parana
Prof® Dr® Denise Rocha - Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Fabiano Tadeu Grazioli - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
Missoes

Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof? Dr® Keyla Christina Almeida Portela - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia
do Parana

Prof® Dr* Miranilde Oliveira Neves - Instituto de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Para

Prof? Dr® Sandra Regina Gardacho Pietrobon - Universidade Estadual do Centro-Oeste

Prof? Dr? Sheila Marta Carregosa Rocha - Universidade do Estado da Bahia

Conselho Técnico Cientifico

Prof. Me. Abraao Carvalho Nogueira - Universidade Federal do Espirito Santo

Prof. Me. Adalberto Zorzo - Centro Estadual de Educagao Tecnolédgica Paula Souza
Prof. Me. Adalto Moreira Braz - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Adaylson Wagner Sousa de Vasconcelos - Ordem dos Advogados do Brasil/Seccional
Paraiba

Prof. Dr. Adilson Tadeu Basquerote Silva - Universidade para o Desenvolvimento do Alto Vale
do Itajai

Prof. Me. Alexsandro Teixeira Ribeiro - Centro Universitario Internacional

Prof. Me. André Flavio Gongalves Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof® Ma. Anne Karynne da Silva Barbosa - Universidade Federal do Maranhao

Prof? Dr® Andreza Lopes - Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento Académico

Prof? Dr* Andrezza Miguel da Silva - Faculdade da Amazonia

Prof. Dr. Antonio Hot Pereira de Faria - Policia Militar de Minas Gerais

Prof. Me. Armando Dias Duarte - Universidade Federal de Pernambuco

Prof? Ma. Bianca Camargo Martins - UniCesumar

Prof? Ma. Carolina Shimomura Nanya - Universidade Federal de Sao Carlos

Prof. Me. Carlos Antdnio dos Santos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Ma. Claudia de Aratjo Marques - Faculdade de Musica do Espirito Santo

Prof® Dr® Claudia Tais Siqueira Cagliari - Centro Universitario Dindmica das Cataratas
Prof. Me. Clécio Danilo Dias da Silva - Universidade Federal do Rio Grande do Norte
Prof. Me. Daniel da Silva Miranda - Universidade Federal do Para

Prof® Ma. Daniela da Silva Rodrigues - Universidade de Brasilia

Prof® Ma. Daniela Remido de Macedo - Universidade de Lisboa

Prof* Ma. Dayane de Melo Barros - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Me. Douglas Santos Mezacas - Universidade Estadual de Goias

Prof. Me. Edevaldo de Castro Monteiro - Embrapa Agrobiologia

Prof. Me. Eduardo Gomes de Oliveira - Faculdades Unificadas Doctum de Cataguases
Prof. Me. Eduardo Henrique Ferreira - Faculdade Pitagoras de Londrina

Q\tena

Editora

Ano 2020



%)
IS

<
c
)
Q
Ay
QO
N
N
\
3
(b}
(%)
R
N

/éncias

C

Prof. Dr. Edwaldo Costa - Marinha do Brasil

Prof. Me. Eliel Constantino da Silva - Universidade Estadual Paulista Jdlio de Mesquita

Prof. Me. Ernane Rosa Martins - Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia de Goias
Prof. Me. Euvaldo de Sousa Costa Junior - Prefeitura Municipal de Sao Joao do Piaui

Prof? Ma. Fabiana Coelho Couto Rocha Corréa - Centro Universitario Estacio Juiz de Fora

Prof. Dr. Fabiano Lemos Pereira - Prefeitura Municipal de Macaé

Prof. Me. Felipe da Costa Negrédo - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr* Germana Ponce de Leon Ramirez - Centro Universitario Adventista de Sdo Paulo
Prof. Me. Gevair Campos - Instituto Mineiro de Agropecuaria

Prof. Dr. Guilherme Renato Gomes - Universidade Norte do Parana

Prof. Me. Gustavo Krahl - Universidade do Oeste de Santa Catarina

Prof. Me. Helton Rangel Coutinho Junior - Tribunal de Justica do Estado do Rio de Janeiro
Prof* Ma. Isabelle Cerqueira Sousa - Universidade de Fortaleza

Prof? Ma. Jaqueline Oliveira Rezende - Universidade Federal de Uberlandia

Prof. Me. Javier Antonio Albornoz - University of Miami and Miami Dade College

Prof. Me. Jhonatan da Silva Lima - Universidade Federal do Para

Prof. Dr. José Carlos da Silva Mendes - Instituto de Psicologia Cognitiva, Desenvolvimento
Humano e Social

Prof. Me. Jose Elyton Batista dos Santos - Universidade Federal de Sergipe

Prof. Me. José Luiz Leonardo de Araujo Pimenta - Instituto Nacional de Investigacion
Agropecuaria Uruguay

Prof. Me. José Messias Ribeiro Janior - Instituto Federal de Educag¢ao Tecnolédgica de
Pernambuco

Prof? Dr? Juliana Santana de Curcio - Universidade Federal de Goias

Prof? Ma. Juliana Thaisa Rodrigues Pacheco - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr* Kamilly Souza do Vale - Ndcleo de Pesquisas Fenomenolégicas/UFPA

Prof. Dr. Karpio Marcio de Siqueira - Universidade do Estado da Bahia

Prof® Dr* Karina de Araujo Dias - Prefeitura Municipal de Florian6polis

Prof. Dr. Lazaro Castro Silva Nascimento - Laboratério de Fenomenologia & Subjetividade/UFPR
Prof. Me. Leonardo Tullio - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Ma. Lilian Coelho de Freitas - Instituto Federal do Para

Prof? Ma. Liliani Aparecida Sereno Fontes de Medeiros - Consércio CEDERJ

Prof? Dr? Livia do Carmo Silva - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Lucio Marques Vieira Souza - Secretaria de Estado da Educacao, do Esporte e da
Cultura de Sergipe

Prof. Me. Luis Henrique Almeida Castro - Universidade Federal da Grande Dourados

Prof. Dr. Luan Vinicius Bernardelli - Universidade Estadual do Parana

Prof. Dr. Michel da Costa - Universidade Metropolitana de Santos

Prof. Dr. Marcelo Maximo Purificacdo - Fundacao Integrada Municipal de Ensino Superior

Prof. Me. Marcos Aurelio Alves e Silva - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de
Sao Paulo

Prof? Ma. Maria Elanny Damasceno Silva - Universidade Federal do Ceara

Prof* Ma. Marileila Marques Toledo - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e
Mucuri

Prof. Me. Ricardo Sérgjo da Silva - Universidade Federal de Pernambuco

Prof® Ma. Renata Luciane Polsaque Young Blood - UniSecal

Q\tena

Editora

Ano 2020



Prof. Me. Robson Lucas Soares da Silva - Universidade Federal da Paraiba

Prof. Me. Sebastido André Barbosa Junior - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Prof* Ma. Silene Ribeiro Miranda Barbosa - Consultoria Brasileira de Ensino, Pesquisa e
Extensao

Prof® Ma. Solange Aparecida de Souza Monteiro - Instituto Federal de Sao Paulo

Prof. Me. Tallys Newton Fernandes de Matos - Faculdade Regional Jaguaribana

Prof® Ma. Thatianny Jasmine Castro Martins de Carvalho - Universidade Federal do Piaui

Prof. Me. Tiago Silvio Dedoné - Colégio ECEL Positivo

Prof. Dr. Welleson Feitosa Gazel - Universidade Paulista

as

S

<
N
<)
Q
Ay
Q
]
S
S
S
(b}
(%)
3
§

/éenclas

C

[Z\tena

Editora

Ano 2020




A quimica nas areas natural, tecnolégica e sustentavel
3

Editora Chefe:  Prof* Dr* Antonella Carvalho de Oliveira
Bibliotecario Mauricio Amormino Jdnior
Diagramagdo: Camila Alves de Cremo
Edicao de Arte:  Luiza Alves Batista
Revisdo: Os Autores
Organizadora: Erica de Melo Azevedo

%)
§

]
N
N
)
3
Y,
)
]
N
N
3
QO
%)
3
§

Dados Internacionais de Catalogag¢édo na Publicagéo (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

Q6 A quimica nas areas natural, tecnolégica e sustentavel 3
[recurso eletrdnico] / Organizadora Erica de Melo
Azevedo. - Ponta Grossa, PR: Atena, 2020.

Formato: PDF

Requisitos de sistemas: Adobe Acrobat Reader
Modo de acesso: World Wide Web

Inclui bibliografia

ISBN 978-65-5706-384-2

DOI 10.22533/at.ed.842201709

1. Quimica - Pesquisa —‘Brasil. 2. Tecnologia. 3.
Sustentabilidade. I. Azevedo, Erica de Melo.
CDD 540

Elaborado por Mauricio Amormino Jinior - CRB6/2422

Atena Editora

Ponta Grossa - Parana - Brasil
Telefone: +55 (42) 3323-5493
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br

énclas

A

/

C

Q\tena

Editora

Ano 2020




APRESENTACAO

A Colecdo “A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel’
apresenta artigos de pesquisa na area de quimica e que envolvem conceitos de
sustentabilidade, tecnologia, ensino e ciéncias naturais. A obra contem 69 artigos,
que estao distribuidos em 3 volumes. No volume 1 sdo apresentados 29 capitulos
sobre aplicacbes e desenvolvimentos de materiais adsorventes sustentaveis e
polimeros biodegradaveis; o volume 2 retine 20 capitulos sobre o desenvolvimento
de materiais alternativos para tratamento de agua e efluentes e propostas didaticas
para ensino das tematicas em questao. No volume 3 estdo compilados 20 capitulos
que incluem artigos sobre 6leos essenciais, produtos naturais e diferentes tipos de
combustiveis.

Os objetivos principais da presente cole¢cdo s@o apresentar aos leitores
diferentes aspectos das aplicagcbes e pesquisas de quimica e de suas areas correlatas
no desenvolvimento de tecnologias e materiais que promovam a sustentabilidade e
0 ensino de quimica de forma transversal e ludica.

Os artigos constituintes da colecdo podem ser utilizados para o
desenvolvimento de projetos de pesquisa, para o ensino dos temas abordados e até
mesmo para a atualizagcdo do estado da arte nas areas de adsorventes, polimeros,
andlise e tratamento de agua e efluentes, propostas didaticas para ensino de
quimica, 6leos essenciais, produtos naturais e combustiveis.

Apés esta apresentagéo, convido os leitores a apreciarem e consultarem,
sempre que necessario, a colegdo “A Quimica nas areas natural, tecnologica e
Sustentavel”. Desejo uma excelente leitura!

Erica de Melo Azevedo
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RESUMO: Amido extraido do carogo de
manga foi hidrofobicamente modificado através
da ftransesterificacdo do laurato de Vvinila,
visando avaliar a sua aplicabilidade em fluidos
de perfuragéo sintéticos como modificador
reoldgico. A caracterizagdo estrutural do produto
foi realizada por Espectroscopia de Infravermelho
(IV), Espectroscopia de Ressonancia Magnética
Nuclear de 'H (RMN 'H) e Difratometria de Raios
X (DRX). O desempenho do produto foi avaliado
pelo comportamento reoldgico de uma emulséo
de salmoura em olefina, utilizando o Span80
como emulsificante. A partir do IV, foi possivel
comprovar a modificacdo quimica do amido,
através do surgimento da banda em 1743 cm,
caracteristica de éster saturado. Os espectros de
RMN também comprovaram a reagdo quimica,
pelo desaparecimento dos sinais relativos aos
hidrogénios vinilicos. O DRX mostrou que, apés
a reagdo, o amido tornou-se amorfo. Por fim,
contrario ao amido nativo, o amido modificado
apresentou solubilidade em olefina e uma
emulséo inversa contendo o laurato de amido
teve uma maior viscosidade que a emulsdo sem
0 produto.

PALAVRAS-CHAVE: Amido de manga, laurato
de vinila, transesterificacdo, emulsdo inversa,
fluido de perfuragéo sintético.

HYDROFOBICALLY MODIFIED STARCH
FOR APPLICATION IN OIL INDUSTRY
ABSTRACT: Starch extracted from mango
kernel was hydrophobically modified by
transesterification of vinyl laurate, aiming to
evaluate its applicability in synthetic drilling fluids

Capitulo 1



as a rheological modifier. The structural characterization of the product was performed
by Infrared Spectroscopy (IR), 'H Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (*H
NMR) and X-Ray Diffractometry (XRD). The performance of the product was evaluated
by the rheological behavior of an emulsion of brine in olefin, using Span80 as an
emulsifier. From the FTIR it was possible to confirm the chemical modification of starch,
through the appearance of a band at 1743 cm™, characteristic of a saturated ester. The
NMR spectra also proved the chemical reaction, by the disappearance of the signs
of vinyl hydrogens. The XRD showed that after reaction starch became amorphous.
Finally, unlike native starch, the modified starch showed solubility in olefin and an
inverse emulsion containing starch laurate had a higher viscosity than the emulsion
without the product.

KEYWORDS: Mango starch, vinyl laurate, transesterification, inverse emulsion, oil
drilling fluid.

11 INTRODUGAO

O amido é um dos polissacarideos mais abundantes do planeta, sendo
comumente obtido por fontes como batata, arroz, milho e trigo (KHLESTKIN; PELTEK;
KOLCHANOQV, 2018; SMITH, 2001). O interesse por novos materiais obtidos a partir
de matérias-primas de fontes renovaveis, com baixo valor de mercado e de baixo
impacto ambiental tem crescido significativamente. Dessa forma, a utilizagdo do
amido derivado do caro¢co de manga Tommy Atkins se constitui em uma proposta
bastante interessante sob trés principais aspectos: (i) essa variedade de manga é
a mais produzida e a que possui a maior participacéo no volume comercializado no
mundo, contribuindo para a geragéo de grande quantidade de rejeitos descartaveis,
como é o caso do caroco das mangas, viabilizando a extracdo do polimero; (ii) a
utilizacao desses rejeitos na produgéo de novos materiais contribui para a redugéo do
impacto ambiental provocado pelo descarte de matéria organica no meio ambiente,
e agrega valor a esse rejeito orgéanico; (iii) a utilizacdo de amido de uma fonte ndo
comestivel (caroco de manga) aumenta ainda mais as vantagens econdmicas e
sociais dessa biomassa (CORDEIRO; NUNES; MATTOS; ROSA et al., 2014).

Devido ao avanco das tecnologias envolvidas em perfuracdo de pogos de
petréleo, as profundidades alcangadas séo cada vez maiores, tornando necessario
o uso de fluidos de perfuragcdo sintéticos, que apresentam alta estabilidade e
melhor desempenho frente as altas temperaturas e condicbes encontradas nas
rochas, quando comparados aos fluidos aquosos (DIAS; DE SOUZA; LUCAS, 2013;
MARQUES; GARCIA; MADRUGA; VILLETTI et al., 2019). Além disso, a escolha de
aditivos adequados é fundamental para a obtencéo das propriedades desejadas ao
fluido formulado.

Polissacarideos hidrossolliveis, como amido e carboximetilcelulose,
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sdo utilizados em fluidos aquosos e contribuem para o controle de filtrado, além
de fornecerem viscosidade ao meio aquoso (CORREA; DA CRUZA; VAZ; DE
ARAUJO et al., 2017; MALGARESI; VAZ; CORREA; CRUZ et al., 2018). Entretanto,
sofrem degradagcdo com aquecimento, empobrecendo as propriedades do fluido.
A modificagdo quimica das cadeias de polissacarideos por meio da insercao de
cadeias hidrofoébicas pode promover a solubilidade das macromoléculas no
meio ndo-aquoso e aumentar sua estabilidade quimica (MARQUES; GARCIA;
MADRUGA; VILLETTI et al., 2019), levando a producao de fluidos sintéticos com
maior controle das propriedades reologicas. Sendo assim, neste trabalho, o amido
extraido do caro¢o da manga foi quimicamente modificado através da reacao de
transesterificagdo do laurato de vinila, com o objetivo de verificar a possibilidade de
sua aplicagdo como modificador reoldgico em fluidos de perfuracao sintéticos.

21 EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

Amido foi extraido do caroco de manga (Mangifera indica L., da variedade
Tommy Atkins, SISGEN: AD3DC70), de acordo com procedimento descrito
previamente na literatura (CORDEIRO; NUNES; MATTOS; ROSA et al., 2014).
Laurato de vinila foi fornecido pela Tokyo Kasei. Alcool metilico foi fornecido pela
ISOFAR. Dimetilsulfoxido (DMSO) e carbonato de potassio (K,CO,) foram fornecidos
pela Synth. Hidroxido de sédio (NaOH) foi obtido da Exodo Cientifica. Oleo mineral
puro (n-parafina, grau farmacéutico) foi adquirido no comercio local. Span® 80 foi
obtido da Sigma-Aldrich. Todos os materiais foram utilizados sem purificagado prévia.

2.2 Sintese do laurato de amido

Foram adicionados 5 g de amido em 50 mL de DMSO, sob agitacdo magnética
constante, durante 24h, a temperatura ambiente (~25°C), em um baléo de trés bocas.
Posteriormente, foram adicionados carbonato de potassio (2% em relagdo a massa
de amido) e laurato de vinila (3:1 em mol de unidade monomérica de amido:laurato
de vinila) ao sistema, sendo deixados sob agitagdo mecéanica, em atmosfera inerte
(Nz(g)), durante 1 hora. O sistema foi entdo aquecido a 110°C, por 3 horas, sob

agitacdo mecénica constante e N Durante a sintese, o acetaldeido gasoso,

.
subproduto da reacgéo, foi removido(gljo sistema através do seu borbulhamento em
solucéo de NaOH 0,1M (Figura 1).

Apb6s esse periodo, o sistema foi resfriado e o amido modificado foi
recuperado por precipitacdo em metanol. O produto foi lavado trés vezes com
metanol, submetido a filtragdo a vacuo e seco em uma estufa, a 65°C, durante 24

horas (MARQUES; GARCIA; MADRUGA; VILLETTI et al., 2019).
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Figura 1- Esquema da reacéo do laurato de amido

2.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrometro
de infravermelho por transformada de Fourier da Shimadzu, modelo IRAffinity — 1,
acoplado a um modulo HATR MIRacle com prisma de ZnSe da PIKE technologies.
As amostras foram analisadas na faixa de 650 a 4000 cm™.

2.4 Espectroscopia de ressonédncia magnética nuclear de hidrogénio

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio foram obtidos
em um espectrémetro da Brucker, modelo Biospin, de 600 MHz, a uma temperatura
de 60 °C. Os espectros foram tratados no programa ACD/NMR Processor Academic
Edition. A amostra de amido nativo foi dissolvida em dimetilsuféxido deuterado
(DMSO-d,) e o produto modificado em cloroformio deuterado (CDCI,).

2.5 Determinacao do grau de substituicao por titulacao

O valor do grau de substituicdo (GS) do laurato de amido foi determinado por
titulagcdo, de acordo com o método reportado por Xie e Wang (2011). Em 30 mL de
agua destilada foram adicionados 15 mL de NaOH 0,5 mol.L". A solugéao resultante,
foram adicionados 1 g de éster de amido ou de amido (usado como branco), seguido
de agitacédo vigorosa, a 30 ° C, durante 4 h. O excesso de NaOH foi entéo titulado
com uma solugéo padrdao de HC1 0,1 mol.L'. As medidas foram feitas em triplicata.
O valor de GS do éster de amido foi calculado usando a Equacgéo1.

GS = 162M(V, — V) / 1000W Eq.1
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Em que V, é o volume em mililitros de solugéo de HCI 0,1 mol.L* utilizado
para titulagdo do branco (amido), V é o volume em mililitros de solugéo de HCI 0,1
mol.L" utilizado para titulagdo do éster de amido, M é a molaridade do HCI usado
para a titulacdo e W é o peso da amostra em gramas como substancia seca. 162
representa a massa molar da unidade de D-glucopiranosil do amido.

2.6 Difracao de raios-x

As andlises de difracdo de Raios-X (DRX) foram realizadas num difratémetro
Bruker D2 Phaser, utilizando radiagdo CuKa (A = 1,54 A), filtro de Ni, com um
passo 0,02°, corrente de 10 mA e voltagem de 30 KV. Um detector de Lynxeye foi
empregado na identificagdo da estrutura de cristal da amostra. A analise foi realizada
no intervalo de &ngulo 26 de 5 a 40 graus.

2.7 Preparacao da emulsdo inversa

Foi utilizado Span®80 como emulsificante, a uma concentragédo de 20 g.L"
e laurato de amido como modificador reolégico, a uma concentragéo de 1,71 g.L™.
Como fase dispersa, foi utilizado uma salmoura saturada de NaCl (35,9 g/100 mL, a
25 °C) numa proporcao de 60/40 olefina/salmoura.

Inicialmente, o laurato de amido foi solubilizado na olefina sob agitacdo
magnética constante por 24 horas, em temperatura ambiente (~25 °C).
Posteriormente, em um Ultra Turrax, modelo t25 digital, da IKA, foi adicionado o
Span® 80 na olefina contendo o laurato de amido. Ap6s a homogeneizacédo, foi
adicionada a salmoura, gota a gota, sob agitagdo no Turrax, a uma velocidade de
10000 RPM e tempo total de 4 minutos.

2.8 Medidas reoldgicas

O comportamento de fluxo das emulsdes de salmoura em olefina 40/60
(S/0), com e sem laurato de amido, foram realizadas em um reémetro Haake Mars
da Thermo, com sensor do tipo cilindros coaxiais e um controlador de temperatura
(DC50) acoplado ao equipamento. As medidas foram feitas variando-se a taxa de
cisalhamento de 0,1 a 1000 s, a uma temperatura de 49 °C.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do espectro na regido do infravermelho (Fig. 3), foi possivel comprovar
a modificagcdo quimica do amido, através do surgimento da banda em 1743 cm™,
caracteristica de éster saturado, diferente da banda de éster vinilico, em 1758 cm-,
para o laurato de vinila (MULJANA; VAN DER KNOOP; KEIJZER; PICCHIONI et al.,
2010). Além disso, outras absor¢des caracteristicas podem ser destacadas, como
em 3510 cm™, correspondente a deformacéo axial dos grupos O-H presentes no
polissacarideo; em 2921 e 2851 cm™, atribuidas, respectivamente, ao estiramento
assimétrico e simétrico da ligacdo C-H de carbono sp®. Ainda, em 1153 cm-
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', encontra-se o estiramento da ligagdo C-O de éster saturado e, em 1013 cm”,
observa-se a banda relativa a deformagéo axial das ligacdes C-O de éter (GAO;
WANG; YUE; XIONG et al., 2014; MARQUES; GARCIA; MADRUGA; VILLETTI et
al., 2019; MONDAL; KARMAKAR; CHATTOPADHYAY; SINGHA, 2019; MULJANA;
VAN DER KNOOP; KEIJZER; PICCHIONI et al., 2010; XIE; WANG, 2011).

100
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Figura 3 - Espectro na regido do infravermelho para o laurato de amido.

A Fig. 4a apresenta o espectro de ressonédncia magnética nuclear de
hidrogénio para o laurato de vinila. Em 0,79 ppm, observa-se o pico referente a
metila terminal (H-a). Os sinais a 1,59 ppm e 2,37 ppm sao devidos aos hidrogénios
metilicos H-j e H-k, respectivamente. Outros hidrogénios dos grupos metileno (H-
b-i) apareceram sobrepostos a 1,27 ppm. Os picos a 4,55 ppm e 4,87 ppm podem
ser atribuidos aos hidrogénios terminais vinilicos (H-m e H-n), enquanto que o
hidrogénio vinilico (H-I) esta, provavelmente, superposto com sinal de solvente, em
7,27 ppm (MARQUES; GARCIA; MADRUGA; VILLETTI et al., 2019).

Os hidrogénios referentes a unidade de glicose do amido e do amido
modificado aparecem nos espectros de RMN 'H entre 3,0 e 5,8 ppm. Para o amido
nativo (Fig. 4b), o deslocamento a 3,22 ppm é referente ao hidrogénio 2, o sinal
em 3,35 ppm é relativo ao hidrogénio 4, o sinal em 3,37 ppm pode ser atribuido ao
hidrogénio 5, em 3,62 ppm encontra-se o hidrogénio 6 e o deslocamento em 3,69

ppm faz referéncia ao hidrogénio 3. Em 4,41 ppm encontra-se o sinal referente ao
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hidrogénio do carbono anomérico, hidrogénio 1 da ligacdo a 1 - 6. E, por fim, na
regido de 5,0 - 5,6 encontra-se o hidrogénio 1, do carbono anomérico, da ligagéo a
1 - 4 (MONDAL; KARMAKAR; CHATTOPADHYAY; SINGHA, 2019; MULJANA; VAN
DER KNOOP; KEIJZER; PICCHIONI et al., 2010).
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Figura 4 - Espectros de RMN 'H para (a) laurato de vinila, (b) amido e (c) laurato de
amido.

Para o espectro do laurato de vinila (Fig. 4c), o sinal na regido 0,79 - 1,0 ppm
pode ser atribuido a metila terminal (H-a) da cadeia de laurato. O sinal em 1,7-1,43
ppm corresponde aos hidrogénios metilénicos (H-b-i) da cadeia alifatica do laurato.
Ainda, o sinal em 1,6 ppm pode ser atribuido ao hidrogénio H-j e o sinal em 2,35
ppm ao hidrogénio H-k. Na faixa de 3,36-5,56 encontram-se os hidrogénios relativos
ao amido (MARQUES; GARCIA; MADRUGA; VILLETTI et al., 2019; MULJANA;
VAN DER KNOOP; KEIJZER; PICCHIONI et al., 2010). A inser¢do das cadeias
hidrofobicas pode ser comprovada através do desaparecimento dos hidrogénios
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vinilicos do laurato de vinila (H-n e H-m) e do deslocamento da faixa dos hidrogénios
do amido de 3,0 ppm para 3,36 ppm, 0 que evidencia a mudanca de ambiente
quimico na macromolécula, que é ocasionado pela modificagdo quimica do amido
nativo.

A determinacao do grau de substituicdo (GS) do éster de amido ocorreu por
titulagdo, a partir da hidrélise do éster com uso de base forte (NaOH), conforme
ilustrado na Figura 5. A hidroxila (-OH) funciona como nucleéfilo, atacando carbono
da carbonila (pertencente ao éster de amido), uma das ligacées carbono-oxigénio
(da carbonila) é rompida e o par eletrénico passa para o oxigénio. Em seguida,
a ligacédo dupla se refaz e uma ligagdo carbono-oxigénio ligado a um radical é
rompida formando o alcool e um sal de acido graxo. Assim quando o laurato de
amido foi saponificado com ion hidroxido ocorreu a formacéo de laurato de sodio,
reestabelecendo, dessa maneira, fragbes monoméricas do amido, como na reacao
ilustrada na Figura 5.

(]

|
é-CHz(CH3)QCH3

+ NaOH —= * Na" O

R= 'CHz(CHz)chs

Figura 5 - Reacao de hidrélise alcalina do éster de amido.

Como essa reagdo é baseada na adicdo de uma base forte, foi possivel
determinar a quantidade de base necessaria para hidrolisar o éster da amostra
através da titulacdo do laurato de sddio com acido cloridrico, o qual forneceu um
grau de substituicdo de 2,4. Esse valor é similar a resultados ja encontrados na
literatura que utilizam condi¢des de sintese similares as realizadas neste trabalho
(XIE; WANG, 2011; WINKLER; VORWERG; WETZEL, 2013;).

O amido possui granulos semi-cristalinos, com polimorfismo e graus de
cristalinidade variados. No Padrdo de DRX do amido nativo (Fig. 6), os fortes
reflexos (20) foram encontrados em cerca de 15°, 17°, 18° e 23°, e um pico de baixa
intensidade nas proximidades de 26°, o que indica que o amido de manga nativo
exibiu uma cristalinidade tipica do padrao tipo A (GAO; WANG; YUE; XIONG et al.,
2014). No entanto, ap6s modificagdo quimica, o éster de amido s6 apresentou um
pico amplo dispersivo, correspondente a um material amorfo. O desaparecimento
dos picos do amido mostrou que os dominios cristalinos foram desfeitos pela reagéo
de transesterificacao (XIE; WANG, 2011).
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Figura 6 - Difratograma de Raios-X para o laurato de amido e o amido

A introducéo de cadeias alifaticas longas (C12) tornou o amido insoltvel em
solventes polares, como agua e DMSO e sollvel em solventes apolares, como 6leo
mineral, cloroférmio e tolueno. Assim, as curvas reologicas foram realizadas em uma
emulsdo de salmoura em olefina, apresentada na Fig. 7. Houve uma significativa
diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, caracteristica
de fluidos pseudoplasticos (MARQUES; LIMA; SILVEIRA; LIMA et al., 2016). Além
disso, a presenca das cadeias do laurato de amido na emulséo inversa ocasionou
um incremento de viscosidade se comparado com a emulsdo pura, a baixas taxas de
cisalhamento, indicando que o produto obtido pode ser aplicado como modificador
reoldgico em fluidos de perfuragéo sintéticos.
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Figura 7 - Curvas de viscosidade aparente em fungéo da taxa de cisalhamento para
emulsédo de salmoura em olefina com e sem o laurato de amido. Concentragéo de
polimero de 1,71 g/L, T = 49 °C.
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41 CONCLUSOES

A modificagao quimica do amido de manga foi realizada com sucesso. Através
do espectro na regido do infravermelho, foi possivel identificar o aparecimento de
banda de carbonila de éster saturado, diferente do laurato de vinila, que possui
banda de éster vinilico. Através dos espectros de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio, foi possivel identificar os deslocamentos quimicos do amido e do
laurato de vinila no produto modificado: o sinal dos hidrogénios relativos ao amido foi
deslocado e os prétons vinilicos do laurato de vinila desapareceram apds a reagcéo
de transesterificag@o. De acordo com o DRX, ap6s a reacao quimica, a cristalinidade
do amido foi perdida, resultando em um material amorfo. Com a insercéo de cadeias
hidrofébicas, o produto resultante apresentou solubilidade em solventes apolares.
A adicdo do laurato de amido a uma emulsdo inversa promoveu aumento da sua
viscosidade aparente, o que o torna uma interessante alternativa como modificador
reoldgico em fluidos de perfuragéo sintéticos.
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RESUMO: Este trabalho apresenta o estudo
para determinagcdo de chumbo, preparado ex
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CIDADE DE SAOQ LUIS - MA

situ, em microemulsdo de gasolina por técnicas
voltamétricas, empregando um  eletrodo
de carbono vitreo modificado com filme de
mercurio. A técnica estudada foi Voltametria de
Redissolugéo por Pulso Diferencial, otimizando os
seguintes parametros: Potencial de Deposigéo;
Tempo de pré-concentragdo; Velocidade de
Varredura e Amplitude de Pulso. Foi possivel
avaliar uma faixa de concentracdo de 10® mol
L de Pb (Il) analisando varios parametros com o
objetivo de se obter condigcbes ideais em termos
de sensibilidade. Com a técnica avaliada obteve-
se um limite de quantificagdo (LQ) de 5,18x10%
mol.L'" e limite de deteccdo (LD) de 1,55x10%®
mol.L.

PALAVRAS-CHAVE: Microemulsao,
Combustiveis, Métodos Eletroanaliticos.

FUEL ANALYSIS (COMMON GASOLINE)
BY ELECTRANANALYTIC METHODS IN
MICROEMULSIONED MEDIA MARKETED
IN THE CITY OF SAO LUIS - MA
ABSTRACT: This work presents the study for
determining lead, prepared ex situ, in gasoline
microemulsion by voltammetric techniques, using
a glassy carbon electrode modified with mercury
film. The technique studied was Differential
Pulse Redissolution Voltammetry, optimizing
the following parameters: Deposition Potential;
Pre-concentration time; Sweep speed and
pulse amplitude. It was possible to evaluate a
concentration range of 108 mol L' of Pb (Il) by
analyzing several parameters in order to obtain
ideal conditions in terms of sensitivity. With the
evaluated technique, a quantification limit (LQ) of
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5.18x10® mol.L" and detection limit (LD) of 1.55x10% mol.L-' were obtained
KEYWORDS: Microemulsion, Fuels, Electroanalytical Methods.

11 INTRODUGAO

Devido a necessidade de se reduzir emissdes indesejaveis e a busca por
melhor desempenho nos motores veio aumentar o interesse dos pesquisadores por
combustiveis menos poluentes como os biocombustiveis, em destaque o etanol e
biodiesel. Estes combustiveis podem ser usados em misturas com a gasolina e com
o diesel mineral (FERNANDES, 2011).

O uso destes biocombustiveis traz consigo o potencial de serem renovaveis e
biodegradaveis, pois eles sédo, na maioria das vezes, obtidos de origem vegetal e as
emissdes de dioxidos de carbono sé@o absorvidas pelas plantas, reduzindo, assim,
os efeitos desse géas sobre o aquecimento global.

A determinagdo de metais em combustiveis € um assunto de relevancia
ambiental por considerar as emissdes veiculares como umas das fontes mais
comuns de metais pesados no ambiente (SAINT'PIERRE et al., 2002; SOUSA et
al.,2008). A reatividade destes elementos implica diretamente na qualidade dos
combustiveis, onde a presenca de metais esta relacionada com a decomposicéo,
baixo desempenho do combustivel, corrosédo do motor e formacao de precipitados
(AUCELIO et al, 2004).

Na gasolina, os elementos metélicos estdo normalmente presentes em baixas
concentragoes, requerendo técnicas sensiveis e procedimentos de pré-concentragédo
para determinacao dos mesmos. Com a utilizacao de técnicas analiticas é dificil a
analise direta da gasolina devido sua volatilidade, baixa viscosidade, corrosividade
e imiscibilidade com a agua. Portanto, algumas estratégias analiticas s&o utilizadas
em analise de combustiveis e bicombustiveis, principalmente em relagéo ao preparo
da amostra por se tratarem de amostras bastante complexas. Dentre as principais
formas de preparo de amostras utilizadas para esta finalidade estao a digestao da
amostra (método tradicional ou micro-ondas), diluicdo da amostra (em solvente
adequado) ou amostra micro emulsionado (MARQUES, et al., 2012).

Dentre os contaminantes ambientais mais comuns, o chumbo se destaca,
devido a sua ampla utilizagdo industrial, onde podemos estacar a industria
petrolifera, extrativa, de acumuladores, de tintas e corantes, cerémica, grafica e
bélica, possuindo efeitos extremamente toxicos e nenhuma fungéo ja identificada
no organismo (MOREIRA et al., 2002). Em grandes concentragdes, estes metais
podem afetar o processo e o sistema econémico do combustivel. A determinacao
desses elementos é, portanto, um assunto de grande interesse, tanto pela relevancia

ambiental por considerar as emissdes veiculares, como também por ser uma das
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fontes mais comuns de metais pesados no ambiente.

Dessa forma, o presente trabalho propde a andlise eletroanalitica de
combustiveis (gasolina comum) comercializadas na cidade de Sao Luis - MA em
meio microemulsionado, utilizando eletrodo quimicamente modificado com filme de
mercurio.

21 METODOLOGIA

Os procedimentos a serem aplicados, serdao aqueles comumente mostrados
na literatura (MARTINIANO, 2009; MARQUES, et. al, 2012, TRINDADE, et. al,
2012; FERREIRA, 2006; MARTINIANO, et. al., 2013; MARTINIANO, et. al., 2013
) e objetivam a realizagdo de experimentos estaveis e que obede¢cam equagdes e
principios de importancia em aplica¢des analiticas.

2.1 Parte Experimental

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato voltamétrico
BAS, modelo CV-50W interfaceado a um computador para registro dos dados.
Os experimentos eletroquimicos foram realizados em células de vidro pirex com
compartimento para trés eletrodos. Todos os reagentes usados foram de pureza
analitica P.A. e a 4gua utilizada no preparo de solucéo e na limpeza dos materiais
de laboratério utilizada foi destilada e posteriormente purificada em um sistema
NANOPURE modelo 04741 (BARNSTEAD).

Solugdes estoque contendo 1000 mg L' de Pb2* e Hg?* foram preparadas
pela diluicdo de ampolas Titrisol de procedéncia Merck. Cloreto de Litio ( LiCl ) de
1,0 x 102 mol L, &cido cloridrico, acido nitrico, alcool propanol, acido acético e
acetato de sodio, todos de procedéncia Merck ou Quimis, foram utilizados para as
medigdes. A desaeracéo das solugdes (retirada do O,) nas medidas voltamétricas
foram realizadas empregando-se o gas nitrogénio (WHITE MARTINS- supraseco)
durante 10 minutos.

2.1.1 Solugées

As solugdes padrédo do metal Pb, com concentracdo de 1000 mg L', de
procedéncia Merck, foram utilizadas como solugdo estoque. As demais solugdes
padrdes foram preparadas a partir de diluicdes destas solugdes estoque. A solugao
de hidroxido de sodio foi preparada na concentragao de 0,1 mol L', em propan-1-ol.
Esta solucgéo foi usada para ajustar o pH da microemulsao usada na determinacao
do metal, para que a mesma se tornasse mais estavel.

A solucdo de cloreto de litio 1,0 x 102 mol L' foi preparada pesando-se
0,042 g do reagente e dissolvendo-o em agua ultra-purificada para o preparo de
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100 mL de solucao. Esta solugéo foi utilizada no preparo do eletrodo de filme de
mercurio (EFM). O preparo do EFM foi utilizado uma solugéo padrédo de Hg(NO,)

2
com concentracdao em ions mercuario de 1000 mg.L™".

2.1.2 Preparagéo do Eletrodo de Filme de Mercurio Ex Situ

A deposicéo eletroquimica do filme de mercurio foi realizada adicionando
80 L de solugéo padrao de Hg (Il) 1000 mg. L' diluida a um volume final de 10
mL com uma solucdo de LiCl 1,0 x 10-2 mol L-1, resultando em uma solucéo de
concentracéo final de 4,0 x 10-5 mol L-1 em ions Hg (l1).

ApoOs esta etapa a solucdo foi deaerada com nitrogénio durante 20 minutos
para remogéo do oxigénio molecular e em seguida um potencial de deposi¢éo de
—900 mV foi aplicado ao sistema por 10 minutos com uma sensibilidade de 10 yA.

Apos formagéo do filme, o eletrodo foi lavado cuidadosamente com agua
deionizada e imediatamente usado em outra célula contendo a microemulsao: uma
mistura de acido nitrico e propan-1-ol, para ser feita a deposicéo do chumbo no filme
de mércurio. A cada analise, o EFM tem que ser preparado.

2.1.3 Preparo da Gasolina Comum em Meio Microemulsionado

Uma mistura de trés componentes (gasolina: propan-1-ol: 4cido nitrico) sera
utilizada para o preparo da gasolina em meio microemulsionado de acordo com
literatura (MARTINIANO, 2009) que foi avaliada por técnicas eletroanaliticas. Para
o preparo do meio foram utilizados como reagentes: acido nitrico (PA e suprapuro),
propan-1-ol e gasolina. O meio foi preparado misturando-se 5,0 mL de gasolina
com 1,0 mL de &cido nitrico concentrado, deixando-se sob agitacdo méaxima por
cinco minutos. Em seguida, adicionou-se 12 mL de propan-1-ol, sob agitacéo leve;
apods alguns minutos, acrescentou-se 2 mL de agua ultra-pura de forma lenta e sob
agitacao leve e constante (Martiniano, 2009).

2.1.4 Otimizacdo das Condigbes Experimentais

Antes de se proceder a determinacao do ion metalico Pb (ll) varios pardmetros
foram otimizados, a fim de se obter condi¢des ideais para o EFM, em termos de
sensibilidade. Para isto, um parametro foi variado por vez, enquanto os demais foram
fixados. Alguns fatores sdo considerados de maior importancia na influéncia do sinal
analitico. Com isso, 0s seguintes parametros foram escolhidos e otimizados: tempo
de pré-concentragéo (tpré), potencial de deposicao (Edep), velocidade de varredura
(v), amplitude (Amp) e tempo de equilibrio (s).
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2.1.5 \Validacdo dos Métodos Eletroanaliticos

A validagdo dos procedimentos analiticos propostos nesta pesquisa foi
feita com base nos seguintes parametros estatisticos: linearidade, sensibilidade,
precisdo (coeficiente de variagdo com base no desvio padrdo, repetitividade,
precisao intermediaria, reprodutibilidade), limite de detecgao, limite de quantificacéo,
exatidao (recuperacao).

Os parémetros utilizados para a validagdo s@o selecionados a partir dos
objetivos do novo método proposto. Diversos critérios de validagdo de um método séo
discutidos na literatura, dentre os quais, destaca-se alguns, conforme apresentados
a seqguir (LEITE, 1996).

2.1.6 Analise Estatistica

Para a analise estatistica, sera utilizado o calculo das médias (x), desvio
padrdao (SD) e coeficiente de variancia (CV). Através do programa Origin 6.0 os
dados coletados foram tratados estatisticamente e apresentados em forma de
gréficos e tabelas.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Otimizacao das Condi¢cdes Experimentais para o Chumbo utilizando
a técnica de Voltametria de Redissolucdao Anédica por Pulso Diferencial
Os parametros considerados mais importantes foram estudados e otimizados
pela técnica de voltametria de redissolu¢do anddica por pulso diferencial, com o
objetivo de obter melhores condi¢des para a determinagéo do ion metalico Pb (l1).

3.1.1 Potencial de deposicéao

Para avaliar o melhor potencial de deposicdo foi necessario estudar a
influéncia do potencial de deposi¢céo na faixa de -0,6 a -1,0 V, avaliando-se as
correntes de pico anédica para o analito. Esse estudo foi realizado com uma solugéo
padrao de Pb (ll) de concentracéo igual a 4,83 x10®* mol L' em uma mistura contendo
propan-1-ol e acido nitrico. Os resultados da otimiza¢do do potencial de deposicéo,
neste meio, séo apresentados na Figura 1.
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Figura 1: Efeito do potencial de deposigcéo sobre a corrente de pico para a
determinacéo de Pb (ll). Dados obtidos a partir da resposta voltamétrica ion Pb (Il) em
10mL da solug&o eletrolitica (3,6mL de HNO, 1x10 molL'; 6,4 mL de propano-1-ol)
utilizando VRAPD. Edep (V):-0,6 -0,7 -0,8 -0,9 e -1,0; b 8 min; teq(s): 15; Amp: 0,05 V;
v: 0,03 Vs-1.

Com base nestes resultados, observou-se que a corrente de pico exibe uma
dependéncia do potencial de deposicédo, apresentando uma maior sensibilidade
(maior intensidade de corrente) para Pb (ll) em um potencial de deposicao igual a
-0,6 V quando aplicado ao sistema. Sendo assim, este potencial foi escolhido como
melhor potencial de deposicao para a determinacao do metal.

3.1.2 Estudo do tempo de pré-concentracao

A Figura 2 apresenta a influéncia do tempo de pré-concentracdo sobre a
corrente de pico, para uma concentragéo de Pb (I1) 4,83 x10° mol L', usando o EFM.
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Figura 2: Estudo do tempo de pré-concentracao para determinacgdo de Pb (ll). Dados
obtidos a partir da resposta voltamétrica ion Pb (II) em 10mL da solucgéo eletrolitica
(8,6mL de HNO, 1x10? mol L™'; 6,4 mL de propano-1-ol) utilizando VRAPD. Edep: -0,6
V;t .:100, 150, 200, 300, 400 e 500s.; t_ (s): 15 ; Amp: 0,05 V; v: 0,03V.s-1.
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De acordo com a Figura 2, observou-se que a partir do tempo de 400
segundos houve uma saturacdo do eletrodo. Com base nisso, um tempo de 300
segundos foi escolhido, porque oferece uma maior janela de concentracdo para a
curva analitica, impedindo, assim, sua saturagao.

3.1.3 Velocidade de varredura

A influéncia da velocidade de varredura na corrente de pico anoddica do
sistema foi estudada a partir de uma concentragdo de Pb (lIl) igual a 4,83 x102
mol L' em uma mistura de propan-1-ol e acido nitrico (nas mesmas proporc¢des do
preparo da microemulséo, ndo utilizando a amostra de gasolina).

Para a avaliag@o do estudo da velocidade de varredura foram analisados os
seguintes valores: 0,01, 0,02, 0,03, 0,04 e 0,05 V.s™'. Os resultados encontrados sao
apresentados na Figura 3.

WA

pa

Vs

Figura 3: Estudo da velocidade de varredura para determinagao de Pb(ll). Dados
obtidos a partir da resposta voltamétrica ion Pb (II) em 10mL da solucgéo eletrolitica
(8,6mL de HNO, 1x10% mol L*; 6,4 mL de propano-1-ol) utilizando VRAPD. Edep: -0,6
V; tpré: 8 min; t_(s): 15; Amp.: 0,05 V; v: 0,01 0,02 0,03 0,04 € 0,05 V.s™.

it

De acordo com a Figura 3, pode-se destacar que a velocidade de varredura
igual a 0,03 V.s™' é a mais apropriada, pois apresenta melhor sensibilidade. A partir
dos experimentos realizados observou-se que este valor de velocidade também
proporciona boa resolug¢éo dos picos.

3.1.4 Amplitude de Pulso

Um dos parametros utilizados para se aumentar a sensibilidade do meio é
a amplitude. Foram analisados os seguintes valores de amplitude de pulso: 0,025,
0,05, 0,1 e 0,15 V. A Figura 4 apresenta os resultados da influéncia da amplitude de
pulso em relagcéo a corrente de pico anddica.
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Figura 4: Estudo da amplitude de pulso para determinacéo de Pb (l). Dados obtidos
a partir da resposta voltamétrica ion Pb (Il) em 10mL da solugéo eletrolitica (3,6mL de
HNO, 1x10 mol L"'; 6,4 mL de propano-1-ol) utilizando VRAPD. Edep: -0,6 V; tpré:8
min; teq(s): 15; v: 0,03V.s-1; Amp.: 0,025, 0,05, 0,1 e 0,15 V.

Com base nos resultados, observou-se uma melhor resolugdo dos picos
utilizando um valor de amplitude de 0,05 V, desta forma, escolheu-se este valor
como o0 mais apropriado.

Apo6s o estudo de otimizagdo dos principais parametros, obteve-se as
melhores condi¢cdes para a determinacdo do ion metalico Pb (ll) em solugédo
eletrolitica (branco) pela técnica VRA, de acordo com os dados mostrados na

Tabela 1.
Parametros Especificac6es
Tempo de Desaeracéo 5 min
Tempo de Pré-Concentragéo 300 s
Tempo de Equilibrio 15s
Potencial Inicial -0,7V
Potencial Final -0,2V
Potencial de Deposi¢ao -0,6V
Velocidade de Varredura 0,03 V.s'
Direcao da Varredura Anddica
Modo de Varredura Pulso Diferencial
Amplitude de Pulso 0,05V

Tabela 1: Parametros eletroquimicos para determinagéo de Pb (Il) por voltametria de
redissolucdo anddica por pulso diferencial.
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3.2 CurvaAnalitica para Chumbo utilizando Voltametria de Redissolucéo
Anédica por Pulso Diferencial

A obtencdo da curva analitica depende da otimizacdo dos parametros
anteriormente estudados e discutidos. Ap6s a otimizacdo das condigdes
voltamétricas, as mesmas foram aplicadas em solugcéo eletrolitica (mistura de
propan-1-ol, &cido nitrico e agua ultra-pura).

Para se certificar que os picos encontrados na leitura voltamétrica do branco
eram do metal chumbo, adicionou-se sucessivas aliquotas de 25 pyL de solucédo
padrao de Pb (Il) na concentragdo de 1x10° mol L-1, proporcionando um aumento
linear da altura da corrente de pico na faixa de concentracdo de 2,5 a 9,9x10® mol
L. Observou-se que o0s resultados acima dessa concentragdo proporcionam o
desvio da linearidade provocada pela diminuicdo da corrente de pico do metal em
estudo, indicando assim, uma saturagéo do EFM.

A Figura 5 mostra os voltamogramas (A) caracteristicos do metal Pb(Il) no
branco, onde observou-se que a medida que se adicionava aliquotas de Pb(ll), o
pico aumentava e a curva analitica (B) correspondente relacionada a média da
triplicata da leitura de cada ponto.

(8)

j
|

ol Y=2,85803"10 ' + 5,7679

R =0,996

002 003 004 005 006 007 008 009 010 011

E/mV Concentragio Pb (umol/L)

Figura 5: (A) Voltamograma caracteristicos do branco, utilizando eletrodo de carbono
vitreo com filme de mercdrio, referente a determinacéo de Pb (ll). Ei=-0,6 V; Ef =-0,2
V; v =0,03V s-1; tpré = 300s. Solugéo estoque de Pb (l): 1x10-° mol L-1; aliquotas de

adicdo padrdo: 25 L (2,49x10® mol L-1 de Pb). (B) Curva Analitica.

Com base nos resultados obtidos nas duas técnicas, observou-se que a

técnica de voltametria de redissolu¢éo anddica apresentou melhores resultados.
A tabela 2 apresenta a comparacéo do LD e LQ obtido nas duas técnicas:
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Técnica Limite de Quantificacdo (LQ) | Limite de Detecgéo
(LD)
Voltametria de Redissolu¢ao Anddica 5,18x10® mol.L" 1,55x10¢ mol.L"
por Pulso Diferencial
Voltametria de Onda Quadrada 6,22 x 108 mol.L" 2,81x10® mol.L!

Tabela 2: Resultado do LQ e LD nas técnicas de Voltametria de Redissolugdo Anddica
por Pulso Diferencial e Voltametria de Onda Quadrada.

3.3 Analises Voltamétricas de Pb (Il em Amostras de Gasolina
Microemulsionada por Voltametria de Redissolu¢cdao Anéddica por Pulso
Diferencial

ApOs a otimizagdo das condigbes experimentais, analises voltamétricas
foram realizadas utilizando os parametros otimizados em amostras de gasolina
comercial microemulsionada.

Observou-se que o metal chumbo apresenta sinal numa faixa de mais ou
menos -450 mV na microemulsdo de gasolina, correspondendo a area do metal
chumbo.

Para se certificar que os picos encontrados na leitura voltamétrica das
microemulsdes eram do metal chumbo, adicionou-se aliquotas de 25 pL de solugao
de Pb (1) na concentragdo de 1x10° mol L' (Concentragéao final na célula de 2,49 x
10® mol. L).

A Figura 6 mostra os voltamogramas (A) caracteristicos do metal Pb(ll) na
microemulsdo de gasolina, onde observou-se que a medida que se adicionava
aliquotas de Pb(ll) o pico aumentava e a curva analitica (B) correspondente.

A
") ®

Ipa mA
Ipa (uA)

Y =0,30064 + 7,90 x
044 ; R =0,9901

r T T T T T T d
05 04 03 001 000 001 002 003 004 005 006 007 008
EN [Pb2+] umol

Figura 6: (A) Voltamogramas caracteristicos da microemulsédo de gasolina, utilizando
eletrodo de carbono vitreo com filme de mercurio, referente a determinacgéo de Pb (ll).
Solucéo estoque de Pb (Il): 1x10% mol L-'; aliquotas de adi¢cdo padrao: 25 pL; (B) Curva
Analitica.
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Onde de acordo com a Figura 6, observou-se uma boa resposta linear da
curva analitica, na faixa de concentragédo de 0,0249 mol L-1 a 7,44 x 10® mol L-1 de
Pb (1), com a reta passando muito proximo da origem. A regressao linear da curva
analitica, representada pela equacéo: y = 0,30064 + 7,90 x, mostrou um coeficiente
de correlacdo de 0,9901, cuja concentracdo de Pb (ll) é de 4,05 x 10® mol L.

3.4 Validacao dos Métodos Analiticos

Avalidagéao do método proposto foi realizada através dos célculos estatisticos
dos resultados obtidos nos testes de repetibilidade, precisédo intermediaria, limite de
deteccao, limite de quantificacéo e exatidao, conforme descrito anteriormente.

3.4.1 Precisao

A precisdo das medidas foi avaliada pelo teste da repetitividade das leituras
voltamétricas e reprodutibilidade (microemulsdes de uma amostra de gasolina

comercial preparadas em dias diferentes).

3.4.2 Repetibilidade

O teste da repetibilidade das leituras voltamétricas foi realizado com base
em uma varredura voltamétrica de uma microemulsdo com sucessivas adi¢des do
Pb (I). A Tabela 3 apresenta todos os resultados obtidos no teste de repetibilidade.

Medidas Microemulsdo com adicao padrao Pb(ll)
4,83x10% mol/L (100 pL)

Ip,(A) 3,25x10°

Ip,(A) 3,56x10°

Ip,(A) 3,76x10°

Ip,(A) 4,47x10°

Ip,(A) 4,65x10°

X 3,94x10°

S 0,168655
cv 4,86%

Tabela 3: Medidas de Corrente no Estudo da Repetibilidade da Microemulséo de
Gasolina para o Metal Pb (l1)

3.4.3 Reprodutibilidade

Para os testes de reprodutibilidade foram realizados novos experimentos,
onde a cada dia era preparada uma nova microemulsao, preparado um novo filme
de mercUrio e em seguida, realizadas as leituras voltamétricas.

Com base nos experimentos foram realizados os calculos estatisticos
para a reprodutibilidade das analises das medidas voltamétricas realizadas em
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microemulsdes preparadas em dias diferentes e analisadas com filmes de mercurio
preparados também em dias diferentes.
ATabela 4 apresenta todos os resultados obtidos no teste de reprodutibilidade.

Medidas Microemuls@o com adicao padrao Pb(ll) 4,83x10°
mol/L (100uL)
Ip,(A) 3,76x10°®
Ip,(A) 4,47x10®
Ip,(A) 3,25x10¢
Ip,(A) 4,65x10°
Ip,(A) 3,566x10°
Ipg(A) 4,47x10°
Ip,(A) 3,76x10°®
Ipy(A) 3,25x10%
Ip,(A) 3,56x10-6
Ip,,(A) 4,65x10°
X 3,94x10-6
S 0,178885
cv 4,89%

Tabela 4: Medidas de Corrente no Estudo da Reprodutibilidade da Microemulsdo de
Gasolina para o Metal Pb (lI).

Os dados apresentaram uma boa precisdo, baseada na repetibilidade e
reprodutibilidade das leituras voltamétricas, cujo valor de CV foi de 4,86% e 4,89%
respectivamente, sendo satisfatorio do ponto de vista analitico, pois, estes valores
sd0 menores que 5% que é um erro considerado aceitavel tratando-se de analise de
tracos (MENDHAM et al., 2000).

3.4.4 Limite de Detecgéo e Quantificacao

ApOs a realizagao dos procedimentos necessarios para o estudo de preciséo,
foram realizados em seguida, o estudo para determinacéo do limite de deteccao e
limite de quantificacéo, conforme descritos anteriormente.

Dessa forma, obteve-se para Pb (ll), um limite de detec¢édo de 1,55x10®¢ mol
L' e um limite de quantificagdo de 5,18x10® mol L.

A Tabela 5 apresenta os parametros avaliados, estatisticamente, com base
nos experimentos realizados para determinacdo de Pb (ll) em microemulsdo de
gasolina utilizando voltametria de redissolucdo anddica.
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PARAMETROS AVALIADOS

Faixa Linear de Concentracao
LD
LQ
R
Teor de Pb (Il) em
microemulsao de gasolina

0,0249 ymol L™ a 0,0744 pymol L
1,55x108
5,18x10®
0,9901
4,05 x 10® mol ou 1,95x10"° g L™

Tabela 5: Resultados Obtidos na Determinacéo Voltamétrica de Pb (Il) em
Microemulséo de Gasolina.

3.4.5 Exatidao

Neste estudo, quantidades de Pb (ll) foram adicionados em uma amostra de
microemulsdo de gasolina, cuja concentracdo de Pb (Il) original, foi previamente
determinada. Os resultados foram apresentados na Tabela 6.

Valor de Pb (ll) Valor de Pb (Il) Percentagem Média
Adicionado Recuperado Recuperada Percentagem
(umol L) (mol L) (%) Recuperada
(%)
0,024 0,021 87,5%
0,049 0,049 100% 96,5%
0,0744 0,0759 102%
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Tabela 6: Testes de Recuperagéo para a Determinacéo de Pb (ll) em Amostra de
Microemulsséo de Gasolina.

A percentagem de recuperacao encontrada variou de 87,5% a 102% sendo
satisfatério do ponto de vista estatistico, pois, estes valores estdo dentro da faixa
considerada aceitavel de 70 a 110%.

41 CONCLUSAO

Os resultados obtidos confirmam que o Eletrodo de Filme de Mercurio
apresenta grande potencialidade para a determinagédo do ion metéalico Pb (ll) em
microemulsdes de gasolina;

Mesmo com a baixa estabilidade observada do filme de mercurio na superficie
do eletrodo de carbono vitreo (uma vez que a distribuicdo de mercurio na superficie do
eletrodo de carbono vitreo ndo pode ser precisamente controlada), este apresentou
boa resposta analitica para a determinagéo de Pb (ll), nas condi¢des avaliadas, na
faixa de concentragéo estudada (2,49x10® a 9,90x10® mol L"), usando uma mistura
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de propan-1-ol + solugéo de &cido nitrico (1,0x102 mol L') como eletrdlito suporte;

Os limites de deteccao obtidos para Pb (ll) através da técnica de Voltametria
de Redissolucdo Anddica por Pulso Diferencial foi de 1,55x10® mol L' e o limite de
quantificagdo foi de 5,18x10® mol L' e o teor de Pb (ll) encontrado foi de 4,05x10®
mol ou 1,95x10"° g L' na técnica escolhida;

Os resultados estatisticos mostraram preciséo aceitavel apresentando CV de
4,86% para repetibilidade e 4,89% para reprodutibilidade, e uma percentagem de
recuperacédo variando de 87,5 a 102% sendo considerado satisfatorio, levando-se
em consideragdo que cada andlise é realizada com um novo depoésito Formulacédo
de Combustiveis Alternativos em Sistemas Microemulsionados Empregando Oleos
Vegetais e Derivados de filme de mercuario na superficie do eletrodo de carbono
vitreo e que essa deposicao do filme nunca ocorre de forma uniforme e idéntica.
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RESUMO: A busca por substancias
biologicamente ativas & de grande importancia,
principalmente pelo fato da resisténcia bacteriana
frente ao arsenal terapéutico existente. Os
flavonoides, substancia proveniente do
metabolismo secundario pode ser uma boa
alternativa. Devido a esses fatores, neste trabalho
relata-se o estudo da reacdo da 2-hidroxi-
acetofenona e p-anisaldeido, na tentativa de
obter a 2'-hidréxi-chalcona, um intermediario na
sintese de flavonoides. Neste estudo analisou-se
os produtos formados pela variagao de condigbes
de reacgédo, sob refluxo a 90°C, durante 3 horas
e 10% de solucdo de NaOH; a temperatura
ambiente, sob agitacdo e sem aquecimento com
10% de NaOH; e durante 3 horas de agitacdo
magneética utilizando solu¢éo a 50% de NaOH. As
analises foram feitas por HPLC, Espectrometria
de massas e RMN de Hidrogénio.
PALAVRAS-CHAVE: Reacédo de Condensagao,
Chalcona, Flavanona.
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ANALYSIS OF THE ALDOL CONDENSATION REACTION USING
2-HYDROXY-ACETOPHENONE AND P-ANISALDEHYDE

ABSTRACT: The search for biologically active substances is of great importance,
mainly because of the bacterial resistance against the existing therapeutic arsenal.
Flavonoids, a substance derived from secondary metabolism, can be a good
alternative. Due to these factors, this work reports the study of the reaction of 2-hydroxy-
acetophenone and p-anisaldehyde, in an attempt to obtain 2’-hydroxy-chalcone, an
intermediate in the synthesis of flavonoids. In this study we analyzed the products
formed by the variation of reaction conditions, under reflux at 90°C, for 3 hours and
10% NaOH solution under stirring; at room temperature, under stirring and without
heating in 10% NaOH; and for 3 hours of magnetic stirring using 50% NaOH solution.
Analyze were performed by HPLC, mass spectrometry and H'-NMR.

KEYWORDS: Condensation Reaction, Chalcone, Flavanone.

11 INTRODUGAO

A busca por substéncia com atividade biolégica para utilizagdo na industria
farmacéutica € basicamente feita em dois caminhos. Um é a modificagéo estrutural
de drogas ja existentes, que provou ser um meio eficaz de prolongar a vida util de
varios grupos de medicamentos. A outra, € o desenvolvimento de novas classes
de drogas que possam atuar em diferentes alvos biol6gicos, como pode ser o caso
dos produtos naturais, flavonoides, alcaloides, acetogeninas, além de substancias
sintéticas inéditas.

Os flavonoides que sé@o derivados do metabolismo secundario, constituem
uma familia de moléculas diversas, contendo dois anéis aromaticos, que estédo
conectados por um anel piranico. Estes compostos podem ser agrupados nos
seguintes subgrupos principais: chalconas, diidrochalconas, flavonas, flavonois,
catequinas ou flavanéis, flavanonas, antocianinas e isoflavonas (Figura 1)
(HOFFMANN-RIBANI e RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Sendo uma das classes promissoras, pois a literatura relata atividades
antimicrobiana via inibicdo da sintese de &cidos nucleicos, inibicdo da sintese de
proteinas, inibicdo da sintese de lipidios, e inibicao das funcbes da membrana
plasmatica, também, possuem atividade antioxidante (FLORIANO et al, 2020),
atividade antiviral e antibacteriana (WANG et al, 20017), atividades antifingicas,
inibindo a germinacdo de esporos de patdgenos de plantas, atividades antivirais,
contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (CUSHNIE e LAMB, 2005) e
atividade anti-inflamatéria (KIM et al, 2004), entre outras.
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Figura 1 — Estrutura quimica geral da classe dos flavonoides.

As chalconas, representadas pela estrutura |, pertencem a classe dos
flavonoides (DEWICK, 2001) e sé@o consideradas como intermediarias essenciais
na rota biosintética dos flavonoides (DIXON e STEELE, 1999), que sédo formados
pela ciclizagdo da hidroxila localizada na posi¢cdo 2° das chalconas (Figura 2)
(NAKANISHI, 1975).

Figura 2 — Esquema da equacgéo quimica da sintese de Flavonoides.

A 2’-hidroxi-chalcona € o principal intermediario para a obtencdo dos

flavonoides, sendo obtida pela reacéo entre a 2-hidroxi-acetofenona e benzaldeidos
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substituidos (MPHAHLELE e FERNANDES, 2002), entretanto, varios outros
produtos podem ser obtidos (Figura 3), o que diminui o rendimento de obtencéo da
chalcona de interesse.

OCH; )
i iOH /©/ OH
|
0

Figura 3 — Provaveis produtos de reacéo, entre 2-acetofenona e p-anisaldeido.

Com o objetivo de obter condigdes mais favoraveis para a obtengédo de
2’-hidroxi-chalconas, as quais seréo utilizadas na sintese de flavonoides, realizou-
se trés experimentos, variando o tempo de reacdo, concentracdo do catalisador e
temperatura de reacgéo, utilizando 2-hidréxiacetofenona e p-anisaldeido.

21 METODOLOGIA

2.1 Equipamentos utilizados

Espectrometro de massas Waters Acquity TQD, Espectrémetro de RMN
Bruker Ascend 400 (400 MHz), Cromatografo da linha Alliance e2695 (Waters) (Pds-
Graduacao em Quimica/UFPA).

2.2 Reagentes e solucoes

Os reagentes utilizados foram das marcas Aldrich, Vetec ou Nuclear, todos
PA.
2.3 Procedimento cromatografico por CLAE/DAD

O desenvolvimento do método cromatografico para analise dos produtos de
reacao foi realizado em cromatografo da linha Alliance 2695 (Waters), com um
sistema de bomba binario e injetor automatico acoplado a um detector de UV/Vis
com arranjo de diodo abrangendo a faixa de comprimento de onda de 210 — 600 nm.
Afase estacionaria foi uma coluna de fase reversa Sunfire C18 (150 x 4,6 mm, 5um),
com coluna de guarda Sunfire C18 (20 mm x 4,6 mm, 0,5 ym) e fluxo de TmL/min em
forno termostatico a 40°C. A amostra foi eluida em metanol grau HPLC (Jt Baker®)
e posteriormente filtrada em membranas filtrantes de nylon com poros de 0,45 ym,
da marca Millipore (Tullagreen, Carrigtwohill, Irlanda). A fase movel constituiu-se de
uma mistura binaria de agua ultra pura (GEHAKA) e MeOH filtrado em gradiente
exploratoério linear de eluicéo na propor¢éo do método de H,0-MeOH 90:10 a 0:100
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de B em 60 min. As amostras foram injetadas com um volume de 20 pL.

2.4 Procedimentos das reacées

Procedimento A

Em um frasco de erlenmeyer de 250 mL, foram adicionados 20 mL de etanol,
3 g de 2-hidréxi-acetofenona, 10 mL hidréxido de sédio (10%) e mantidos sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente, em seguida foi adicionado 3 mL de
p-anisaldeido. Essa mistura foi mantida em agitagéo (T.a.) por cerca de 3 hs, apés
esse periodo, foi armazenada em freezer por 24 hs. Ap6s esse tempo, foi acidificada
com solugéo de acido acético (20%) até pH acido. A solucao acida, posteriormente,
foi submetida a extragdo com CH,CI, PA em ampola de decantagédo de 250 mL,
trés vezes, para obtencdo da solug@o diclorometanica. Essa solugcéo, foi lavada
com agua destilada (3 vezes) e secada com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada,

fornecendo os produtos quantitativamente.

Procedimento B

Em um frasco de erlenmeyer de 250 mL, foram adicionados 20 mL de etanol,
3 g de 2-hidréxi-acetofenona, 10 mL hidréxido de sédio (50%) e mantidos sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente, em seguida foi adicionado 3 mL de
p-anisaldeido. Essa mistura foi mantida em agitagéo (T.a.) por cerca de 3 hs, apés
esse periodo foi armazenada em freezer por 24 hs. Ap6s esse tempo, foi acidificada
com solugéo de acido acético (20%) até pH acido. A solucao acida, posteriormente,
foi submetida a extragdo com CH,CI, PA em ampola de decantagédo de 250 mL,
trés vezes, para obtencdo da solug@o diclorometanica. Essa solugcéo, foi lavada
com agua destilada (3 vezes) e secada com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada,

fornecendo os produtos quantitativamente.

Procedimento C

Em baldo de fundo chato e boca esmerilhada de 250 mL, foram adicionados
20 mL de etanol, 3 g de 2-hidroxi-acetofenona, 10 mL hidréxido de sodio (10%) e
em seguida 3 mL de p-anisaldeido, sob agitacdo magnética. Essa mistura reacional
foi acoplada a um condensador de tubo reto e mantida sob refluxo (temperatura de
90 °C) com agitagdo magnética por cerca de 4h, ap6s esse tempo, foi armazenada
em freezer por 24 hs. Apos esse tempo, foi acidificada com solucéo de &cido acético
(20%) até pH acido. A solugéo acida, posteriormente, foi submetida a extragdo com
CH,CI, PA em ampola de decantacdo de 250 mL, trés vezes, para obtencédo da
solugéo diclorometanica. Essa solugao, foi lavada com agua destilada (3 vezes)
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e secada com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada, fornecendo os produtos
quantitativamente.
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Pela analise dos cromatogramas das reagdes, verificam-se que nos
procedimentos A e B, existem 3 picos, enquanto que no cromatograma do
procedimento C (Figura 4), existem 5 picos, 2 a mais. Sendo dois com tempo de
retencao diferentes. Em relacdo aos 3 picos de A e B. Também, verifica-se que o
terceiro pico, encontra-se com uma maior intensidade em B.

am 508 FEE N AR~ R " A Em S

M
SN1; Dale Acquired: 7/2/2019 6:54:57 AM BRT, Wiali13; In| & 1; Channel: ™

Figura 4 — Cromatograma do procedimento C.

A analise de RMN de Hidrogénio do procedimento C (Figura 5), indica
a auséncia da 2’-hidroxi-chalcona o intermediario necessario para a sintese de
flavonoide, devido a auséncia do dupleto com acoplamento da ordem de ~16Hz,
caracteristico dessas substancias, por ter configuragcdo trans na dupla ligagéo.
Entretanto, observam-se sinais relativos aos hidrogénios da metila, em 52,68ppm
(provavelmente do material de partida; 2-hidroxi-acetofenona), sinal relativo de
hidrogénio aldeidico 12,1ppm (provavelmente do material de partida; para-
vans= 9HZ
=17Hz e J_=3Hz),

anisaldeido) e sinais relativo aos hidrogénio do anel piranico em 65,30 (dd; J
e J,.= 3Hz), 83,45 (dd; J , =17Hz e J,, =9Hz) e 3,30 (dd; J
provavelmente pela formacao da flavanona (HARBONE, 1975).

trans gem
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Figura 5 — Espectro de RMN-'H (400MHz; CDCl,) do procedimento C.

A anélise do espectro de massas do procedimento C, indicou a presencga de
um pico de carga/massa de 254 (100%) e 238 (83%), correspondente a flavanona
(C,¢H,,0,); pico de carga/massa 136 correspondente de 2’-hidroxi-acetofenona
e para-anisaldeido (C,H,0,) e de carga/massa em 272 (5%) correspondente ao
intermediario de reagéo, provavelmente de 1-(2’-hidroxi-fenil)-3-hidroxi-3-(4-metoxi-
fenil)-propan-1-ona (C,H,,0,). Também, n&o foi observado nenhuma informagéo
com relacdo a 2-hidréxi-chalcona, confirmando as informacdes obtidas via o

espectro de RMN-'H.
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RESUMO: O presente estudo destina-se observar
0 comportamento térmico do polimero poli(acido
latico) (PLA), quando adicionado os agentes
modificadores, potenciais agentes de nucleagéo:
talco, PET micronizado e argila Montmorilonita
(MMT). Para tanto, foram produzidas amostras
de PLA com 0,4% de agente modificador e 1%
de lubrificante Lubvin

110, em extrusora dupla rosca corrotacional.
As amostras obtidas foram analisadas por
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Calorimetria  Diferencial  Exploratéria DSC
para determinacdo dos eventos térmicos
caracteristicos, temperatura de fusdo (T, e
temperatura de cristalizacéo (Tc). Os resultados
obtidos desta analise e para observar se
ocorreram melhorias nas propriedades térmicas
do polimero (PLA) quando adicionados os
potenciais agentes de nucleagéo.
PALAVRAS-CHAVE: Poli (4cido latico), PET,
talco, montmorilonita, cristalinidade.

THERMAL ANALYSIS OF POLY
(LACTIC ACID) WITH NUCLEATING
AGENTS: TALC, MICRONIZED PET AND
MONTMOROLINE CLAY

ABSTRACT: The present study aims to observe
the thermal behavior of poly (lactic acid) polymer
(PLA), when added the modifying agents,
potential nucleating agents: talc, micronized
PET and Montmorillonite clay (MMT). To this
end, samples of PLA were produced with 0.4%
modifying agent and 1% Lubvin 110 lubricant
in a double corotational screw extruder. The
test specimens were obtained in the form of
injected platelets which were subjected to their
determination of the melting temperature (Tm)
and crystallization temperature (Tc) in a DSC-
Exploratory Differential Calorimetry equipment.
The results obtained from this analysis and to
observe if there were improvements in the thermal
properties of the polymer (PLA) when added the
potential nucleating agents.

KEYWORDS: Poly (Lactic acid), PET, talc,
montmorillite, crystallinity.
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11 INTRODUGAO

O poliacido latico (PLA) é um polimero biodegradavel promissor para
substituicdo de polimeros derivados do petréleo devido obter boa aceitagcdo no
meio cientifico e mercadol6gico, em decorréncia disso, tornando-o atrativo em
desenvolvimentos de novos produtos como por exemplo embalagens . O PLA
pode ser obtido a partir de fontes agricolas renovaveis, além de ser reciclavel e
compostavel atraindo novos olhares em sua produgédo. Porém, este material puro
apresenta limitagdes para aplicagbes como embalagens, por exemplo, devido sua
baixa resisténcia mecanica, térmica e flexibilidade em comparagdo com outras
poliolefinas comumente usadas para tal aplicagdo, por isso, o uso de modificadores
de propriedades fisicas e mecanicas tais como flexibilidade, resisténcia
térmica, resisténcia ao impacto bem como o processamento sdo extensamente
investigados?®l. Diante disso, o presente estudo foi realizado a fim de medir se
ocorreu um aumento da temperatura de cristalizacdo do PLA quando adicionados
agentes modificadores, tais como o talco, polietileno tereftalato micronizado (PET)
e argila montmorilonita (MMT) em uma matriz polimérica de PLA.

Desta forma, para comprovar se houve um aumento na temperatura de
cristalizacdo do polimero, utilizamos a técnica de ensaio DSC (Calorimetria
diferencial exploratoria). Segundo a norma ASTM D3417-99.

21 EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

O PLA utilizado foi obtido da empresa NatureWorks-EUA, o PET micronizado
da Air Plast, MMT proveniente da Nanocor-EUA, o talco Talmag da empresa
Magnesita e o lubrificante lubvin 110 da empresa Baerlocher.

2.2 PLA com agentes modificadores

As amostras de PLA com os agentes modificadores PET, talco e MMT, foram
preparadas em extrusora dupla rosca corrotacional, com perfil de aquecimento
de 151°C, 160°C , 169°C, 181°C, 184°C, 189°C e 180°C em cada zona de
aquecimento. Foram preparadas amostras de PLA seguindo duas formulacdes: na
primeira formulacéo foi usado 0,4% de agente modificador e 0,04% de lubrificante,
na segunda formulacdo, por sua vez, utilizou-se 1% de agente modificador e 0,1%
de lubrificante, como mostrado na tabela 1.
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Agente

Formulacoes PLA modificador Lubrificante
PLA +0,4% PET 99,56 % 0,4 % 0,04 %
PLA + 0,4% Talco 99,56 % 0,4 % 0,04 %
PLA +0,4% MMT 99,56 % 0,4 % 0,04 %
PLA +1,0% PET 98,90 % 1,0 % 0,01 %
PLA +1,0% Talco 98,90 % 1,0 % 0,01 %
PLA +1,0% MMT 98,90 % 1,0 % 0,01 %

Tabela 1 — Formulacdes de amostras de PLA com os agentes modificadores: PET,
Talco e MMT.

Apbs finalizar o processo de extrusdo, as amostras foram acondicionadas
em uma estufa modelo Quimis com temperatura de 64°C para que pudesse ser
removida qualquer traco de umidade residual.

2.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As andlises calorimétricas foram realizadas em um calorimetro diferencial
de varredura (DSC) da TA Instruments, Modelo Q-20. Cerca de 10,0 mg de cada
amostra foram acondicionadas em cadinhos de aluminio hermeticamente selados.
Submetidos ao teste de aquecimento/resfriamento/aquecimento (heat/cool/heat —
do inglés), com temperaturas entre 80 a 180°C, com taxa de aquecimento de

10°C.min"", sob atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min"', de
acordo com a norma ASTM D3417-99.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Amostras de PLA com 0,4% de agentes modificadores, PET, talco e MMT,
foram analisadas a partir de curvas de DSC, mostradas nas figuras 1, 2 e 3,
respectivamente.

- PLA+04%PET

[y PLA=0A%PET
o] PLA=0/4%2ET,23300mg

Integral 30,00 mj Integral -51,55mj
Normalized 12,86 jg™* Nommalized -22,12jg™* |
Peak 108,92°C Peak 148.48°C |
Left Limit  99,55°C Left Limit  139,00°C
Right Limit 117,48 °C Right Limit 159,30 °C ‘

Figura 1. Curva de DSC do PLA com 0,4 % de PET.
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PLA+ 0.4 % TALCO

w3 { PLA+0,4% TALCO
| PLA=04%4TALCO,2,0600mg

Integral 18,76 mj Integral -37,66 mj

Nommalized 9,11 jg~* Normalized 16,38 jg~*

Peak 110,76 °C Peak 149,08 °C

Left Limit 101,91 °C Left Limit 139,65 °C

Right Limit 119,92 °C Right Limit 159,01 °C |

Figura 2. Curva de DSC do PLA com 0,4 % de talco

PLA +0,4%MMT
.
o PLA+0.4%MMT
Integral 37.50 mj Integral -46.02mj
Normalized 1829 jg~* Normalized -2245jg7%
Peak 110,03 °C Peak 148,64 °C
Left Limit 99,29 °C Left Limit 138,13°C
Right Limit 121,74°C Right Limit 159,18 °C
.
W18
| — ~gw
:
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Figura 3. Curva de DSC PLA com 0,4% de MMT.

Os dados referentes a cada evento térmico observado nas curvas de DSC
das amostras de PLA com 0,4%, bem como aquelas contendo 1% de agentes
modificadores, foram sumarizados nas tabelas 2 e 3, as quais contém as temperaturas
eT

endset

e inicio e término de cada evento térmico (do inglés, T ), temperatura de

onset
fuséo (T,) e de cristalizagdo (Tc) e seus respectivos valores de entalpia.

De acordo com os dados encontrados, & possivel observar que para as
amostras de PLA com 1% de talco ocorreu aumento na Tc, sendo assim um forte
candidato a agente nucleante. J4 nas amostras de PLA com adicdo de PET né&o foi
observado variagcOes significativas, muito provavelmente por formarem potenciais

sistemas de blendas misciveis.

T, (°C) T, et (°C) AH, (J/g) T,(°C)
PLA puro (padréo) 102,97 119,38 10,90 112,58
PLA + 0,4% PET 99,55 117,48 12,88 108,92
PLA +1,0% PET 100,73 119,40 12,87 110,45
PLA + 0,4% MMT 99,29 121,74 18,29 110,03
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PLA + 1,0 % MMT 100,91 122,45 20,53 112,31
PLA + 0,4% Talco 101,91 119,92 9,11 110,75
PLA + 1,0% Talco 95,63 118,31 13,73 106,60

Tabela 2 — Dados de T T AH, e T, obtidos das curvas de DSC referente ao

onset’ "endset,

evento térmico fuséo.

Tonset (°C) Towset °C)  AH, (J/g) T, (°C)
PLA puro (padréo) 139,72 157,74 -22,43 149,49
PLA +0,4% PET 139,00 159,30 -22,12 148,48
PLA +1,0% PET 141,71 158,34 17,71 148,77
PLA + 0,4% MMT 138,13 159,18 -22,45 148,64
PLA +1,0% MMT 139,37 159,10 -23,36 149,22
PLA + 0,4% Talco 139,65 159,01 -18,38 149,08
PLA +1,0% Talco 138,49 158,49 -20,89 154,35

Tabela 3 —Dadosde T__, T .. AH e T, obtidos das curvas de DSC referente ao

onset’ endset,

evento térmico cristalizagdo

Comparando PLA puro com PLA + 0,4% de argila, temos os seguintes
valores para T. e T,. O PLA puro apresenta T, em aproximadamente 112,58°C e
T, a149,49°C, o PLA + 0,4% de PET apresentou T, a 108,92°C e a T_ & 148,08°C.
E possivel observar que a T, diminuiu 3,25% enquanto a temperatura T_ diminuiu
0,94%. Amostras de PLA com 0,4% de talco apresentaram valores de 110,75°C para
aT, e 149,08°C para a T.. Em comparagéo aos dados do PLA puro ja apresentados,
amostras de PLA com 0,4% de talco apresentaram redugéo de 1,63% na T, e de que
0,27% na T_. J& as amostras de Amostras de PLA com 0,4% de MMT apresentaram
valores de 110,75°C para a T, e 148,54°C para a T.. De maneira comparativa ao PLA
puro houve reducéo de 1,63% na Tf e 0,63% na Tc. O que mostra que o PET néo
causou influéncia significativa na Tc do material.

Para as amostras de PLA com 1% de agentes nucleantes, de maneira geral,
foi verificado variagcdes mais significativas na cristalizagéo do PLA.

41 CONCLUSOES

Os efeitos da adicéo dos potenciais agentes nucleantes em polimeros podem
variar de acordo com sua afinidade e o teor em que foi adicionado ao polimero
durante o processo. Neste estudo foi possivel observar que o agente modificador
talco adicionado ao PLA na proporgéo de 1%, se destacou como melhor efeito como
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agente nucleante, pois as amostras do PLA com 1% de talco apresentaram aumento
na temperatura de cristalizagdo, observado no ensaio de DSC. De acordo com a
literatura, aumento na cristalinidade proporciona ao polimero uma diminuicdo de
ciclos de processamento, com melhorias nas propriedades mecéanicas e térmicas.
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RESUMO: O efeito do didmetro das gotas e do
nivel de 4gua na eficiéncia de separagdo de um
separador gravitacional foi testado aplicando
modelos Euleriano-Euleriano, k - £ padréo para
turbuléncia e a forca de arrasto proposta por
Grace. Como esperado, o aumento do diametro
das gotas aumenta a eficiéncia de separacéo. O
diametro de corte do separador foi estimado em
414,83 pm e o nivel 6timo de agua no separador
ocorre em 0,4 m. Os resultados apresentam
boa concordancia com a literatura, indicam
uma correta modelagem do sistema e mostram
a capacidade da CFD em fornecer importantes

informacdes do processo de separagdo
gravitacional agua-oéleo.
PALAVRAS-CHAVE: CFD, Separacgéo

Gravitacional, Dispersdo Agua-Oleo.

APPLICATION OF CFD IN THE STUDY OF
DROP DIAMETER AND WATER LEVEL
EFFECT ON GRAVITATIONAL WATER-OIL
SEPARATION

ABSTRACT: The effect of the droplet diameter
and water level on the separation efficiency of
a gravitational separator was tested applying
Eulerian-Eulerian model, standard k - £ model for
turbulence and the drag force model proposed by
Grace. As expected, increasing droplet diameter
increases the separation efficiency. The separator
cutting diameter was estimated at 414.83 um and
the optimum water level in the separator is 0.4 m.
The results are in good agreement with literature,
indicate a correct modeling of the system and
show the ability of the CFD to provide important
information on the water-oil gravitational
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separation process.
KEYWORDS: CFD, Gravitational Separation, Water-Oil Dispersion.

11 INTRODUGAO

A presenca de agua causa varios problemas para a industria do petréleo,
como aumento da viscosidade, problemas de corrosdo, entupimento de
tubulacdes, dificuldade no tratamento, superdimensionamento de equipamentos
e envenenamento de catalisadores nas refinarias devido aos sais dissolvidos,
que diminuem a rentabilidade do processo. A primeira etapa de separacao € feita
nos separadores gravitacionais, que sdo grandes equipamentos projetados para
acomodar os fluidos, fornecer tempo suficiente para a separagao ocorrer e permitir
variagdes do fluxo na entrada sem diminuir a eficiéncia de separagédo. Geralmente
séo dotados de dispositivos internos como placas defletoras, placas coalescedoras,
eliminadores de névoas e outros que aumentam a eficiéncia de separacéo (Kunert,
2007). A atuacdo desses separadores é fortemente dependente das condicdes
operacionais, do padrdo de fluxo dentro do equipamento, da fracdo volumétrica
e do tamanho das gotas dispersas. Aumentar o entendimento das variaveis que
interferem na eficiéncia de separagdo é crucial para melhorar o desempenho
do processo (Lucas et al., 2009). A Fluidodindmica Computacional (CFD) é uma
poderosa ferramenta de baixo custo e alta flexibilidade que permite alcancar muitas
informacgdes importantes para um bom desempenho deste equipamento (Kharoua,
2013). Entretanto, a modelagem matematica da separagéo gravitacional agua-6leo
€ bastante complexa e demanda elevado esforco e tempo computacional, levando
muitos autores a desconsiderarem os fendmenos de quebra e coalescéncia das
gotas (Chen et al., 2015; Abdulkadir e Perez, 2010). Neste sentido, o presente estudo
apresenta a modelagem matematica da separagdo agua-6leo usando o software
ANSYS Fluent 15.0, combinando os modelos Euleriano-Euleriano, k - £ padrédo para
turbuléncia e a forca de arrasto proposta por Grace (Clift et al., 1978). Os efeitos
de didmetro de gota e do nivel de agua na eficiéncia de separagéo foram avaliados
para o separador estudado e os resultados comparados com dados da literatura.

21 METODOLOGIA

O separador usado no presente trabalho consiste em cilindro com 1,2 m de
diametro e 5,2 m de comprimento. O fluido entra por uma tubulagéo de diametro e
comprimento de 0,1 metros, localizada no centro da face do cilindro. As saidas de
agua e 6leo estdo a 0,025 m do fundo e do topo do separador, com tubulagdes de
0,1 m de comprimento e diametro de 0,05 m.
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2.1 Modelagem matematica

A abordagem Euleriana utilizada para modelar o escoamento multifasico
resolve um conjunto de equacdes de continuidade e quantidade de movimento
para cada fase assumindo uma distribuicdo monodispersa. O modelo de Grace
(ANSYS, 2017) foi aplicado para a for¢ca de arrasto por considerar a deformacgéo das
gotas. O processo de separacdo gravitacional exige baixa turbuléncia para evitar
perturbacdes na interface dos liquidos e que misturas ocorram. Assim, o modelo k -
€ padrao foi utilizado por sua conhecida robustez, simplicidade, boa precisdo, baixo
custo computacional e capacidade de descrever diversas aplica¢cdes industriais,
além de ser bem estabelecido na literatura (Kharoua, 2013; Abdulkadir e Perez,
2010). As hipoteses de escoamento isotérmico e incompressivel foram adotadas.

Condicbes de contorno: Nas paredes a condicdo “no slip” foi selecionada e

um plano de simetria foi aplicado para reduzir o esforgo computacional. A condi¢éo
“mass flow inlet’ foi usada na entrada e na saida de 4gua e “pressure outlet’ na saida
de 6leo. Em todas as simulacdes as taxas massicas na entrada foram 4,732 kg/s
para o Oleo e 0,468 kg/s para a agua, que corresponde a uma fragéo volumétrica de
agua de 8%. Para manter o nivel de agua no separador, a saida foi fixada em 0,468
kg/s. A intensidade turbulenta e o didmetro hidraulico na entrada e na saida de agua
foram, respectivamente, 1% e 0,1 %.

Condic¢éo inicial: Em todas as simulag¢des o nivel de agua inicial foi de 0,5 m
e o restante preenchido de 6leo para facilitar a convergéncia numérica.

Propriedades fisicas do sistema: As massas especificas e as viscosidades

dinamicas foram, respectivamente, 998,2 kg/m®e 1,000 mPa.s para a agua e 18,151
mPa.s e 869,3 kg/m?® para o 6leo. A tenséo superficial usada foi de 0,024 N/m, que é
um valor tipico de 6leos leves.

Abordagem numeérica: A eficiéncia de separacdo em fungdo do numero

de elementos foi usada para o teste de independéncia da malha com gotas de
900 um. Nas cinco malhas testadas, os dois maiores refinamentos forneceram,
respectivamente, 95,95% e 96,78% de eficiéncia de separagdo. Assim, optou-se pela
malha de menor numero de elementos e nés (111709 e 23728, respectivamente). O
esquema implicito no regime transiente foi aplicado com 2500 passos de tempo de
0,2 s. Na discretizagcao do termo advectivo da equagao da quantidade de movimento,
usou-se Upwind de segunda ordem e Upwind de primeira ordem nas demais
equacgbes com o esquema Simple descrevendo o acoplamento pressao-velocidade.
Para a convergéncia numérica, os fatores de sub-relaxacao de pressdo, momento,
k e €foram, respectivamente, 0,7, 0,3, 0,4 e 0,4. O critério de convergéncia utilizado
foi de 10 para os residuos da equacdo da continuidade e 10° para os demais
parametros.
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Parametros estudados: O efeito do didmetro das gotas (d) na eficiéncia de
separacgéo (S) foi testado usando didametros de 300, 500, 700, 900 e 1000 pm,

mantidos constantes em cada simulagdo com o nivel inicial de agua em 0,5 m.

Posteriormente, o nivel foi variado em 0,4, 0,5 e 0,6 m mantendo as gotas em 900

pum. No presente trabalho, o valor de foi calculado conforme Equagéo 1:

entrada __ agaida de 6leo
_ %égua dgua o
S= qentrada x100%
agua

—
—_
~

Onde agg;gada e agggf;‘ dedleo s50 as fragdes volumétricas de agua na entrada

e na saida de 6leo, respectivamente.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padrbes de escoamento em termos da fragcdo volumétrica para os
niveis 0,5 (abaixo) e 0,6 metros (acima) de agua sao apresentados na figura 2. O
perfil mostra o éleo (vermelho) ocupando a parte superior e a agua (azul) a parte
inferior com uma camada intermediaria de gotas compactadas acima da interface
agua-obleo. O separador apresentou o padrdo desejado de fluxo uniforme e pouco
turbulento, confirmado pelo baixo nimero de Reynolds para o 6leo (23,16) e para
a agua (445). Um padrao semelhante foi observado por Abdulkadir e Perez (2010)
ao usar gotas de 1 mm e velocidade inicial de 0,5 m/s, mostrando boa concordancia
com os resultados destes autores.
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750801
7.00e-01
6.50-01

6.00e-01
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- 4.50e-01
4.00e-01
350801
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2 50e-01

2.00e-01
1.50e-01
1.00e-01

5.00e-02
0.00e+00

Figura 2: Perfil do separador pela fragcdo volumétrica das fases ao final da simulacéo:
embaixo o nivel & de 0,5 metros e em cima 0,6 metros de agua com gotas de 900 pm.

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que a atuagdo de um
separador gravitacional é fortemente dependente do tamanho de gotas, onde a
maior eficiéncia alcancada foi de 98,07% para gotas de 1000 um. Como esperado,
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o0 aumento de d aumenta S pela maior acao gravitacional e estd de acordo com
os resultados de Abdulkadir e Perez (2010), que também observaram diferencas
significativas ao testarem gotas de 250 e 500 pum.

d (um) 300 500 700 900 1000
S (%) -562,74 22,96 79,75 95,95 98,07

Tabela 1: Valores da eficiéncia de separag@o em funcao do diametro de gota.

O ajuste exponencial de S em funcao de d é mostrado na Figura 3, que estima
o diametro de corte do separador em 414,83 um, acima do qual a separacao das
fases se inicia. Este valor esta dentro da faixa de didmetros comumente estudados
na literatura, que costumam variar de 100 a 3000 um (Kharoua, 2013; Abdulkadir e
Perez, 2010).

120

201 d_,, =414,83 um

200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
d (um)

Figura 3: Eficiéncia de separagao em fungéo do didmetro da gota.

O nivel de agua no separador (h)) também & uma importante variavel que
afeta a eficiéncia de separacdo. Observa-se na figura 2 que o fluxo na entrada
promove pouco arrasto nas gotas de agua acima da interface agua-6leo para o
nivel 0,5 metros. No entanto, no nivel de 0,6 metros claramente o arrasto é mais
pronunciado, responsavel por diminuir a eficiéncia de separacdo. Portanto, o
aumento de h, diminui o valor de S, pois mais gotas de agua séo arrastadas para a
saida de 6leo. Para o separador estudado, o nivel de melhor eficiéncia de separacao
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ocorreu em 0,4 m com gotas de 900 um, como mostra a Tabela 2.

h, (m) 0,4 0,5 0,6
S (%) 97,53 95,95 92,74

Tabela 2: Valores da eficiéncia de separagéo em funcao do nivel de &gua no separador.

41 CONCLUSAO

Os efeitos do didmetro de gota e do nivel de agua na eficiéncia de separacao
de uma dispersao agua-6leo foram estudados aplicando os modelos Euleriano-
Euleriano, k - € padrédo para turbuléncia e a forga de arrasto proposta por Grace. O
separador gravitacional estudado apresentou um fluxo uniforme e pouco turbulento.
Como esperado, o aumento do didmetro das gotas aumentou a eficiéncia de
separagdo, apresentando boa concordancia com valores na literatura. O diametro
de corte estimado para este separador foi de 414,83 um, que esta dentro da faixa
de atuacéo deste tipo de equipamento. Para o separador estudado, o nivel de agua
de melhor eficiéncia de separacéo ocorreu em 0,4 m. Finalmente, trabalhos futuros
deverédo considerar a quebra e a coalescéncia das gotas por meio da Equacéo de
Balango Populacional (EBP) e verificar o efeito de outros pardmetros, como a fragao
volumétrica, distribuicdo do tamanho de gotas, a viscosidade do 6leo e as condicoes
de entrada na eficiéncia do separador.
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RESUMO: A aromaterapia utilizando o éleo
de ylang-ylang tem sido referida na literatura
cientifica como contribuindo para minimizar
sintomas de ansiedade e melhorar a sensagéo de
bem-estar. O presente projeto pretende verificar a
percepcdo de melhoria dos sintomas manifestos
por mulheres em climatério. Estudo transversal,
qualitativo, descritivo num periodo de 60 dias de
aromaterapia com o 0Oleo de ylang-ylang, com o
atendimento de 15 mulheres na faixa etéria de
40 a 65 anos. Os resultados indicam percepgéo
de bem-estar em mulheres climatéricas que
manifestaram plenitude e desejo de continuar
a viver, independente dos sintomas manifestos,
pois aprenderam a se aceitar como mulheres.
PALAVRAS-CHAVE: Aromaterapia, Oleos
Essenciais, Ylang-ylang, Climatério, Praticas
Integrativas Complementares.
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AROMATHERAPY WITH YLANG-YLANG
OIL (Cananga odorata) AND WELL-BEING
PERCEPTION IN CLIMATE WOMEN

ABSTRACT: Aromatherapy using ylang-ylang
oil has been referred to in the scientific literature
as contributing to minimize anxiety symptoms
and improve the sense of well-being. The
present project intends to verify the perception
of improvement of the symptoms manifested
by women in climacteric. A cross-sectional,
qualitative, descriptive study in a 60-day period
of aromatherapy with ylang-ylang oil, with the
attendance of 15 women in the age group of 40
to 65 years. The results indicate a perception of
well-being in climacteric women who showed their
fullness and desire to continue living, regardless
of the manifest symptoms, since they learned to
accept themselves as women.

KEYWORDS: Aromatherapy, Essential Oils,
Ylang-ylang, Postmenopausal, Complementary
Integrative Practices.

11 INTRODUGAO

Como bastante  difundido, pelo
conhecimento dos Ultimos censos, a populagéo
brasileira segue a tendéncia mundial de
envelhecimento e de acordo com o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2017), a expectativa de vida de nossa populagéo
subiu de 75,4 anos para 75,8 anos; sendo que
a idade da mulher corresponde a 79,4 anos e a
do homem de 72,2 anos, propor¢éo similar em

todos os Estados brasileiros, que remetem para
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um aumento progressivo de mulheres em busca por servicos de satde (ASSUNCAO
et al., 2017).

O climatério € um termo de origem grega (klimater) e significa “periodo
critico”, cujo termo nomeia uma fase biolégica da vida da mulher que se inicia
no final da vida reprodutiva até o inicio da fase da velhice, dos 48 aos 65 anos
(BERNI; LUZ; KOHLRAUSCHA, 2007). Esse periodo abrange as seguintes fases:
pré-menopausa, 0s anos anteriores aos distdrbios menstruais; perimenopausa, dura
cerca de 12 meses, quando da irregularidade da menstruacéo; a menopausa, na
instalacdo da Ultima menstruacéo e a pds-menopausa, que dura até o final da vida
da mulher (OMS, 1996).

Ha uma série de mudancgas nos eventos endbcrinos naturais para adaptar
0 corpo a essas alteracdes, a partir dos 35 anos de idade: o volume médio dos
ovarios diminui de 8 a 9 cm na menacme para 2 a 3 cm, alguns anos apos a
menopausa; a producdo hormonal de estrogénios e androgénios, com predominio
do estradiol durante o periodo reprodutivo comeca a oscilar até a cessacdo dos
ciclos, com a instalacdo da menopausa; mantendo-se uma produg¢do basal de
estrona, androstenediona, testosterona e minima de estradiol e progesterona;
se a menopausa acontece artificialmente, pela retirada do Utero ou dos ovarios o
processo pode acontecer a qualquer momento do ciclo, independente da idade da
mulher (BRASIL, 2008).

Os sintomas apresentados durante o climatério séo os fogachos e sudorese;
nauseas cefaleia; dispneia, dor precordial, palpita¢cdes; formigamento, prurido,
vertigens; angustias, depressado ou irritagdo; insonia, falta de memoria; digestdo
dificil; cansaco lombalgia, dores articulares; os fluxos menstruais se tornam escassos
ou abundantes, com ciclo ora curtos ou longos e sangramentos intermenstruais
(KWAK, PARK, KANG, 2014; OMS, 1996); até se expressarem os sintomas de atrofia
urogenital, como o adelgacamento da mucosa vaginal, dispareunia no ato sexual,
desaparecimento u exacerbacdo do desejo sexual; urgéncia na mic¢ao, disuria,
nictdria ou incontinéncia urinaria (OMS, 1996). Esse periodo de instabilidade das
modificagdes hormonais, de fatores socioculturais e psicol6gicos sdo decorrentes
do processo de envelhecimento da mulher (LEITE, 2012).

Aadocéao de medidas promotoras de qualidade de vida com habitos saudaveis
como alimentacao equilibrada, atividade fisica adequada, postura proativa perante a
vida, capacidade de fazer projetos, atividades culturais, sociais, profissionais, ludicas
e de lazer proporcionam saude e bem-estar a qualquer mulher, em qualquer idade
(BRASIL, 2008), de modo que sejam mantidas a capacidade funcional, a satisfagao
pessoal, o estado emocional e a interacdo social dessa mulher (DE LORENZI et al.,
2009).

As terapias naturais holisticas sinalizam para uma visdo da saude
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entendida como bem-estar amplo, numa interagcdo complexa de fatores fisicos,
sociais, mentais, emocionais e espirituais, compreendendo que o corpo humano
€ um campo de energia que pode ser tratado a partir de distintos métodos, num
esforco multidisciplinar, em terapia multidimensional no processo saude/doenca/
cura num paradigma denominado bioenergético onde a “visédo do todo” representa
uma mudanca no olhar dos profissionais de assisténcia a saude, de maneira mais
contextualizada (ANDRADE e COSTA, 2010; DE LORENZI et al., 2009).

A aromaterapia é a pratica terapéutica que utiliza 6leos essenciais 100%
naturais, puros e completos, cujas propriedades botanicas especificas, seu método
de extragdo e a composi¢éo quimica completa sdo conhecidas. Os 6leos essenciais
sdo compostos de autodefesa produzidos pelas plantas para sobreviverem ao
meio ambiente, para repelir insetos predadores (herbivoros) e outras espécies de
plantas que concorrem no espaco fisico pelos nutrientes do solo e pela luz solar
(WOLFFENBUTTEL, 2016).

No Brasil, a aromaterapia tem sido de uso na pratica popular, de tal maneira
que o Ministério da Saude a incorporou como terapia holistica integrante da Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS — PNPIC-SUS, iniciada
em 2006, com a publicac¢édo da Portaria n® 702, de 21 de marco de 2018, que ampliou
o leque de tratamentos complementares e integrativos na atencao basica, antes de
19 praticas, acrescidas de mais 10 praticas a partir dessa portaria (BRASIL, 2006;
BRASIL, 2018).

A Cananga odorata (Hook. F. & Thomson) & uma espécie vegetal de origem
asiatica cujo 6leo essencial € usado em perfumaria, aromaterapia, industria
farmacéutica e industria de alimentos (CRAVEIRO et. al., 1981). Apesar da origem
asiatica foi introduzido em outras regiées do mundo, sendo encontrado em paises
com climas tropicais Umidos, tais como: Filipinas, Indonésia, Malasia, ilhas Comores,
Sao Tomé e Principe e Madagascar cuja composi¢ao do 6leo essencial obtido das
flores da planta apresenta acetato de benzila, benzoato de metila, cariofileno,
eugenol, geraniol, linalol, pineno, entre outros (LEBOEUF et. al., 1982).

O 6leo essencial € obtido pelo processo de destilagdo a vapor das flores.
Baudoux (2018) registra a espécie botéanica: Cananga odorata, uma arvore com
cerca de 25 m de altura, mas mantida em baixa altura para facilitar a colheita
das flores; sindnimos: Ylang-ylang, em inglés e Ylang-Ylang-totum, em francés
(BAUDOUX, 2018). O 6leo possui aroma floral doce, forte, misto de améndoa e
jasmim. Sua acéo terapéutica é caracterizada como hipotensor, por ajudar a regular
os ritmos cardiopulmonares; possui efeitos hidratantes, auxilia no tratamento da
pele oleosa, sendo estimulante do couro cabeludo, por isso usado em hidratantes e
em misturas de perfumes; possui algumas propriedades anti-infecciosas (DAMIAN
e DAMIAN, 2018).
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Na aromaterapia africana, o 6leo essencial de ylang-ylang é utilizado com o
propésito de melhorar a qualidade de vida, com efeito preventivo contra o estresse,
ansiedade e depressdo, promovendo uma melhora no humor por seu odor doce e
agradavel. E utilizado em situages de separacdo conjugal (depressao), podendo
ainda ser utilizado em situagdes de transtorno de estresse pos-traumatico (BIRD,
2003); essas qualidades antidepressivas, sedativas e afrodisiacas fazem com que
seja indicado no climatério para o tratamento da frigidez e da impoténcia, no combate
a insdnia e aos estados de ansiedade, raiva ou histeria (DAMIAN e DAMIAN, 2018).

A substancia aromaticamente apresenta algumas caracteristicas especiais:
ser volatil, ser hidrossolivel, ser lipossoluvel WOLFFENBUTTEL (2016). Os
principais métodos para uso dos 6leos essenciais sdo: o difusor, para tratar condi¢cdes
pulmonares; massagens, banhos, friccdo no corpo (dor muscular e reumatismo);
em compressas, mascaras, lo¢des, cremes para uso facial e cosmético e no couro
cabeludo. O uso interno, apenas sob prescricdo médica, para fazer a inalagéo por
contato proéximo ao nariz ou usando o aromatizador (LAVABRE, 2018).

21 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa e tratamento foram aplicados a 15 mulheres, com idades entre 40
a 65 anos, residentes no municipio de Belém do Para, que atenderam a divulgacéao
telefdnica em rede social; para esclarecimento e sensibilizacdo participaram de
palestras sobre Climatério e Aromaterapia: conceito, histéria e apresentacado
da técnica. De 21 mulheres presentes na primeira atividade, 18 aderiram; de
seis (6) mulheres na segunda atividade, cinco (5) aderiram. O trabalho pesquisa
e aromaterapéutico foi realizado com 23 mulheres, que assinaram Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, mas ao final oito (8) foram excluidas da analise,
por ndo terem participado de um minimo de sete (7) sessbes terapéuticas com o
Oleo de ylang-ylang.

O estudo de natureza transversal, quantitativo, descritivo foi realizado durante
sessOes terapéuticas aplicada a 15 mulheres voluntarias na fase do climatério, idade
entre 40 a 65 anos, num periodo de 60 dias, residentes do municipio de Belém do
Paré; as participantes assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
apos o qual aplicou-se dois questionarios estruturados para coleta de dados de
identificacdo de vinculagcéo a pesquisa e sintomas do climatério; além de anotacbes
livres referidas pelas voluntarias. As questbes objetivas do questionario clinico,
redigidas em linguagem simples, abordaram se os sintomas do climatério estavam
presentes ou ausentes. A terapeuta fazia registro da percepgcédo do bem-estar das
sensacgOes/emocgdes e também dos aspectos fisicos relatados pelas mulheres.

A metodologia utilizada para a finalidade do trabalho foi a aplicacdo de
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oleo essencial ylang-ylang (Cananga odorata), a custo zero para as voluntarias,
durante todo o tratamento, cada umarecebendo um frasco contendo 5 ml do 6leo
essencial (Terra Flor®). Antes do tratamento, as mulheres tiveram avaliagdo médica
para caracterizagdo da historia clinica, fase do climatério. Com o encaminhamento
médico, eram aplicados dois questionarios prévios ao tratamento (identificacdo
pessoal e dados clinicos) e procedido o agendamento das sessdes terapéuticas;
apoés cada sesséo clinica, no intervalo de 5 (cinco) a 7 (sete) dias era agendada a
sessdo seguinte, respeitando a disponibilidade da voluntéaria, considerando-se para
a analise apenas as que fizeram, no minimo, 7 (sete) sessdes aromaterapéuticas.

Como cada voluntéria recebeu um frasco dosador com 5 ml do 6leo de ylang-
ylang, orientando-se para aplicacao de uma gota do 6leo essencial na planta dos
pés, trés (3) vezes ao dia; na impossibilidade, uma (1) vez, antes de dormir. Para
uso espontaneo diario, foi doado um colar aromatico, com quantidade a critério da
voluntaria. Nas sessdes terapéuticas, com duragdo minima de 20 minutos, a mulher
ficava deitada sobre maca, em decubito ventral, sendo-lhe aplicado 3 (trés) gotas
de 6leo essencial de ylang-ylang ao longo da coluna vertebral, depois espalhado
com movimentos suaves; ap6s a sessao, preenchia um questionario para registro
de dados objetivos e respondia a terapeuta sobre os sintomas/sensacdes que sentia
durante a aplicagéo, incluido o uso continuo semanal; as falas eram registradas,
bem como a impressédo da pesquisadora sobre o comportamento e emogbes que
essa mulher exteriorizava.

Os dados foram registrados em planilha eletrénica, geraram banco de dados,
expressaram resultados em tabelas e gréaficos e possibilitaram a analise descritiva.
A revisdo da literatura foi baseada em artigos cientificos levantados nas plataformas
de pesquisa cientifica (Scielo, Biblioteca Virtual em Salde, Medline), legislacao
federal e manuais do Ministério da Saude.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 23 mulheres que aderiram ao tratamento uma delas, com 55 anos,
apresentou alergia ao 6leo de ylang ylang (Cananga odorata) na segunda sessao
e foi suspensa da pesquisa; outra com 65 anos, na primeira sessao terapéutica
apresentava dermatite de contato, sem condic¢des clinicas para iniciar o tratamento;
ao final do periodo de aplicacao terapéutica, seis (6) mulheres que fizeram apenas
cinco sessoes e seus dados ndo foram considerados para analise final. Ao final, s6
foram considerados os dados de 15 mulheres.

As questdes objetivas do questionario clinico foram redigidas em linguagem
simples, foram abordados sintomas do climatério, buscando-se saber se presentes
ou ausentes. Depois, questionado pela terapeuta, fez-se o registro da percepcao do
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bem-estar das sensacdes/emocdes e também dos aspectos fisicos relatados pelas
mulheres, que usaram o Oleo essencial de ylang ylang durante a semana e logo
apds a sessdo terapéutica. E, nesse momento, as pesquisadoras questionavam
sobre melhora ou n&o dos sintomas e quais as emog¢des/sensacdes de bem-estar
percebidas por essas mulheres. O questionario clinico da pesquisa apresenta
relacdo de sinais e sintomas que se assemelham aqueles pesquisados por
Kwak, Park e Kang (2014), mas estes autores expandiram seu questionamentos
para niveis de conhecimentos da mulher sobre a menopausa, sobre as atitudes
diante dos sintomas e como a mulher de meia-idade em atividade econémica ativa
administrava a sintomatologia e o seu dia-a-dia profissional.

No Gréfico 1 expressa-se os dados sobre sintomas vasomotores manifestos
pelas mulheres, da primeira a sétima sessdo aromaterapeutica, onde se observa
que as ondas de calor (fogachos) sofreram regular redugéo na sua manifestagéo,
com leves oscilagdes, tais quais observados por Miranda; Ferreira; Contente (2014),
que apenas estudou as manifestagdes tipicas do climatério.

Ondas de Calor

87%

73% 73% 73% 67%

60%  60%
0% 0%
7% 7% % 3%
1Al i« NO

Sessdo 1 Sessao 2 Sessdao 3 Sessdo4 Sessdao 5 Sessao 6 Sessdo 7

W Ausente M Presente

Gréfico 1: Ondas de Calor.

Fonte: Dados da pesquisa

No Grafico 2 expressam-se os dados sobre sintomas de insénia, no qual se
verifica que ha uma evolugao gradual para auséncia da manifestacéo, a medida que o
tratamento com o 6leo essencial ylang-ylang evolui; dados similares sao registrados
por Miranda; Ferreira; Contente (2014), diante de procedimentos terapéuticos
diferente do uso de Oleo essencial, com a terapia de reposicdo hormonal e néo
holistica, como a presente proposta.
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InsOnia
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Grafico 2: Ins6nia.

Fonte: Dados da pesquisa.

No Grafico 3 sdo observados os dados manifestados para ansiedade, onde
a sintomatologia se mostra resistente nas duas primeiras sessdes e gradativamente
declina nas trés ultimas sessdes, com a aplicacdo do ylang-ylang. Gnatta et al.
(2011) verificaram em seu estudo piloto que esse 6leo essencial é aplicavel ao
tratamento para reducao da ansiedade.

Ansiedade

80% 80%

60% s 60% 67%
a798>%
1 I I II l

Sessdo 1l Sessdo2 Sessdo3 Sessdo4  Sessdo5 Sessao 6 Sessdo 7

W Ausente ® Presente

Grafico 3: Ansiedade.

Fonte: Dados da pesquisa.

No Grafico 4 os dados expressam a resposta das voluntarias a manifestagédo
da libido e os resultados ndo sdo muito significativos. Damin e Damian (2018)
indicam o uso do ylang-ylang para o tratamento da frigidez e da impoténcia sexual;
contudo, Tan et al. (2011) verificaram que o dleo tem efeitos espermatoxicos, o que
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recomenda ser inadequado para uso pelo homem, face a possibilidade de inibir a
fertilizagao, por destruir os espermatozoides.

Reduc¢io de Libido

73%

67% 67%

60% 60%

67%
53%
47%
0% 0%
33% 33% 33%
I i I I I I

Sessdaol Sessdo2  Sessdo3  Sessao4  Sessao5  Sessdo 6 Sessao 7

W Ausente ® Presente

Gréfico 4: Redugéo da libido.

Fonte: Dados da pesquisa.

Numa visdo geral dos sintomas holisticos e emocionais, no Grafico 5
observam-se as manifesta¢cdes de bem-estar, auto-estima e boa dormida, com
significativa melhora, resultados semelhares foram observados no estudo de Gnatta
et al. (2011).

Sintomas Holisticos
30%

27% 27%

25%

20%

15%

10%

T%7%7% 7%
5%
0%0%

0%0% 0%0%

0%

Sessd0 1 Sessdo2 Sessdo3 Sessdo4 Sessdo5 Sessdo 6 Sessao 7
mBem Estar ®Autoestima = Boa Dormida

Graéfico 5: Sintomas holisticos/emocionais.

Fonte: Dados da pesquisa.
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41 CONCLUSOES

Pelos resultados da pesquisa desenvolvida com o uso do éleo ylang-ylang
(Cananga odorata) foi possivel registrar que o tratamento ameniza os sintoma e a
manifestacdo emocional foi significativa, pela percepcao de bem-estar em mulheres
climatéricas que manifestaram plenitude e desejo de continuar a viver, independente
dos sintomas manifestos, pois aprenderam a se aceitar como mulheres.
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RESUMO: A descoloragdo de dois corantes,
Remazol Brilliant Blue RN (RBBR) e Remazol
Azul BTE BB 133% (RA133), foi avaliada em
seis diferentes meios de cultivo, trés deles com
residuos lignoceluldsicos, empregando os fungos
Pleurotus ostreatus, Laetiporus gilbertsonii e
um isolado néo identificado denominado MB19-
50. Para o corante RBBR obteve-se niveis de
descoloracdo de 97,24% com o P. ostreatus,
87,87% com o L. gilbertsonii e 80% com o
MB19-50. Para o corante RA133 o P. ostreatus
descoloriu 99,44%, o L. gilbertsonii 83,12% e
para o MB19-50 ndo ocorreu descoloracéo. A
atividade das principais enzimas ligninoliticas,
lacase (LaC), manganés peroxidase (MnP) e
lignina peroxidase (LiP) foi avaliada para os
trés fungos, o P. ostreatus apresentou atividade

A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel 3

TEXTEIS

21,96 U/mL e 1,07 U/mL de LaC para os meios
de cultivo contendo os corantes RA133 e RBBR,
respectivamente. O L. gilbertsoniinao apresentou
atividade de LaC em nenhuma das condicdes de
cultivo. O isolado MB19-50 apresentou atividade
de 3,74 U/mL somente na presenca do RA133.
Os trés fungos apresentaram atividade de
MnP, o P. ostreatus apresentou 14,38 U/mL e
42,59 U/mL, para os corantes RA133 e RBBR,
respectivamente. O fungo L. gilbertsonii na
presenca do RA133 apresentou 27,94 U/mL e
para o RBBR 15,53 U/mL de atividade. O MB19-
50 apresentou atividade de MnP de 12,77 U/mL
e 36,77 U/mL, para os corantes RA133 e RBBR,
respectivamente. Nenhum dos trés fungos
apresentou atividade para LiP.
PALAVRAS-CHAVE: Descoloracédo, Pleurotus
ostreatus, Laetiporus gilbertsonii, Adsorcéo.
Corantes.

FUNGAL DECOLORIZATION OF TEXTILE
DYES

ABSTRACT: The decolorization of two dyes,
Remazol Brilliant Blue RN (RBBR) and Remazol
Azul BTE BB 133% (RA133), was evaluated in
six different culture media, three of them with
lignocellulosic residues, applying the fungi
Pleurotus ostreatus, Laetiporus gilbertsonii and
one unidentified isolate named MB19-50. For
the RBBR dye, decolorization levels of 97,24 %
were obtained with P. ostreatus, 87,87% with L.
gilbertsonii and 80% with MB19-50. For the dye
RA133, the P. ostreatus decolorized 99,44 %,
the L. gilbertsonii 83,12 % and for the MB19-50
no decoloration was noticed. The activity of the
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main lignolytic enzymes, laccase (LaC), manganese peroxidase (MnP) and lignin
peroxidase (LiP) was evaluated for the three fungi, the P. ostreatus showed activity
of 21,96 U/ mL and 1,07 U / mL of LaC for the dyes RA133 and RBBR, respectively.
The L. gilbertsonii did not show LaC activity under any of the cultivation conditions.
The MB19-50 isolate showed an activity of 3,74 U / mL only in the presence of RA133.
The MnP enzyme showed activity for the three fungi, the P. ostreatus showed 14,38
U/ mL and 42,59 U / mL, for the dyes RA133 and RBBR, respectively. The fungus L.
gilbertsonii in the presence of RA133 showed 27,94 U / mL and for the RBBR 15,53 U
/ mL of activity. MB19-50 showed MnP activity of 12,77 U / mL and 36,77 U / mL, for
the dyes RA133 and RBBR, respectively. The LiP enzyme showed no activity for any
of the three fungi.

KEYWORDS: Decoloration, Pleurotus ostreatus, Laetiporus gilbertsonii, Adsorption,
Dyes.

11 INTRODUGAO

O abastecimento de &gua, num primeiro momento, parece infinito se
levarmos em consideracéo que a quantidade de agua livre sobre a terra atinge 1.370
milhdes km?3. Essa perspectiva muda totalmente quando consideramos que 97 % é
composta por agua salgada, inutilizavel para consumo humano. O cenério € ainda
mais grave quando 3% da agua doce existente, somente 0,3 %, aproximadamente,
€ aproveitavel. Ou seja, somente um total de 98.400 km? (rios e lagos) e 4.050.800
km? (lengol-freatico) estdo disponiveis para utilizagdo da populacao total da Terra
(FUNASA, 2004).

No cenério atual, a industria téxtil € um dos maiores consumidores de
agua, se comparado com outros segmentos industriais. Além disso, é a grande
responsavel por um numero elevado de despejo irregular de efluente em corpos
de agua. Estima-se que entre 10 a 15 % do total de corante usado no processo de
tingimento possa ser encontrado nas aguas residuais (PENDEY; TEWARI; TEWARI,
2018). Os corantes quando presentes no sistema aquoso afetam a passagem da
luz solar nas camadas mais profundas, alteram o ciclo biolégico e assim a atividade
fotossintética e concentragdo de oxigénio, causando problemas para flora e fauna
aquaticas. A grande parte dos corantes liberados nos efluentes possuem altos
niveis de toxidade, capacidade cancerigena ou mutagénica para humanos e outras
formas de vida. Os corantes sintéticos se enquadram na categoria de poluentes
emergentes, ou seja, ndo possuem um sistema de monitoramento pelos 6rgaos
ambientais (LALNUNHLIMI; KRISHNASWAMY, 2016).

Devido a esta demanda ambiental, muitos estudos e tecnologias tem sido
desenvolvidas a fim de minimizar estes problemas, como é o caso da biorremediacgéo.

A utilizacdo de microrganismos capazes de degradar esses poluentes tem sido
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cada vez mais o0 objeto de muitas pesquisas no mundo todo, a fim de procurar
processos mais eficazes e econémicos. Os fungos, em especifico, possuem muitas
vantagens pois secretam algumas enzimas com baixa especificidade, o que abrange
uma diversidade maior de contaminantes (PANDEY; TEWARI; TEWARI, 2018). A
remocgao de corantes pode ser obtida através de biodegradacao, biotransformacao
ou adsor¢do em biomassa (PRZYSTAS; ZABLOCKA-GODLEWSKA; GRABINSKA-
SOTA, 2018).

Considerando os aspectos abordados acima, este trabalho procurou avaliar a
descoloragéo de corantes téxteis com diferentes microrganismos, e a sua capacidade
de produzir enzimas especificas que atuam no processo de descoloracéo.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material
2.1.1  Microrganismos

Foram utilizados os fungos Pleurotus ostreatus e Laetiporus gilbertsonii MY-
01 e o isolado fungico MB19-50, estes dois ultimos foram cedidos gentilmente pelo
Prof. Dr. Marcelo Rodrigues de Melo e mantidos em meio de BDA (Agar Batata
Dextrose) (Marca Acumedia) a 4 °C.

2.1.2 Corantes

Comparou-se os corantes Remazol Brilliant Blue RN (RBBR) e Remazol Azul
BTE BB 133% (RA133), fornecidos pela Dystar Industria e Comércio de Produtos
Quimicos Ltda.

2.1.3 Residuos Lignocelulésicos

Os residuos lignocelulésicos foram obtidos a partir de: coco verde; cana de
acucar e pinhao obtidos na regido de Londrina-PR.

2.2 Métodos
2.2.1  Preparo do Inéculo

Os fungos Pleurotus ostreatus e Laetiporus gilbertsonii MY-01 e o MB19-50
foram transferidos do meio de manutencao para uma placa de petri contendo agar
batata dextrose (BDA da Marca Acumedia) e incubados a 28 °C + 2 °C durante 7
dias.
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2.2.2 Preparo do pé de coco e cana de agucar

As fibras de coco e o bagaco da cana foram lavados e batidos em liquidificador
convencional com &agua deionizada até obtencdo de fibras limpas, em seguida

passaram por secagem em estufa aerada (Fanem - 002 CB) a 70°C e moidas.

2.2.3 Preparo do farelo das cascas de pinhdo

Os pinhdes foram lavados em agua corrente e submetidos a fervura por
aproximadamente duas horas. Em seguida as cascas foram imersas em agua
destilada, e novamente submetidas a fervura por aproximadamente duas horas.
Posteriormente, as cascas foram lavadas novamente com agua destilada e secas
em estufa aerada (Fanem - 002 CB) a 70 °C e moidas.

2.2.4 Meios de cultivo

Os microrganismos foram cultivados em 6 meios cultivo diferentes: o meio
1 (meio Vogel 2%, glicose 1%, extrato de levedura e solucao de corante 0,02 g%);
meio 2 (meio Vogel 2%, glicose 1% e solucdo de corante 0,02 g%); meio 3 (meio
Vogel 2%, extrato de levedura e solugdo de corante 0,02 g%); meio 4 (meio Vogel
2%, p6 de cana 1% (PCA), extrato de levedura e solugéo de corante 0,02 g%); meio
5 (meio Vogel 2%, p6é de coco 1% (PC), extrato de levedura e solugéo de corante
0,02 g%) e meio 6 (meio Vogel 2%, farelo da casca de pinhdo 1% (FCP), extrato de
levedura e solucao de corante 0,02 g%).

O pH de todos os meios foram ajustados para 5,0 com H,PO, (0,1 mol L") ou
NH,OH (0,1 mol L"). Em seguida, todos os frascos de erlenmeyer com capacidade
para 125 mL contendo 25 mL dos meios de cultivo foram autoclavados (Fabre
modelo 103). Em temperatura ambiente 3 discos de micélios foram inoculados em
camara de fluxo laminar (Veco — VLFS-09). A glicose foi autoclavada separadamente
do meio de cultivo, e adicionada esterilmente a cada frasco de erlenmeyer o qual
foi colocado em incubadora rotatéria orbital (Marconi MA 420) a 28 + 2 °C, com
180 rpm de agitacao durante um periodo de 7 dias, a fim de se obter o maximo
de descoloragdo dos corantes. Todos os meios de cultivos foram analisados em
triplicata.

2.2.5 Interrupgéo dos Cultivos

Os cultivos foram interrompidos por centrifugagéo refrigerada (Bolco
Germani U-32R) a 4 + 2 °C por 20 minutos a 9000 g, os sobrenadantes obtidos
foram transferidos para frascos de vidro identificados com o tipo do meio de cultivo

e a numeracgéao da triplicata. Os precipitados foram depositados em tubos de fundo
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conico para determinacéo de biomassa por gravimetria.

2.2.6 Determinagdo da Biomassa

A biomassa foi removida dos tubos de fundo cénico depois da centrifugacéo
dos meios de cultivo e pesada ap6s a secagem em estufa aerada (Fanem - 002 CB)
a70 °C.

2.2.7 Determinagcdo da Atividade de Lacase

A atividade da lacase foi determinada utilizando como substrato
2,6-dimetoxifenol 10 nM (DMP) (PASZCZYNSKI; HUYNH; CRAWFORD, 1985). O
ensaio enzimatico foi realizado com 150 pyL de tampao Mcllvane (pH 5), 200 pL
de agua destilada, 500 yL de solugéo enzimatica bruta ou diluida e 150 pL de
substrato. A mistura reativa foi incubada em banho-maria (Fanem — 102N) a 50 °C
por 5 minutos, realizou-se entao as leituras em espectrofotémetro (Femto — 600PIus)
a 468nm. Foram utilizados dois controles, dos quais as absorbancias obtidas foram
descontadas, o controle 1 (C1) que era o da enzima onde havia 150 pyL de tampéao
Mcllvane (pH 5), 350 uL de agua destilada e 500 yL de solugcdo enzimatica nas
mesmas condi¢des do ensaio, o controle 2 (C2) que era o do substrato, tinha 150
uL de tampédo Mcllvane (pH 5), 700 pyL de agua destilada e 150 pL de substrato.
Uma unidade de lacase foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir
1 pymol de DMP oxidado por min por mL de extrato enzimatico nas condigdes de
ensaio descritas através da seguinte equacéo:
Ulml= Mx%x FD x% x 1000

u
onde 3,7 € aunidade de lacase por mL de substrato,t é o tempo de incubagéo,

v é 0 volume de enzima empregado nos ensaios, Fd é o fator de diluicdo da solugcéo
enzimatica e € € o coeficiente de extingdo molar do DMP (2,6-dimetoxifenol) equivale
a 10000 mol.L'1.cm™.

2.2.8 Determinagéo da Atividade de Manganés Peroxidase

Este ensaio foi realizado atraves da oxidag¢éo de 0,2 mL MnSO, 10 mM em
1,4 mL de tampao malonato 50 mM com pH 4,5 e 0,2 mL da solu¢do enzimatica
bruta ou diluida. O tubo de ensaio contendo esta solugéo foi incubado em banho-
maria (Fanem — 102N) a 40 °C por 5 minutos. Para iniciar a reacéo foi adicionado
0,2 mL de H,O, 1mM. A reagéo foi avaliada medindo-se a absorbancia da solugéo

reacional em 270nm (e, =11590 mol.L'.cm™) contra branco (contento 1,6 mL de

270
tamp&o malonato, 0,2 mL de MnSO, e 0,2 mL da solug&o enzimatica). Uma unidade
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de atividade de manganés peroxidase foi definida como a quantidade de enzima
requerida para produzir 1 pymol de produto, complexo formado entre ions Mn3+
e 0 malonato, por minuto (WARIISHI; VALLIS; GOLD, 1992). A determinacdo da
atividade enzimética foi realizada conforme a equagéao:

A1l 1
U/ml=—x=x FD x— x 1000
eV t

u
onde ;,; é a unidade de manganés peroxidase por mL de substrato, A ¢é a

leitura de absorbancia,t € o tempo de incubagao,v é o volume de enzima empregado
nos ensaios, Fd é o fator de diluicdo da solugéo enzimatica e € é o coeficiente de
extingdo molar do substrato que para o malonato equivale a 11590 mol.L-1.cm™.

2.2.9 Determinagéo da atividade de Lignina Peroxidase

O ensaio para determinagao da atividade da lignina peroxidase foi baseado no
método de Tien e Kirk (1984). A reacao foi composta por 1,5 mL de tampé&o tartarato
0,1 M em pH 3; 0,2 mL de alcool veratrilico 4 mM; 0,2 mL da solugao enzimatica e
0,10 mL de H,0, TmM. A reagéo ocorreu em banho-maria (Fanem — 102N) a 30 °C
por 10 minutos, em seguida realizou-se a leitura da absorbancia em 310nm (g, =
9,3x10% mol. L'. cm™) contra branco (contendo 1,6 mL de tampao tartarato, 0,2 mL
de alcool veratrilico e 0,2 mL da solugcdo enzimatica). Uma unidade de atividade
de enzimatica foi determinada como a quantidade de enzima necesséaria para
formacédo de 1 ymol de produto por minuto. A determinagéo da atividade enzimatica

foi realizada conforme a equacéo:

A1 1
U/ml=—x—=x FD x— x 1000
eV t

u
onde ;€ a unidade de lignina peroxidase por mL de substrato, A é a leitura
de absorbancia,t € o tempo de incubacéo,v é o volume de enzima empregado nos
ensaios, Fd é o fator de diluicéo da solucao enzimatica e £ € o coeficiente de extingcao

molar do substrato que para o malonato equivale a 9,3x10° mol.L-1.cm™.
2.2.10 Determinagéo da Porcentagem de Descoloragdo

A absorbéancia do sobrenadante dos cultivos fungicos e dos cultivos controle
(sem o fungo) foram comparados no comprimento de onda de maior absorgcédo do

corante de acordo a seguinte equagao:

A — Ab:
% Descoloragdo = Abs, — Abs, x100
Abs,

Onde Abs, € a absorbéncia inicial abittica e Abs, absorbancia lida da amostra.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacao da biomassa

A determinacdo da biomassa é um método muito eficiente, que aponta a
efetividade dos meios de cultivos utilizados. A composi¢cdo dos meios definidos
foi selecionada afim de relacionar a importancia de seus componentes com o
crescimento microbiano. Na Tabela 01 e 02 apresentam-se os resultados obtidos
apds incubacdo dos fungos na presenca dos corante RA133 e RBBR. Todas as
determinagdes foram expressas com a média + desvio padrdo das triplicatas
experimentais. A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada utilizando o software
The R Foundation for Statistical Computing. O teste de Tukey foi utilizado para
avaliar as diferencas entre as médias (p < 0,05).

RA133 (g)
MEIOS 1 2 3 4 5 6
P ostreatus 0,24 £0,03* 0,15+0,00® 0,11 £0,03° 0,21+0,01® 0,22+0,01* 0,24 + 0,03
L. gilbertsonii 0,28 £0,09° 0,12+0,05° 0,12£0,01® 0,33+0,02 0,31 +0,02* 0,31 0,03
MB19-50 0,17 +0,00° 0,15+0,00° 0,07 +0,00° 0,25+0,05 0,27 £0,01° 0,30 +0,01°
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Tabela 01. Biomassa fungica obtida apos sete dias de incubagéo na presenga do
corante RA133. Em cada linha, os valores marcados com letras distintas indicam
diferenca significativa entre as médias, a nivel de significancia de p < 0,05.

Fonte: o proprio autor.

Na Tabela 01 estdo os resultados obtidos apés incubacdo dos fungos na
presenca do corante RA133. Observa-se que os fungos P. ostreatus e L. gilbertsonii
demonstraram o mesmo padrdo de crescimento, ndo apresentando diferenca
significativa entre os meios 1 (completo), 4 (p6 de cana como fonte de carbono), 5
(p6 de coco como fonte de carbono) e 6 (farelo de casca de pinhdo como fonte de
carbono). Os valores de biomassa variaram entre 0,21 a 0,24 g € 0,28 a 0,33 g, para
P. ostreatus e L. gilbertsonii, respectivamente. O fungo MB19-50 apresentou melhor
desenvolvimento nos meios 4 (p6 de cana como fonte de carbono), 5 (p6 de coco
como fonte de carbono) e 6 (farelo de casca de pinhdo como fonte de carbono),
onde os valores obtidos de biomassa variaram ente 0,25 a 0,30 g.
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RBBR (g)

MEIOS 1 2 3 4 5 6
P. ostreatus 0,11 £0,05° 0,02 +0,00° 0,06 +0,01® 0,24 +0,05* 0,26 +0,02* 0,28 + 0,022
L. gilbertsonii 0,09 +0,00° 0,07 +0,01° 0,08 +0,02° 0,43 +0,02¢ 0,43 +0,02* 0,34 +0,02°
MB19-50 0,14 +0,01* 0,07 +0,04> 0,08+0,01° 0,27 £0,00® 0,27 +0,03* 0,25 +0,01°
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Tabela 02. Biomassa fungica obtida apos sete dias de incubacéo na presenga do
corante RBBR. Em cada linha, os valores marcados com letras distintas indicam
diferenca significativa entre as médias, a nivel de significancia de p < 0,05.

Fonte: o proprio autor.

Na Tabela 02 apresentam-se os resultados obtidos apds incubacédo dos
fungos na presenca do corante RBBR. Os trés fungos nao apresentaram diferenca
significativa entre os meios 4 (pb de cana como fonte de carbono), 5 (p6 de coco
como fonte de carbono) e 6 (farelo de casca de pinhdao como fonte de carbono). O P.
ostreatus apresentou valores de biomassa entre 0,24 e 0,28 g, o L. gilbertsonii entre
0,34 e 0,43g e 0 MB19-50 0,25 € 0,27 g.

De maneira geral a variagdo na razdo C / N, nos meios 2 e 3, provou afetar
o crescimento e 0 metabolismo celular. J& os substratos acrescidos com residuos
lignocelulésicos apresentaram maior quantidade de biomassa. Esses residuos séo
ricos em fontes de micro e micranutentes essenciais para o metabolismo celular,
que se tornam disponiveis através da oxidagdo de moléculas organicas, como
por exemplo a celulose (XU et al. 2020). Aléem disso, subprodutos agricolas ou
lenhosos séo 6timos substratos, pois imitam o habitat natural da maioria dos fungos
(MURUGESAN et al. 2007).

3.2 Descoloracéao dos corantes pelo fungo Pleurotus ostreatus em meio
liquido

3.2.1 Remaczol Brilliant Blue RN

Na Figura 01 observa-se a maxima de descoloragdo, 97,24 %, no meio
dois (Figura 02), apds sete dias de incubacdo. A familia Pleurotaceae do filo
basidiomycota é muito estudada por varios autores, devido a sua ampla capacidade
de degradacédo de uma variedade de corantes. Zhuo et al. (2019) alcangcaram 84,90
% de descoloracdo do mesmo corante empregado neste estudo, apds 24 horas de
incubacédo com o fungo Pleurotus ostreatus.
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Figua 01. Descoloragdo do RBBR por P. ostreatus em meio liquido.

Fonte: o prérpio autor.

Figura 02. Descoloragdo do corante RBBR pelo fungo P. ostreatus durante cultivo
liquido no meio 2. (A) controle - meio abiético contendo o corante. (B); (C); (D)
sobrenadante do cultivo fingico em meio contendo o corante.

Fonte: o proprio autor.

O meio 3, que ndo continha glicose, resultou numa menor porcentagem
de descoloracdo em relagcdo aos meios 1 e 2. No sobrenadante deste meio, foi
observado a presenca de uma coloragdo ambar (Figura 03). Embora a tonalidade
de azul caracteristica do corante nao estivesse mais presente, a pigmentacéo
vermelha atrapalhou na determinag¢éo da porcentagem de descolora¢do do corante
RBBR. Murugesan et al. (2007) explicam que fungos de podriddo branca séao 6timos
biorremediadores pois apresentam alta taxa de producé@o de enzimas capazes de
descolorir efluentes, porém, a presenca de algumas enzimas como lacase, podem

afetar a coloracdo do meio através da producédo de pigmentos. Tauber, Guebitz
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e Rehorek (2005) utilizaram o método de inativagdo enzimética combinado com
ultrassom para evitar a formacao de cores indesejaveis.

= \ /
(<]

4

Figura 03. Descoloragéo do corante RBBR pelo fungo P. ostreatus durante cultivo
liquido no meio 3. (A) controle — meio de cultivo abiético contendo o corante. (B); (C);
(D) sobrenadante do cultivo fungico no meio 3.

Fonte: o proprio autor.

3.2.2 Remazol Azul BTE BB 133%

A partir dos dados na Figura 04, foi observado que a descoloragéo foi maior
que 90 % em todos os meios, exceto no meio 6. E quase 100 % nos meios 1,2 e 3
(Figura 05).
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99.35 : 99.44
100 J 99.28
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92.48 91.79

90 A

85.77
85 A
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80 4

75

1 2 3 4 5 6
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Figura 04. Descoloragdo do RA133 por P. ostreatus.

Fonte: o préprio autor.
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Figura 05. Descoloragéo dos meios 1 (A), 2 (B) e 3 (C) contendo o corante RA133 pelo
fungo P. ostreatus.

Fonte: o proprio autor.

Os estudos de biorremediagdo com corantes do tipo trifenolmetano ainda
apresentam divergéncias entre si. A dificuldade para acesso a estrutura dos corantes
e também, o completo entendimento do mecanismo de ataque enzimatico a essas
estruturas quimicas, podem estar relacionados com a dificuldade de encontrar um
método efetivo para descoloragdo do mesmo. Lallawmsanga et al. (2019) testaram
quatro diferentes corantes trifenolmetano com uma espécie de Pleurotus, obtendo
niveis de descoloracao de 16, 22 e 33% e somente um deles apresentou 68,61 %.
Ja os autores Przysta$, Zabtocka-Godlewska e Grabiriska-Sota (2018) conseguiram
100% de descoloracao, em 48 horas, do corante verde brilhante empregando a cepa
de P. ostreatus imobilizada em suportes sélidos.

3.3 Descoloracdo dos corantes empregando o fungo Laetiporus
gilbertsonii em meio liquido

3.3.1 Remaczol Brilliant Blue RN

Na Figura 06 apresentam-se os niveis de descoloracdo obtidos apo6s
o periodo de cultivo, 87,70 % no meio cinco (Figura 07). Como mencionado na
secao 3.3.1.1 a catalogagédo equivocada de espécies do genéro Laetiporus, pode
ser o motivo da escasez de pesquisas que avaliam o potencial de biodescoloragcéo
deste fungo. Mtui e Masalu (2008) isoloram uma cepa de Laetiporus sulphureus
de uma floresta da Tanzéania, obtendo 90% de descoloragdo para um corante de
antraquinona. Wunch, Feibelman e Bennett (1997) avaliaram a descoloragdo de um
corante poli-antraquinona, Poly R-478, por L. sulphureus, atingindo niveis de 68 %.
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Figura 06. Descoloracéo do RBBR por L. gilbertsonii.

Fonte: o proprio autor.

Figura 07. Descoloragdo do corante RBBR pelo fungo L. gilbertsoni durante cultivo
liquido no meio 5. (A) controle — meio de cultivo abiético contendo o corante. (B) e (C)
sobrenadantes do cultivo fangico no meio 5.

Fonte: o proprio autor.

3.3.2 Remazol Azul BTE BB 133%

Analisando a Figura 08 é possivel observar que a descoloragdo do RA133
nao foi eficiente na maioria dos seis meios, atingindo 83,12 % apenas no meio 1.
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Figura 08. Descoloragcédo do RA133 por L. gilbertsonii.

Fonte: o proprio autor.

3.4 Descoloracéao dos corantes empregando o isolado fungico MB19-50
em meio liquido

3.4.1 Remaczol Brilliant Blue RN

O isolado fungico MB19-50 apresentou bons resultados nos meios 4, 5 e 6
(Figura 09), sendo que o pico de descoloragéo de 80 % ocorreu no meio 5.
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Figura 09. Descoloragdo do corante RBBR por MB19-50.

Fonte: o proprio autor.
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3.4.2 Remazol Azul BTE BB 133%

Para o corante trifenilmetano Remazol Azul BTE BB 133 %, néo foi constatado
descolorag@o no sobrenadante dos cultivos fungicos.
3.5 Avaliacao da producéo e atividade de oxidases durante os cultivos
nos meios contendo corante

Todas as determinacdes foram expressas com a média + desvio padréo das
triplicatas experimentais. A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada utilizando o
software The R Foundation for Statistical Computing. O teste de Tukey foi utilizado
para avaliar as diferencas entre as médias (p < 0,05).

3.5.1 Lacase

Os resultados do ensaio enzimatico (Tabelas 3 e 4) demonstraram que o L.
gilbertsonii ndo produziu a enzima lacase na presenca de nenhum dos corantes.
O isolado fungico MB19-50 apresentou atividade somente na incubacdo com o
corante RA133, sendo 3,74 U/mL de atividade no meio seis. Ja para o P. ostreatus
foi encontrado atividade de lacase em todos os seis meios de cultivo, sendo as
maiores atividades de 21,96 U/mL (meio 6) e 1,07 U/mL (meio 1), para os corantes
RA133 e RBBR, respectivamente.

Os dados obtidos acordam com outros encontrados na literatura, onde fungos
de podridao parda nao sao conhecidos como produtores de enzimas fenoloxidases.
Ja os fungos de podriddo branca, como o género Pleurotus, produzem maiores
quantidades de lacase, sendo a principal enzima responsavel pela biodegradacéo
de lignina e corantes téxteis, destes fungos (ROBINSON; CHANDRAN; NIGAM,
2001). Levin, Melignani e Ramos (2010) testaram a produc¢éo enzimatica de lacase
em diferentes fungos de podriddo branca, Trametes trogiiem, Trametes villosa e
Coriolus vesicolor, sendo o T. trogiiem com atividade de 148,6 U/mL .

RA133 (g)
MEIOS 1 2 3 4 5 6
P ostreatus 6,58 +0,18¢ 7,72+059¢ 16,78 +0.41c 15,68 = 0,56° 19,16 + 0,42> 21,96 + 0,702
L. gilbertsonii 0 0 0 0 0 0
MB19-50 1,57 +0,30% 1,03+0,06% 0,81+0,07° 233011 166+026° 374 +0,26°
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Tabela 03. Atividade (U/mL) de Lac na presenca do corante RA133. Em cada linha, os
valores marcados com letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias, a
nivel de significancia de p < 0,05.

Fonte: o proprio autor.
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RBBR (g)
MEIOS 1 2 3 4 5 6
P. ostreatus 107+0°  0,13+£001¢  017£0° 0,12+0¢ 045+0016 0,13+ 0¢
L. gilbertsonii 0 0 0 0 0 0
MB19-50 0 0 0 0 0 0

Tabela 04. Atividade (U/mL) de Lac na presenca do corante RBBR. Em cada linha, os valores
marcados com letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias, a nivel de
significancia de p < 0,05.

Fonte: o préprio autor.

3.56.2 Manganés Peroxidase

Todos os microrganismos apresentaram atividade de manganés peroxidase
na presenga de ambos os corantes, RBBR e RA133. (Tabelas 05 e 06). O P.
ostreatus apresentou maior atividade, 14,38 U/mL (meio 5) e 42,59 U/mL (meio 4),
na presenca do RA144 e RBBR, respectivamente. J4 o L. gilbertsonii apresentou
niveis de 27,94 U/mL (meio 6) para RA133 e 15,53 U/mL (meio 4) para RBBR. O
isolado MB19-50 na presenca do corante RA133 teve maior atividade em torno de
12,77 U/mL (meio 1) e para o RBBR 36,77 U/mL (meio 1).

RA133 (g)
MEIOS 1 2 3 4 5 6

P. ostreatus 184+027" 587+015 686+025¢ 9,71+0,08c 14,38 + 0,060 13,64 +0,20°
L. gilbertsonii 554 +0,35¢ 212+0,13" 410+0,13 818+0,16c 9,17 +0,03®° 27,94 + 0,16
MB19-50 12,77 £ 0,312 0 3970119 7170170 572x025 6,01+0,17°

Tabela 05. Atividade (U/mL) de MnP na presenca do corante RA133. Em cada linha, os
valores marcados com letras distintas indicam diferenga significativa entre as médias, a
nivel de significancia de p < 0,05.

Fonte: o proprio autor.

RBER (g)
MEIOS 1 2 3 4 5 6

P.ostreatus 10,85+ 0,219 13,49 + 0,46c 15,82 +0,45° 42,59 + ,033= 6,68 + 0,53¢ 14,73 + 0,44b
L. gilbertsonii 12,42 +0,09¢ 8,15+ 0,20¢ 12,76 + 0,40° 15,53 + 0,102 13,67 +0,31° 3,03 + 0,09%

MB19-50 36,77 £0342 9,83+031¢ 697 +0,14¢ 1355+0,26* 3,38 +£0,27¢ 3,65+0,11¢

Tabela 06. Atividade (U/mL) de MnP na presenca do corante RBBR. Em cada linha, os
valores marcados com letras distintas indicam diferenca significativa entre as médias, a
nivel de significancia de p < 0,05.

Fonte: o préprio autor.
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3.6.3 Lignina Peroxidase

Nenhum dos fungos avaliados apresentou atividade de Lignina Peroxidase
nos diferentes meios de cultivo.

41 CONCLUSAO

A descoloragéo dos corantes Remazol Brilliant Blue RN (RBBR) e Remazol
Azul BTE BB 133% (RA133) pelo fungo Pleurotus ostreatus foi promissora,
alcancando maximas de descoloragéo de 97,24% (meio 2) e 99,44% (meio 3),
respectivamente. Ja para o fungo Laetiporus gilbertsonii MY-01 a descolora¢do do
RBBR atingiu niveis de 87,70% (meio 5) e para o RA133 83,12% (meio 1). O isolado
fungico MB19-50 apresentou descoloragédo de 80% (meio 5) para o corante RBBR
e nao descoloriu 0 RA133 em nenhum dos seis meios de cultivo. A utilizacdo de
residuos lignocelulésicos como fonte de carbono nos meios liquidos, favoreceu o
crescimento dos trés fungos. A enzima lacase na presenga do corante RA133 foi
identificada em todos os sobrenadantes dos meios de cultivo do P. ostreatus, com
melhor atividade de 21,96 U/mL; o isolado MB19-50 apresentou atividade de 3,74
U/mL e o L. gilbertsonii ndo apresentou atividade enzimética em nenhum dos meios.
Na presenca do RBBR somente o fungo P. ostreatus apresentou atividade de lacase,
sendo a melhor atividade de 1,07 U/mL. Os trés fungos apresentaram atividade de
manganés peroxidase na presenca dos corantes RBBR e RA133. Para o RA133 o
P. ostreatus apresentou 14,38 U/mL de atividade, para o L. gilbertsonii obteve-se
maxima de atividade de 27,97 U/mL e o MB19-50 apresentou atividade de 12,77 U/
mL. J& na presenca do corante RBBR o fungo P. ostreatus apresentou 42,59 U/mL
de atividade, o L. gilbertsonii atingiu maxima de atividade enzimatica de 15,53 U/mL
e 0 MB19-50 apresentou atividade de 36,77 U/mL.

51 CONSIDERAGCOES FINAIS

Os estudos de biorremediacdo empregando microrganismos, em especial 0s
fungos, sao alternativas biotecnolégicas sustentaveis para tratamento de efluentes.
Através do presente trabalho foi possivel constatar que os fungos de podridao branca
e parda, possuem esse potencial biotecnologico devido a produgédo de enzimas que
atuam na biodegradacéo de xenobiéticos.

A utilizacdo de residuos lignoceluldsicos provenientes da agroindustria ou
agroflorestais, como substrato de fermentacdo, € alternativa que se encaixa em
muitos aspectos hoje abordados, como, sustentabilidade, ideologias de producéo,
eficacia do ecossistema, quimica verde e engenharia ecolégica. A possibilidade

de reutilizacdo desses materiais além de sustentavel se encaixa nos aspectos
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econdmicos, visto que novas empregabilidades dos residuos agregam valor aos
mesmos e possibilitam uma nova economia.

Pesquisas deste ambito mostram que ainda existe muito a ser estudado.
Otimizagéo e aumento da atividade enzimatica, testes com enzimas em diferentes
suportes para imobilizagdo, tratamentos alternativos e sustentaveis que néo gerem
subprodutos, alternativas para logistica de biorremediacéo em escala industrial, sdo

alguns exemplos de areas que ainda podem ser exploradas.
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RESUMO: O processo de producédo de cerveja
gera uma grande quantidade de bagagco de
malte de cevada durante seu processo produtivo.
Este bagaco tem recebido atencéo devido ao
seu elevado teor em hemicelulose e celulose,
e foi considerado um residuo promissor para a
geracao de etanol 2G. O uso deste residuo solido
€ uma questao a ser estudada. A hidrélise acida
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€ uma técnica que pode ser usada em materiais
lignocelulésicos para a obtencdo de acUcares.
Sendo assim, nesse trabalho, foram realizados
testes de hidrolise acida do bagago de malte de
cervejaria partindo de condi¢Ges estabelecidas
a partir de um planejamento estatistico do tipo
composto central rotacional a trés niveis, com
trés réplicas no ponto central, 8 ensaios para
a investigacao fatorial e seis experimentos nos
pontos axiais (a), totalizando 17 experimentos.
Foi utilizado como variaveis independentes o
acido sulfarico diluido nas concentragdes de 150,
200 e 250 mg de acido por grama de solido seco;
a relagao entre a matéria seca e solugéao de 1:8,
1:10 e 1:12 (g/g) e o tempo de reagcédo de 12,
17 e 22 minutos em autoclave a 121 °C. Foram
utilizados bagacos em condic&o in natura e seco a
60 °C, a fim de encontrar uma possivel influéncia
da secagem na obtencao de glicose, considerada
como variavel dependente, a partir do bagaco
hidrolisado. Os experimentos mostraram que
as melhores condi¢des para a quantificagcéo de
glicose pela hidrolise &acida do bagaco foram
obtidas para as solugdes acidas de concentragédo
moderada (200 mg/g solido seco), baixa razéo de
solucao/bagaco e tempos de hidrélise dos niveis
intermediarios a altos, a partir do bagago seco a
60°C, em que a maior concentracdo de glicose
foi de 4,318 g/ L. A quantificagéo da glicose &€ um
bom indicador do possivel uso desta biomassa
na producéo de etano 2G.

PALAVRAS - CHAVE: Bagaco de malte, hidrélide
acida, delineamento composto central, secagem
de bagaco.
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A STUDY ON THE CONDITIONS FOR PREPARING BEER MALT
BAGASSE TO OBTAIN GLUCOSE AFTER ACID HYDROLYSIS

ABSTRACT: The beer production process generates large amounts of barley malt
bagasse during its production process. This bagasse has had attention due to its high
content of hemicellulose and cellulose, and was considered a promising residue to
generate 2G ethanol. The use of these solid wastes must be studied. Acid hydrolysis is
a technique that can be used to obtain sugars from lignocellulosic materials. Therefore,
in this work, acid hydrolysis tests were carried out on the brewer’s malt bagasse. The
studied conditions were established using a three-level rotational central composite
design type statistical plan. The assays consisted of three replicas at the central point,
eight tests for the factorial investigation and six experiments on the axial points (a),
totaling 17 experiments. The independent variables studied were diluted sulfuric acid
concentration (150, 200 and 250 mg of acid per gram of dry solid), dry matter solution
ration (1: 8, 1:10 and 1:12 (g/g)), and reaction time (12, 17 and 22 minutes). The
assays were done in an autoclave at 121°C. Bagasse was used fresh and dried at
60°C, in order to find a possible influence of drying on obtaining glucose, considered
as our dependent variable, from the hydrolyzed bagasse. The experiments showed
that the best conditions for glucose generation by the bagasse acid hydrolysis were
acquired with the intermediate concentration acid solutions (200 mg/g dry solid), low
solution/bagasse ratio and hydrolysis times from intermediate to high levels. The
highest concentration of glucose, 4.318 g/L, was from bagasse dried at 60°C. The
quantification of glucose is a good indicator of the possibility of using this biomass in
the production of 2G ethanol.

KEYWORDS: Malt bagasse, acid hydrolysis, central composite design, bagasse
drying.

11 INTRODUGAO

A industria cervejeira gera uma grande quantidade de biomassa, o residuo
de grao de cervejaria (malte), representa cerca de 85% dos subprodutos gerados.
Estima-se uma producdo mundial desta biomassa de aproximadamente 3,08 x
10 7 toneladas por ano (MUSSATO, 2014). Atualmente, este residuo é destinado
principalmente para a nutricdo animal de gado leiteiro. Porém, o crescimento do
setor cervejeiro tem aumentando a geracao deste subproduto e em alguns paises, a
criagédo de gado ndo € comum, tornando este tipo de residuo problemético (WIERZBA
et al., 2019). Para o Brasil manter-se entre os lideres cervejeiros de fabricacao,
implica em um aumento continuo na producéo da cerveja a nivel nacional, seja na
ampliacdo das capacidades produtivas de cada unidade fabril, ou na abertura de
novas plantas. Esse aumento traz consigo o acréscimo na geragdo dos residuos
industriais, que se nao forem tratados de forma adequada, representam um risco
para o meio ambiente e consequentemente, para a populagdo. Sendo assim, o setor

cervejeiro no Brasil deveria dar um valor tecnolégico a essa biomassa, por ser uma
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alternativa interessante, uma vez que ha uma produgéo expressiva desse residuo,
chegando a 20 kg para cada 100 L de cerveja fabricada (SOFIYANTI et al., 2015).

Esse problema pode ser minimizado com a implementagéo de biorrefinarias
lignocelulésica, que fara a conversdo dessa biomassa em biomateriais, como por
exemplo, o bioetanol (ZHANG, 2008, BES et al., 2019). A produgcéo em larga escala
do bioetanol a partir de residuos agricolas elimina a concorréncia existente entre
alimento e combustivel, sendo esses residuos lignocelulésicos uma alternativa de
baixo custo e a disposicao para esse uso durante todo ano (SARKAR et al., 2012).

Uma alternativa na produgéo de etanol por vias ndo convencionais é o uso
do bagaco de malte de cervejaria (BMC). Essa biomassa composta de fibras e
proteinas é fonte rica de acUcares para a producao de etanol de segunda geracao
(2G) (RAVINDRAN et al. 2018). O problema de muitos residuos devem-se a grande
umidade em que estes sdo disponibilizados pelas industrias, o que leva a uma
rapida degradagao e a uma vida Util, em condicdes ambientes, de aproximadamente
7 (sete) dias. Para aumentar o tempo de vida deste bagaco, conservando suas
propriedades, uma opgéo é realizar a desidratacdo desta matéria-prima (GARCIA-
PEREZ et al., 2010). A secagem por convecgdo com ar aquecido é comumente
usada para alimentos pereciveis, assim como para o bagacos (KATSUBE et al.,
2009; TORRES et al., 2010).

Para converter o bagaco em etanol, secando ou ndo, o processo se inicia
com a etapa de pré tratamento, seguindo para a hidrolise, fermentacao e finaliza
com o processo de separagdo dos produtos gerados, que é feito normalmente por
meio da operacao de destilacdo (SILVA et al., 2015). A hidrélise € um dos processos
de maior impacto ao material, e pode ocorrer por meios acidos ou enzimaticos. O
primeiro pode acontecer com acidos concentrados ou diluidos, e a depender das
condicdes, a hidrélise acida dispensa a etapa de pré tratamento (DUSSAN et al.,
2014; CANIZO et al., 2014).

A hidrélise &acida € uma técnica que pode ser usada em materiais
lignocelulésicos para a obtencdo de acgucares. O que ainda ndo se sabe é se a
secagem desse bagag¢o pode influenciar na qualidade do hidrolisado para a
quantificagdo de agUcares fermentesciveis para posterior fermentacdo e obtencéo
de etanol 2G.

Com base no exposto acima, o objetivo desse trabalho é estudar a influéncia
do preparo da biomassa em diferentes condi¢cdes (in natura e seco a 60°) que
serdo usados na hidrolise com acido sulfarico diluido a fim de verificar em qual das
condi¢des o bagaco de malte de cervejaria apresenta melhores resultados, ou seja,
maiores concentra¢des de glicose para posterior fermentagéo e obtencao de etanol
2G.
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21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Preparo do Bagaco de Malte de Cevada

O bagaco de malte de cavada (BMC) foi fornecido pela Industria e Comércio
de Bebidas Imperial SA, localizada na cidade de Trindade, Goias. O bagaco foi
obtido durante a etapa de preparo do mosto cervejeiro, composto basicamente de
malte claro de cevada, agua e cereais ndo maltados. Este material € disponibilizado
pela empresa com alto teor de umidade (aproximadamente 80% em base seca).
Para evitar a degradacéo deste, parte do material in natura foi homogeneizado e
separado em por¢des de aproximadamente 500 gramas e armazenado em freezer
a temperatura de -18°C. A outra parte foi seca na temperatura de 60°C em estufa
com circulagdo forgada de ar modelo 400-5ND da marca Nova Etica, até umidade
de aproximadamente 5% em base seca. As amostras secas foram armazenadas
em sacos plasticos e utilizadas nos experimentos sem sofrerem modificacao na sua
granulometria.

Em cada hidrélise, foram utilizados os bagagos nas condi¢des in natura
(descongelado) e seco a 60°C, totalizando duas condicbes do material. A cada
experimento, foram realizadas a determinacéo da umidade através do equipamento
i-Thermo da marca BEL, para que o volume de agua das solugdes &cidas fossem
corrigidos.

2.2 Preparo da Hidrélise

As duas condicdes do BMC ja citadas no item anterior foram submetidos a
um processo de hidrolise com acido sulfarico, partindo de condigdes estabelecidas
a partir de um planejamento estatistico do tipo composto central rotacional a
trés niveis, com trés réplicas no ponto central, acrescidos de 8 ensaios para a
investigacao fatorial e mais seis experimentos nos pontos axiais (a), totalizando
assim 17 experimentos. O bagago de malte de cevada foi submetido inicialmente
a um processo de hidrolise com acido sulfurico diluido, baseado em condigdes ja
determinadas e otimizadas por Mussatto e Roberto (2005). Ap6s o preparo das
solucdes e do bagacgo, a mistura era adicionada em Erlenmeyers com capacidade
de 125 mL. Em seguida, o conjunto era levado a autoclave, onde a hidrolise ocorria
baseado em tempos estabelecidos pelo planejamento experimental

As concentracdes das solucdes de acido sulfurico utilizadas foram de 150
mg, 200mg e 250mg de H2S04 (95% p/p) por grama de matéria seca (MS) variando-
se a relagdo entre massa de matéria seca por massa de solugéo acida de 1:8,1:10
e 1:12 (g/g). A hidrélise foi conduzida a temperatura de 121°C por tempo de 12,
17 e 22 minutos em autoclave modelo AB12 da marca Phoenix. As variaveis
independentes e os valores dos seus niveis reais e codificados estdo descritos na
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Tabela 1. Os ensaios foram conduzidos utilizando 4g de bagaco seco, pesando a
quantidade correspondente ao experimento do acido (H,SO,, 98% p/p por grama de
matéria seca), obedecendo a razdo de massa de matéria seca e massa de solucao

acida (g/g).
Variaveis Unidades Niveis
independentes 1 0 +1 a -a
H,SO, mg/g 150 200 250 284 116
Tempo min 12 17 22 25,4 8,6
MS:solucao a/g9 1:8 1:10 1:12 1:18,7 1:6,6

Tabela 1 - Variaveis independentes e seus niveis utilizados no planejamento
experimental

Ao final de cada experimento de hidrélise, o hidrolisado hemicelulésico do
bagaco foi separado do residuo solido contendo celulose e lignina, por meio de
filtracdo a vacuo. Para a quantificagdo da glicose obtida na hidrélise, foi utilizado
a metodologia God Pod, glicose monoreagente, da marca Bioclin, utilizando um

espectrofotobmetro a 505 nm para realizar a leitura.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

As respostas das quantidades de glicose para a hidrélise acida do BMC nas
condicOes estabelecidas pelo planejamento do tipo composto central para o bagaco

in natura e seco a 60°C, estao apresentadas na Tabela 2.

Ensaio Conc.Ac. Mlig/Msol Tempo In Nat Seco 60°C

(mg/g) (9/9) (min) (9/L) (g/L)
1 150,00 (-1) 8 (-1) 12 (-1) 3,674 3,585
2 150,00 (-1) 8 (-1) 22 (1) 4,289 4,232
3 150,00 (-1) 12 (1) 12 (-1) 3,244 2,837
4 150,00 (-1) 12 (1) 22 (1) 4,112 3,977
5 250,00 (1) 8 (-1) 12 (-1) 3,851 3,238
6 250,00 (1) 8 (-1) 22 (1) 4,099 3,833
7 250,00 (1) 12 (1) 12 (-1) 3,808 3,144
8 250,00 (1) 12 (1) 22 (1) 4,130 4,032
9 116 (-1,7) 10 (0) 17 (0) 3,133 2,916
10 284 (1,7) 10 (0) 17 (0) 3,618 3,498
1 200,00 (0) 6,6 (-1,7) 17 (0) 4,393 4,318
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12 200,00 (0) 13,3 (1,7) 17 (0) 4,154 4,020

13 200,00 (0) 10 (0) 8,6 (-1,7) 3,725 2,717
14 200,00 (0) 10 (0) 25,4 (1,7) 4,425 3,931
15 (C) 200,00 (0) 10 (0) 17 (0) 3,871 3,796
16 (C) 200,00 (0) 10 (0) 17 (0) 3,897 3,854
17 (C) 200,00 (0) 10 (0) 17 (0) 3,845 3,741

Tabela 2 - Matriz do DCCR apresentando as variaveis independentes codificadas e ndo
codificadas e os resultados de concentragdo de hidrolise

Os resultados da hidrolise acida do BMC nas duas condi¢6es do bagaco (in
natura, seco a 60 °C), foram analisados estatisticamente utilizando o planejamento
experimental por meio do programa estatistico STATISTIC 7.1. Nestes planejamentos
experimentais, considerou-se um nivel de significancia de 90%, ou seja, foram
considerados significativos os parametros p < 0,1.

Analisando a Tabela 2, podemos observar uma boa reprodutibilidade entre os
pontos centrais, evidenciando a qualidade da repetibilidade do processo. Em relagcao
a condicao in natura, as maiores concentracdes de glicose apo6s a hidrolise acida,
foram obtidas nos ensaios 11 e 14 em que foram obtidas concentracdes de glicose
de 4,393 e 4,425 g/L, respectivamente. Nos dois casos, a concentragcdo do acido
foi mantida em 200 mg de acido para cada grama de bagago seco. Comparando o
experimento 14 com o ensaio 13, verifica-se que a diminuicao do tempo de hidrolise
de 25,4 para 8,6 minutos, mantendo as outras variaveis constantes, a resposta
foi diminuida em aproximadamente 16%. Essa variacdo dos valores pode nos
sugerir que o tempo seja uma variavel relevante no processo. Ainda na condicéo in
natura, pode-se observar que as piores respostas foram obtidas nos ensaios 9 e 3,
gerando concentragdes de glicose de apenas 3,133 e 3,244 g/L respectivamente.
Isso representa uma diminuicao de aproximadamente 41% em relagdo ao melhor
resultado para esta condicdo do bagago. Nestes ensaios, podemos observar que
foram utilizados os menores niveis de concentracao acida (116 e 150 mg/g). Nestes
dois experimentos, observa-se que a variavel razao de massa da solugéo pela massa
do sélido seco oscilou entre o nivel intermediario (10,0 g/g) e superior (12,0 g/g), o
que pode sugerir que esta variavel em altos valores nédo contribui para a melhoria da
resposta. Podemos sugerir também que o aumento da concentragdo do acido esta
sendo benéfico para o resultado do experimento. Ao tragar um comparativo entre
a melhor condigcéo (ensaio 14) e a pior (ensaio 9) para o bagaco in natura, vimos
que o aumento da concentracdo acida (de 116 mg/g para 200 mg/g) e do tempo de
hidrolise (de 17 min para 25,4 min) mantendo a razdo massica em 10 g/g, melhorou
o desempenho da hidrolise. Com isso pode-se observar uma forte influéncia da
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concentragéo acida e do tempo no desempenho da hidrélise, sendo que o aumento
da concentracdo acida e do tempo resulta em melhores resultados da hidrélise.

A partir dos valores apresentados na Tabela 2, realizou-se uma regresséo
multipla obtendo uma estimativa dos efeitos de cada variavel avaliada na hidrélise
acida do bagaco e suas interacdes. Apos analise da regressdo mdltipla, obteve-
se 0 modelo na sua forma reduzida contendo apenas os pardmetros significativos,

representado pela Equacéo 1.

[Glicose] = 3,871604 +0,101390C - 0,177266C? - 0,077266R + 0,140225R?
+0,236530t + 0,070045t% + 0,074375C*R - 0,114125C*t [1]

Este modelo apresentou um coeficiente de determinacdo R?=92%. O modelo
matematico encontrado ap6s o planejamento fatorial, foi validado empregando
valores de temperatura, massa e vazao dentro da faixa estudada no planejamento. A
partir da Equagéo 1, foram geradas as superficies de resposta e as curvas de niveis
que correspondem a cada par de variaveis independentes em fungcéo da variavel
resposta concentracao de glicose, dada em gramas de glicose por litro de solugéo.

Ao observar a Figura 1, verifica-se que a regiao de maior liberacao de glicose
esta compreendida nos maiores tempos de reagcdo e em uma faixa entre os niveis
-1 e +1 da concentragéo 4cida (nivel intermediario). Isso condiz com os resultados
obtidos nos experimentos 2 e 14, em que apresentaram os valores mais expressivos
de agucar. O contrario, pode-se dizer do experimento 3, com o menor nivel de tempo
e concentragcéo, apresentou uma das menores quantidades de glicose ao final da
hidrolise. Ao observar a relacdo entre tempo e as relagdes de massa, 0s niveis
superiores de tempo, provocaram o aumento na obtencdo de glicose, enquanto
a relacdo de massa apresentou melhores resultados em seus niveis extremos,
minimo e maximo, o que confirma que a interacdo entre estes dois fatores ndo é
significativo para o modelo, no nivel de confianca de 90%. Isso sugere que o efeito
de cada variavel ndo afetou em nenhum nivel a outra variavel empregada. Entre os
niveis minimos e méximos da relagédo de massa, associada a niveis intermediarios
de concentragédo acida levou as maiores concentragbes de glicose, onde essa
interacdo nao foi significativa para o trabalho desenvolvido por Mussato e Roberto
(2006), no nivel de confiangca de 95% (p > 0,05).
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Figura 1 - Superficies de respostas para o planejamento estatistico na quantificagéo de
glicose do bagaco in natura.

Outros pesquisadores encontraram que a variavel concentragcdo de acido
foi a mais significativa, e que tempos elevados podem levar a transformacgéo dos
acucares gerados em outros compostos, reduzindo o rendimento, porém em muitos
casos esses tempos sédo consideravelmente maiores (40, 60, 90 até 120 min) (MELO
et al., 2008; EL-TAYEB et al., 2012) do que os estudados neste estudo

Em relagdo a condigdo do bagago seco a 60°C, a maior concentragdo de
glicose ap6s a hidrolise acida, foi obtida no ensaio 11 em que foi observado a
concentracéo de glicose de 4,318 g/L. Nesse ensaio, a concentragcédo do acido e o

tempo apresentam-se nos niveis intermediarios, e a razao massica no menor nivel.
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Comparando o ensaio 11 com o ensaio 17, verifica-se que o aumento da razao
de massa da solugdo pela massa do sélido seco de 6,6 para 10 g/g, mantendo as
outras variaveis constantes, piorou o desempenho da hidrolise em mais de 13%. As
piores respostas para a condigdo do BMC seco a 60°C foram obtidas nos ensaios
3 e 13, gerando concentracdes de apenas 2,717 e 2,837 g/L, respectivamente. Isso
representa uma redugéo de aproximadamente 37% em relacao ao melhor resultado
para esta condicdo do bagaco. Comparando o experimento 13 com o ensaio 14,
verifica-se que o aumento do tempo de hidrélise de 8,6 min para 25,4 min, mantendo
as outras variaveis constantes, a resposta foi melhorada em aproximadamente 31%,
0 que pode sugerir que a variavel tempo, também na condi¢do seco a 60°C seja
uma variavel significativa, comprovando o que foi observado na condigéo in natura.

Para esta condi¢@o do bagaco, foi feita a mesma andlise estatistica realizada
no bagacgo in natura, obtendo o modelo reduzido representado pela Equacédo 2
(R2=92,0%.)

[Glicose] = 3,793323 - 0,195930C2 - 0,102452R + 0,144188R? + 0,388940t -
0,154564t2 + 0,138500C*R (2)

Aqui também foi realizada a validagdo do modelo matematico encontrado
apdés o planejamento fatorial, empregando valores de temperatura, massa e
vazao dentro da faixa estudada no planejamento. Pode-se notar que o termo
linear do tempo foi o mais significativo, sendo seu efeito quase 55% superior ao
da concentragéo de acido quadratica, segundo termo com maior significancia para
o0 modelo. Isso mostra que o aumento do tempo favorece a formagédo de glicose
nas condicdes estudadas. Ao analisar as Figuras, observa-se que entre os tempos
de 17 — 22 minutos, e concentragdes acidas entre 200 — 250 mg/g, ambas em
seus niveis 0 a +1, foram obtidas maiores quantidades de glicose. Isso pode ser
observado nos experimentos 8 e 11, que trabalhando com os niveis intermediarios
e maximos destes fatores, tiveram os maiores valores de glicose apos a reacédo. Ja
nos experimentos 3 e 13, em que foram adotados niveis préximos ao minimo, foram
observados os menores resultados. Os melhores resultados podem ser obtidos em
uma faixa ampla de concentracé@o, para ambas as varidveis (entre os niveis -1 e
+1). Tempos intermediarios com niveis minimo e maximo da relagéo de massa (8 e
12 g/g), sugerem um aumento na obtengéo de glicose, fato este comprovado pela
nao significancia desta interagdo para este modelo 0 que sugere que o efeito de
cada variavel nao afetou em nenhum nivel a outra varidvel empregada. Isso pode
ser observado nos experimentos 2, 8 e 11, em que foram observados os maiores
valores de glicose, ap6s a hidrélise. Ja nos ensaios 3 e 13, foram obtidos os

menores niveis de aglcar, confirmando o que foi encontrado nas analises estatistica
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para esta condicéo do bagaco. Observa-se que nos niveis minimos e intermediarios
da concentracdo acida associados a niveis baixos da relacdo de massa, levaram
as maiores concentracdes de glicose. Isso pode ser observado nos experimentos
2 e 11, que trabalhando com as menores rela¢gdes méssicas (niveis baixos) e
concentragbes moderadas a baixas (niveis intermediarios e menores), conseguiram
0s maiores valores de glicose para esta condicao do bagaco. Verifica-se entao, que
o fator tempo foi 0 de maior relevancia em todas as condicdes estudadas. E possivel
perceber também, que baixos tempos de hidrolise com &cido diluido levam a uma
quebra parcial dos compostos lignoceluldsicos, ou seja, maior quantidade de glicose
ocorre a tempos maiores do que as estudadas nestes ensaios. Porém, ao comparar
com a literatura, vé-se que tempos muito elevados favorecem a degradagdo dos
agUcares formados, reduzindo o rendimento do processo (MELO et al., 2008).
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Figura 2 - Superficies de respostas para o planejamento estatistico na quantificagéo de
glicose do bagago seco a 60°C.

Dussén et al. (2014) encontraram uma baixissima influéncia da interacéo
entre a concentracdo acida e o tempo em seus estudos na liberagéo de aglcares,
porém, nesta pesquisa, tempos menores levaram aos maiores rendimentos da
hidrélise, sendo o contrario ao encontrado neste estudo.

Pelas superficies de resposta, pode-se perceber que para maximizar 0s
resultados, seria necessario ampliar a faixa de tempo estudada a niveis mais altos,
tomando-se os devidos cuidados para se evitar a degradacéo da glicose. Isso pode
ser observado nos experimentos onde utilizou-se maiores tempos, obtendo-se
maiores valores de glicose independentemente da condigdo do bagago. Somando-
se a este fator, pode-se dizer também que o aumento da concentragdo &cida
favoreceu a reacdo nas duas condi¢des do bagaco.

Apo6s analisados os dados obtidos neste estudo, foi possivel observar que o
processo de secagem influenciou na reacao de hidrélise acida de forma a diminuir
parcialmente a variavel resposta. Comparando todos os experimentos para as
duas formas de bagaco, verifica-se a superioridade da forma in natura. Ainda que
0 processo de secagem néo influenciou de forma positiva durante a hidrélise para
a obtencédo de glicose, foi possivel ver que no geral, a diferengca nédo se mostrou
tdo discrepante. Isso nos faz refletir que esta operagéo unitaria seria importante
para aumentar a preservacao deste residuo, o que aumentaria seu tempo de uso,
facilitando seu armazenamento, e ainda facilitaria o transporte, visto que seriam
transportado uma quantia maior do material concentrado.

41 CONCLUSAO

A investigacao dainfluéncia da secagem do hidrolisado do BMC com &cido
sulfdrico diluido, permitiu concluir que existem diferencas significativas em alguns
resultados obtidos das concentragdes de glicose ao nivel de 10%. Verificou-se de
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forma geral que os fatores tempo de hidrolise e concentracao &cida contribuiram
positivamente na reacdo, enquanto que o fator relacdo massica contribuiu de
forma negativa. Para a condi¢do in natura, as maiores respostas foram obtidas.
Para o bagaco seco a 60°C, obteve-se maiores valores de glicose em concentragéo
moderada de acido, baixa razdo de massa da solucao acida por massa do bagacgo
seco e para maior tempo de hidrolise. Visto que a secagem nao influenciou de forma
positiva a obtencao de glicose, acredita-se que o uso do bagaco in natura possa ser
dificultado pela sua dificuldade de conservacdo e armazenamento. Assim, sugere-
se 0 uso desta operacgdo unitaria com o intuito de obter bagacos que favoregcam o
aumento da concentracgéo de glicose, o que pode vir a ser considerado um indicador

do uso deste material na produgéo de etanol 2G.
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RESUMO: Como ferramenta didatica para
melhor entendimento dos alunos no ensino de
Engenharia Quimica, no Instituto Federal do Norte
de Minas Gerais do Campus Montes Claros-MG,
foi proposto o desenvolvimento de um projeto
visando o estudo da distribuicdo do tempo de
residéncia em um Reator Continuo de Tanque
Agitado (CSTR). O conhecimento da distribuicdo
do tempo de residéncia (DTR) nos reatores é de
suma importancia para caracteriza¢ao da mistura
que ocorre N0 Mesmo € assim tornar o processo
mais proximo do ideal, evitando os caminhos
preferenciais e zona morta, que diminuem a
conversdo da reacdo. Este trabalho tem como
objetivo o estudo do processo de mistura no
reator CSTR a partir da determinagéo da DTR,
com o referido reator operando em trés agitacbes
distintas. Os resultados mostraram que houve
desvio da idealidade nas trés condigcées. Ao final
do projeto e com a aplicagdo das aulas praticas
paralelas a sala de aula foi possivel perceber
uma maior facilidade de aprendizagem e um
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maior interesse pelo conteddo.
PALAVRAS-CHAVE: Reator CSTR, agitacdo, distribuicdo do tempo de residéncia,
conversao.

STUDY OF THE DISTRIBUTION OF THE TIME OF RESIDENCE IN A
CONTINUOUS STIRRED TANK REACTOR

ABSTRACT: As a didactic tool for better understanding of students in teaching of
Chemical Engineering at the Federal Institute of Northern Minas Gerais, on the
Campus Montes Claros-MG, it was proposed to develop a project aimed at studying
the residence time distribution in a Continuous Stirred Tank Reactor (CSTR).The
knowledge of the residence time distribution (RTD) in the reactors is extremely
importance for characterizing the mixture that occurs in it and thus making the process
closer to the ideal, avoiding the preferential paths and dead zone, which decrease the
conversion of the reaction. This work aims to study the mixing process in the CSTR
reactor from the determination of the DTR, with the said reactor operating in three
different agitations. The results showed that there was a deviation from ideality in the
three conditions. At the end of the project and with the application of practical classes
parallel to the classroom, it was possible to perceive a greater ease of learning and a
greater interest in the content.

KEYWORDS: CSTR reactor, agitation, residence time distribution, conversion.

11 INTRODUGAO

Os reatores quimicos sao vasos onde ocorrem as transformagdes quimicas
de um dado processo. Eles normalmente se encontram rodeados de outras unidades
destinadas a tratamentos fisicos da matéria prima e dos produtos da reacdo. Dessa
forma, uma boa eficiéncia na etapa de transformagé@o quimica, acarretara em
profundas melhorias no processo como um todo (OLIVEIRA, 2016).

Segundo Levenspiel (2000), para projetar apropriadamente um reator,
€ necessario, antes de tudo conhecer bem a cinética reacional, as equagdes de
projeto e o modo de contato ou escoamento, que pode ser classificado em pistonado
ou mistura perfeita.

No escoamento considerando uma mistura perfeita, as variaveis como a
temperatura, concentracéo e velocidade de reagdo séo constantes em relagdo ao
tempo e a posicao. Entretanto, na pratica ha um desvio da idealidade. Fatores como
geometria do reator, regides estagnadas ou desvio do reagente, que entra e sai do
reator sem se misturar com o material contido no interior do mesmo, corrompem a
caracteristica de mistura perfeita do fluido reacional.

De modo a caracterizar a mistura que ocorre no vaso de reacéo, determina-
se o0 tempo de residéncia, que representa o tempo que as moléculas despendem

para percorrer o reator. A DTR é aferida experimentalmente com a injecao de um
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determinado corante (tragador), o qual é inerte, na corrente de alimentagéo. Esse
corante deve ter propriedades semelhantes as dos reagentes, ser completamente
soltvel, facilmente detectavel e ndo ser reativo.

De acordo com Levenspiel (2000), a partir da obtencdo dos dados de
concentragéo do tragador (C) versus tempo (t) é possivel determinar a fungdo DTR
(Equacgao 1), que descreve em quanto tempo os elementos do fluido percorrem o
reator.

C(t) (1)

E(t) :W

O tempo de residéncia médio (t,) e a variancia (0®), que indica a disperséo
da distribuicdo, podem ser obtidos a partir da curva de DTR, conforme Equacbes 2

e 3, respectivamente.

Jy ecde (2)
" fTedt
, L cae (3)
-~ [Jcmadt

As conversdes alcancadas em reatores reais, muitas vezes se aproximam da
ideal. A maioria das moléculas pode residir no reator em um tempo préximo ao tempo
espacial (o tempo espacial é a razao entre o volume contido no reator e a vazao
volumétrica de abastecimento do mesmo). Entretanto, o comportamento do reator
pode desviar de forma significativa do ideal devido a fatores como: vértice, presenca
de zona morta ou curto-circuito, 0 que resulta em um contato menos efetivo entre as
moléculas e consequentemente, conversdes muito mais baixas do que o previsto.

O presente trabalho teve como objetivo estudar o processo de mistura do
reator continuo de tanque agitado (CSTR) em trés agitacOes distintas, a partir do
célculo da distribuigédo do tempo de residéncia (DTR), do tempo de residéncia médio,
e da variancia, a fim de melhorar a assimilagdo dos conhecimentos tedrico-praticos
dos alunos do curso de Engenharia Quimica.

21 METODOLOGIA

Os experimentos do projeto foram realizados no reator CSTR encamisado
do moédulo didatico de Reatores, conforme Figura 1, a uma temperatura de,
aproximadamente, 25°C e uma vazao do sistema a fim de obter-se um tempo

espacial (1) de 1,0 minuto. Preparou-se uma solucéo de azul de metileno (tragcador)
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na concentracdo de 1,0 g/L (0,1% em peso) e se utilizou agua como fluido de
transporte.

Figura 1- Médulo didatico dos reatores PFR e CSTR

Fonte: acervo dos autores.

O moédulo dispde de trés reatores de mistura (podendo operar como batelada
ou CSTR) encamisados em série, de volume aproximado de 500 mL (diametro
interno de 80 mm cada), munidos de medidores de temperatura e com pontos para
coleta de amostras entre reatores. A vazdo do sistema é proporcionada por duas
bombas peristéalticas, cada uma ligada a um reservatorio para armazenamento de
reagentes.

Acurva DTR foi obtida a partir da injecéo de azul de metileno, com o auxilio de
uma seringa, num reator CSTR com volume de, aproximadamente, 400 mL e com os
seguintes valores de agitacdes: 1434, 1545 e 1700 rpm. Em tempos pré-determinados
foram coletadas amostras na saida do reator e posteriormente analisadas as suas
absorbancias através de um espectrofotometro BEL PHOTONICS modelo 1105, no
comprimento de onda de 625 nm.

31 RESULTADOS

Nessa parte do trabalho sédo apresentados os resultados e discussbes
referentes a curva de calibracdo do tragador (necessaria para a obtencdo das
concentracbes do azul de metileno a partir da sua absorbancia) e obtencao das
curvas de DTR do reator CSTR para diferentes niveis de agitacdo, com intuito de
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averiguar a ndo-idealidade proporcionada pela agitacéo.

3.1 Determinacéo da curva de calibracao do tracador

A concentracdo do tracador (C AM) nas amostras coletadas foi dada a
partir de dados de absorbancia (Ab). Por meio da equacédo gerada pela curva de
calibragcéo (absorbancia x concentracéo), torna-se possivel converter os dados de
absorbancia em concentracdo (g/L). As absorbancias das diluicdes da solugdo de
azul de metileno usadas nos experimentos, como também a curva de calibracdo
resultante, estéo representadas na Tabela 1 e na Figura 2, respectivamente.

C AM (g/L) Ab

0 0
0,001 0,013
0,002 0,021
0,004 0,03
0,006 0,05
0,008 0,069
0,010 0,085
0,020 0,158

Tabela 1: Absorbancia das diluicbes do azul de metileno

Fonte: dados experimentais.
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Figura 2-Curva de calibragéo do tragador

Fonte: dados experimentais.

Comuma perturbacao em pulso, foi obtida a distribuicdo do tempo de residéncia
DTR nas trés agitacdes. Os resultados dos experimentos sao apresentados a seguir.
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Na Figura 3 é apresentada a distribuicdo do tempo de residéncia, e na Tabela 2 o

tempo meédio de residéncia (t ) e a variancia (02).

Agitacao (RPM) T (min) t,, (min) 02(min?)
1434 1 0,99 0,60
1545 1 1,20 1,34
1700 1 1,00 0,35

Tabela 2 - Resultados obtidos para o reator CSTR

Fonte: dados experimentais.
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Figura 3 - Curvas DTR para o reator CSTR em diferentes agitages

Fonte: dados experimentais.

Na Figura 3, observa-se que todos os gréaficos apresentam um pico inicial que
sobe rapidamente, indicando a ocorréncia do fenémeno de curto-circuito, em que
uma parte do fluido entra no reator e sai quase que imediatamente, sem se misturar
com toda a massa de fluido.

Verifica-se também a presenca de uma longa cauda, caracterizando a
presenca de zonas mortas, onde uma parte do tracador demanda um longo tempo
para deixar o reator, inclusive este fenédmeno diminui o volume operacional do CSTR.

A partir da Tabela 2, nota-se que a variancia para a agitacao de 1545 rpm &
bem superior aos demais valores de variancia das agitacdes de 1434 e 1700 rpm.
Isso pode ser explicado pelo comportamento do grafico mostrado na Figura 3, em
que a curva para 1545 rpm apresenta uma cauda muito maior do que as caudas das
curvas para as agitacdes de 1434 e 1700 rpm.

Com base na Tabela 2, é verificado também que o fluido teve comportamento
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bem proximo ao ideal nas agitagées de 1434 e 1700 rpm, pois o tempo médio de
residéncia apresentou valor préximo ou igual ao tempo espacial. Sendo que, para
agitacao de 1434 rpm tem-se um tempo médio de residéncia menor do que o tempo
espacial, o que indica uma maior predominancia de curto-circuito em relagéo as
zonas estagnadas. Como o tempo médio de residéncia foi maior do que o tempo
espacial para a agitacdo de 1545 rpm, é possivel interpretar que houve uma maior
predominancia de zonas mortas nessa situagao.

Na agitacdo mais alta (1700 rpm) houve uma maior aproximacdo do
escoamento ideal, o que pode ser confirmado por Schmal (2013), o qual afirma que
quanto maior a agita¢do do reator, mais uniforme se torna o perfil de velocidade, o

que leva a uma maior aproximacéo do escoamento ideal.

41 CONCLUSOES

Com a realizacao deste trabalho, foi possivel concluir que houve pequenos
desvios da idealidade nos trés niveis de agitacdo, por meio da observagédo da
ocorréncia dos fenébmenos de curto-circuito e presenga de zonas mortas. Sendo
que o reator com maior agitacéo (1700 rpm) apresentou um comportamento mais
préximo do ideal, seguido do reator a 1434 rpm e posteriormente, 1545 rpm.

A aplicacdo de aulas praticas envolvendo o estudo da nédo idealidade do
reator CSTR a partir do conhecimento da sua DTR & muito enriquecedora para o
aprendizado dos alunos, pois a aplicacdo das aulas praticas de modo paralelo a
teoria proporcionou uma maior facilidade de aprendizagem e um maior interesse

pelo conteudo.
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RESUMO: A estabilidade oxidativa do Oleo
de maracuja foi avaliada utilizando o método
PetroOXY (ASTMD 7545). Os ensaios oxidativos
foram realizados para faixas de concentragdo
de 0-500 ppm com o antioxidante BHA e nas
temperaturas 110-140 °C. A partir dos resultados
obeteve-se uma entalpia de ativagdo aparente de
(95 = 2) kd/moL e uma concentragédo critica de
(900 = 0,5) ppm. Fatores de estabilizagdo foram
crescentes com a aditivacdo. O 6leo de maracuja
apresentou como uma possivel fonte de matéria
prima para a produgéo de biodiesel.
PALAVRAS-CHAVE: Oleo de maracuja,
PetroOXY método, Cinética de oxidagao,
Antioxidante.

ABSTRACT: The oxidative stability of passion
fruit oil was evaluated using the PetroOXY
method (ASTMD 7545). Our experiments were
carried out at temperatures 110-140 °C with
BHA antioxidant additive concentration ranging
from 0 to 500 ppm. From the results obtained, an
apparent activation enthalpy of (95 + 2) kd/moL
and a critical concentration of (900 + 0.5) ppm.
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Stabilization factors increased with additives
concentrations. Passion fruit oil presented as
a possible source of raw material biodiesel
production.

KEYWORDS: Passion fruit oil, PetroOXY
method, Kinetics of oxidation, Antioxidant.

11 INTRODUGAO

Sabe-se que Odleos vegetais sao
susceptiveis a oxidagao e que fatores como luz,
elevadas temperaturas, oxigénio, bem como
a presenca de metais podem catalisar este
processo (THURGOOD, 2007), acelerando a
sua degradacéo.

A oxidacdo pode ocorrer em qualquer
tipo de fonte oleaginosa, visto que devido a
sua estrutura quimica, estes possuem em
sua grande maioria diferentes tipos de acidos
graxos (FA), estruturas complexas ligados a
uma Unica molécula de triglicerol, as quais séo
a parte inerente do 6leo vegetal. Para tanto, a
presenca de insaturagdes C=C (&cido linoléico),
como também alguns fragmentos de linolénico
C=C=C (acido linolénico) constituem principios
ativos para reagbes de oxidacdo na molécula.
(ADHVARYU et al., 2000)

Oleos  vegetais vém  adquirindo
grande importancia, devido as suas distintas
aplicagbes, como por exemplo, industria de
alimentos (PARDAUIL et al., 2011) aplicagbes
farmacéuticas e industriais (tintas, borrachas,
lubrificantes,

bases cosmeéticos, etc)
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(LITWINIENKO, 2001) e de combustiveis (biodiesel e bioquerosene de aviagéo).
Com o incentivo dado a produgdo de biocombustiveis e com os mais diversos
estudos de distintas fontes de matéria-prima para produgao de biodiesel nos ultimos
anos o 6leo extraido das sementes de maracuja (Passiflora edulis), destaca-se
como alternativa viavel.

O principal objetivo, deste estudo, consiste em avaliar a cinética de oxidagao
de do 6leo de maracuja via PetroOXY método (ASTMD 7545) como possivel matéria
prima para a producéo de biodiesel.

21 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 Materiais e reagentes

Oleo vegetal de maracuja degomado (Extrair Oleos Naturais, Brasil),
ButilHidroxiAnisol (Merck, Alemanha) com grau de pureza > 98, 50 foi utilizado como
antioxidante.

A Tabela 1 mostra as principais propridades do 6leo de maracuja degomado

utilizado nos ensaios oxidativos neste estudo.

Propriedades Oleo de Maracuja
indice de acidez 11,35
(mgKOH/g)
Densidade '120 °C 0.92
(g.cm?)
indice de iodo
(g1, /100g) 135,13

Tabela 1 - Propriedades do 6leo de maracuja utilizado nos ensaios neste estudo.

Fonte: Autor

2.2 Ensaios Oxidativos

Os ensaios oxidativos da amostra de 6leo de maracuja foram realizados
de acordo com método PetroOXY (ASTMD 7545). O procedimento de analise
consiste em inserir 5 mL de amostra em uma célula hermeticamente fechada a uma
temperartura de 140 °C e presséao de oxigénio puro a 700 kPa. O tempo de indugéo
oxidativo é alcancado quando se atinge uma queda de presséo de 10 % da presséo
méaxima detectada no sistema. (ARAUJO et al., 2009; MACHADO et al., 2013).

O tempo de inducéo efetivo da amostra de 6leo de maracuja com aditivo
antioxidante, para as faixas de concentracdes avaliadas (0 a 500 ppm), neste estudo,
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foi determinado. Todos os ensaios com as amostras aditivadas foram realizados em
triplicata. A Figura 1 abaixo mostra o esquema tipico para a derminacdo do tempo

de inducgéo efetivo mostrado no equipamento.

AP (kIPa)

t(min)

Figura 1- Perfil caracteristico da curva de pressao durante os experimentos realizados
no equipamento PetroOXY (método ASTM D7545). Tempo de indugéo efetivo:D t, =t -
t

o

Fonte: Autor

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 mostra o resultado do tempo de indugéo efetivo (At) para duas
corridas experimentais para a amostra de 6leo maracuja. Em todas as temperaturas
de ensaios oxidativos pode-se observar erros percentuais inferiores a 10 % para
esta amostra. Da maior temperatura (140 °C) para a menor (110 °C) houve uma
reducdo em seu tempo de indugéo efetivo de 71, 76 %.

Oleo de maracuja
T (°C) 110 120 130 140
26,93 15,28 10,20 7,62
At, (min)
26,97 15,22 10,28 7,60
<At> (min) 26,95 15,25 10,24 7,61
Erro maximo para o tempo de
inducdo efetivo (%) 0,07 0,20 0,78 0,13

Tabela 2 - Tempo de indugéo efetivo, At (<At> valor médio para duas corridas
experimentais), como fungéo da temperatura para as amostras de 6leo de maracuja.

Fonte: Autor
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3.1 Modelo Cinético

O processo oxidativo pode ser realizado com o oxigénio em excesso e
com sua concentracdo constante (WILLMS et al., 1987). Logo, neste estudo, uma
cinética de primeira ordem para o 6leo de maracuja pode ser descrita em relacéo ao
consumo do antioxidante BHA.

dC
= = _kC
ar . (1)
Onde:
C consiste na concentragcéo do antioxidante no tempo t
k=k,.C,. @

k, & a taxa de reagéo (k o & a taxa de reacéo para cinética de segunda ordem
e Co, € a concentracdo de oxigénio considerada constante).

Analisando a Figura 1 integrando a Equacgéo (1) entre t=t, e t=t, tem-se a
Equacéo (3):

T ﬁ = —k,J‘dt (3)

Co+Coy fy

Onde:

C, + C,,(concentragéo do antioxidante adicionado ao 6leo e a concentragéo
de antioxidante natural inerente ao 6leo, respectivamente) e C= C_ (concentragéo
critica na qual se da o inicio da oxidacdo do 6leo de maracujd). Reorganizando a
Equacéo (3), obtém-se (4):

C.

n—S gy @)
C,+Cy,

Considerando a alta reatividade do 6leo de forma que Cc foi alcancado em
curtos intervalos de tempo, pode-se rearranjar a Equacao (4) e reescrevé-la da
seguinte forma:

Cc* R .V2

e

C,+C U SO U RTPSROT (5)

0./

Considerando que otermo € """ pode ser escrito na forma de uma série de
MacLaurin, e assumindo que o produto é muito pequeno, considerou-se, somente 0s
dois primeiros termos desta série, reescrevendo-a conforme mostra a Equacéo (6):

i

a
8

kA
=et =Y (1) ) =1k, (6)

il
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Rearranjando a Equagéo (6) tem-se que o tempo de indugéo efetivo obtido
para o 6leo de maracuja pode ser descrito pela Equacao (7):

At = kl(cU +AC,) (7)

0

Onde:
k,=k(C,+C,,) e AC.=C,,-C,

A Equacéo (7) mostra uma relagdo nao linear entre o tempo de inducéo
efetivo e concentragéo de antioxidante para o 6leo de maracuja. Uma realagdo nédo
linear foi encontrada por Mccormick et al., (2007).

A Figura 2 mostra o gréafico do tempo de indugéo efetivo, At, em fungéo da
concentracdo do antioxidante para os 6leo de maracuja nas diferentes temperaturas
utilizadas nos ensaios oxidativos. Os dados experimentais ajustaram-se ao modelo
proposto apresentando coeficiente de correlacao acima de R2 > 0,99.

40

.

304

Figura 2 - Tempo de indug&o efetivo, At, como fungéo da concentragéo de antioxidante,
C,, em diferentes temperaturas: (A), T =130 °C; (¢), T = 140 °C; linhas continuas,
Equacéo (7)/ 6leo de maracuja.

Fonte: Autor

A Tabela 3 mostra os pardmetros calculados para a cinética de ordem zero
aparente para o 6leo de maracuja (MACHADO et al., 2014). O elevado valor para
a variagdo da concentragdo critica (900 + 2) calculado para o 6leo de maracuja
pode esta relacionado a formagéo de espécies mais reativas ocasionando o rapido
consumo do antioxidante e levando a menores tempos de indugéo efetivos.
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Oleo de maracuja

Parametros Valores
AC, 900 £ 0,5
AH 952

A

Tabela 3 — Parametros cinéticos obtidos para o 6leo de maracuja.

Fonte: Autor

As taxas de reacdo para o 6leo de maracuja foram calculadas utilizando a
Equagéo (7). A partir dos dados experimentais pode-se construir o grafico In k, versus
(1/T) conforme mostra a Figura 3. Uma dependéncia entre as taxas de reacoes e
temperatura absoluta (1/T) foi encontrada para este 6leo, de forma que a entalpia de

ativagao aparente pode ser calculada pela Equagao de Arrhenius (8):

— Ik _AH,
ln/(, =In kn RT (8)

In Ky tppmiming

10007 <7’

Figura 3 — Gréfico In K1 vs temperatura absoluta (1/T)
Fonte: Autor

O valor da entalpia de ativagio aparente AH, de acordo com a Tabela 3 para
as amostras de 6leo de maracuja aditivadas com o antioxidante BHA nas faixas de
concentracdo de 0-500 ppm foi calculando, obtendo-se um valor de (95 + 2) kJ/moL.
O valor da entalpia de ativacao aparente, encontrado, neste estudo, encontram-se
em conformidade aos estudos reportados da literatura por Adhvaryu et al., (2000)
em que as energias de ativacao aparente de diferentes 6leos encontram-se na faixa

de 60-90 kd/mol.
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3.2 Fator de Estabilizacao
A atividade do antioxidante pode ser representada pelo calculo do seu fator
de estabilizacdo. (LOH et al., 2005)

At

F — I
AL, ©

Onde:

At,; € o tempo de indugéo efetivo da amostra de dleo sem a adigdo do
antioxidante.

A Figura 4 mostra a dependéncia entre o fator de estabilizagéo e a
concentracdo do antioxidante para a amostra de 6leo de maracuja. Os fatores de
estabiliza¢do para todas as temperaturas testadas foram crescentes com o aumento

da concentracao do antioxidante.

T T T
0 150 300 450
Cy (ppm)

Figura 4 - Fatores de estabilizacdo para o 6leo de maracuja aditivado com o
antioxidante BHA como funcéo da concentragéo nos testes oxidativos sob atmosfera de
oxigénio puro e presséo de 700 kPa (J), 110 ° C; (o), 120° C; (A), 130 ° C; (V), 140 ° C.

Fonte: Autor

41 CONCLUSAO

Aestabilidade oxidativa do 6leo de maracujafoiinvestigada utilizando o método
PetroOXY (ASTMD 7545). Uma cinética de ordem zero aparente foi descrita pelos
curtos intervalos de tempo adequando-se, claramente, aos dados experimentais. Os
fatores de estabilizacdo foram crescentes com a adicéo do antioxidante. O 6leo de
maracuja apresentou como uma possivel fonte de matéria prima para a produgéo de
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biodiesel, no entanto faz-se necessaria a adigdo de aditivo antioxidante.
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RESUMO: Neste trabalho, o comportamento
da goma de linhaca em meio aquoso foi
acompanhado por medidas do raio hidrodindmico
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(R,) do polimero, por espalhamento de luz
dindmico, e por medidas de viscosidade aparente
(h), em reémetro rotacional. Foram levados em
consideracao os efeitos da filtragdo da solucao,
do pH e da salinidade do meio aquoso. Por
espalhamento de luz dindmico, detectou-se
a presenca de trés diferentes populacdes de
particulas poliméricas, atribuidas a moléculas
isoladas e agregados poliméricos, que foram
parcialmente removidos apds filtragdo das
solugdes, evidenciando que a filtracdo pode
remover a fracéo de polimeros que mais contribui
para o aumento da viscosidade. As mudancgas
de pH (3 a 13) e de salinidade (NaCl 102e 10
mol/L") resultaram em mudancas significativas no
raio hidrodinamico das moléculas poliméricas. Os
valores maximos de R, e de h foram observados
para pH 7-9, e os minimos em pH 13, que foram
atribuidos principalmente aos grupos A&cidos
(-COOH) presentes na estrutura polimérica,
que séo ionizados em pH alcalino, expandindo
a cadeia polimérica, mas sdo blindados pelos
cations das bases em valores muito altos de pH,
contraindo o novelo polimérico. A adicdo de NaCl
reduziu sensivelmente o raio hidrodindmico do
polimero em meio aquoso.

PALAVRAS-CHAVE: Goma de linhaga, pH, raio
hidrodinamico, DLS.

ESTUDY OF FLAXSEED GUM BEHAVIOR
IN AQUEOUS MEDIUM THROUGH
DYNAMIC LIGHT SCATTERING AND
RHEOLOGY
ABSTRACT: In this work, the behavior of the
flaxseed gum in aqueous medium was followed
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by measurements of the polymer hydrodynamic radius (R,), by dynamic light
scattering, and measurements of apparent viscosity (h), in a rotational rheometer. The
effects of filtration, pH and salinity of the polymer solution were taken into account. By
dynamic light scattering, it was detected the presence of three different populations of
polymeric particles, attributed to isolated molecules and polymer aggregates, which
were partially removed after solutions filtration, showing that the filtration can remove
the polymer fractions that most contribute to the increase of viscosity. The changes
in pH (3 to 13) and salinity (NaCl 102 and 10" mol/L"") showed significant changes in
the hydrodynamic radius of the polymer molecules. The maximum values of R, and
h were observed at pH 7-9, and the minimum at pH 13, which were attributed to the
acid groups (-COOH) present in the polymer structure, which are ionized in alkaline
pH, expanding the polymer chains, but are shielded by base cations at very high pH
values, contracting the polymer coils. The addition of NaCl significantly reduced the
polymer hydrodynamic radius in aqueous medium.

KEYWORDS: Flaxseed gum, pH, hydrodynamic radius, DLS.

11 INTRODUGAO

O estudo de biopolimeros apresenta sempre grande relevancia,
especialmente pelo fato de serem obtidos de fontes renovaveis e por possuirem
ampla diversidade de estruturas e propriedades fisico-quimicas, que possibilitam
numerosas estratégias de uso em diversos segmentos industriais (Kuhn et al., 2011;
Wang et al., 2010).

No caso da goma de linhaga, biopolimero derivado da casca da semente
da linhaga, as propriedades fisico-quimicas podem apresentar comportamentos
diferentes dependendo do cultivo, condi¢des climaticas, espécie de linhaca e até
mesmo das condi¢des de extracao (Cui et al. 1994; Wannerberger et al.1991).

Portanto, torna-se interessante um estudo sistematico, considerando
a escolha de uma espécie, de preferéncia da mesma colheita, assim como uma
condicdo de extracdo Otima, buscando compreender melhor a identidade das
propriedades do polimero, para identificar potenciais aplicagdes (Michotte et al.,
2011).

A goma de linhaca é composta de polissacarideos &cidos e neutros. A fragéo
neutra é constituida principalmente por xilose em sua cadeia principal, conferindo
rigidez a essa fracdo, que tem conformacéo do tipo novelo aleatério. Ja a fragéo
acida € composta principalmente por ramnose (metil-pentose) e acido galacturénico
(substrato proveniente da oxidacdo do carbono-6 da galactose). Este grupamento
acido confere ao polimero uma natureza anibénica a partir de pH 6. Também apresenta
ramificagdes curtas ao longo da cadeia principal e conformagéao do tipo estrela, com
alta flexibilidade (Qian et al. 2012, Cui et al. 1994; Fedeniuk e Biliaderis, 1994).

Alguns estudos tém sido realizados no sentido de investigar as propriedades
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da goma da linhaga em diferentes sistemas aquosos (Goh et al. 2006; Khalloufi et
al. 2008). Entretanto, até o presente momento, ndo foram encontradas informagdes
mais detalhadas sobre a influéncia de variaveis, tais como pH e salinidade, nos
parametros moleculares, ou mesmo na estabilidade das solugdes.

21 EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

A linhacga foi adquirida em mercado local de grédos (Natal-RN). Cloreto de
sédio e hidréxido de sodio foram adquiridos da Exodo. Acido cloridrico e alcool
etilico PA foram obtidos da Synth. Com exce¢édo da linhaga, os materiais foram

utilizados sem purificagédo prévia.

2.2 Extracado da goma de linhaca

A extracédo foi conduzida de acordo com a metodologia adotada por Qian
(2012), mas com algumas modificacbes. A extragcdo do polimero foi realizada a
partir de 15% (m/m) da semente de linhaga marrom em meio aquoso, sob agitacao
branda, por 8 horas, a 25 °C. A mucilagem obtida foi centrifugada em centrifuga
Himac CR 21G, a 8000 rpm, durante 15 minutos, para a retirada de impurezas em
suspensdo. Em seguida, foi adicionado etanol PA ao sobrenadante, em proporcéao
1:1 v/v (sobrenadante/etanol), para a precipitacdo do polimero, que foi recolhido
apos centrifugacéo a 6000 rpm durante 5 minutos. Por fim, o polimero foi disperso
em agua destilada e liofilizado em liofilizador da Thermo Savant - ModulyoD.

2.3 Medidas de espalhamento de luz dindmico (DLS)

As analises de DLS foram realizadas utilizando um equipamento da
Brookhaven Instrument. As medidas foram realizadas a um angulo de espalhamento
de 90° e a temperatura de 25°C. Um laser de He-Ne (A = 632,8 nm) foi usado como
fonte de luz. As distribuicbes de tempos de relaxacdo A (1) foram obtidas a partir
da intensidade da funcéo de autocorrelagao, utilizando o programa GENDIST, que
emprega o algoritmo REPES.

As solugdes aquosas de goma de linhaga foram preparadas por disperséo
do polimero em agua destilada, sob agitagdo constante, por cerca de 12 horas, na
concentracédo de 1g/L (regime diluido), em diferentes valores de pH (3-13) e com
a combinacao dos efeitos de pH (3-11) e sal (NaCl 102 e 10" mol/L). Nesse ultimo
caso, o sal foi adicionado ap6s dissolugao do polimero no meio de pH ajustado. As
medidas foram realizadas utilizando as solu¢des poliméricas centrifugadas, antes e
apos filtracdo em membranas de acetato de celulose com didmetro de poro de 0,45

ym.
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2.4 Reometria

As analises reologicas foram realizadas em um reémetro da Haake-Mars,
utilizando um sensor de cilindros coaxiais DG41 e um banho termostatizado acoplado
ao equipamento. A viscosidade das solugbes poliméricas foi medida em fungéo da
taxa de cisalhamento (1 a 100 s™'), a uma temperatura constante de 25 °C.

As solugbes de linhaca foram preparadas conforme descrito no item 2.3.
Entretanto, para o estudo reolégico, a concentragao de polimero utilizada foi de
10 g/L.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Espalhamento de luz dindmico

O estudo de DLS foi realizado com o objetivo de verificar o efeito da filtragao,
do pH e da salinidade das solugbes poliméricas sobre o raio hidrodinamico (R,) do
polimero e, assim, correlacionar esse efeito com as propriedades reoldgicas das
solucdes.

A Figura 1 apresenta as curvas de correlagdo temporal e distribuicdo dos
tempos de relaxagdo das amostras de linhaca em diferentes valores de pH, antes da
filtracdo (GLAF) e depois da filtracdo (GLDF). E a Tabela 1 apresenta os respectivos
valores de raio hidrodinamico obtidos para cada uma das populacdes. Em todos os
casos avaliados, foram observadas trés populacdes distintas. Além disso, o tempo
de relaxagdo de cada uma dessas populagdes é sempre menor para as amostras
filtradas. Esse resultado pode ser explicado em decorréncia da filtracdo promover a
remocgéao de particulas maiores (possivelmente agregados) em solugéo.

Todas as curvas da funcdo de correlacdo (Figura 1) evidenciaram
deslocamentos entre os resultados de GLAF e GLDF, obtendo-se um maior tempo
de relaxacdo para GLAF. Observou-se também que, com o aumento do pH, o
deslocamento entre as curvas de correlacao GLAF e GLDF diminuiu.

A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel 3 Capitulo 11




agua
—o—

GLAF 4 1.0 1,04
v~ GLDF

H08

0,6

(
92(1)-1
tA(7)

92(1)-1

0.4

BT 0.0 00 TR WMo 4 0.0

TA (%)

log t (us) log t (us)

Figura 1 - Curvas de correlagéo temporal e distribuicdo dos tempos de relaxagao das
amostras de goma de linhaca em diferentes valores de pH, antes da filtracdo (GLAF) e
depois da filtragéo (GLDF)

A fracdo 4cida da goma de linhaca encontra-se em sua forma néo ionizada
em meio acido, favorecendo as forgas intermoleculares atrativas por ligacbes de
hidrogénio entre as hidroxilas contidas na cadeia. Dessa forma, agregados de maior
tamanho podem ser formados. A medida em que o pH do meio ¢ elevado, essa
populagéo tem um decréscimo no valor do R, como apresentado na Tabela 1. O
aumento do pH propicia a ioniza¢do dos grupos acidos, gerando cargas negativas e,
assim, repulsodes eletrostaticas entre as cadeias poliméricas, diminuindo o tamanho
dos agregados.

As populagbes de menor R, das amostras filtradas (GLDF) podem ser
atribuidas as cadeias isoladas da fragé@o acida e neutra (Goh et al. 2006; Qian 2014).

R, (nm)
Amostra Agua
pH3 | pH5 | pH7 | pH9 | pH11 | pH13 des?ilada
28 20 44 26 21 17 37
GLAF 200 200 200 172 166 63 224
1000 1584 1333 | 1700 704 258 1000
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12 10 10 12 10 13 10
GLDF 100 80 50 73 50 39 50
333 | 335 | 239 | 274 268 135 190
31 nd 29 60 87 nd 38
GLAF 194 hd 256 | 314 398 nd 250
(NaCl 102 M)
819 nd | 1052 | 1321 - nd 1466
16 nd 27 29 12 nd 45
N s w |7 nd | 218 | 144 | 55 nd 251
438 nd | 1338 | 1000 | 237 nd 502

Tabela 1 — Raio hidrodindmico para o polimero de linhaga em meio aquoso (pH 3-13,
NaCl 102mol/L e NaCl 10" mol/L)

nd: ndo determinado

De acordo com os dados da Tabela 1, houve uma tendéncia de diminuigéo do
R,, com o aumento da concentracdo de sal e em pH extremos, pH 3 e 11. Em pH 3,
a fracdo acida da goma de linhaga encontra-se ndo ionizada, assim como a fragédo
neutra, o que favorece as interagbes associativas entre as cadeias poliméricas
através de ligagdes de hidrogénio. Com a adicdo de sal ao meio aquoso, ocorre
o efeito salting out, que promove o aumento das interagbes intramoleculares e
intermoleculares entre as cadeias poliméricas, reduzindo o raio hidrodinamico das
particulas poliméricas. Em pH 11, a fracdo acida da goma de linhaga encontra-se
com o0s seus grupos acidos ionizados, ou seja, carregados negativamente, o que
leva a repulsdes eletrostaticas entre as cadeias. Com a adi¢do de sal, esses grupos
aniénicos sao blindados pelos cations do sal, diminuindo as repulsdes eletrostaticas
e favorecendo as interagdes associativas intermoleculares e intramoleculares entre
as cadeias poliméricas. O que leva a reducgéo de R,.

3.2 Reometria

O comportamento reoldgico das solugbes de goma de linhaga em funcao
do pH é ilustrado na Fig. 2. Houve uma diminuicdo da viscosidade com o aumento
da taxa de cisalhamento em todos os valores de pH avaliados, o que caracteriza
o comportamento pseudoplastico das solugées. Na faixa de pH entre 3 e 9, a
viscosidade aumentou em funcdo do aumento do pH, o que pode ser explicado
pela crescente ionizag@o dos grupos carboxilato presentes nas unidades de &cido
galacturénico da fragcéo 4cida da goma de linhaga. Aionizag&o dos grupos carboxilato
leva a expansdo do novelo polimérico no meio aquoso, devido as repulsdes
eletrostaticas intramoleculares e intermoleculares, promovendo o aumento na
viscosidade. Entretanto, com o aumento do pH para 11 e 13, houve uma diminuicao
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na viscosidade das solugdes, o que foi observado também por outros autores (Qian
2014; Khalloufi et al. 2008; Chen et al. 2006). Em solugdes alcalinas de alto pH, a
concentragcdo de cations (contra-ions da base) no meio, também é bastante alta,
0 que pode levar a blindagem dos anions carboxilato da cadeia polimérica. Com
isso, ocorre contracdo do novelo polimérico e, consequentemente, diminuicdo da

viscosidade da solugéo (Lucas et al. 2001).

xpH9

£y, e 4pHd

%
100 “Au;h ., ApHS
W SpH7

epH11

Viscosidade (mPa.s)

pH13
2 Agua

10
1 10 100

Taxa de cisalhamento (1/5)

Figura 2 — Curva de viscosidade para as solugdes de goma de linhaga em pH 3-13, a
concentragdo de polimero 10 g/L e 25°C.

AFigura 3 ilustra a evolugéo do raio hidrodinamico da goma de linhaga (GLAF)
e da viscosidade aparente das solu¢gdes aquosas com o aumento do pH. Os dados
de R, séo referentes as populagbes das macromoléculas maiores, que influenciam
mais significativamente o comportamento reolégico das solugdes poliméricas. Os
resultados evidenciam a forte correlagao entre o raio hidrodinamico das particulas
poliméricas e a viscosidade, que evoluem na mesma direcdo, ou seja, 0 aumento
ou diminuicdo em R, provoca aumento ou diminuigdo na viscosidade da solugéo.
E, para a goma de linhacga, os maiores raios hidrodindmicos e maiores viscosidades
sdo observados na regido de pH 7-9, onde ocorre maior expansdo das cadeias
poliméricas.
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Figura 3 — Viscosidade aparente a taxa de cisalhamento 10 s para solugdes da goma
de linhaca a 10 g/L, e raio hidrodindmico da goma de linhaca (GLAF) em pH 3-13.

41 CONCLUSOES

Através das medidas de espalhamento de luz dinamico (DLS) foi possivel
verificar que a filtragéo das solugdes provoca mudancas significativas nos R, das
populagdes encontradas, principalmente as de maiores tamanhos de particula,
que sao eliminadas pelo filtro. Pode-se considerar, ainda, que o efeito do pH e da
salinidade nas medidas de DLS e reometria se d&o, principalmente, pelas mudancgas
de conformacéo da fragcdo acida da macromolécula e interagdes intramoleculares
e intermoleculares entre as cadeias poliméricas. A analise conjunta dos resultados
de DLS e de reometria contribuiram efetivamente para a melhor compreensao do
comportamento de fluxo das solu¢des aquosas de linhaca.
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ANTIOXIDANTE

RESUMO: A flora nordestina &€ um acervo
biolégico rico em uma ampla biodiversidade
e sua especiciacdo histolégica €& reduzida.
Neste trabalho, avaliou-se o potencial da
espécie  Luetzelburgia  auriculata  Ducke,
popularmente denominada por pau-moc6, uma
espécie nativa do Nordeste, através da sua
caracterizagdo fitoquimica, pela identificacéo
dos seus metabdlitos secundarios e atividade
antioxidante; morfologica, através do seu perfil
morfoanatdbmico; e biolégica, submetendo
extratos etandlicos a ensaio com agentes
vetoriais potencialmente perigosos, Aedes
aegypti, Haematobia irritans, Diabrotica speciosa
e Triatoma infestans em diferentes estagios
vitais e em ambientes adequados. As folhas da
espécie foram obtidas na Universidade Estadual
do Ceara e catalogadas no Herbario Prisco
Bezerra, na Universidade Federal do Ceara. Os
resultados deste trabalho foram utilizados para
enriquecer as informacgdes a respeito da espécie.
PALAVRAS-CHAVE: Luetzelburgia auriculata
Ducke, Pau-moc6, Caracterizagdo fitoquimica,
Ensaio epidemiologico.

PHYTOCHEMICAL STUDY AND
EVALUATION OF THE ETHANOLIC
EXTRACT OF THE LEAVES OF THE
PAU-MOCO (Luetzelburgia auriculata),
REGARDING THE ACTIVITIES AGAINST
VECTORIAL AGENTS AND ANTIOXIDANT

ABSTRACT: The northeastern flora is a
biological collection rich in a wide biodiversity
and its historical specification is reduced. In this
work, we analyzed the potential of the species
Luetzelburgia auriculata Ducke, popularly
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called pau-moco, a native species from the northeast, through its phytochemical
characterization, the identification of its secondary metabolites and antioxidant activity;
morphological, through its morphofanatomic profile; and biological, subjecting ethanolic
extracts to tests with potentially dangerous vector agents, Aedes aegypti, Haematobia
irritans, Diabrotica speciosa and Triatoma infestans in different vital stages and in
domestic environments. As leaves of the species were isolated in the State University
of Ceara and categorized in Herbarium Prisco Bezerra, in the Federal University of
Ceara. The results of this work were used to enrich as information about the species.

KEYWORDS: Luetzelburgia auriculata Ducke, Pau-moco, Phytochemical
characterization, Epidemiological Trial.

11 INTRODUGAO

A Luetzelburgia auriculata (Alemao) Ducke, Fabaceae, subfamilia Faboideae
€ uma planta nativa do Nordeste brasileiro, principalmente no estado do Piaui, sul
cearense, sendo reconhecida pelos nomes populares de pau-mocd, pau-serrote,
pau-de-chapada. Apesar de oriunda do bioma da Caatinga, em virtude da existéncia
de estdbmatos em depresséo e cuticulas espessadas, a planta consegue adaptar-se
a outros biomas e dominios morfolodgicos, sendo observada também no Cerrado,
Mata Atlantica e Pantanal (LORENZI 2008), como descreve a figura 1.

E Segregacéo Politica
Estados com existéncia da
espécie Luetzelburgia

auriculata

E Capital do Pais

Figura 1: Disseminacéo da espécie Luetzelburgia auriculata no Brasil

Fonte: Autor préprio.

Caracterizada por ser uma planta perenif6lia, as estruturas foliares da
Luetzelburgia auriculata conseguem permanecer esverdeadas durante o ano inteiro,

em cada 3 anos, onde introduziu-se o periodo germinativo e florado da espécie.
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Apresenta expectativa de vida prolongada, copa reduzida a média de coloragédo
acinzentada, estatura aproximada entre 5 a 22m de comprimento e rusticidade
(FONSECA e MORAIS, 1930).

A planta é bastante atrativa por determinadas peculiares que demonstra, a
citar, a repreenséo sob outras espécies de plantas e animais, que nao desenvolvem-
se proxima a raiz, sequer aproveitam das vantagens (alimentag¢éo, sombra, moradia),
devido ao graduado nivel de toxidade apresentado pelas folhas. O consumo
excessivo da folha pode ocasionar desde problemas intestinais (deterréncia),
problemas nervosos a complicagbes graves (coma, morte). Embora provoque danos
aos seres que a ingerem, a planta é diversamente usada em outras areas. Por
exemplo, as raizes eram bastante consumidas durante periodos de escassez de
recursos hidricos; O caule é usando na fabricagdo de moveis; A propria estrutura
da planta € usada para o paisagismo e acdes reflorestais (VASCONCELOS, 2012).

As propriedades a respeito da espécie séo bastante escassas, o que dificulta
a construcdo de um perfil anatdmico sobre a mesma. Desta forma, esta pesquisa
prontifica-se a realizar uma caracterizagao da planta através de testes de cunho
fitoquimico, prospectivo, histologico e biolégico contribuindo para enriquecer o perfil
quimico e bioldgico da espécie Luetzelburgia auriculata.

21 MATERIAIS E METODOS

A extracdo farmacognéstica seguiu uma metodologia vigente de Barreiro
e Fraga (2001). O o6rgdo da planta selecionado para extragdo dos componentes
metabdlitos foi as folhas do pau moc6. Para tal, foram coletadas amostras na cidade
de Fortaleza-CE, na Universidade Estadual do Cear4, classificadas de acordo com
as condi¢cdes do ambiente, horéario de extracdo e nome cientifico identificado no
Herbério Prisco Bezerra, na Universidade Federal do Ceara. Foram dessecadas
90 g das folhas e maceradas de modo a reduzi-las a pequenos fragmentos. Os
fragmentos foram imersos em 120 mL alcool etilico PA, a temperatura ambiente, sob
extracao a frio, durante sete dias. Em seguida, com o auxilio de um rotaevaporador
QUIMIS Q344B, foi eliminado o solvente, sob pressédo reduzida, e obteve-se os
extratos etandlicos das folhas.

2.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante, do extrato etandlico das folhas do vegetal, foi
determinada usando-se 1,1-difenil-picrilhidrazila (DPPH). A sequéncia que o DPPH
€ reduzido por um antioxidante, desaparece a banda de absor¢cdo em 517 nm. As
medidas foram feitas adicionando a amostra uma mistura contendo 1mL de solugéo-
tampao acetato 100 mM, pH 5,5, 1 ml de etanol e 0,5 ml de DPPH 500mM. Logo apos,
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a absorbancia foi calculada em 517 nm, de acordo com a literatura estabelecida por
Bloiss (1998). A metodologia utilizada para atividade antioxidante foi realizada em
triplicata para cada concentragdo analisada. Os resultados foram posteriormente
analisados estatisticamente.

2.2 Prospeccao fitoquimica (segundo Matos, 1997)

2.2.1 Determinacéo de fendis e taninos

A qualificacao para fendis e taninos foi feita usando-se uma versao adaptada
do reativo de Lucas conforme descreve Shriner, Fuson e Curtin (1977). Neste, é
usado uma solucao alcéolica de cloreto de ferro (lll) a 10%. Formagéo do complexo
ferro-fenol (Ill) descreve a presenca de fendis; sua oxidagdo em banho-maria
a complexo polifendlico de ferro (II) escurecido e (lll), esverdeado, descrevem a
presenca de taninos hidrolisaveis e condensados. Para calculo, foi analisada a
absorbancia a partir do comprimento 765nm.

2.2.2 Determinag&o de flavonoides

Para a determinacgéo de flavonoides usou-se 2mL do extrato etanélico diluido
o qual foi acrescido de 1,0 cm de fita de magnésio com 2,0 ml de &cido cloridrico
concentrado. ApoOs a reagdo observou-se a mudanca de coloragéo.

2.2.3 Identificagcéo de alcaloides

O extrato etanolico foi concentrado e solubilizado em 3 mL de acido cloridrico
2%. Logo apds, foram divididos em duas por¢des iguais, nas quais foram gotejadas
aos poucos os reagente de Mayer e reagente de Dragendorff, respectivamente. Apos
agitacao foi avaliado o aparecimento ou a auséncia de precipitados que indicam a

presenca de alcalbides.

2.2.4 Saponinas

O extrato etandlico foi agitado por quatro minutos, apds ser aquecido
em banho-maria. A formacdo consistente e intermitente de espuma resulta na
identificacdo de saponosideos.

2.2.5 Teste para triterpenoides e esteroides e antocianinas

As fragoes foram submetidas a reagéo de Liebermann-Burchard, que consiste
na adi¢cdo de anidrido acético e &cido sulfurico concentrado para identificacdo de
triterpenoides e esteroides; e a fragdo aquosa acida foi alcalinizada até a faixa de
pH 9-11, apresentando coloragéo caracteristica para identificacdo de anticianinas.
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Os resultados obtidos nos testes realizados na triagem fitoquimica foram
estabelecidos conforme 0s seguintes parametros:

Fortemente positivo: (+++)

Moderadamente Positivo: (++)

Positivo: (+)

Negativo: (-)

2.3 Ensaio com agentes vetoriais

Foram preparadas solugcdes do extrato etandlico do vegetal com diferentes
concentragbes de crescimento 0.5x. Foram classificadas em amostras A, B e C.
As concentracdes de substrato foram niveladas em notagbes de 10™' a partir de
solugdes aquosas iniciais de 10 v/iv% com crescimento exponencial de disperso
por dispensante. As espécies vetoriais selecionadas foram Aedes aegypti (todos o0s
estagios), Haematobia irritans (estagio adulto), Diabrotica speciosa (estagio adulto)
e Triatoma infestans (estagio adulto). Propdem-se uma ambientacdo adequada
para incubar as espécies. Todo o procedimento foi realizado com participacagéo e
orientag@o da Agéncia de Combate as Epidemais e Secretaria de Saude da cidade
de Iracema-CE. O método para esta alternativa é a dissolugdo vaporizada dos
extratos sob estas superficies. As concentragdes usadas seguiram o método de
Rouquayrol (1993), e o critério usado para avaliar o éxito neste experimento foi o
exterminio de larvas e desenvolvimento das formas.

2.4 Analise de peciolo

No teste de peciolo folicular, careceu-se cortar uma folha da planta em partes
reduzidas e formato transversal e imersas em agua, em uma placa de Petri. Em
si, foram acrescentadas coloragdes bioativas para melhor andlise das estruturas
foliares e do perfil morfoanatémico da espécie, e observados em microscopio de
marca Nikon E200 com auxilio de laminulas. O corte do peciolo, auxiliado por uma
diagnose microscopica da folha, possibilita uma anéalise morfoanatémica da espécie,
como a identificagdo dos fatores intendentes pela independéncia de dgua na planta
para o processo de germinagdo, e por apresentar folhas em tons esverdeados
durante todo ano, mesmo em periodos de escassez de recursos hidricos;

2.5 Avaliacao de citotoxicidade

A avaliacdo citotoxica de uma substéncia pode ser definida como uma
caracterizacdo quali-quantitativa do potencial de consequéncias adversas a saude
causada pela exposicéo a tal substancia.

Para andlise da toxicidade do extrato, foram necessarias quatro amostras
da espécie Lactuva sativa. Testes de toxicidade utilizando-se plantas constituem

recurso pratico de baixo custo, de sensibilidade razoavel na indicagédo qualitativa

A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel 3 Capitulo 12




da presenca de substancias toxicas ou inibidores bioldgicos como os pesticidas e
herbicidas (PELEGRINI et al, 2006). Ademais, necessitou-se de uma solu¢ao de
hidrocarboneto clorado em agua e carbamato em agua, nas proporc¢des de 10 v/v%.

Em cada superficie foliar, foram dispersos 20 mL das solu¢des sob este
estado durante 12hs; ao término do processo, para definir a toxicidade das amostras,
comparou-se os aspectos odoro-visuais das amostras, os efeitos provocados nas
folhas e a degradacado dos plastos; As solugbes de carbamato e hidrocarboneto
clorado constituem comparativos para analise deste procedimento (RACKE, 1992;
SANTOS et al, 2007).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato produzido a partir das folhas da Luetzelburgia auriculata apresentou
um rendimento de 3.43% em 4&lcool etilico, valores semelhantes ao rendimento
obtido por Vasconcelos (2012), considerado 2.70 % ideal para a extragéo etandlica
das folhas da espécie.

Na Tabela 1, evidenciam-se os componentes fitoquimicos identificados e a
atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas da Luetzelburgia auriculata,
satisfatoriamente obtidos ao comparado com os resultados analisados por
Vasconcelos (2012).

TESTES REALIZADOS RESULTADO FUNDAMENTACAO segundo
VASCONCELOS (2012)
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ++ Foi detectada a presenca de terpenos,

esteroides e compostos fenélicos com
potencial atividade antioxidante, embora
pouco expressiva frente a controles

positivos.
DETERMINACAO DE FENOIS E + Apresentam importante atividade
TANINOS praguicida e microbiana
DETERMINA(}AO DE ++ Promovem a protecao antigena
FLAVONOIDES
ALCALOIDES + Levam a defesa externa
SAPONOSIDEOS +++ Promovem atividade antiparasitaria,
microbiana e citotoxica
TRITERPENOIDES E + Causam expansao da membrana
ESTEROIDES plasmatica

ANTOCIANINAS - -

TABELA 1: Resultados do perfil fitoquimico e da atividade antioxidante do extrato
etandlico das folhas da Luetzelburgia auriculata

Legendas: Fortemente positivo: (+++), Moderadamente Positivo: (++), Positivo: (+),
Negativo: (-)

Fonte: Autor préprio.
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A gradual atividade antioxidante apresentada pelos extratos etanoélicos da
espécie sao decorrentes da presenca de compostos fendlicos, taninos e saponinas.
De acordo com Azevedo e colaboradores (2014), existe uma forte relagdo entre
a triagem fitoquimica citada e o potencial antioxidante da espécie. Para Oliveira,
Espeschit e PelGzio (2006), os flavonoides sédo espécies de caracteristica acao
antioxidante, atribuida a seus radicais fendlicos que atuam como doadores de

prétons, inibindo a formagéo de radicais livres.

3.1 Ensaio biolégico

O comportamento das espécies transmissoras de doencas sob acdo do
extrato (Grafico 1) demonstrou uma satisfatéria apresentacdo. Os resultados e
analises foram todos computadorizados a partir da funcionalidade de dispositivo
técnico de vibragdo NORSONIC para determinacéo do metabolismo das espécies
vetoriais, sendo o0 Aedes aegypti a espécie qual apresentou melhor rendimento*.

Avaliacédo epidemioldgica da agao da Luetzeburgia
auriculata sobre vetores

50
40
30

Concentragédo 5-10% Concentragdo 10-20% Concentragéo 20-40% Cncentragao 40-60%

e H. Irritans D. Speciosa T. infestans A. Aegypti

Figura 2: Resultado do ensaio com vetores sob agéo dos extratos etandlicos das folhas
da Luetzeburgia auriculata.

*O tempo de analise eta contido no intervalo de 0-8 min de acordo com a literatura

Fonte: Autor préprio.

A presenca enriquecida de saponinas na folha da espécie a caracteriza
como potencialmente venenosa a determinadas espécies de artropodes, como
demonstrado na figura acima. Em estudo por Leite (2017), os insetos, por nédo
possuirem um sistema digestorio completo, assim ndo produzindo ptialina, ndo sao
capazes de quebrar moléculas muito volumosas como saponinas. Assim, o contato
com o biocontrolador leva-se ao controle vetorial. Costa e colaboradores (2013)
também relacionam a forte atividade antioxidante apresentada por uma espécie
vegetal na defesa do organismo contra pragas.
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3.2 Perfil histolégico

O corte de peciolo auxiliado a uma diagnose microscdpica possibilita a
identificagdo das estruturas da folha e da raiz da espécie. Coloragdes bioativas
foram usadas para uma adequada visualizagéo (figura 2).

Figura 2: Anélise do corte do peciolo da folha da Luetzelburgia auriculata, observado
em microscopia. A e B s&o cortes transversais.

Fonte: VASCONCELQOS (2012)

Foram, entdo, observados a existéncia de cuticula espessada e estdmatos
em depressao, fatores responsaveis pela independéncia da planta em agua. Por
este motivo, sobrevivem em periodos de escassez de recursos hidricos, germinando
(folhas esverdeadas) durante o ano inteiro e florescendo em cada 2 anos. Assim, séo
categorizadas como plantas perenifélias (ao invés de xerdfitas, espécies habituais
do Nordeste brasileiro).

3.3 Analise da citotoxicidade

Ao analisar e comparar as amostras p6de-se observar os danos provocados
nas superficies foliares por cada material. Os efeitos adversos séo apresentados
pelas de acordo com a tabela 2. Em virtude dos resultados evidenciados pelo

experimento.
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CONTROLADORES/ R R ~
ASPECTOS CLOROFILA ODOR APARENCIA | CONSISTENCIA | AVALIACAO
AVALIADOS

Extrato etanélico Perda Coloracéao . o
das folhas Parcial Adequado Enegrecida Mediana Toxico
Solucao de = )
. Perda L Coloragéo Parcialmente
Hidrocarboneto Parcial Fragil amarelada Desgastada toxico
clorado
Solucéao de Perda de Intenso e Coloragao o o
Carbamato Cloroplastos Mal enegrecida Putrificada Toxico

TABELA 2: Analise de toxicidade apresentados pelas solugbes em Lactuva sativa.

Fonte: Autor proprio

A perda de clorofila é consequéncia da morte dos cloroplastos no tecido
folicular. Nos cloroplatos, localizam-se a enzima ALS ativa, responsavel pela
pigmentacéo da folha. Segundo Roman e colaboradores (2005), o uso de praguicidas,
bem como controladores de espécies adversas como os extratos etanolicos das
folhas da L. auriculata séo capazes de se ligar a enzima, causando a inibicao e
reducdo da quantidade de aminoacidos de cadeia lateral. Além do mais, inibem a

divisdo celular da planta, causando sua morte.

41 CONCLUSAO

Desta forma, é possivel concluir a acdo metabdlica com uma analise de
prospecgédo fitoquimica das folhas da Luetzelburgia auriculata, justificando seu
carater praguicida a partir da determinacéo de fendis, flavonoides, esteroides e
terpenos, que configuram ademais, seu potencial antioxidante. Com as informagdes
obtidas, foi possivel a realizagdo de um perfil da espécie, caracterizando-a como
perenifdlia, ao invés de xerofita, potencialmente toxica, adaptavel a regides secas
ou Uumidas, além da determinacédo de fendis, flavonbides, cumarinas, saponinas,
radicais esteroidais livres e alcaloides como metabdlitos secundarios e o carater
antioxidante evidenciado no combate a vetores perigosos. Assim, a pesquisa foi
bastante funcional para consolidar e ampliar as informagdes sobre as propriedades
da espécie.
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METAIS PESADOS

RESUMO: Os bioensaios sédo ferramentas de
monitoramento ambiental os quais & possivel
acompanhar processos fisiolégicos importantes
através de plantas modelo, bem como, determinar
a influéncia de substancias toxicas e seus efeitos
adversos nas plantas. Elementos quimicos podem
ser prejudiciais em concentragdes consideradas
toxicas, interferindo na agdo enzimatica devido
a produgcdo de espécies reativas de oxigénio.
Sendo assim, se objetivou identificar entre os
metais cobre (Cu), chumbo (Pb), niquel (Ni),
aluminio (Al) e cadmio (Cd), qual induz maior
atividade das enzimas antioxidantes, superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), em sementes
de Lactuca sativa L. Para o bioensaio, foram
distribuidas 50 sementes em placas de Petri
sobre dupla camada de papel, contendo 0,1
mL de solugdo por semente em diferentes
concentragdes: 50; 100; 250 e 500 yM para cada
metal pesado testado (CuSO,, PbSO,, NiSO,,
AlL(S0O,),, CdSO,). O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos
(0, 50, 100, 250 e 500 ymol) e 4 repeticbes com
50 sementes e 5 mL de solucdo por placa de
petri. A atividade da SOD observada em plantulas
de L. sativa que ndo foram expostas aos metais,
quando comparado com as plantulas submetidas
aos mesmos em concentragdes intermediarias de
Cu e Ni, esta relacionada a um possivel estresse
inverso. Quando expostas aos diferentes metais,
esses causam maior atividade para a CAT
em plantulas de L. sativa, provavelmente esta
relacionada a auséncia de modificadores pos-
traducionais, sendo esses, responsaveis pela
inibicdo da atividade enzimatica.
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PALAVRAS-CHAVE: Alface, bioensaio vegetal, sistema antioxidante, chumbo,
cadmio.

DIFFERENTIAL EXPRESSION OF SUPEROXIDE DISMUTASE AND
CATALASE DURING GERMINATION OF Lactuca sativa L. EXPOSED TO
HEAVY METALS

ABSTRACT: The Bioassays are tools for environmental monitoring which allow the
monitoring of important physiological processes through model plants, as well as
determining the influence of toxic substances and their adverse effects on plants.
Chemical elements can be harmful in concentrations considered toxic, interfering with
the enzymatic action due to the production of reactive oxygen species. Therefore,
the objective was to identify copper (Cu), lead (Pb), nickel (Ni), aluminum (Al) and
cadmium (Cd), which induces greater activity of antioxidant enzymes, superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT), in seeds of Lactuca sativa L. For the bioassay,
50 seeds were distributed in Petri dishes on double layer of paper, containing 0.1 ml
of solution per seed in different concentrations: 50; 100; 250 and 500 yM for each
heavy metal tested (CuSO4, PbSO4, NiSO4, Al2 (SO4) 3, CdSO4). The experimental
design was completely randomized with 5 treatments (0, 50, 100, 250 and 500 ymol)
and 4 repetitions with 50 seeds and 5 mL of solution per petri dish. The activity of SOD
observed in seedlings of L. sativa that were not exposed to metals, when compared
to seedlings submitted to them in intermediate concentrations of Cu and Ni, is related
to a possible inverse stress. When exposed to different metals, they cause greater
activity for CAT in seedlings of L. sativa, it is probably related to the absence of post-
translational modifiers, which are responsible for inhibiting enzymatic activity.
KEYWORDS: Lettuce, plant bioassay, antioxidant system, lead, cadmium.

11 INTRODUGAO

Ao longo dos anos, a utilizacdo de bioensaios vegetais ganhou destaque
no meio cientifico devido a sua eficiéncia, tanto no monitoramento de poluentes
ambientais quanto na constatacdo da agdo de compostos quimicos derivados do
metabolismo secundario das plantas (SANTOS et al., 2017). Para o monitoramento
da germinacdo de sementes, & possivel acompanhar processos fisioldégicos
importantes, bem como, determinar a influéncia de uma substéncia toxica e os
efeitos adversos destas, as quais podem resultar em diferentes tipos de anomalias
que poderao interferir na sobrevivéncia da planta (SANTOS et al., 2017; SILVA et
al., 2019).

Dentre as espécies mais utilizadas em bioensaios vegetais, a alface (Lactuca
sativa L.) se destaca devido a sua sensibilidade a variagdes abioticas, como por
exemplo, variagbes osmoticas, seu curto periodo para germinacao fisiologica,
ou seja, protrusado radicular (24 a 48 horas), e suas sementes sado facilmente

A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel 3 Capitulo 13 m



encontradas no comércio a um baixo custo (SANTOS et al., 2017; OLIVEIRA et al.,
2020).

Em altas concentracdes, elementos quimicos presentes no solo, como
aluminio (Al), cadmio (Cd), cobre (Cu), chumbo (Pb) e niquel (Ni) podem se tornar
toxicos e prejudiciais, interferindo na agdo enzimatica durante o processo de
desenvolvimento das plantas (FREITAS et al., 2020).

Em relagéo as propriedades quimicas, uma das definicdes usadas para metais
pesados é a elevada massa atdémica. O sodio é utilizado como referéncia e possui
massa atémica igual a 23, em razao da solubilidade, sob condicdes fisiologicas.
Muitos metais pesados estao disponiveis para organismos e ecossistemas os quais
podem causar efeitos toxicos (HU et al., 2015).

Alguns desses metais, incluindo Cu e Ni sdo micronutrientes essenciais para
as plantas. Ja o cadmio Cd, Pb e Al, além de ndo serem essenciais e/ou benéficos as
plantas, podem ser extremamente toxicos mesmo em baixas concentracbes (HU et
al., 2015). Em muitos ambientes naturais e agricolas, o contetdo de metais pesados
€ baixo, nédo atingindo niveis tdxicos as plantas. No entanto, com o aumento das
atividades agricolas, industriais, mineragédo, dentre outras; a concentragédo destes
metais pesados e sua consequente acumulagdo no solo e na agua tende a aumentar,
0 que acarreta sérias implicagdes aos varios organismos vivos nesses ambientes
(FREITAS et al., 2020).

Os metais pesados, aléem de possuirem agao fitogenotdxica, podem causar a
oxidagcado das membranas, principalmente na sua porcéo lipidica. As plantas podem,
entretanto, desenvolver mecanismos de defesa enzimaticos e nao enzimaticos,
capazes de neutralizar radicais livres as quais evitam danos as células. Dependendo
da biodisponibilidade e concentracdo, os metais podem apresentar diferentes
mecanismos de ac&o toxicante (RABELO et al., 2016). A magnitude dos danos varia
de acordo com o metal pesado e a tolerancia das espécies vegetais submetidas
a este estresse. Isso ocorre porque alguns metais pesados sdo mais toxicos para
as plantas do que outros, devido a componentes que se ligam aos processos
moleculares nos quais elas participam (WEIHONG et al., 2009).

O Cu é essencial para as plantas pois forma complexos estaveis que facilitam
a transferéncia de elétrons e, por esse motivo, esta presente em torno de 98%
na solugdo do solo, raizes, seiva do xilema e no meio intracelular na sua forma
complexada. Quando em elevadas concentragbes, o Cu é capaz de intoxicar os
organismos. A forma i6nica desse metal €, geralmente, a mais toxica e causa
estresse oxidativo e, como consequéncia, acarreta mudancas na expressdo das
enzimas antioxidantes, vindo a aumentar a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (FREITAS et al., 2020).

O Pb é um dos maiores poluentes por ser potencialmente toxico e, se acumular
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no solo, causa danos ao desenvolvimento das plantas. Esse metal se destaca entre
os demais metais pesados devido a sua ampla utilizacdo e persisténcia no solo,
sendo considerado um dos poluentes mais estudados (HU et al., 2015). Os efeitos
do Pb nas plantas afetam diretamente a fisiologia da mesma como clorose; reducéo
na condutancia estomatica, diminuicdo do tamanho dos estdmatos e também
reducéo da atividade de enzimas (ARAUJO et al., 2019).

O Ni & um metal-traco utilizado por muitos organismos em suas atividades
metabdlicas e de organizagdo estrutural, e € um micronutriente essencial, cuja
especiagcdo quimica esta sujeita a flutuacdes no solo. Esse metal € exigido pela
urease para hidrolisar a ureia e, em altas concentragcdes, torna-se téxico para
plantas produzindo danos celulares oxidativos gerando EROs (PEREZ ALVAREZ
et al., 2019).

O Al é encontrado nos dejetos industriais e fontes de mineragdo. E um dos
maiores poluentes dos solos e aguas, sendo o terceiro elemento mais consideravel
na camada mais externa da Terra. Os hidréxidos Al sdo usados para adsorver e
flocular contaminantes orgéanicos e metaliferos de aguas residuais, transportando
niveis relevantes de Al residual (AMERI et al., 2020). O Al afeta o balango redox
celular, e altera o funcionando das mitocondrias que, como consequéncia, gera
EROs que resultam em um rapido acimulo de H,O,, principalmente na epiderme
radicular e indugéo da peroxida¢cdo na membrana lipidica (AMERI et al., 2020).

O Cd é um dos poluentes que mais afetam a fisiologia dos seres vivos. Esta
disponivel no meio ambiente principalmente a partir de processos antropogénicos
e solos agricolas, além de fontes como pesticidas, residuos de mineracdo e
fertilizantes quimicos. Nas plantas, o Cd afeta a fotossintese, e danifica o complexo
de captacao de luz, o que, por consequéncia, reduz a sintese da clorofila. Embora
esse metal ndo cause reacdes redox celulares, ou seja, ndo induz a produgéo de
EROs diretamente, ele pode comprometer a cadeia respiratéria, inibir enzimas
antioxidantes e deslocar outros ions metaloproteicos causando reacdes de estresse
(GUTIERREZ-MARTINEZ et al., 2020).

Diante o exposto, se objetivou identificar, entre os metais Cu, Pb, Ni, Al e Cd,
qual induz maior atividade das enzimas antioxidantes, SOD e CAT, em sementes de
Lactuca sativa L.

21 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia Ambiental
& Genotoxicidade — BIOGEN, do Instituto de Ciéncias da Natureza - ICN — UNIFAL-
MG. Nos ensaios foram utilizados como organismos teste sementes de alface
(Lactuca sativa L.) cv. Grand Rapids.
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Para o bioensaio de germinacéo, foram distribuidas 50 sementes de alface
em placas de Petri sobre dupla camada de papel (Whitmann n°2), contendo 0,1 mL
de solugao por semente em diferentes concentragdes: 50; 100; 250 e 500 yM para
cada metal pesado testado (CuSO,, PbSO,, NiSO,, Al,(SO,),, CdSO,).

Agua destilada foi empregada como controle negativo. As placas foram
mantidas em camara tipo B.0.D (Cienlab®) a 20°C + 2 °C, com fotoperiodo de 12
horas. O potencial osmotico das solucdes foi determinado utilizando o osmoémetro
automatico (Advanced Instruments - 3320 Micro - Osmometer).

Apo6s 7 dias, para a extragao das enzimas antioxidantes, 200 mg de tecido das
plantulas foram macerados na presenca de nitrogénio liquido e homogeneizados em
1,5 mL do tampéao de extragdo. Os homogeneizados foram centrifugados a 12.000 g,
por 30 minutos, a 4°C, coletando-se os sobrenadantes para as analises enzimaticas
da superodxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) segundo Biemelt; Keetman;
Albrecht (1998).

A atividade da SOD foi determinada pela capacidade de a enzima inibir a
reducao fotoquimica do nitro blue tetrazolium (NBT). Os tubos contendo o tampéao
juntamente com a amostra, e o controle (meio de incubagdo sem a amostra), foram
iluminados com lampada fluorescente de 20 W por 7 minutos e as leituras realizadas
a 560 nm. Uma unidade de SOD foi definida pela quantidade de enzima que inibe
50% da taxa de reducé@o do NBT. A leitura foi feita a 560 nm em espectrofotémetro.

A atividade da CAT foi determinada pelo decréscimo na absorbéancia a 240
nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peréxido
de hidrogénio. A reacéo foi iniciada pela adi¢gdo do H,O,(¢ = 36 mM'cm™). Uma
unidade de CAT é definida pela quantidade de enzima necessaria para decompor 1
pmolmin™ de H,0,,.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos
(0, 50, 100, 250 e 500 ymol) e 4 repeticbes com 50 sementes e 5 mL de solugao
por placa de petri. Os resultados foram submetidos a analise de variancia - ANAVA

(p<0,05).

31 RESULTADOS

Ao analisar a atividade da enzima superéxido desmutase (SOD) foi possivel
observar que, independente do metal pesado analisado, a concentracdo de 500 ymol
apresentou maior resultado em relagcéo ao controle (Figura 1). Nesta concentracéo,
o Cd e o Ni resultaram em uma maior atividade da enzina, sendo estes superiores
ao Cu, Pb e Al, respectivamente.
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Figura 1 - Atividade enzimatica da Superoxido dismutase, em plantulas de L.
sativa, submetidas a diferentes metais pesados (Cu; Cd; Pb; Al e Ni) em 4 niveis de
concentragdo (50; 100; 250 e 500 pmol). Agua destilada foi utilizada como controle

negativo. Barras representam os valores de erro padréo.

O Cu (Figura 1), quando comparado ao controle, diminuiu a atividade da SOD
nas concentracdes de 50, 100 e 250 pymol. Nesta Gltima concentracéo, a atividade
enzimatica aproximou-se de 0 U mg proteina!, sendo o menor valor atingido quando
utilizados 250 pymol de solugéo, independente do metal utilizado.

Ainda na Figura 1, € possivel observar que as trés menores concentracoes
da solugéo de Cd (50, 100 e 250 pymol) refletiram em maiores valores de atividade
da SOD, quando comparados ao controle. A atividade enzimatica, quando usadas
solugdes de Cd, na concentracdo de 100 ymol apresentou valor maior do que 250 e
50 pmol, sendo este Gltimo o menor deles.

Solugdes feitas com Pb resultaram em valores gradativos ascendentes da
atividade da SOD, quando comparados ao controle, sendo que, quanto maior a
concentragdo, maior a atividade da enzima (Figura 1).

Ainda em relagé@o ao controle, as trés menores concentracdes das solu¢des
de Al resultaram em menores valores de atividade enzimatica da SOD (Figura 1).
A atividade da SOD, quando a concentracéo de Al foi de 250 ymol, foi maior do
que quando a concentragéo foi de 50 ymol, que por sua vez, foi maior do que a
concentracédo de 100 ymol. Quando comparados os metais na concentra¢ao de 100
umol, a solugéo de Al foi a que apresentou menor valor de atividade enzimatica.

A atividade enzimatica da SOD foi superior quando o Ni foi usado na
concentracdo de 250 ymol se comparada com o controle e as duas menores
concentragcbes (Figura 1). A solugcdo de 100 pymol desse metal resultou em uma
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atividade enzimatica superior do que quando utilizada a solugéo de 50 pymol, sendo
ambas inferiores ao controle.

De acordo com a Figura 2, foi possivel observar que todas as solugoes,
independente dos metais e das concentra¢des utilizadas, provocaram uma maior

atividade da enzima catalase (CAT) quando comparadas ao controle.
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Figura 2- Atividade enzimatica da Catalase, em plantulas de L. sativa, submetidas
a diferentes metais pesados (Cu; Cd; Pb; Al e Ni) em 4 niveis de concentrac¢éo (50;
100; 250 e 500 pmol). Agua destilada foi utilizada como controle negativo. Barras
representam os valores de erro padréao

O Cu nas concentracdes de 50, 100 e 250 ymol, o Pb na concentragéo de 50
umol e o Ni na concentracdo de 250 pymol ocasionaram menor atividade da enzima
CAT, quando comparados aos demais metais nas demais concentragdes, sendo
esse valor igual a 0,0063027 ymol H,0, mg proteina™* (Figura 2).

A atividade enzimatica da CAT foi igual a 0,0063028 ymol H,0, mg proteina’
quando a solucao de Al foi feita nas concentra¢des de 100 e 250 ymol e a solugéao
de Ni na concentracdo de 500 pmol.

Quando as concentracdes das solucbes foram de 250 e 500 ymol de Cd,
100 e 250 ymol de Pb e 100 ymol de Ni, a enzima CAT teve sua atividade igual a
0,0063029 pmol H,0, mg proteina™.

O Cu na concentragéo de 500 pymol e o Cd na concentragdo de 50 ymol
resultaram em uma atividade enzimatica de 0.0063030 ymol H,0O, mg proteina™,
enquanto o Cd na concentracdo de 100 ymol e o Al na concentracdo de 500 ymol
apresentaram atividade enzimatica igual a 0,0063031 pymol H,O, mg proteina™.

A enzima CAT apresentou maiores valores de atividade quando usadas
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concentragdes de 50 pmol de Al, 500 ymol de Pb e 50 pmol de Ni, sendo eles
0,0063032 ymol H,0, mg proteina, 0,0063033 ymol H,0, mg proteina™* e 0,0063034

pmol H,0, mg proteina™, respectivamente.

41 DISCUSSAO

As plantas produzem espécies reativas de oxigénio (EROs) em uma
concentracéo ideal devido a sua natureza fotorespiratoria havendo equilibrio entre a
produgédo de EROs e as enzimas antioxidantes (RABELO et al., 2016). Varios estudos
mostraram que, em condicdes de estresse abibtico, as plantas desencadeiam de
forma irregular a producéo e o acimulo de EROs prejudicando a fisiologia da planta
(LARRE et al., 2016). Para evitar o acimulo de EROs, as plantas possuem sistemas
de defesa enzimaticos que permitem a eliminacdo desses compostos e, assim,
protegem contra o estresse oxidativo (ROCHA et al., 2018).

O estresse oxidativo gerado pelos metais pesados ativa o sistema antioxidante,
o qual, a atividade da SOD esté relacionada & produgéo do superdxido (O,) (ROCHA
etal., 2018). E a presenca de atividade da CAT em Lactuca sativa quando submetida
aos diferentes metais indica a formagéo de peroxido de hidrogénio (H,0,).

De forma geral, a atividade enzimatica do sistema antioxidante aumenta como
uma tentativa de combater as EROs, mas quando o conteddo do metal pesado no
tecido da planta ou a geracédo de EROs é muito alto, a atividade enzimatica pode
ser reduzida (HU et al., 2015). A menor atividade enzimatica observada na SOD de
Lactuca sativa pode ser explicada devido a oxidagéo dos grupos tiol das enzimas
devido ao aumento de H,0.,.

A alteracdo do sistema antioxidante também estéa associada a captacao de
micronutrientes catidnicos, uma vez que as isoformas da SOD também s&o ativadas
pelos cofatores enzimaticos. Assim como a SOD, também existem isoformas da
CAT (RABELO et al., 2016). O aumento gradativo da SOD em Lactuca sativa, por
exemplo, submetida as diferentes doses de Pb pode estar relacionado a transcri¢cao
de genes que codificam estas isoformas. Tais, isoformas tém uma distribuicdo
heterogénea entre as espécies porque apresentam funcao especifica dependendo
do tecido localizado (PEREZ ALVAREZ et al., 2019).

Especificamente sobre o metal Cu, esse € um dos componentes classificado
como metaloenzima e esta envolvido em estratégias de redugédo da oxidagéo, na
desintoxicagéo de O, e na sintese de proteinas e ligninas, ou seja, em processos
essenciais para plantas expostas a metais pesados (RABELO et al., 2016). Esse fato
pode ser observado nos resultados obtidos da SOD em Lactuca sativa submetidas
a 500 pymol de Cu.

Como ja dito anteriormente, a SOD é responsavel diretamente pelo controle
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de teor de O,e H,O
atividade de outras enzimas como a CAT. Portanto, a atividade de SOD geralmente

portanto, a reducéo do SOD pode ser resultado do aumento da
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aumenta, ndo so6 devido ao estresse oxidativo, mas também pela ineficacia da CAT
em eliminar H,0, (OGUNKUNLE et al., 2018).

As diferentes atividades de SOD causada pelos metais indica que o sistema
de defesa das plantas é afetado por essas concentragdes, sendo a SOD a primeira
linha de defesa atuando na via de eliminagdo de superoxidos e H,0, (PEREZ
ALVAREZ et al., 2019).

O alto nivel de atividade da SOD observado no controle em relacdo as
concentragdes intermediarias de Cu e Ni pode ser indicativo de estresse inverso,
devido a auséncia destes micronutrientes. Isso acontece porque o Cu e o Ni séo
elementos essenciais em varios processos metabdlicos, como ureélise, metabolismo
do hidrogénio e outros (PEREZ ALVAREZ et al., 2019).

A maior atividade de CAT causada pelos diferentes metais, deve-se
provavelmente pela auséncia de modificadores poés-traducionais, que sao
responsaveis em evitar a reposicao da atividade enzimatica, ocorrendo concomitante
com a expressao proteica. Nesse sentido, as enzimas podem ser expressas durante
o estresse assim como ocorreu para CAT em Lactuca sativa. A atividade da CAT pode
alterada quando ocorre deslocamento de cofatores metéalicos ou dobra inadequada
de proteinas (AMERI et al., 2020).

51 CONCLUSAO

Em plantulas de alface, submetidas aos diferentes metais pesados em
niveis variaveis de concentrag@o conclui-se que o alto nivel de atividade da SOD
observado em plantulas que néo foram expostas aos metais, quando comparado
com as plantulas submetidas aos mesmos em concentragdes intermediarias de Cu
e Ni, esta relacionada a um possivel estresse inverso, devido a auséncia destes
micronutrientes.

Quando da atividade da enzima CAT, a maior atividade observada em
plantulas de alface quando expostas aos diferentes metais, provavelmente esta
relacionada a auséncia de modificadores poés-traducionais, que sdo responsaveis
em evitar a reposicdo da atividade enzimatica, ocorrendo concomitante com a

expressao proteica.
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RESUMO: O linter de algoddo é um residuo
gerado no processamento do algoddo. E um
material com elevado teor de alfa-celulose,
possuindo potencial para ser convertido em
produtos de alto valor comercial como a
nanocelulose. Os materiais em escala nano
apresentam vantagens quanto ao material que o
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NANOLINTER

originou em escala normal, porém, na literatura
ainda é escasso o estudo do impacto que estes
nanomateriais vao gerar apés ao fim do seu
ciclo de vida, bem como no desenvolvimento
de procedimentos seguros de obtencéo.
Com o crescimento da nanotecnologia e da
vasta area de aplicacdo dos nanomateriais, €
necessario o desenvolvimento de processos de
obtencao eficientes e que minimizem o impacto
ambiental, aliada ao uso de matéria prima de
fontes renovaveis. Desta forma, buscou-se
desenvolver um procedimento para a obtengéo
da nanocelulose com o uso do linter de algodao,
um residuo de baixo valor agregado, como
matéria-prima. No procedimento de obtencao foi
adicionado a etapa de pré-hidrélise acida em alta
pressao, com objetivo de purificar o linter, reduzir
o tamanho das cadeias de celulose e minimizar
0 consumo de reagentes na etapa seguinte de
hidrolise acida. Foi realizado na sequencia o
processo de branqueamento para eliminagéo de
lignina e de outras impurezas que dao colorag¢ao
a polpa de celulose. Para alcancar a nanoescala
prosseguiu com a hidrélise &cida, seguida de
centrifugacéo e dialise para neutralizagdo do pH.
No final do processo foi feita a sonificagcdo da
suspensao para a dispersao das nanoparticulas.
Asssim, o nanolinter de algodéo foi caracterizado
por espalhamento dindmico de luz e potencial
zeta e o0s resultados evidenciaram a obtencgéo
de nanolinter com particulas homogéneas e com
elevada estabilidade.
PALAVRAS-CHAVE: Nanocelulose,
ambiental, pré-hidrolise, algodao.

impacto
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INCORPORATION OF ACID PRE-HYDROLYSIS STAGE IN THE
OBTAINING PROCESS OF NANOLINTER

ABSTRACT: Cotton lintis a residue generated in the processing of cotton. Itis a material
with a high alpha-cellulose content having the potential to transform in products of high
commercial value such as nanocellulose. Nano-scale materials have advantages over
the material that originated them on a normal scale however in the literature there are
few studies of the impact that these nanomaterials that will generate after the end of
their life cycle, as well as in the development of safe manufacturing procedure. With
the growth of nanotechnology and the wide area of application of nanomaterials, it is
necessary to develop efficient procurement processes that minimize environmental
impact combined with the use of base materials from renewable sources. In this way,
we sought to develop a procedure for obtaining the nanocelullose with the use of cotton
lint, a residue with low value, as a base material. In the procedure for obtaining the acid
prehydrolysis step at high pressure, in order to purify the linter, reduce the size of the
cellulose chains and minimize the consumption of reagents in the next acid hydrolysis
step. Next, the bleaching process was done to eliminate lignin and other impurities that
give color to the cellulose pulp. To achieve the nanoscale continued the proceeded with
acid hydrolysis followed by centrifugation and dialysis to neutralize the pH. At the end
of the process, the suspension was sonified to disperse the nanoparticles. Thus, the
cotton nanolinter was characterized by dynamic scattering of light and zeta potential
and the results showed the obtaining of nanolinter with homogeneous particles and
with high stability.

KEYWORDS: Nanocellulose, environmental impact, prehydrolysis, cotton.

11 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas estdo sendo desenvolvidas muitas pesquisas com o
objetivo de encontrar novos materiais provenientes de fontes renovaveis. A celulose
€ considerada a macromolécula mais abundante da natureza e vem se destacando
como matéria-prima para a producdo desses novos materiais. Atualmente os
produtos a base de celulose sdo amplamente utilizados em diversas aplica¢des
como na fabricagéo do papel, adesivos, tecidos, alimentos, cosméticos e na industria
farmacéutica. Com tudo, aplicagcdes de alta tecnologia em nanoescala estdo sendo
estudadas, principalmente na produgdo de nanocompésitos de alta tecnologia
(KALLEL et al., 2016).

As nanofibras de celulose (nanocelulose) mostram grande potencial
tecnoldgico por serem sustentaveis, possuirem grande area superficial além de alta
cristalinidade, ou seja; sao fibras constituidas por moléculas altamente ordenadas
que oferecem elevada resisténcia e baixa massa especifica. Outras vantagens da
nanocelulose séo a sua natureza néo abrasiva, carater ndo toxico, biocompatibilidade
e biodegradabilidade (NETO, 2013).

As fontes de nanocelulose sé@o todos os materiais lignocelulésicos que nascem
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naturalmente ou sdo cultivados com algum interesse comercial em atividades
agricolas. Ha também os residuos gerados pela agroindustria que ndo possuem
interesse comercial, porém, séo fontes renovaveis de elevado potencial celuldsico,
permitindo que novas pesquisas sejam realizadas com objetivo ndo s6 de agregar
valor econémico a esses residuos, como também, encontrar fontes sustentaveis que
tragam melhorias em carater ambiental e tecnolégico (CESAR, 2013).

Dentre esses residuos agricolas podemos citar o linter do algoddo, um
subproduto obtido no processo mecénico de separag¢do do algodao da semente. As
fibras do linter ndo possuem qualidade para serem usadas na indastria téxtil, porém
possuem potencial para obtencéo de cristais de celulose, agregando ainda mais
valor a cadeia produtiva do algodao (MORAIS et al., 2012).

Apés a colheita e separagcéo do algodao, ficam retidos as fibras curtas de
linter. Essas fibras devem ser removidas para o beneficiamento das sementes para
a producéo de 6leo, torta ou para plantio. As fibras de linter tem 6tima reatividade
devido a sua arquitetura oca, quebradica e porosa, que facilita o acesso de reagentes
quimicos a celulose, permitindo a obtengcdo de uma polpa mais pura e também
facilitando o processo de hidrolise acida visando diminuigéo das fibras em escalas
nanométricas (MORAIS et al., 2012). Devido a essas caracteristicas citadas o linter
possui um elevado potencial como matéria-prima para obtencdo de nanocelulose,
que além de agregar valor a cadeia produtiva do algodao também possui carater
sustentavel, reduzindo o impacto ambiental gerado pelo acimulo de residuos.

Considerando que o processo quimico de obtengdo de nanocelulose gera
uma quantidade consideravel de residuo acido, foi adicionado ao processo uma
pré-etapa, usando acido diluido, temperatura elevada e alta pressao. Esta etapa,
denominada pré-hidrolise, tem o objetivo de solubilizar as regibes amorfas da
celulose (hemiceluloses), purificar a polpa (removendo impurezas soluveis), e
reduzir o tamanho das fibras para aumentar a area de contato da polpa de celulose.
Posteriormente realizou-se um processo de branqueamento para a remocéo de
lignina e outras impurezas, seguindo para a hidrélise acida com &cido sulfarico
em alta concentragcéo para a obtencéo do nanolinter. A pré-hidrélise potencializa o
processo de obtencéo dos nanocristais ao mesmo tempo que permite a reducéo de
acido sulfurico na etapa de hidrélise, caracterizando-se por um procedimento com

geracgéo reduzida de residuos e ambientalmente benéfica.

2| MATERIA-PRIMA DE FONTE RENOVAVEL: LINTER DO ALGODAO

O nome linter é dado ao agregado de fibras curtas que ficam aderidas as
sementes apos a retirada da pluma do algodédo. A separagéo dos filamentos das
sementes é realizada pelo processo de descarogamento, onde o material de melhor
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qualidade é retirado no primeiro corte, enquanto que uma segunda ou terceira
operacdo gera fibras de menor qualidade e comprimento, conhecidas por linter
de segundo ou terceiro corte. O linter € constituido praticamente por celulose
com pequenas quantidades de pectinas, constituintes minerais, lipideos e resinas
(MORGADO, 2009).

Quando o objetivo é o beneficiamento das sementes de algodao, o linter
torna-se um grande inconveniente e deve ser removido. As camadas do linter
presentes nas sementes aderem-se umas as outras, dificultando a fluidez do volume
processado, e causando também maiores dificuldades no armazenamento por
servirem de abrigo a pragas e agentes patogénicos. Outros problemas relacionados
ao plantio das sementes incluem ainda: a maior dificuldade de semeadura
(atrapalham a distribuicdo uniforme das sementes), além de retardar o processo de
germinacéo devido a reducéo da capacidade de absor¢cdo de agua pelas sementes
do algodao (MOTA, 2009).

31 NANOCELULOSE: OBTENCAO, PROPRIEDADES E APLICAGCOES

A celulose € uma macromolécula de origem vegetal de grande abundancia.
Estima-se que em média 40% de todo o carbono existente na composigcéo de uma
planta encontra-se na estrutura da celulose (FENGEL; WEGENER, 1989). Toda
o reino vegetal & constituido por biocompoésitos de origem natural, compostos
de celulose semicristalina, matriz amorfa feita de hemicelulose, lignina, ceras,
extrativos e elementos inorganicos (cinzas). Esses elementos conseguem formar
uma grande variedade de plantas com diversas escalas. A purificacdo desse
material é feita a partir de tratamento quimicos como hidrélises acidas, extracéo
alcalina e branqueamento. Enquanto as nanoparticulas de celulose (nanocelulose)
sdo obtidas pela desconstrucdo das macromoléculas de celulose utilizando
processos mecanicos, quimicos ou biologicos, até que se formem particulas em
escala nanométrica (DUFRESNE, 2013).

Segundo a definicdo de Favero (2015) as nanoceluloses sdao pequenas
particulas de celulose que possuem pelo menos uma de suas dimensdes igual ou
inferior a 100nm, possuem a forma de agulhas e sé@o altamente cristalinas, ou seja,
apresentam estruturas homogenias com poucas imperfei¢oes.

Na literatura encontram-se trés tipos distintos de nanocelulose que
sdo diferenciadas pela forma de obtencdo que resultam em diferentes graus
de cristalinidade, superficie quimica, e propriedades mecanicas. Os tipos de
nanocelulose sdo divididas em (ABITBOL et al., 2016):

() Nanocristais de celulose (Cellulose nanocrystals - CNCs), também

chamado celulose nanocristalina (Nanocrystalline celulose - NCC) ou nanowhiskers
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de celulose (Cellulose nanowhiskers - CNWs) - Obtida principalmente através de
hidrolise acida, com o acido sulflrico sendo o acido mais utilizado;

(I) Nanofibras de celulose (Cellulose nanofibrils - CNFs), também chamada
de celulose nanofibrilada (nano-fibrillated celulose - NFC) — E extraida por processo
mecanicos, tratamentos quimicos ou pela combinacado desses dois processos;

(Ill) Celulose bacteriana (Bacterial celulose - BC) — E obtida pela agéo de
microorganismos, com o Gluconacetobacter xylinum sendo o mais eficiente entre os
microorganimos produtores de nanocelulose

O grande desafio na obtencéo das nanoparticulas de celulose esta em
conseguir particulas homogéneas e que sejam estaveis, ja que a nanocelulose
possui tendéncia de se auto agregar devido a interacdo de superficies contendo
hidroxila. (DUFRESNE, 2013)

Um dos focos das pesquisas referentes a nanocelulose esta em sua sintese
como produto intermediario para a aplicagdo em nanocompoésitos. Esse interesse
deve-se a algumas propriedades que esse material possui como a dimensédo em
nanoescala, grande aréa de superficie, alta cristalinidade, propriedades éticas
diferenciadas, e além disso, a nanocelulose possui alta rigidez com cerca de 220
GPa no médulo de elasticidade (superior ao mddulo de elasticidade das fibras
de Kevlar), elevada resisténcia a tragcdo conseguindo suportar cerca de 10 GPa
(superior a alguns tipos de a¢o) aliada a baixa densidade (cerca de 1,6 g/cm3) (LEE
et al.,, 2014 e PHANTHONG et al., 2018).

A nanocelulose é um material muito atrativo para diversas areas de pesquisa
como, por exemplo, por possuir o comportamento de liquidos cristalinos é utilizada
em aplicac¢des fotdnicas, além disso, sua organizagdo quiral, propriedades éticas,
barreira de gas e capacidade de sor¢do de agua, torna esse material muito utilizado
na fabricacéo de filmes e espumas. Suas propriedades elétricas também mostram
potencial no campo da eletrénica, os filmes ultrafinos de nanocelulose exibem
respostas piezoelétricas, ou seja, é a propriedade que alguns materiais apresentam
de se polarizarem ao serem pressionados mecanicamente, e assim podem ser
utilizados na fabricacéo de dispositivos eletronicos flexiveis.

Outra caracteristica muito atrativa da nanocelulose nanocristalina € a sua
funcionalizagdo, devido aos seus grupos de hidroxila e grande area de superficie
que permitem modificagdes nos nanocristais de celulose, ampliando ainda mais o
campo de aplicagéo desse nanomaterial.

41 AVALIACAO DA INCORPORAGCAO DA ETAPA DE PRE-HIDROLISE
ACIDA

O linter passou por um pré-tratamento de hidrélise acida com acido cloridrico.
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Sob elevada temperatura e pressé@o, em autoclave (PHOENIX modelo AV-30) em
frasco de vidro duran com rosca e tampa azul. A temperatura e pressa@o do processo
foi de 123 °C e 2,3 kg.cm?, respectivamente. O tempo de aquecimento foi de 60
minutos e o tempo de cozimento sob as condi¢gbes estabelecidas foi de 30 minutos.
Esse pré-tratamento foi realizado na propor¢céo de 1:20 (linter:HCI) com HCI na
concentragéo de 0,3 mol.L™".

Ap6s o processo de hidrolise as amostras foram filtradas, separando o
material sélido (linter pré-hidrolisado) do licor. O processo de filtragem foi feito até
neutralizacdo do pH.

Para avaliar o efeito da pré-hidrélise acida na estrutura da polpa de linter, foi
realizada a caracterizacdo antes e ap6s o processo, conforme os procedimentos da
Tabela 1.

Parametro Procedimentos
Holocelulose Método clorito de sédio
Alfa-celulose TAPPI T 203 om-99

Hemiceluloses (Holocelulose - Alfa-celulose)

TAPPIT 211 om-02

Teor de cinzas

Tabela 1 — Procedimentos utilizados na analise da polpa de linter antes (in natura) e
apos a etapa de pré-hidrolise.

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos da caracterizacdo da polpa de
linter antes e apds o processo de pré-hidrolise.

. Holocelulose Alfa-celulose | Hemicelulose Cinzas

Polpa de Linter (%) % 6* (%) £ 0 (%) (%) £ o
in natura 95,79 + 0,54 88,96 + 0,31 6,83 1,58 0,04
Pré-hidrolisada 95,47 +0,14 91,54 £ 0,15 3,93 0,23 £ 0,01

Tabela 2 - Caracterizagéo da polpa de linter.

*o — desvio padrao

E possivel observar que o tratamento foi efetivo para o aumento do teor
de alfa-celulose (estrutura ordenada da celulose) e também para a reducdo das
hemicelulose (estrutura desordenada da celulose), além disso houve uma diminui¢ao
do teor de cinzas, indicando que a pré-hidrélise &cida foi efetiva para a redugéo
de impurezas inorgéanicas. O pré-tratamento também resultou em um material mais
homogéneo, onde as fibras desordenadas do linter formaram particulas pequenas
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com maior area superficial e melhor reatividade, facilitando o processo de hidrolise
acida para a obtengao das nanoparticulas.

Os materiais pré-hidrolisados passaram por um processo de branqueamento
nas condi¢des estabelecidas pelo procedimento de determinacédo da holocelulose
utilizando o método de clorito de so6dio tamponado. No procedimento, para cada
4,000 g de amostra foi utilizado 140 mL de agua destilada, 3 mL de acido acético
glacial, 3,3 g de clorito de sodio e 4,3 g de acetado de so6dio. O meio reacional
foi colocado em um banho termostéatico a 70 °C. Decorrido os 30 minutos apés a
primeira adicéo, foi feita uma segunda adicao de reagentes (com excec¢éo da agua),
mantendo-se a reacao por mais 60 minutos. Ao final, amostras foram filtradas,
lavadas com agua destilada até pH neutro e a remocgéo total do di6xido de cloro
(de coloragdo amarela) e em seguida foram colocadas na estufa a 105+3 °C para
a secagem. A Figura 1 apresenta o linter em todas etapas do processo, apos a
lavagem com &gua deionizada, apds a pré-hidrélise e apds o branqueamento,
transformando-se em um pé branco.

Figura 1 - Amostra de linter de algodao secas em estufa em diferentes etapas do
processo. Da esquerda para a direita, lavado, pré-hidrolizado e branqueado.

Fonte: Adaptado de Souza (2019)

5,I METODOLOGIA DE OBTENQAO DE NANOLINTER POR HIDROLISE
ACIDA

Para a obtencdo do nanolinter foi realizado uma hidrélise acida com cada
uma das polpas branqueadas obtidas no processo anterior. Utilizou-se &cido
sulfdrico 64% m/m na propor¢éo de 1:10 (polpa (g):acido (ml)), a temperatura foi
de 60°C (temperatura mantida por uma chapa aquecedora); o tempo de hidrolise
foi de 30 minutos. Ao final do processo foi adicionado 100 g de gelo e amostra ficou
decantando por 24 h.

Apoés a decantagao o sobrenadante foi descartado, enquanto que o restante
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seguiu para o processo de centrifugacéo. A centrifugacao foi realizada em 4 ciclos
de 5 minutos, sendo que ao final de cada ciclo o sobrenadante foi descartado para
adicdo de agua.

O processo de didlise foi feito com uma membrana da SERVAPOR de 21mm
de diametro. Antes da utilizacao foi necessaria uma preparagéo, pois a membrana
contém substancias com tragos de metais (<50 mg L) que evitam seu ressecamento.
Um dos procedimentos sugeridos pelo fabricante para remogéo dessas substancias
foi aquecer a membrana em agua livre de metais em temperatura entre 70 a 80 ° C
por 2 horas agitando-a ocasionalmente. O procedimento é repetido por trés vezes
deixando-se a 4gua decantar em cada repeticao.

Apo6s a remocao dos metais, a suspensao de linter foi inserida na membrana,
prendendo-se as extremidades com grampos proprios para dialise. O conjunto foi
inserido em um recipiente plastico contendo 10 L de agua deionizada. Foram feitas
trocas de agua até pH neutro.

A obtencdo de nanoparticulas de celulose por processo mecanico, gera
particulas com formato acicular, e séo denominadas nanocristais. Foi realizado ao
final do processo de didlise a sonificacdo da amostra para a desagregacdo dos
nanocristais de celulose. Esse processo foi feito em um sonificador com poténcia de
75% durante 15 minutos.

A caracterizacdo da polpa foi feita pela medicdo do tamanho e distribuicdo
das nanoparticulas por DLS - Dynamic Light Scattering (espalhamento dindmico de
luz). O equipamento utilizado foi o Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments). A
andlise do potencial zeta é um parametro utilizado para determinar a estabilidade
da suspensdo. O resultado dessa andlise reflete a carga da superficie das
nanoparticulas.

E importante levar em consideragdo na analise do tamanho das particulas
por espalhamento de luz € que esta técnica nédo diferencia o formato acicular
dos nanocristais, como o didmetro ou o comprimento da particula. A suspensao
apresentou o didametro médio geral de 93,83 nm. Foram obtidas duas populacoes,
uma com média de 209,3 nm em 94,3 % das leituras, outra com média 17,97 nm
em 5,7%, resultado que pode ser observado pela distribuicdo das particulas dadas
pela Figura 2.
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Figura 2 - Andlise por espalhamento de luz e suspensédo de nanolinter.

De acordo com esses resultados pode-se considerar que o procedimento foi
efetivo para a obtengdo em nanoescala de nanocristais de celulose, que aqui foram
denominadas como nanolinter. Segundo Mao et al. (2017) dependendo do método
empregado, a nanocelulose caracterizada por DLS pode apresentar dimensbes em
submicro (maiores que 100 nm) ou até mesmo em microescala (maiores que 1 ym).

Considerando a tendéncia de agregacédo das particulas de celulose outro
fator que deve ser levado em conta é a carga superficial das nanoparticulas através
do potencial zeta. O resultado obtido para a amostra em questéo foi de -32,9 + 0,5
mV. Segundo a Mirhosseini (2008), para que a nanocelulose possa ser considerada
estavel esta deve possuir uma carga em moédulo superior a 25 mV, devido a forca de

repuls@o entre elas. A amostra em encontrou-se dentro dessa especificagéo.

61 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir da metodologia proposta foi possivel purificar o linter, um residuo
agroindustrial, agregando valor ao residuo, resultando em polpa de celulose de
elevada pureza para obtencéo de nanolinter, material com ampla area de aplicagao
e alto valor agregado. A etapa de pré-tratamento, considerada a inovacéo deste
trabalho, foi eficiente para a eliminacdo de impurezas como hemiceluloses e
solubilizacdo da matéria inorganica, observado pela redugéo do teor de cinzas. Houve
a reducao do tamanho das fibras do linter o que facilitou o processo de hidrélise
acida, possibilitando a obtencédo de uma suspensdo de nanolinter homogénea e
estavel em nanoescala. A etapa de pré-hidrélise prepara a polpa de celulose para a
etapa de hidrolise, permitindo a obtengé@o de nanolinter com uso reduzido de &cido
sulfurico. A reducéo de reagentes perigosos, bem como a redug¢édo na geragao de
residuos durante os processos quimicos é preconizado pela Quimica Verde. Desta
forma o procedimento proposto gera menor impacto ambiental que procedimentos
usuais.
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RESUMO: Oleo de Pequi (Caryocar coriaceum)
possui alto teor de compostos bioativos
identificados em sua composi¢cdo, o que lhe
confere um excelente potencial para utilizacéo
nas industrias alimenticias e farmacéuticas.
Dessa forma, a microencapsulacdo oferece
condicbes favoraveis para o armazenamento
e liberagéo controlada do 6leo com o intuito de
manter as suas caracteristicas funcionais por um
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tempo maior. A técnica de gelificacdo iénica foi
aplicada para o microencapsulamento do Oleo
de pequi empregando matriz de quitosana e
alginato. Avaliou-se a influéncia da viscosidade
da emulsédo de alginato de sédio (0,5%, 1,0%,
1,2%, 1,5%, 2,5% e 3% mlv), bem como do
reticulante com quitosana (0,3%, 0,7%, 1,5%,
2,3%, 2,5% e 3% mlv), e a esfericidade das
particulas formadas por gelificagcdo ibnica.
Utilizou-se um equipamento semi- automatizado
para o processo de microencapsulamento e
observou-se que o aumento da viscosidade da
solugdo reticulante torna as particulas menos
esféricas.

PALAVRAS-CHAVE: Caryocar  coriaceum,
gelificagdo ibnica, alginato de sodio, viscosidade.

MICROENCAPSULATION OF PEQUI
OIL (Caryocar coriaceum) USING
ALGINATE / CHITOSAN MATRIX BY
IONIC GELIFICATION: VISCOSITY
ASSESSMENT IN THE PARTICLE
MORPHOLOGY

ABSTRACT: Pequi oil (Caryocar coriaceum)
has a high content of bioactive compounds in its
composition, which provides an excellent potential
for use in the food and pharmaceutical industries.
Microencapsulation offers favorable conditions
for storage and controlled release of the oil in
order to maintain its functional characteristics
for a longer time. The ionic gelation technique
was applied to the microencapsulation of pequi
oil using a chitosan and alginate matrix. It was
evaluated the influence of the viscosity of the
sodium alginate emulsion (0.5%, 1.0%, 1.2%,
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1.5%, 2.5% and 3% m/v), as well as the crosslinker solution of chitosan (0, 3%, 0.7%,
1.5%, 2.3%, 2.5% and 3% m/v), and the sphericity of the microparticles. It was used a
semi- automated equipment for the microencapsulation and it was observed that the
increase in the viscosity of the cross-link solution resulted in particles less spherical.
KEYWORDS: Caryocar coriaceum, ionic gelation, sodium alginate, viscosity.

INTRODUCAO

O género Caryocar, conhecido popularmente como Pequi, possui uma ampla
distribuicéo e esta representada em varios biomas brasileiros, como Cerrado, Mata
Atlantica, Amazénia e Caatinga (ASCARI; TAKAHASHI; BOAVENTURA, 2013;
CARVALHO; PEREIRA; ARAUJO, 2015). O éleo extraido de Caryocar coriaceum
tem sido utilizado como composto anticonvulsivo, na cicatrizagéo de feridas, como
agente anti-inflamatério, e no tratamento de doengas do trato respiratério, incluindo
tosse, afeccbes brénquicas e asma, feridas na pele, para tratamento de dores
reumaticas e musculares (ROESLER et al., 2008; BATISTA et al., 2010; RIBEIRO,
2010; SARAIVA et al., 2011; DE FIGUEIREDO et al., 2016; DE LACERDA NETO et
al., 2018; OLIVEIRA et al., 2017; PEREIRA et al., 2019). Estudos revelaram atividade
antifungica do 6éleo, efeito redutor dos processos inflamatérios e na presséo arterial,
acao quimioterapica e propriedades antitumorais (BATISTA et al., 2010; HORN et
al., 2014; SANTOS; MARINHO; MIGUEL, 2010). Além disso, apresenta atividade
antioxidante devido a presenca de diversos carotenoides e compostos fenolicos
(COLOMBO et al., 2015; ROGERIO et al., 2012).

A busca por métodos que consigam manter as caracteristicas funcionais de
compostos bioativos por um tempo maior € sempre um objetivo de interesse para a
industria. A utilizacdo de técnicas de encapsulacédo € bastante aplicada na industria
alimenticia, pois reduz a reatividade do composto encapsulado com o ambiente,
facilita a manipulagédo dos ingredientes, diminui a perda do valor nutricional, aroma
e cor, entre outras vantagens (DIAS et al., 2017).

A gelificagdo ibnica é uma técnica de encapsulagéo simples, versatil, ndo
utiliza altas temperaturas e nem agitacdo vigorosa (KARIMIRAD; BEHNAMIAN;
DEZHSETAN, 2020). A producdo de particulas sem a utilizacdo de solventes
orgéanicos torna o uso da técnica crescente e promissora, especialmente para a
encapsulacdo de compostos de interesse em alimentos (DE MOURA et al., 2019).

Biopolimeros estéo sendo utilizados em conjunto para formagéo de matrizes
com maior potencial de retencdo e controle de liberacdo do material encapsulado
(JOYE; MCCLEMENTS, 2014). O complexo alginato-quitosana é formado a partir
da forte interacdo eletrostatica dos grupos amino da quitosana com 0s grupos
carboxilicos do alginato (CHAN et al., 2017).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a esfericidade e a viscosidade da

A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel 3 Capitulo 15 m



emulsdo de alginato de sédio e da solugéo reticulante de quitosana na formacao
de microesferas de 6leo de pequi por gelificagdo idnica utilizando um equipamento
semi-automatizado

EXPERIMENTAL

Reagentes e Material

Alginato de sédio com grau de pureza de 90%, cloreto de calcio, acido
acético glacial e Tween 80 (Polissorbato), todos da Dindmica Quimica®, Span 80
(Monooleato de sorbitano) da Fluka®, e quitosana de baixo peso molecular (75 a
85% de desacetilagédo) da Sigma-Aldrich®. O 6leo de Pequi foi obtido de Barbalha,
no Ceara. A extracao do 6leo da polpa foi feita por separagéo fisica em meio aquoso
de acordo com metodologia de Lima et al. (2019).

Preparo das emulsdes

As solucdes de alginato de sodio foram preparadas com 100 mL de agua
destilada sob agitagcdo magnética nas concentragdes apresentadas na Tabela 1.
Para o preparo da fase aquosa, foram misturados 100 mL das solu¢bes de alginato
e 0,55 g do emulsificante Tween 80. Em seguida, uma homogeneizacéao foi realizada
em Ultra Turrax Marconi® a 12000 rpm por 2 minutos, seguido de 2 minutos no
Ultrassom de sonda UP400S Hielscher® com amplitude de 40% e 1 ciclo. Uma
fase oleosa foi preparada com 2 g de 6leo de Pequi e 0,45 g do emulsificante Span
80. Por fim, a fase aquosa foi vertida na fase oleosa e levada a Ultra Turrax por 5
minutos a 12000 rpm.

Preparo da solucéo reticulante

Inicialmente, 1,3 g de cloreto de calcio foram solubilizados em 100 mL da
solugédo contendo 0,5 mL de acido acético. Em seguida, adicionou-se a quitosana
(Tabela 1) e a solugdo foi homogeneizada em Ultra Turrax a 12000 rpm por 10

minutos.
Alginato Quitosana Razdo m/m
(% m/v) (% m/v) (Alg/Quit)
0,5 1,5 0,3
0,3 33
1,0 1,5 0,7
3,0 0,3
0,7 2,1
1.5 2,5 0,6
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0,7 3,6

2,3 1,1
3,0 1,5 2,0
1,2 * *

2,5

Tabela 1. Proporcdes de alginato e quitosana utilizadas na producéo das
microparticulas de 6leo da polpa de pequi.

*Amostra controle

Viscosidade das emulsoes

As analises de viscosidade foram realizadas com o reémetro R/S+ Rheometer
(7023077). Foram preparados 200 mL de cada solugéo, de forma que se retiraram
aliquotas de 50 mL para cada triplicata, onde foram realizadas varreduras ascendente
e descendente, variando a taxa de cisalhamento (y) de 0,000 s a 200,000 s'. As
viscosidades aparentes foram determinadas para o valor y de 100,000 s™'.

Producao das microparticulas

As microparticulas foram obtidas com o Encapsulator B-395 da Buchi®, com
um bico de 120 ym, potencial do eletrodo de 300V, frequéncia de 1800Hz, e agitacdo
em 80%, de acordo com a metodologia de Castelo et al. (2019) com adaptacdes.
As esferas foram deixadas imersas na solugao reticulante por 24h para posterior
lavagem com agua destilada. Em seguida, secara-se as particulas em papel de filtro
absorvente para a retirada do excesso de agua superficial. Por fim, as esferas foram
secas em estufa a 60 °C por 3h.

Esfericidade

Esferas foram observadas em microscépio 6tico (Zeiss modelo Axio Imager
A2) utilizando aumento de 25x. As micrografias foram obtidas de forma a capturar
imagens contendo cinco particulas, escolhidas aleatoriamente, a fim de serem feitas
as medidas dos didmetros das mesmas

O grau de esfericidade das particulas obtidas foi determinado pelo método de
Riley (1941), de acordo com a expresséao abaixo:

d
‘Du=\g (1

Onde ®_ ¢ a esfericidade, d € o maior didmetro de uma circunferéncia inscrita
e D o maior didmetro da circunferéncia circunscrita, ambos em relagdo a maior
sec¢ao transversal da particula.
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Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no programa Statistica Dell verséo
13, onde se utilizou o teste de Mann-Whitney para comparacao de duas médias com
nivel de confianca de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar a relagdo entre concentragdo e viscosidade dos polimeros
(Figura 1), verificou-se que o aumento da concentracdo do alginato e da quitosana
aumentou a viscosidade de suas respectivas solugdes. Isso decorre do fato que
para menores concentragoes, o fluido tem um maior escoamento devido a um menor
atrito entre as cadeias dos polimeros. Para maiores concentragdes, ha uma maior
resisténcia a fluidez devido ao fato dessa interagédo ser maior (SCHRAMM, 20086).

O equipamento semi-automatizado utilizado neste trabalho emprega
a tecnologia de vibragédo do bico para a produgdo homogénea e controlada das
microesferas com tamanho aproximadamente duas vezes o didmetro do bico
escolhido. A disperséo eletrostéatica obtida pela aplicagdo de um potencial elétrico
previne a juncéo das goticulas e a aglomeragéo. A formacao das microparticulas
ocorre quando as goticulas entram em contato com a solu¢do de polimerizagéo ou
reticulante (DE MOURA et al., 2018).

m  Emulsao u
18- ® Reticulante

Viscosidade (Pa.s)
o
1
o

0,4 -
n

0,2 . & ld

e " o
I T T T T T M T F T T T T T T T " T ] T
00 03 06 09 12 15 18 21 24 27 30

Concentracao (% mfv)

0.0

Figura 1. Relag&o entre viscosidade e concentragdo de alginato (0,5%, 1,0%, 1,2%,
1,5%, 2,5% e 3,0% m/v) na emulsdo (alginato, Tween, Span e 6leo de Pequi) e de
quitosana (0,3%, 0,7%, 1,5%, 2,3%, 2,5% e 3,0% m/v) no reticulante (quitosana, cloreto
de calcio e &cido acético) para y' =100 s™.
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A determinacao da esfericidade das particulas € importante para avaliar se
as particulas tém uma morfologia esférica baseado nos parédmetros operacionais
selecionados no equipamento. As imagens obtidas pela microscopia 6tica das
amostras mostraram a variacdo da morfologia com diferentes propor¢des entre
alginato e quitosana, conforme Figura 2.

A variacdo das propor¢des entre alginato e quitosana alteraram
significativamente a morfologia das particulas, sendo as formulagdes A1,0%-Q0,3%,
A1,2%-Q0,0%, A1,5%-Q0,7%, e A2,5%-Q0,7% as mais esféricas, como pode ser
visto nas micrografias. Notou-se também que gradativamente a esfericidade das
particulas diminuiu para concentragdes de quitosana acima de 0,7% (m/v). Utilizando
o0 método de Riley (1941) por meio da equagéo (1), foi possivel calcular o grau de
esfericidade das particulas, partindo do pressuposto que quanto mais préximo de 1
for o valor de ®, mais esférica € a morfologia (Figura 3).

AD,5/Q1

A2,5/Q2,

A3.0/01,5

Figura 2. Micrografias das particulas com diferentes proporcées entre alginato/
quitosana em % m/v, com aumento de 25x.
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As amostras A1,0%-Q0,3%, A1,2%-Q0,0%, A1,5%-Q0,7% e A2,5%-Q0,7%
com valores de ® acima de 0,9, ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05).
Para essas formulacdes, foram utilizadas baixas concentragbes de quitosana,
variando de 0 a 0,7% (m/v), de modo que as concentracdes de alginato foram maiores
em todos os casos. As amostras A0,5%-Q1,5% e A1,0%-Q1,5% apresentaram
valores de ® abaixo de 0,6, e todas tiveram uma maior quantidade de quitosana (p
> 0,05).

Esfericidade

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Formulagéo (Alg/Quit)

Figura 3 - Grau de esfericidade das microparticulas obtidas nas proporgoes de alginato/
quitosana de A0,5%-Q1,5% (1); A1,0%-Q0,3% (2); A1,0%-Q1,5% (3); A1,0%-Q3,0%
(4); A1,5%-Q0,7% (5); A1,5%-Q2,5% (6); A2,5%-Q0,7% (7); A2,5%-Q2,3% (8); A3,0%-
Q1,5% (9) e A1,2%-Q0.0% (10) em % m/v.

Diferentes letras representam que ha diferenca significativa entre os valores (p < 0,05).

Ao relacionar os dados de viscosidade com esfericidade, foi visto que o
aumento da viscosidade da solugéo reticulante tornou as particulas menos esféricas,
considerando que os menores valores de concentracdo de quitosana foram as
que resultaram em esfericidade de particulas mais proximas de 1. Dessa forma, a
viscosidade da solugao reticulante influenciou na gelificacéo das particulas de modo
que, possivelmente porque o aumento da viscosidade da emulséo torna o processo
de formacgéo das particulas mais lento, bem como maior € o impacto das gotas
das emulsbes ao tocar a solucéo reticulante, modificando assim sua morfologia.
Inicialmente, a gota da emulséo se desprende do bico do equipamento no momento
em que seu peso supera a forga de tensdo superficial, mas é necessario que a gota
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néo se deforme no impacto com a superficie da solugéo reticulante. De acordo com
Dang e Joo (2013), a deformacgéo das particulas durante o impacto do gotejamento
da emulsdo na solugdo reticulante ocorre devido a diferenca entre a tenséo
superficial do reticulante e das gotas da emulsdo. Como a velocidade de gelificagdo
€ mais lenta do que o desequilibrio da tenséo superficial, a formacéo da particula
ndo ocorre uniformemente, e pode ocorrer 0 surgimento de uma cauda na particula,
de modo que essa cauda pode ser diminuida aumentando a concentracéao de célcio,
pois o ion acelera o processo de reticulacao tornando-as mais esféricas.

Na matriz das particulas, o alginato de s6dio € o componente principal e este
sofre uma gelificagdo rapida na presencga de ions calcio (LI et al., 2002). A quitosana
¢ utilizada para reforcar a parede das microparticulas por complexacgéo eletrolitica
favorecendo a encapsulagdo do agente ativo (RIBEIRO et al., 2005) e impedindo
a erosédo rapida do gel de alginato (TONNESEN; KARLSEN, 2002). Outro fator
importante a ser considerado, € que o alginato tem uma tendéncia a adquirir poros em
sua estrutura, assim, a presenca de quitosana na superficie da microparticula tende
a diminuir a taxa de liberagdo do nucleo (BHATTARAI; SHRESTHA; DHANDAPANI,
2011; VARGAS, 2017).

CONCLUSOES

A técnica de gelificacao idnica aplicada com a utilizacdo de um equipamento
semi- automatizado mostrou-se eficaz no processo de microencapsulagdo do
6leo de pequi utilizando matriz polimérica de alginato e quitosana. As diferentes
concentracdes de alginato e quitosana conferiram novas propriedades reolégicas
a emulséo e a solucgéo reticulante, influenciando na esfericidade das particulas. Foi
observado que as particulas que tiveram concentracdo de quitosana acima de 0,7%
(m/v) foram as menos esféricas.
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RESUMO: Fendis derivados de lignina (FDLs)
com atividade redutora de Fe®* foram utilizados
como mediadores em processos Fenton
(Fe**/H,0,, Fe**/H,0,). A partir dos dados de
descoloracdo oxidativa do corante cromotrope
2R fez-se uma analise cinética com base
nos modelos de ordem zero, 12 e 22 ordens e
BMG. Verificou-se que os FDLs apresentaram
propriedades pro-oxidantes devido ao aumento
nos valores das constantes de velocidade das
reacOes, promovendo consequentemente maior
descoloragéo do corante. BMG e o modelo de 22
ordem foram os mais adequados para descrever
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os sistemas reacionais contendo inicialmente
Fe?* e Fe®, respectivamente. A vanilina foi um
pouco mais efetiva que os outros mediadores
testados.

PALAVRAS-CHAVE: Modelagem cinética,
reacdo de Fenton, corante, radical hidroxila,
propriedades pro-oxidantes.

KINETIC MODELING OF THE
CHROMOTROPE 2R DYE
DISCOLORATION BY FENTON
PROCESSES MEDIATED BY LIGNIN-
DERIVED PHENOLS

ABSTRACT: Lignin-derived phenols (LDPs) with
Fe** reducing activity were used as mediators
in Fenton processes (Fe*/H,0,, Fe*/H,0,).
Through oxidative discoloration data of the
chromotrope 2R dye, a kinetic analysis was
performed with basis on the zero order, 1%- and
2m-order models and BMG. It was found that
the LDPs showed pro-oxidant properties due to
the increase in rate constant values, promoting
consequently higher discoloration of the dye. BMG
and 2"-order models were the most adequate to
describe the reaction systems initially containing
Fe?* and Fe®*, respectively. Vanillin was slightly
more effective than other mediators tested.
KEYWORDS: Kinetic modeling, Fenton reaction,
dye, hydroxyl radical, pro-oxidant properties.

INTRODUCAO

Processos oxidativos avancados (POAs)
séo formas de tratamento baseadas na acéo de
radicais livres, principalmente o radical hidroxila
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(HO*), com o intuito de degradar diversos poluentes orgénicos. Um dos POAs mais
promissor consiste na reagéo de conversao do H,0, catalisada por Fe?*, conhecida
como reagao de Fenton (Fe** + H,O, -~ Fe** + HO* + HO-, k = 50-80 mol~" L s7")
(AGUIAR et al., 2007). Todavia, o Fe®** acumulado deve ser regenerado a Fe?*. O Fe®*
também reage com H,O,, sendo conhecida como reagéo tipo Fenton (Fe®* + H,O,
- Fe* + HO,® + H*, k= 0,002-0,01 mol~' L s7"). No entanto, esta &€ muito lenta em
regenerar Fe®** e o radical hidroperoxila (HO,*) formado apresenta menor potencial
rMmemwmmm@omHO%MNMRmm”mWHmNNOam”mwy

O uso de compostos fendlicos redutores de Fe®* em processos baseados
na reagao de Fenton pode promover maior regeneragéo de Fe?* em comparagéo
ao H,0,, o que proporciona uma maior gera¢cdo de HO* (AGUIAR et al., 2007).
Fendis derivados de lignina (FDLs) séo substéancias naturais que tem proporcionado
incrementos na degradacao de diferentes corantes por processos Fenton (SANTANA
e AGUIAR, 2016; SOUZA e AGUIAR, 2017). Isso se deve as suas propriedades
redutoras, decorrente dos grupos hidroxila e metoxila vicinais no anel aromatico, os
quais séo oxidados com a regeneragao de Fe?* (AGUIAR e FERRAZ, 2007).

Em um dos estudos prévios mencionados anteriormente do nosso grupo
(SANTANA e AGUIAR, 2016), é valida uma avaliagdo por modelagem cinética que
descreva como os FDLs influenciam a descoloragéo de um determinado corante, ou
seja, verificar de forma alternativa as propriedades pro-oxidantes desses compostos.
O efeito de di-hidroxibenzenos e acido galico na descoloracéo de solugbes contendo
corantes por processos Fenton pdde ser melhor interpretado por modelos cinéticos
(SANTANA et al., 2019a; 2019b). Dessa forma, o presente trabalho teve como
objetivo realizar uma analise baseada em diferentes modelos cinéticos (ordem zero,
1% e 2% ordens e BMG) envolvendo a descoloragéo do corante cromotrope 2R por
processos Fenton homogéneos (Fe*/H,0,, Fe*/H,0,) mediados por seis FDLs com
propriedades redutoras. A Figura 1 ilustra a estrutura quimica do corante e dos FDLs

NaO;S l ! SONa
NZN@ Cromotrope 2R

OH OH

avaliados.

Ry OCH; Acido ferulico (R,: CH=CH-COOH; Rs: H)
Acido vanilico (R;: COOH: R: H)
Acido siringico (R;: COOH; Rg: OCH3)
OH Alcool vanilico (Ry: CH,OH: Rs: H)
Rs Siringaldeido (R: CHO; Rs: OCHs,)
Vanilina (Ry: CHO; Rs: H)

Figura 1. Estrutura dos compostos organicos avaliados no presente trabalho.
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MATERIAIS E METODOS

Os experimentos de descoloracdo foram realizados conforme Santana e
Aguiar (2016) e segue uma breve descricao dos mesmos. Em cubetas de quartzo
de 3 mL foram adicionados 200 pL de H,O, 4,5 mmol L™, 200 pL de H,SO, 10 mmol
I" (visando ajustar o pH entre 2,5 e 3,0), 200 pL de cromotrope 2R 300 ymol L' e
200 pL de Fe(NO,), 300 ymol L' ou FeSO, 300 ymol L™ para iniciar as reagdes tipo
Fenton ou Fenton cléssica, respectivamente. As solucdes de sais de ferro foram
preparadas imediatamente antes de cada reacé@o. Para 0s experimentos na presenga
dos FDLs, 200 uL de solugdo 100 pymol L' destes compostos foram adicionados
individualmente. Avolumou-se a cubeta com agua deionizada para 2 mL. Leituras
de absorbancia em 513 nm foram realizadas em um espectrofotdmetro Libra S50
(Biochrom). A descoloragéo do corante foi monitorada apés 5, 10, 20, 40 e 60 min.
Preparou-se o branco, isento de corante e sais de ferro, com agua deionizada. Os
ensaios foram realizados em duplicata, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.

A descoloragéo do corante foi determinada conforme Equagéo 1:

% Descoloragéo = (1 - %) x 100% (1)

sendo C, e C, as concentragbes inicial e no tempo t para o corante,
respectivamente. Com base nos valores de concentragcdo do corante, a analise
cinética foi realizada a partir dos modelos de ordem zero, 1% e 2* ordens
(LEVENSPIEL, 2000) e o modelo proposto por Behnajady, Modirshahla e Ghanbary
(2007) (modelo BMG), conforme Tabela 1:

Modelo Cinético Equacoes
Ordem zero C = Cp — kgt
12 ordem In(Cy) = In(Cy) — k;.t
22 ord L + k.t
ordem G-t
_t +b.t
BMG C =m-+h.
(1=",)

Tabela 1. Equagoes linearizadas dos modelos cinéticos avaliados.
sendo k, k, e k, as constantes cinéticas obtidas para os modelos de ordem
zero, 12 e 22 ordens, respectivamente, e m e b as duas constantes caracteristicas

do modelo BMG, cujo os inversos correspondem as velocidade inicial (1/m) e
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capacidade oxidativa (1/b), respectivamente (BEHNAJADY et al., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

AFigura 2 apresenta os dados da descoloragéo do cromotrope 2R por reagcéo
tipo Fenton na auséncia dos FDLs e na presenca de vanilina e do acido vanilico,
com base no modelo cinético de 1% ordem. Pode-se observar que na presenca dos
FDLs a declinagcéo das curvas é consideravelmente maior, indicando um incremento
nos valores das constantes de velocidade de descoloracdo. Os resultados dos
parametros cinéticos encontrados para os diferentes modelos analisados encontram-
se na Tabela 2. Também foram calculados os valores médios dos coeficientes de

correlagéao (R? a fim de avaliar o modelo cinético mais adequado para descrever

médiu)

um determinado conjunto de reagoes.

3,5
;HL.
3 NG
G 25
£
2 A
1,5
0 20 40 60
t (min)

Figura 2. Dados de descoloragéo do corante cromotrope 2R conforme o modelo
cinético de 12 ordem. Sistemas reacionais: Fe*/H,0, (), Fe*/H,0O,/vanilina (a) e Fe>/
H,0,/&cido vanilico (m). Condi¢bes reacionais: [Fe®*] = 30 umol L'; [H,0,] = 450 umol

L; [cromotrope 2R] = 30 umol L'; [FDL] = 10 pmol L'; pH = 2,5-3,0.
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Sistema % ORDEM ZERO 1a ORDEM 2a ORDEM BMG

N =~ ko ki1 1/m
Reacional |Descoloragéo (umol L min”) R? (min") R? R? (min”) | 1ib ’ R?
Fe™*

Sem FDLs 27,000,168 0,1043 09058, 00045 10,9287 0.0002 0,9450| 0,0243 0,2821 10,8648
Acido Ferdlico | 73,11+0,31 0,3227 09800, 00212 0,9942 0.0016 0,9483| 0,0397 09067 0,7412
Acido Vanilico | 70,44 10,31 03137 09812 00198 10,9930 0.0014 0,9581| 0,0361 0.,8904 10,6922
Acido Siringico | 69,111 0,31 0,3080 09689, 00193 10,9972 0,0013 0,9807| 0,0406 | 08592 |0,7726
Alcool Vanilico | 72,22 +0,63 0,3074 0,9522| 0,0203 0,9922 0,0015 0,9681| 00529 | 0,8304 0,8438

Siringaldeido | 69,11+ 0,94 0,3029 0,9571| 0,0191  |0,9950 0,0013 0,9854| 0,0465 | 08281 |0,8234
Vanilina 74,00+0,63 0,3312 09910, 00218 10,9812 0.0016 09183| 00314 | 09791 |0,5817
R, sio 0,9623 0,9831 0,9577 0,7599
Fe2+

Sem FDLs 72,18 £0,80 0,2350 05883 0,0170 |0,7728 0,0014 09202 02377 | 07388 |0,9922
Acido Ferlico | 82,09 + 0,48 0,3016 0.8108| 00250 |0,9536 0.0025 0,9321| 01205 | 0,8499 |0,9565
Acido Vanilico | 84,80 40,48 0,3041 0,7887| 0,0268 |0,9404 0.0030 0.8940| 01311 0.8654 | 0,9556
Acido Siringico | 79,84 + 0,48 0,2926 0.7974| 10,0232  |0,9456 0,0022 0,9527| 01213 0,8285 0,9589

k2
(L pmol™ min™)

Alcool Vanilico | 83,67 +0,16 0,3026 0,7918 0,0261 0,9472 0,0028 0,9205| 0,1287 0,8616 |0,9567
Siringaldeido | 82,77 +0,16 0,2882 0,7642 0,0244  |0,9205 0,0025 0,8928 | 0,1344 0,8340 |0,9525
Vanilina 86,37 £0,48 0,3161 0,7974| 0,0280 |0,9525 0,0035 0,8991| 0,1301 0,8928 10,9582

R? 0,7627 0,9189 0,9159 0,9615

médio.

Tabela 2. Diferentes sistemas reacionais avaliados e respectivas porcentagens de
descoloragéo, constantes cinéticas dos modelos de ordem zero (k,), 1% (k,) e 2% (k)
ordens, parametros do modelo BMG (1/m, 1/b) e coeficientes de correlacdo (FAP).

Para as reagdes contendo inicialmente Fe** valores médios superiores a 0,9
foram observados para os coeficientes de correlagao (R?) considerando os modelos
de ordem zero, 12 e 22 ordens. Para as reagdes contendo inicialmente Fe?* os valores
de Rzmédio

BMG. A adequacéo de mais de um modelo cinético para um determinado conjunto

superiores a 0,9 foram encontrados para os modelos de 12 e 22 ordens e

de reacdes também é comum na literatura (OU et al., 2013; SANTANA et al., 2019a;
2019b). Ao comparar os mesmos modelos do presente estudo, considerando-se um
bom ajuste aqueles que apresentaram coeficientes de correlagéo superiores a 0,9,
Santana et al. (2019a) mostrou que a descoloracdo do azocorante alaranjado de
metila por processos Fenton mediados por di-hidroxibenzenos e &cido gélico foi bem
descrita pelos modelos de 12 e 22 ordens e 0 BMG foi o Unico que se ajustou bem as
reacbes sem os compostos fendlicos, Fe?*/H,0, e Fe*/H,0,. Considerando-se que
valores de correlagdo mais proximos a unidade revelam um melhor ajuste de um
modelo para um determinado conjunto de reac¢des, pode-se afirmar que os modelos
BMG e de 12 ordem foram os mais adequados para descrever as rea¢des contendo
inicialmente Fe?* e Fe®*, respectivamente.

Comparando-se os valores das constantes cinéticas dos modelos de 12 (k,) e
22 ordens (k,), observou-se um aumento significativo das mesmas com a presenga
dos FDLs. Por exemplo, o valor de k,aumentou 4,8 e 1,7 vezes para os sistemas
Fe®*/H,O,/Vanilina e Fe?*/H,0,/Vanilina, respectivamente, se comparados as
reagGes sem mediador. Para o modelo de ordem zero, valores de k, foram também
incrementados em reagdes contendo inicialmente Fes*.
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De acordo com os parametros do modelo BMG para as reagbes contendo
inicialmente Fe?*, observou-se uma redugdo em torno de 50% nas taxas iniciais
(7/m) de remocgéo do corante para os tratamentos com FDLs, embora a capacidade
de oxidagéo (1/b) na presenca destes seja maior, de 12 a 20%. Essa diminui¢do nas
taxas iniciais de descoloracdo do cromotrope 2R corrobora a inibicdo observada
no inicio dos ensaios contendo os FDLs (SANTANA e AGUIAR, 2016), enquanto
0 aumento nos valores de 1/b sugere maior producao de radicais HO na presenca
deles.

Pode-se constatar, portanto, que todos os FDLs apresentaram propriedades
pro-oxidantes ao incrementar a descoloragédo do cromotrope 2R. O aumento nas
constantes de velocidade de reagéo pode ser atribuido a redugéo continua de Fe3* a
Fe?* por esses fenois, gerando mais radicais HO* (AGUIAR et al., 2007). Dentre os
FDLs, a vanilina foi um pouco mais efetiva que os outros, independente do estado
de oxidacao do ferro.

CONCLUSOES

A partir da modelagem cinética da descoloracdo do cromotrope 2R por
processos Fenton (Fe*/H,0,, Fe**/H,0O,) utilizando FDLs redutores de Fe®*, constatou-
se que esses mediadores possuem propriedades pro-oxidantes devido ao aumento
nas constantes de velocidade das reag¢des, promovendo consequentemente maior
descoloracdo. Em funcédo dos coeficientes de correlagdo, BMG e o modelo de 22
ordem foram os mais adequados para descrever os sistemas reacionais contendo
inicialmente Fe?* e Fe®, respectivamente. Baseado no modelo BMG, a presenca
de FDLs reduziu as taxas iniciais de descoloracdo, mas aumentou a capacidade

oxidativa, indicando maior producéo de radicais livres.
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RESUMO: O uso irresponsavel de agrotoxicos

A Quimica nas Areas Natural, Tecnolégica e Sustentavel 3

impacta negativamente o meio ambiente,
0s animais e a saude humana. A agricultura
organica e/ou livre de agrotoxicos € uma
alternativa aos meios de producdo que se
apropriam de insumos sintéticos e agrotoxicos
para a producdo e protecdo das culturas. O
presente trabalho descreve 0 método quimico de
protecéo de sementes baseado em um produto
natural para a protecdo de sementes e graos
de feijao. O objetivo consistiu em verificar o
efeito protetor do 6leo essencial de capim-liméao
(Cymbopogon citratus DC, Stapf) frente ao inseto
praga caruncho do feijao-caupi (Callosobruchus
maculatus Fab.), o efeito residual protetor ao
longo do tempo e o efeito sobre a germinacao de
sementes de feijao (Vigna unguiculata L., Walp.),
assim como, a atividade antifngica in vitro sobre
fungos de armazenamento (Fusarium spp.,
Colletrochium spp, Aspergillus spp. e Penicillium
spp). Os resultados mostraram que as sementes
revestidas com o oOleo essencial de capim
lim&o inibe o ciclo reprodutivo do inseto praga,
principalmente até 90 dias de armazenadas as
sementes. O 6leo essencial ndo interferiu na
germinagéo das sementes e foi observado efeito
antifingico do 6leo em testes in vitro contra
todos os fungos testados. O 6leo essencial de
capim limdo apresenta potencial aplicagdo para
a protecdo de sementes contra o inseto pragas e
fungos de armazenamento.
PALAVRAS-CHAVE: Capim
essencial, atividade biologica.

limao, 6leo
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LEMONGRASS ESSENTIAL OIL: STRATEGY FOR PROTECTING SEEDS
AND GRAINS AIMING AT ORGANIC AGRICULTURE

ABSTRACT: The irresponsible pesticides uses has a negative impact on the
environment, animals and human health. The organic farming and/or free pesticide is
an alternative to means of production that uses synthetic compounds and pesticides for
the production and crop protection. The present work describes the chemical method of
seed protection based on a natural product for the protection of bean seeds and grains.
The objective was to verify the lemongrass essential oil protective effect (Cymbopogon
citratus DC, Stapf) against the cowpea pest insect (Callosobruchus maculatus Fab.),
the residual protective effect over time and the effect on the bean seeds germination
(Vigna unguiculata L., Walp.), as well as the in vitro antifungal activity on storage fungi
(Fusarium spp., Colletrochium spp, Aspergillus spp. and Penicillium spp). The results
show that seeds coated with the lemongrass essential oil inhibits the insect pest
reproductive cycle, especially up to 90 days of stored seeds. The essential oil did not
interfere in the seed germination and an essential oil antifungal effect was observed
in in vitro tests against all tested fungi. The lemongrass essential oil has a potential
application for protecting seeds against insect pests and storage fungi.

KEYWORDS: Lemongrass, essential oil, biological activity.

11 INTRODUGAO

Cabe ao engenheiro agronomo desenvolver solu¢des aos diversos problemas
relativos a agricultura e aos impactos dessa atividade econémica fundamental a
sobrevivéncia da populacdo. Ndo sdo poucos 0s impactos da atividade agricola
sobre o meio ambiente. Neste contexto, a utilizagéo irresponsavel de produtos
quimicos sintéticos produzidos a partir de matrizes fosseis para o controle sanitario
de pragas e doengas, chamados popularmente de agrotéxicos, tem sido responsavel
por intoxicagdes e contaminac¢des de pessoas, animais e dos recursos hidricos (AL
NAGGAR et al., 2015; KIM; KABIR; JAHAN, 2017; MAHMOOD et al., 2016; WAGNER
et al., 2014). O Brasil de hoje tem sido um péssimo exemplo no que diz respeito
a certificacéo/liberacéo e a fiscalizacdo do uso dessas substéncias sintéticas na
agricultura (HADDAD et al., 2019; MOSMANN; ALBUQUERQUE; BARBIERI, 2019).

A revolucao verde foi um movimento cientifico e governamental que teve
inicio em 1940 com a finalidade de promover a¢des que levassem ao aumento da
produtividade agricultura, baseados em melhoramento vegetal, fertilizacdo, manejo
do solo e controle de pragas e doencas, que teve a pretensdo de acabar com a
fome no planeta (DUTRA; SOUZA, 2017; NUNES; DIAS; SILVA, 2018; SERRA et
al., 2016). A agricultura orgéanica tem se apresentado em antagonismo aos sistemas
produtivos que se destacaram apés a revolugédo verde, adotando no seu sistema
produtivo tecnologias e praticas livres de substancias sintéticas, para o controle de
doencas e pragas (EHLERS, 2017; WEZEL et al., 2014).
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A aplicacdo de substancias naturais, incluindo os 6leos essenciais, tem
sido amplamente estudada e os resultados, de modo geral, fundamentaram um
crescente nimero de artigos cientificos e de patentes para o controle de insetos
em ambiente doméstico e de pragas agricolas (REGNAULT-ROGER; VINCENT;
ARNASON, 2012). O 6leo essencial € um produto natural, uma mistura complexa de
substéancias, obtido das plantas por técnicas especificas que envolvem a destilacéo
com vapor de 4gua ou a expressao de epicarpo de frutos citricos (1ISO-9235, 2013).

Diferentes grupos de pesquisa vém trabalhando intensamente para
compreender como o0s 6leos essenciais afetam o metabolismo e a fisiologia dos
insetos (ADORJAN; BUCHBAUER, 2010; ALVES et al., 2019). Os trabalhos tém
inicio com a observacgéao do efeito do 6leo essencial sobre o ciclo e 0 comportamento
sexual dos insetos, depois avalia-se como isso afeta o metabolismo e se os
resultados sédo coerentes com aqueles observados durante o ciclo de vida do
inseto Com base nos resultados experimentais surgem as propostas de aplicagbes
tecnologicas, as quais necessitam de validacao experimental em escala laboratorial
e de campo (Figura 1).

. Novos adultos.
Janela

’ [ pupal

| EFEITO DO OLEO ESSENCIAL SOBRE O CICLO |

REPRODUTIVO E O METABOLISMO

Enzimas de Perfil Expressao
biotransformacio metabdlico genica

APLICACAO
TECNOLOGICA

Figura 1. A avaliagéo do efeito do 6leo essencial de capim limao é baseada em alguns
aspectos do ciclo reprodutivo do caruncho do feijao-caupi, como a mortalidade de
insetos adultos, postura de ovos e surgimento de novos adultos apds os estagios

larvais no interior do gréo, assim com, sobre o metabolismo. Quando os resultados
séo promissores as propostas de novas tecnologias sdo implementadas e testadas em
escalas laboratoriais e de campo.
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No presente trabalho, propomos a protecéo de sementes de feijdo revestidos
com 0leo essencial de capim-liméo (Cymbopogon citratus) que se mostrou eficiente
em controlar o ciclo reprodutivo do caruncho do feijao-caupi (Callosobruchus
maculatus). O capim-lim&o é uma espécie cosmopolita originaria do sudeste asiatico
e de facil cultivo, portanto, € uma matéria prima vegetal de facil obtencéo para a
extracdo de Oleo essencial. O 6leo essencial, por sua vez, é obtido facilmente
por hidrodestilagdo, pode ser realizada em qualquer propriedade agricola e se
apresenta como um produto rico em citral, que é a principal substancia que confere
propriedades biologicas ao 6leo essencial. O citral € uma mistura de dois isbmeros,
neral e geranial, monoterpenos oxigenados, que normalmente constituem 70% do
o6leo essencial de capim-liméao.

A metodologia proposta neste trabalho ndo envolve o uso de solventes
derivados do petréleo, nem produtos sintéticos. O modelo metodolégico aplicado
em escala laboratorial tem como premissa o efeito bioldgico do 6leo essencial de
capim lim&o sobre doencas e pragas, e tem inicio no revestimento de sementes de
feijao-caupi com 6 6leo essencial de capim-limao, em seguida, a avaliagéo do efeito
residual protetor ao longo de 180 dias frente a infestacdo com o inseto praga do
feijdo-caupi, C. maculatus, e a anélise quimica do residuo de 6leo essencial sobre a
superficie das sementes ao longo de 180 dias (Figura 2).

Revestimento das sementes Armazenamento das
com o6leo essencial (0.E.) sementes por até 180 dias

aQ =

Anélise do residuo de citral
na superficie da semente

Geranial Avaliagdo do tempo de
[ o protecio das sementes

Figura 2. A verificagdo do efeito residual protetor do 6leo essencial de capim limao
em escala laboratorial. As sementes séo revestidas e armazenadas e o efeito residual
protetor avaliado em diferentes tempos de armazenamento, com base no ciclo
reprodutivo do inseto. Também, verifica-se a presenca de residuos quimicos do 6leo
essencial na superficie das sementes apds diferentes tempos de armazenamento.
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Também, verificou-se o efeito inibitorio in vitro do 6leo essencial de capim-
lim&o sobre os fungos Fusariumspp., Colletrochiumspp, Aspergillus spp. e Penicillium
spp. Estes fungos s&o comumente encontrados em sementes e graos armazenados
e em condi¢bes inadequadas de armazenamento podem se disseminar, provocar
mofos ou bolores e no caso de sementes, prejudicar a formagdo de plantulas
saudaveis. Também foi avaliado se o 6leo essencial apresenta qualquer efeito sobre
a emergéncia (germinagcdo em areia) e o desenvolvimento de plantulas de feijao
(Vigna unguiculata), previamente revestidas com o éleo essencial de capim liméo.

21 METODOLOGIA

2.1 Obtencéo do 6leo essencial

O 6leo essencial da espécie Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (Poaceae) foi
extraido a partir de folhas secas por hidrodestilacdo em processo continuo com
aparelho de Clevenger. O 6leo essencial foi separado por diferenca de fase e seco
com sulfato de sodio anidro. Foram realizadas sucessivas extragoes, nas mesmas
condicbes, até a obtencédo de aproximadamente 20 mL de 6leo essencial. Para
conservagao do 6leo essencial ele foi acondicionado em frasco ambar, protegido
da luz e umidade, hermeticamente fechado, conservados em freezer -20°C até o

momento de seu uso.

2.2 Analise quimica do dleo essencial

A analise foi realizada em um CG Hewlett-Packard 5890 Il (Palo Alto, EUA)
equipado com um detector de ionizagdo de chama (DIC), e um injetor split/splitless
com relacdo de separacéo de 1:20 com o objetivo de separar as substéncias do 6leo
essencial e quantifica-las. As substéancias foram separadas numa coluna capilar de
silica fundida com 5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym).
As temperaturas do forno, injetor e detector foram programadas conforme relatado
por ADAMS (2007). O gés transportador utilizado foi He (1 mL / min). O volume
injetado foi de 1 pyl a uma razéo de divisdo de 1:20. A percentagem de compostos
de 6leo essencial foi calculada a partir da area relativa de cada pico analisado pelo
FID. A caracterizagé@o quimica foi realizada em um CG acoplado a um espectrometro
de massas, modelo QP-2010 Plus (Shimadzu, Japao). O fluxo de gas de arraste,
a coluna capilar e as condi¢des de temperatura para a analise de CG/EM foram
0s mesmos descritos para CG/DIC e relatados por ADAMS (2007). As condicdes
operacionais do espectrometro de massa foram: tensdo de ionizagcdo de 70 eV,
faixa de massa de 40-400 m/z e 0,5 de varredura/s. Os indices de retenc&o dos
compostos foram calculados com base na co-inje¢cdo de amostras com uma mistura
de hidrocarbonetos C8-C20, conforme relatado por VAN DEN DOOL; DEC. KRATZ
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(1963). Constituintes foram identificados por comparacdo de seus espectros de
massa com a biblioteca (NIST, 2008) e com aqueles relatados por ADAMS (2007).

2.3 Revestimento da semente com 6leo essencial

Foi preparado 25 mL de solugdo de 6leo essencial diluidos em etanol
a 0,1%. A solugéo foi utilizada para revestir 30 g de sementes de feijao-caupi
(aproximadamente 150 sementes). O modo operacional para o revestimento
foi de batelada, sob pressédo negativa até o esgotamento do solvente. O mesmo
procedimento foi realizado para o controle, que nao recebeu o 6leo essencial de
capim-limdo. As sementes revestidas foram armazenadas em frascos de vidro com
tampa em cémara a 7° C (+ 1° C) protegido da luz e umidade, e o efeito residual
protetor do 6leo essencial foi observado em quatro tempos diferentes, por: 7, 30, 90
e 180 dias de armazenamento.

2.4 Ensaio Biolégico contra o inseto C. maculatus

Tubos de 50 mL contendo 30 gréos de feijao-caupi revestidos com Oleo
essencial ou ndo (controle) e 10 insetos saudaveis com dois dias de idade (1:1
fémea/macho) foram utilizados como unidade experimental, com cinco repeticoes
para cada tratamento. Os tubos foram entdo fechados e armazenados em uma
camara a 27° C (= 1° C) e umidade relativa de 65% (+ 5%). A mortalidade e a postura
de ovos foram registradas 48h ap6és a iniciado o teste, em seguida, as tampas foram
removidas e substituidas por uma tela fina e a emergéncia de novos adultos foi

avaliada ap0s 27 dias. O teste foi realizado duas vezes sob as mesmas condigdes.

2.5 Analise quimica do revestimento na semente

As amostras de sementes previamente revestidas e estocadas por 30, 90 e
180 dias foram lavadas com 5 mL de diclorometano, em duplicata, em seguida, a
solucéo foi reduzida a 1 mL sob fluxo constante de N2 gasoso. Por fim, uma aliquota
de 1,0 yL da solugéo foi injetada em um CG Hewlett-Packard 5890 Il (Palo Alto, EUA)
equipado com um detector de ioniza¢do de chama (DIC) e em um CG acoplado a um
espectrémetro de massas, modelo QP-2010 Plus (Shimadzu, Jap&o). O fluxo de gas
de arraste, a coluna capilar e as condi¢coes de temperatura para a anélise de CG/EM
e CG/DIC, assim como a identificagdo das substancias, foram as mesmas descritas
na Analise quimica do 6leo essencial. Foi injetado, nas mesmas condi¢des descritas
anteriormente, 1 ul de solucéo de neral e geranial nas concentracdes de 4,0; 0,4 e
0,04 e 6,0; 0,6 e 0,06 yL/mL, respectivamente como padréo externo para afericdo

da concentragéo de neral e geranial no residuo.

2.6 Inibicao do crescimento fingico — teste de diluicdo em meio BDA

O 6leo essencial de capim-liméo foi diluido em Dimetilsulféxido (DMSO) e
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misturado ao meio de cultura Batata-dextrose-agar (BDA), produzindo concentracao
de 2,0 uL/mL de BDA. Como controle (+) utilizou-se o fungicida Folicur (0,08 pL/
ml) e como controle (-) somente Dimetilsulfoxido (DMSO, 12 pyL/ml) e somente
BDA (testemunha). Em seguida, os meios de culturas foram vertidos para as
placas de Petri, no centro delas inoculados os fungos Fusarium spp., Colletrochium
spp, Aspergillus spp. e Penicillium spp, por fim, incubados por 48 horas a 26° C.
Ap6s 48 horas, as placas foram digitalizadas, e o halo fungico transformado em
area com auxilio do Software Imaged 1.49v (RUEDEN, C.; DIETZ, C.; HORN, M.;
SCHINDELIN, J.; NORTHAN, B.; BERTHOLD, M.; ELICEIRI, 2016) e convertido
para (%) inibicdo do crescimento.

2.7 Germinacéo de feijao-caupi — teste de emergéncia em areia

Sementes orgéanicas de feijao-caupi da variedade Guariba foram adquiridas
na PESAGRO, Seropédica-RJ e revestidas com 0Oleo essencial de capim liméo,
conforme descrito anteriormente. O mesmo procedimento foi realizado para o
controle, que ndo recebeu o 6leo essencial de capim-liméo. Depois, as sementes
foram transferidas para substrato areia e condicionadas em ambiente controlado +
25 °C e a germinacéo avaliada conforme descrito na literatura (BRASIL, 2009).

2.8 Estatistica

Os dados para mortalidade foram corrigidos segundo (ABBOTT, 1925) com
base no controle da mortalidade. As porcentagens para postura de ovos (oviposi¢éao)
e emergéncia de novos adultos foram calculadas pela seguinte formula: P=Tx100/C,
onde P, T e C sdo a porcentagem, a média registrada no grupo tratamento e média
registrada no grupo controle, respectivamente. Os demais dados apresentados
foram expressos como médias aritméticas + erro padrdo, submetidos a ANOVA, as
diferencgas entre as médias determinadas utilizando o teste de Tukey (5%).

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Apenas para efeito de relato o rendimento do 6leo essencial foi de 1,2% (m/m).
As caracteristicas organolépticas do 6leo séo descritas como: cor amarelo ouro, odor
forte e citrico, densidade entorno de 0,89 g/cm?®. A andlise quimica do 6leo essencial
revelou um perfil rico nos isdbmeros neral (34%) e geranial (47%), muito semelhante a
outras descri¢bes na literatura (ANDRADE; ZOGHBI; LIMA, 2009; PINTO et al., 2015).
As substancias mirceno (12%), (2)-isocitral (1%) e (E)-isocitral (2%) também foram
encontradas no 6leo essencial (Figura 3). Diferencas no perfil quimico dos 6leos
essenciais dentro das espécies podem ser explicadas com base no polimorfismo
quimico, fatores ambientais, nutricionais e interagdes ecoldgicas (CHENG et al., 2007;
MAFFEI; GERTSCH; APPENDINO, 2011; SANGWAN et al., 2001).
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Figura 3. Cromatograma de ions totais (TIC) do 6leo essencial de Cymbopogon
citratus. As substancias foram separadas em coluna capilar de silica fundida com 5%
difenil e 95% dimetilpolisiloxano (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym).

A avaliagdo do efeito protetor do revestimento de 6leo essencial de capim
lim&o permitiu observar diminuicdo na mortalidade dos insetos em fung¢éo do tempo
de armazenamento das sementes revestidas, sendo que aos 180 dias o revestimento
provocou uma baixa mortalidade aos insetos praga. Também, verificou-se reducao
na postura de ovos aos 7 dias de armazenamento, e com menor efeito ao 30 e
90 dias de armazenamento, assim como, reducao no surgimento de novos adultos
até os 90 dias de armazenamento das sementes revestidas com 6leo essencial de
capim liméao (Figura 4). A avaliacdo do tempo de protecdo das sementes apds o
revestimento tem sido verificada por outros autores como essencial para validar a
eficacia da técnica, e os tempos de protecéo tem sido diferente, de acordo com o
produto natural e os insetos testados (ILBOUDO et al., 2010; KETOH et al., 2005).

A andlise quimica do residuo obtido ap6s lavagem das sementes revestidas
com de Oleo essencial de capim-liméao revelaram a presenca de neral e geranial
(citral), exceto nas sementes estocadas por 180 dias. Foi possivel verificar a
diminui¢éo do residuo de neral e geranial nas sementes com o aumento do tempo
de armazenamento (Figura 5a). Provavelmente a diminuicdo destas substancias
revestindo as sementes de feijao esta relacionado a diminuicao da atividade toxica
do revestimento sobre o ciclo reprodutivo do caruncho.
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Figura 4. Avalia¢éo do ciclo reprodutivo do caruncho incubado com sementes
previamente revestidas com 6leo essencial de capim limao e armazenadas por 7,
30, 90 e 180 dias. As setas indicam os melhores resultados em fungéo do tempo de
estocagem das sementes. As barras representam o erro padrao entorno das médias.
Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste Tukey (5%).

O dbleo essencial de capim-lim&o inibiu o crescimento do halo dos fungos
Fusarium spp., Colletrochium spp, Aspergillus spp. e Penicillium spp (Figura 5b).
Este resultado contribui para a ampliagéo do efeito protetor do 6leo essencial de
capim limao, como ja observados por outros autores. Além disso, 6leo essencial
de capim-limdo ndo promoveu inibicdo significativa da germinacao das sementes
de feijao-caupi, que € uma excelente informagao quando se busca o tratamento de
sementes comerciais.
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Figura 5. Residuo de neral e geranial (mg/g) encontrados revestindo as sementes de
feijao-caupi apoés 30, 90 e 180 dias de armazenamento (a). Inibicdo (%) do crescimento
dos fungos Fusarium spp., Colletrochium spp, Aspergillus spp. e Penicillium spp. (b).
*** significativo segundo o teste Tukey (5%, p<0,001) em comparac¢ao ao controle com
DMSO. Todos os fungos submetidos ao controle positivo (Folicur) apresentaram 100%
de inibicédo.
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41 CONCLUSOES

Somando os resultados do efeito inibitério sobre o ciclo reprodutivo do C.
maculatus, o crescimento dos fungos e a constatagdo que o método para aplicacdo
do revestimento com 6leo essencial de capim limdo nao apresentaram efeito
negativo sobre a germinacgdo, conclui-se que o 6leo essencial de capim-liméao
apresenta enorme potencial para o uso como produto natural destinado a protecao

de graos e sementes de feijao contra insetos praga e fungos de armazenamento.
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ABSTRACT: This study aimed to evaluate the
synthesis of methyl esters, having as raw material
macauba almond oil (Acrocomia aculeata mart.)
from the transesterification reaction using
p-toluenesulfonic acid as catalyst. The planning
conducted for the transesterification trials was
the Rotatable Central Composite Design, with
a factor 22, which originated the experimental
mathematical model. The evaluation of the
content of methyl esters was performed by
thermogravimetry, and the best condition found
for the percentage yield of methyl esters was
obtained employing 11,5% catalyst, molar ratio
of oil: methanol 1:6, 65°C temperature, 200 rpm
stirring and reaction time of 4.25 hours, achieving
a yield of 99%. From the generated mathematical
model was demonstrated the validity of the
experimental conditions.

KEYWORDS: Biofuel, Oil Macaiba almond,
Transesterification, Thermogravimetry,
Mathematical Model.

RESUMO: Este estudo teve como objetivo
avaliar a sintese de ésteres metilicos, tendo
como matéria-prima o 6leo da améndoa de
macauba (Acrocomia aculeata mart.), a partir
da reacdo de transesterificacdo empregando
0 &cido p-toluenossulfénico. O planejamento
realizado para os ensaios de transesterificacao
foi o Delineamento do Composto Central com
fatorial de 22 sendo a avaliagédo do teor de ésteres
metilicos obtida por termogravimetria. A melhor
condicdo encontrada foi obtida empregando-se
11,5% de catalisador, razdo molar 6leo:metanol
de 1:6, temperatura 65 °C, agitacdo de 200 rpm
e tempo de reacao de 4,25 horas, obtendo-se um
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rendimento de 99%. A partir do modelo matematico gerado, foi comprovada a validade
deste para as condi¢des experimentais.

PALAVRAS-CHAVE: Biocombustivel, Oleo da Améndoa de Macalba,
Transesterificacdo, Termogravimetria, Modelo Matematico.

11 INTRODUCTION

World politics has given relevance to new technologies that work together to
build an ecologically sustainable and less polluted world. Due to limited oil reserves
and the consequent increase in oil prices, renewable energy sources, biofuel, has
been the subject of intense investigations 5.

A major advantage of the use of renewable energy sources (particularly those
of vegetable origin) is in the fact of producing less polluting compounds &7 and lower
environmental impact in their burning processes, besides being part of the carbon
mass naturally processed by plants.

Among the main renewable fuels stand out ethanol, vegetable oils and biodiesel
8. The use of vegetable oils for biodiesel production, from the transesterification
process has been object of recent research, attracting huge worldwide attention as
an alternative fuel. Thus, the exploitation of native oilseeds need specific research to
their encompassing in the energy matrix in a sustainable way 5%,

In this context, the fruit of macauba palm (Acrocomia aculeata mart.) appears
as a promising raw material for obtaining vegetable oils, mainly due to their high
oil content in the pulp (60% to 70% on a dry basis) and in the nuts (40% to 50%
on a dry basis), besides its high productivity (about 6.5 tons of oil per hectare)
""-4economically important species of palm tree found in the Brazilian state of Mato
Grosso do Sul. In this work, the general physicochemical characteristics and fatty
acid composition of the fruit (bocai\uOOfava. It features wide dispersion in Brazil and
neighboring countries such as Colombia, Bolivia and Paraguay. In Brazil, this palm
is native in Minas Gerais, Ceara, Mato Grosso and Mato Grosso do Sul, being more
abundant in the Cerrado region, where their exploitation is carried out in an extractive
way, taking advantage of the occurrence of large populations in these regions .

There are several studies on the use of macauba as raw material in the
manufacture of oil for food purposes, the manufacture of soaps and burning for
lighting and heating purposes. This palmacea excels in producing biodiesel for its
oil production potential per unit area, adaptation (benefiting disadvantaged regions
to commercial agriculture), plus the ability to use in agrossilvipastoris systems and
viability in small plantations or associated with familiar agriculture 6.

The main way to obtain biodiesel is via transesterification reaction between a
triglyceride, from vegetable oil, alcohol and a catalyst under appropriate conditions
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of temperature and agitation. The reaction is processed in the presence of a catalyst
and generates methyl/ethyl esters (biodiesel) and glycerol by-product, commonly
called glycerin 17-1°,

Currently, the production of biodiesel is performed by transesterification of
vegetable oil triglycerides using methanol and an alkali catalyst, usually NaOH or
KOH 20-22glkaline bases are used to catalyze the reaction. These catalysts require
anhydrous conditions and feedstocks with low levels of free fatty acids (FFAs. The
reaction is usually carried out at 60-80 °C and the glycerol and methyl ester are
separated by sedimentation after neutralization of the catalyst 2324,

The catalysts used are given special attention for its potential reduction of
time and production costs, besides direct influence in the final product purity level 25
27, In this context, p-toluenesulfonic acid (APTS) is a strong non-oxidizing acid having
desirable characteristics for use as catalyst in transesterification processes. Due to
peculiar features, this catalyst has highlighted as a catalyst in organic reactions.
However, few studies in the literature report the utilization of APTS as catalyst for
transesterefication®®=°. The research employing the APTS use a product with high
purity. Sulfonac ATS 95 (p-toluenesulfonic acid 95%) is a product marketed in Brazil
having wide applicability as catalyst in industrial processes. Its cost is about 3 to 4%
of the p-toluenesulfonic acid 98% commercialized for chemical companies.

Within this context, the aim of this study is to evaluate the synthesis of
methyl esters derived from macauba almond oil from the transesterification reaction
employing the Sulfonac ATS 95 (p-toluenesulfonic acid) as a catalyst.

21 MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials and Reagents

The macauba almond oil was purchased from Cooperativa Central do Cerrado.
The used catalyst, p-toluenesulfonic acid 95% (Sulfonac ATS 95), was supplied by
Sisterquimica S/A. Methyl alcohol 99.8% was obtained from Alphatec. All reagents

were utilized without previous physical-chemical treatment.

2.2 Transesterification Reaction of oil

On a 250 mL volumetric flask attached to a reflux condenser, 10g of oil
was added until reaching the reaction temperature (65°C). The catalyst solution
and methyl alcohol was separately prepared and added to the preheated oil. The
computation time started with the sealing of the balloon and initiation of constant
stirring (200 rpm). The amounts of catalyst and reaction time employees obeyed
the predetermined experimental design. After the reaction period, the flask contents
were transferred to a separatory funnel. The bottom layer containing glycerol and
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impurities was drained. The top layer underwent a washing process using 40 mL (2 x
20 mL) of distilled water at 50°C. Subsequent to washing, the samples were heated
for 30 minutes to remove any traces of water and methanol. The samples obtained in
this process were stored in amber vials at room temperature (25°C).

2.3 Analytical Methodology

2.3.1 Analysis of fatty acid methyl esters

For determination of the fatty acid methyl esters profile, the lipids were by
Hartman and Lago method (1973). The fatty acid methyl esters were analyzed
on gas chromatograph (Perkin Elmer 680, USA) equipped with a flame ionization
detector (FID) and fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 ym, Elite
Wax, Varian). The column temperature was programmed to started with 65 °C,
heating rate 15°C min"' up to 170°C, followed by heating rate 6°C min-' up 220°C.
The sample split ratio used was 50:1 and sample volumes of 1 mL were injected.
Ultrapure helium (White Martins), 1.30 mL min ', was used. The detector and injector
temperatures were maintained at 220 °C and 230 °C, respectively. The fatty acids
were identified by comparison of the retention times with those of fatty acid methyl
ester standard (Supelco 23, Sigma—Aldrich).

2.3.2 Characterization of the almond oil and methyl ester

Macauba almond oil was characterized by acidity index (AOCS, 1998%),
peroxide index (AOCS, 1998%), iodine index (AOCS, 1997%)humidity (AOCS,
1997%2), density and viscosity measurements. Viscosity measurements were
obtained using a basic rheometer (Brookfield DV-1Il) at 25° C temperature with
rotational speed 100 rpm. The density was calculated using a 25mL pycnometer at
20 ° C temperature.

The amount of methyl esters present in transesterified samples of
macauba almond oil was estimated using thermogravimetric analysis performed
on a PerkinElmer thermo analyzer, model STA 6000, expressed as a weight loss
percentage. The employed experimental condition for thermogravimetric analysis
was heating about 6 mg of sample from 50°C to 600°C, with 10°C min"' heating rate
in nitrogen atmosphere with a flow of 20 mL min-" using a platinum sampler.

Furthermore, the functional groups of biodiesel samples were investigated
using absorption spectroscopy in the infrared - FTIR, acting in the range between
4000 cm™ and 400 cm with resolution of 2 cm™ and number of accumulations of 16
spectra. A FTIR Perkin Spectrum100 spectrophotometer was used in order to obtain
the spectrum samples in attenuated total reflectance UATR mode.
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2.4 Experimental Planning

ARotatable Central Composite Design (RCCD) was used, based on Response
Surface Methodology. The independent variables were the concentration of APTS
and time. The dependent variable was the concentration of methyl esters defined by
thermogravimetric analysis.

For the RCCD experimental design 22 factorial trials were performed with
5 repetitions at the central point and 4 trials in the axial points, totaling 13 trials.
Statistical tests were performed by Statistic 7.0 statistical software, where the main
effects of the factors and their interactions on the response variable were calculated.
The molar ratio of oil:methanol 1:6, 65°C temperature and agitation of 200 rpm were
set.

In Table 1, the conditions provided can be seen as well as the intervals of
the study design variables. The choice of these experimental groups was based on
results from preliminary tests.

-1.41 -1 0 1 +1.41
Time (h) 1.59 2 3 4 4.41
Catalyst (%) 6.6 8 11.5 15 16.4

Table 1. Real values corresponding to the coded

A quadratic model was fitted to fatty acid methyl ester concentration (FAME)
response due to the factors: reaction time and catalyst concentration, according to
Equation 1.

CEM = a; + at*+ azt+ as C? +as C+ agt.C (Equation 1)

Where:

FAME = Fatty Acid Methyl Ester (%);

a, = Model regression coefficients.

t = Reaction time (encoded value, dimensionless).

C = Catalyst Concentration (encoded value, dimensionless).

31 RESULTS AND DISCUSSION

A. Characterization of the almond oil

The values of acidity index, peroxide index, iodine index, humidity, density
and viscosity are given in Table 2. These analyzes indicate that the oil used in this
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study has suitable characteristics for biodiesel production. The acid index value was

higher than expected, however, there are several factors that influence the oil acidity,

such as how the harvest is done, ripening, storage and realization of fruit drying

processes, as well as forms of oil extraction. Thus, these factors may explain the

different values for the acid value reported in the literature.

Analysis

Value

Acidity index

(mgKOH g™)

Peroxide index (megK g™)

lodine index (gl,,100)

Density (gm L)

Humidity (%)

Viscosity (cSt)

3.9+0.25

5.9+0.21
26.69 +1.48
0.91 +0.01
0.22 +0.01
40.66 +1.29

Table 2 - Characterization of the macauba almond oil

The fatty acid methyl esters profile of macauba almond oil consists of

unsaturated and saturated fatty acids. Oleic acid is predominant, about 38.59%,

43.49% of the total unsaturated fatty acids as can be seen in Table 3.

Retention Fatty acid (%) MM Value Found (%)
(min)
14.973 Lauric acid (C12:0) 200.32 27.9
19.423 Myristic acid (C14:0) 228.37 10.77
25.640 Palmitic acid (C16:0) 256.43 10.65
30.163 Stearic Acid (C18:0) 284.48 5.47
30.666 Oleic acid (C18:1n-9) 282.46 38.59
31.501 Linoleic acid (C18:2n-6) 288.44 412
Outros 2.50

Table 3 - Fatty acid composition of macauba almond oil sample.

B. Thermogravimetric Analysis applied to biodiesel

The transesterification reactions of the macauba almond oil were performed

using variable concentration of APTS and time, the molar ratio oil:methanol 1:6, 65°C

temperature and constant stirring of 200 rpm defined using literature searches and

preliminary testing. To set the response variable, concentration of methyl esters,

thermogravimetric analysis was employed for the monitoring of transesterification

reactions and observation of thermodegradation stages of biodiesel and oil ®'.
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Thus, based on thermodegradation temperature range for macauba
almond oil and its methyl esters and in the identification of bands present in the
thermogravimetric profile of the sample it was possible to determine the percentage
conversion of the biodiesel produced.

In Table 4, it is possible to view the conditions provided by the experimental
design for execution of the reactions as well as the percentage concentration of
methyl esters, evaluated by thermogravimetric analysis (TGA).

Run t (h) C (%) FAME (%)
1 4 (+1) 8 (-1) 91
2 2(-1) 8 (-1) 80
3 4 (+1) 15 (+1) 98
4 2 (-1) 15 (+1) 93
5 3(0) 11.5 (0) 94
6 3 (0) 11.5 (0) 93
7 3(0) 11.5(0) 94
8 3 (0) 11.5 (0) 95
9 3 (0) 11.5 (0) 93
10 4.25 (+1.41) 11.5 (0) 99
11 1.35 (-1.41) 11.5 (0) 88
12 3(0) 16.4 (+1.41) 98
13 3 (0) 6.6 (-1.41) 79

Table 4. Results for the response variable, concentration of fatty acid methyl esters
(FAME) for RCCD with a factor 22.

t: time; C: catalyst; FAME = Fatty acid methyl ester concentration;

It was found that the content of methyl esters had a variation of 79% to 99%,
increasing with the increase in time and percentage of catalyst used in the testing
and it was possible to achieve a minimum percentage of esters needed for the
transesterified oil. Biodiesel can be considered, over 96.5%, as determined by the
Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis - ANP, Brazil. *.

The three best results (3, 10 and 12) ranged from 3 to 4.25h and 11.5t0 16.4%
catalyst. It was observed that the amount of catalyst used was inversely proportional
to the reaction time.

The best conditions found, where a transesterified ester content of 99% was
obtained, was reached at an axial point, using 11.5% catalyst, 4.25 h reaction time,
molar ratio oil:methanol 1:6, 200 rpm stirring and 65°C temperature.
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Based on the levels of methyl esters obtained (93% to 95%) to the central
points, trials 5 to 9 can confirm the repeatability of the tests.

The thermogravimetric profiles of macauba almond methyl biodiesel oil of
tests 3, 10 and 13, where the highest and lowest yield were noted, along with the
macauba almond oil are illustrated in Figure 1.

100

a0 —qil

Test 3 (98%)
Test 10 (9%
Test 13 (79%)

a0 4

Mass (%)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
S0 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 800

Temperature (°C)

Figure 1. Thermogram of tests 3, 10 and 13.

For the analysis of the percentage of methyl esters obtained in the reaction
was first performed the thermogravimetric profile of the oil, which showed a single
degradation step (220 to 420°C), as can be seen in Figure 2. This parameter was
used as a reference for other analyzes.

The curves for tests illustrate that biodiesel has two steps of volatilization. The
larger mass losses thresholds that are observed until an approximate temperature
of 225°C can be attributed to the methyl esters, the other step is associated with the
carbonization of the sample.

In the spectrum of the methyl biodiesel of the macauba almond oil resulting
from test 10 (Figure 2a), where the highest yield was obtained, absorption bands of
the functional group C=0 (carbonyl) can be verified, and an axial average absorption
of the functional group C=0-C-O (ester) in the region of 1750 cm™ to 1220 cm
respectively. The methylene groups (CH,), of the carbon chain of esters were

n

confirmed by the bands in the region of 3000 cm™ and 720 cm-.
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b) cm’ —— Macauba almond oil
Test 10 (99%)

Figure 2. a) Infrared spectrum of biodiesel (99%) of test 10 and macauba almond oil. b)
Absorption bands in region the 660 cmto 1600 cm™.

Comparing the spectrum of the methyl esters of the test 10 with the macauba
almond oil (Figure 2b), it was possible to observe differences in displacements and
in the intensity of absorption bands in region the 660 cm™* to 1600 cm™'. In the region
in 1168 cm™" which identifies one of the major changes present in methyl esters, this
band in the oil appears as a strong signal at 1159 cm™' after transesterification this
signal is divided into two on biodiesel, that they are visible in 1168 and 1195 cm™, the
latter being equivalent to CO stretching band of an ester.

The region of 960 cm™ was observed in the oil, which relates to symmetric
vibration out of the plane of this in CH, triglyceride and the band in 1435 cm™ in the
biodiesel, which is related to deformation vibration of the methyl ester group.

C. Statistical Analysis and Validation of the Experimental Model

In Figure 3 is observed the Pareto diagram for the parameters studied. This
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diagram allows you to check the effect of each parameter monitored, as well as
which terms are statistically significant. Considering the 95% confidence interval, the
quadratic term of the catalyst, the linear term of the catalyst and time, as well as the
interaction between them, it was verified that were significant as the concentration

of methyl esters.

[2)CatalystiL) 14,435

[1iTimelL) 9, 710048

Catalyst(0) 46,37589

1lbyal

Time(d) 631844

p=05
Estimated standardized effect (walue absalute)

Figure 3. Pareto diagram for the yield content of esters, at a confidence level of 95%

Using the results obtained, the regression coefficients shown in Table 5 were

calculated.

Effects Coefficients Standard Error p - value
Mean 93.8 0.5133 3.8824E-14
T 7.8890 3.9445 0.4058 2.5807E-05
1(t"2) -0.55 -0.275 0.4352 0.5475
C 11.7175 5.8587 0.4058 1.8242E-06
1(C"2) -5.55 -2.775 0.4352 0.0003
t.C -3 -1.5 0.5739 0.0347

Table 5. Regression coefficients applied to the yield as a percentage of esters

t: time; C: catalyst

To perform the test of hypothesis (F test) and subsequent validation of the
mathematical model is required to analyze the variance (ANOVA) for yield answer
content of methyl esters, as can be seen in Table 6. This analysis model is the
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most used to numerically evaluate the quality of the adjustment of a model, doing
an analysis of waste. Despite the quadratic term of time not being significant in the
range worked, it was decided to keep it in the mathematical model.

Source of Variation De%rfees Sum of Mean F buiated ovalue
freedom Squares Squares calculed 5,7,0.05

Regression 5 461.699 92.340 70.013 3.972 7.9771E-06

Residual 7 9.224 1.318

Total 12

Table 6. Analysis of variance for the concentration-response esters (95% confidence
interval)

According to Table 6 the value of Fcalculated (70.013) is greater than
Ftabulated (3.972) determining the validity of the model with 95% confidence, that
can also be observed because the p-value is smaller than 0.05.

The quadratic model adjusted for the response Fatty Acid Methyl Ester
Concentration (FAME) showed a coefficient of determination equal to 98.04%,
confirming that the mathematical model satisfactorily explains the relation between
the treatments used and observations.

From the model, it was possible to generate the surface response graphics
and contour curves for the variable concentrations of methyl esters. In Figure 4 it is
presented the response graphic in function of the variables time and percentage of
catalyst.

The contour curves chart (Figure 5) shows a great region for the catalyst,
approximately 0.1 to 1.2 in coded values, and a growing trend for the time, reaching
100% of the theoretical yield. However, in practice, because it is a reversible reaction,
time values that exceed the range applied from 2 h to 4 h, can compromise the
performance as a percentage of methyl esters.

The validation of the experimental model was performed under conditions of
0.3 (12.5%) for the catalyst and 1.2 (4.12h) for time in coded values. These conditions
were established considering the optimal region provided by the surface response
graph and contour curves, which propitiates values greater than those established by
the Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis %, in the matter of
esters percentage, which is 96.5%, using reactants and the smallest possible power
levels.
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Figure 4. Surface response graph for the parameter concentration of esters in function
of time and percentage of catalyst
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Figure 5. Graph contour curves for the concentration of esters parameter as a function
of time and percentage of catalyst

Under such conditions, the value of the concentration of methyl esters predicted
by the mathematical model was 99%. Thus, the model validated experimentally
confirmed to obtain the esters, taking into account the optimal region obtained. In
Table 7 there is the average of the concentrations achieved for validation tests.
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Run Time (h) Catalyst (%) FAME (%)

14 412 (1.2) 12.5(0.3) 99
15 412 (1.2) 12.5(0.3) 97
16 412 (1.2) 12.5(0.3) 98
Mean 98

Table 7. Results of the validation of the experimental conditions, performed in triplicate,
the temperature of 65°C, molar ratio oil:methanol 1:6 and 200 rpm stirring

In Figure 6, can be seen the thermogravimetric profiles of tests 14, 15 and 16,

analyzed in an atmosphere of nitrogen.

100 o

Test 14 [99%)
Test 15 (97%)
Test 16 [283%,)

20 o

g0 H

70

Mass (%)

T —T T T T T T
50 100 150 200 250 3200 350 400 450 500 550 800

Temperature (°C)

Figure 6. Thermogram of validation tests 39, 40 and 41 (C=12.5%, R=1:6 Randt=
4.12h).

It can be seen that the concentration values of methyl esters found in validation
tests ranged from 97% to 99%, which are very close values to the predicted by
the model. Also, the average percentage error between the value predicted by the
model for the selected condition and value observed in tests was validated by 1%,
considered satisfactory value. Thus, it proved the validity of the mathematical model
to the experimental conditions.

Because of the optimum range of weather conditions and catalyst percentage
for the concentration of methyl esters above 96.5%, the analyzed conditions and
reagents have great potential for industrial development, since small variations in the
process do not result in major impacts on yield end.

A test was conducted without the presence of a catalyst employing the same
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reaction conditions used in the test 10. However, it was not observed the formation
of fatty acid methyl esters. The results obtained by some studies using macauba oil
to obtain biodiesel are reported in Table 8. It is observed that the reaction conditions
and catalysts employed have not exhibited superior results (except 37 reference
employing more complex catalysts and higher amounts of solvent and temperature)
that obtained with p-toluenesulfonic acid, which produced biodiesel with 99% FAME.

Catalyst Temperature  Time Oil:alcohol ratio FAME Reference
(wt%) (°C) (min) (%)
Supercritical 15MPa 375 90 1:30 methanol (5wt% water) 78 34
Supercritical 15MPa 325 90 1:30 ethanol (5wt% water) 69.6 34
Sodium Methoxide Reflux 70 1:6 methanol 92.1 3%
(1)
H,S0O, (1.3) 113.9 120 1:10.3 ethanol 93.9 36
Nb,O./SO, 250 240 1:120 ethanol 99.2 87
(30)
Supercritical 20MPa 325 45 1:50 methyl acetate 83 38
Enzyme 40% 5Hz 30 1:6 methanol 93.3 3
CALB (6) (ultrasound)
Enzyme 65 30 1:9 ethanol 70 40
Novozym 435 (20) ultrasound
Enzyme 40 480 1:3 ethanol 91 “

Rhizomucor miehei
(15.1)

Table 8. Works using macauba oil for biodiesel production

The conditions employed in this work compared to other catalysts and
systems employed in Table 8, it appears that the advantage of this process occur
in a single step and cost of the catalyst (APTS 95 %) is very low, compared to the
others catalysts.

Comparing this work to others that also used p-toluenesulfonic acid as catalyst,
there is the lack of optimization studies applying this catalyst in transesterification
reactions of vegetable oils to biodiesel production, furthermore all have employed
APTS with high purity.

Reis et al ?® employed p-toluenesulfonic acid (homogeneous catalysis) in the
esterification of free fatty acids as compared to A35 resin (heterogeneous catalysis),
obtaining the best results for oleic and palmitic acids.

Encinar #*diethyl ether (DEE, studied the application of p-toluenesulfonic acid
in the pre-esterification of fats for later application basic catalysis. By applying just
p-toluenesulfonic acid not obtained methyl ester yield.

It may be noted that the macauba almond oil has a great potential for biodiesel
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production processes as well as the catalyst applied, p-toluenesulfonic acid 95%,
in addition to even present a great economic viability because of its low cost of
ownership compared to traditional catalysts applied as well as its pure compound.

41 CONCLUSION

In the transesterification process of the macauba almond oil catalyzed by
p-toluenesulfonic acid, the quantities were critical to high concentrations of methyl
esters. For the applied planning, values equal or greater than 11.5% were needed
for the yield, as the percentage of esters was higher than that required by the
legislation of the Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis %
to be considered biodiesel, which is 96.5%. Also, due to the acid character of the
catalyst, it was found that reaction times of 2 hours are sufficient for the process to
occur in its entirety.

Within the range applied in studying, the best condition found for the percentage
yield of methyl esters was processed using 11.5% catalyst (p-toluenesulfonic acid)
molar ratio oil:methanol 1:6, 65°C temperature, 200 rpm stirring and reaction time of
4.25 hours, achieving a yield of 99%;

Using the regression coefficients resulting of data of the experimental design,
a mathematical model was generated. The validation of this was performed by
means of an assay in triplicate, where it was observed an average percentage error
of 1%, proving the validity of the mathematical model to the experimental conditions
employed.
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SEGUNDA GERACAO

RESUMO: A producdo de etanol de segunda
geracao por meio da biomassa é uma fonte de
energia relevante. Uma alternativa de biomassa
€ a folha de mandioca, geralmente descartada
no seu cultivo. Este trabalho objetivou a analise
do pré-tratamento acido da folha de mandioca
para a producéo de etanol de segunda geragéao.
Realizaram-se andlises da concentracdo de
acuUcar redutor total apds o pré-tratamento acido
com variaveis independentes de 5% a 20%
em massa de carga de soélidos e 1% a 3% em
massa de concentragdo de acido sulfdrico. A
andlise estatistica do resultado indicou que,
para o intervalo de confianca de 95%, apenas a
concentragéo de acido e carga de sélidos linear
sdo estatisticamente significativos. Além disso,
a condicdo experimental otimizada pelo modelo
para a maxima produgéo de ART foi de 3% de
concentragéo de acido e 20% de carga de sélido,
determinada pela superficie de resposta gerada.
PALAVRAS - CHAVE: Pré-tratamento &cido,
rama de mandioca, etanol segunda geracao.

ACID PRE-TREATMENT IN CASSAVA
BRANCHES AIMING TO PRODUCTION
OF ETHANOL SECOND GENERATION

ABSTRACT: The production of second
generation ethanol using biomass is a relevant
source of energy. An alternative to biomass is the
cassava leaf, usually discarded in its cultivation.
This work aimed to analyze the acid pretreatment
of cassava leaf for the production of second
generation ethanol. Analyzes of the total reducing
sugar concentration were carried out after acid
pretreatment with independent variables of 5% to
20% by weight of solids loading and 1% to 3% by
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weight of sulfuric acid concentration. The statistical analysis of the result indicated that,
for the 95% confidence interval, only the acid concentration and linear solid charge
are statistically significant. In addition, the experimental condition optimized by the
model for maximum ART production was 3% acid concentration and 20% solid charge,
determined by the response surface generated.

KEYWORDS: Acid pre-treatment, cassava branch, second generation ethanol.

11 INTRODUGAO

Os biocombustiveis sdo combustiveis produzidos a partir da biomassa,
isto é, a partir de recursos renovaveis provindos de matérias organicas de origem
animal ou vegetal. Dentre as biomassas utilizadas para sua produc¢éo, destacam-se
a cana-de-agucar, o milho, a soja, a semente de girassol, a madeira e a celulose.
(Petrobras, 2009).

O biocombustivel é considerado uma fonte de energia significativa por
minimizar a dependéncia do petr6leo na matriz energética devido a variagdo de
seu custo, a redugédo da emissdo de gases poluentes ao meio ambiente e também
a questdes socioeconémicas. Seus beneficios, aliados ao aumento da populacéo,
aumentaram a sua atratividade na procura por fonte de energia. (Hernandez, 2008).
Segundo o Ministério de Minas e Energia (2017), em 2016 houve a retracéo da oferta
interna de energia de 7,3% das fontes n@o renovaveis e crescimento de 10,1% de
outras renovaveis, parte composta por fonte renovavel de energia.

Com o aumento da procura do biocombustivel como fonte de energia, a
demanda de alcool combustivel vem aumentando, explicado pelo aumento interno do
consumo de etanol pelos motores flex-fuel, crescimento das exportagdes brasileiras
devido a mistura do alcool a gasolina e a rota de producéo de biodiesel utilizando
etanol na transesterificagdo dos 6leos vegetais. (Cortez, 2010).

Uma opcgéo para incrementar a produgéo de alcool combustivel para atender
a demanda é a sua producdo por meio da conversdao de biomassa em acgucares
fermentesciveis. A biomassa € constituida principalmente por celulose, a qual forma
uma matriz complexa denominada lignocelulésica. O etanol produzido a partir dessa
matéria lignocelul6sica € denominado etanol de segunda geracéo, ou seja, utilizam-
se, como matérias-primas, residuos agricolas e florestais. (Galbe e Zacchi, 2005;
Buckeridge et al, 2010). Como a biomassa lignocelulésica apresenta estrutura
complexa, é necessario realizar um pré-tratamento acido da amostra para posterior
hidrolise dos polissacarideos e fermentacdo em etanol. (Cortez, 2010).

Uma alternativa de matéria-prima para a produgédo de etanol de segunda
geracao é a mandioca, a qual possui raizes ricas em carboidratos ndo estruturais,
destacando o amido, que pode ser utilizado como fonte de energia na produgéo de
bioetanol. Em 2012, a China produziu 780 milhdes de litros de bioetanol utilizando
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como matéria-prima a mandioca e estima-se que a producgéo global de bioetanol em
2020 pode alcancar 155 bilhdes de litros. (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2013).

Porém, apenas as raizes da mandioca sdo utilizadas para a producédo do

etanol, sendo que as partes aéreas, muitas vezes, sao descartadas apos a colheita,
resultando no desperdicio de parte da produ¢cdo de mandioca. (Fialho e Vieira,
2013).

O aproveitamento das folhas de mandioca pode ser uma alternativa para
a producéo de etanol de segunda geragéo, satisfazendo também o aumento da
demanda do etanol nos Gltimos tempos. Este artigo tem como objetivo a anélise do
pré-tratamento acido da folha de mandioca para a producao de etanol de segunda
geracéo.

21 METODOLOGIA

2.1 Planejamento experimental

O planejamento experimental utilizado foi o Delineamento Central Composto
Rotacional (DCCR) com a = 1,41, ou seja, um 22 com 4 ensaios nas condi¢des axiais
acrescidos de 3 ensaios nos pontos centrais. As variaveis independentes, utilizadas
neste trabalho, foram a carga de soélidos e a concentragao de acido sulfurico, com o
intuito de analisar a concentracé@o de aglcares redutores totais em solugéo.

As cargas de so6lidos variaram de 5% a 20% em massa e a concentracdo de
acido sulfarico de 1% a 3% em massa, mantendo constante o tempo em autoclave
de 1 hora e a temperatura de 120°C a pressédo de 1 Kgf/cm2. Os valores utilizados
no DCCR para o pré-tratamento acido encontram-se na Tabela 1.

Variavel Independente -1,41 -1 0 +1 +1,41
Conc. De acido sulfurico (%) 1 1,3 2 2,7 3
Carga de sdlido (g) 5 7,1967 12,5 17,8 20

Tabela 1 - Valores utilizados no DCCR para o pré-tratamento

Apo6s o pré-tratamento, a fracéo sélida remanescente foi filtrada e a analise
de ART foi feita no licor conforme Miller (1959).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O pré-tratamento com &cido diluido promove a deslignificacéo e hidrélise da
hemicelulose da matriz do vegetal, obtendo como produto uma fragéo liquida rica
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em hemicelulose e fragdo sélida remanescente de carga de solido composta por
lignina e celulose n&o hidrolisada. Os resultados das absorbancias e concentracéo
dos agucares redutores totais na fragao liquida obtidos nos ensaios do planejamento
experimental do pré-tratamento com éacido sulfirico encontram-se na Tabela 2,
juntamente com suas médias e desvio padréo.

Ensaios Absorbancia Média Abs + ART (g/1)
1 2 3 Desvio padrao
1 0,120 0,078 0,087 0,095 + 0,022 19,349
2 0,178 0,166 0,157 0,167 £ 0,010 27,635
3 0,256 0,238 0,214 0,236 + 0,021 35,552
4 0,396 0,384 0,399 0,393 + 0,008 53,512
5 0,200 0,136 0,176 0,171 £ 0,033 28,030
6 0,218 0,230 0,234 0,227 + 0,008 34,496
7 0,081 0,103 0,099 0,094 + 0,011 19,286
8 0,375 0,315 0,313 0,334 + 0,035 46,778
9 0,183 0,214 0,235 0,211 £ 0,026 32,625
10 0,177 0,199 0,261 0,213 + 0,043 32,841
1 0,196 0,207 0,193 0,199 + 0,008 31,237

Tabela 2 - Resultados experimentais do planejamento

A quantidade de agucares redutores totais (ART) no liquido remanescente
esta relacionada com a eficiéncia do pré-tratamento, pois quanto maior a quantidade
de ART liberada mais pré-tratada esta a matéria prima. A condicdo experimental
com maior liberacao de ART (53,51 g/L) foi a de carga de sélidos de 17,8 % e
concentracdo de acido sulfurico de 2,7%; enquanto que na condigédo onde utilizou-
se 5% de carga de sélidos e 2% de concentragdo de acido sulfarico, foi obtido a
menor concentracédo de ART (19,35 g/L).

A andlise estatistica do resultado indicou que para o intervalo de confianca de
95% apenas a concentracao de acido e carga de solidos linear séo estatisticamente
significativos pela andlise do p-valor. Com isso, apenas esses fatores interferem
na concentracdo de ART, sendo a carga de solidos com maior efeito sobre a
concentracdo de ART. Os termos nao significativos foram desconsiderados na
analise de variancia e somados aos residuos.

Com a analise da variancia, observa-se que 0 modelo proposto é
estatisticamente significativo para a concentracédo de ART e pode ser utilizado
(5,05)
com intervalo de confianga de 95%. Com coeficiente de determinagéo de 95,62%

com o propoésito preditivo, pois o valor de F (21,8) € superior ao F

calculado tabelado
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certificando a precis@o do modelo aos dados experimentais. Obteve-se o modelo
mateméatico (Equacdo 1) que descreve a concentracdo de ART obtida no preé-
tratamento e a curva de contorno para otimiza¢ao do resultado de concentracéo de
ART.

ART (g/L) = 32,23 + 4,434 — 0,024% + 10,145 + 0,87§% + 2,424S (1)

Em que: S representa a carga de sélidos e A representa a concentragéo de
acido sulfurico.

O ponto 6timo da curva de contorno do pré-tratamento ocorre com 3% de
concentragdo de acido e 20% de carga de sélido, pois apresentou maior concentragédo
de ART.

41 CONCLUSAO

Analisando os resultados obtidos, foi verificado que a condi¢éo experimental
com maior liberagdo de ART (53,51 g/L) foi a de carga de soélidos de 17,8% e
concentracéo de acido sulfarico de 2,7%; enquanto que na condi¢&o onde utilizou-se
5% de carga de sélidos e 2% de concentragéo de &cido sulfarico, foi obtido a menor
concentracdo de ART (19,35 g/L). A anadlise estatistica realizada nos dados indicou
que os fatores: carga de sélidos e concentragbes de acido sulfurico lineares séo
significativos, sendo a carga de sélido de maior efeito. O modelo previsto na ANOVA
€ estatisticamente significativo e preditivo, com maxima concentragcdo de agucar
redutor, em 3% de concentracéo de acido e 20% de carga de sélidos, sendo essa
condi¢cdo a mais adequada para o pré-tratamento acido para uma futura hidrolise
enzimatica e fermentacao.
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RESUMO: A transicdo de combustiveis fosseis
para fontes de energia renovaveis requer
tecnologias capazes de produzir e armazenar
energia. Um candidato atraente que combina
exclusivamente esses dois recursos € o emprego
de comutadores de fotos moleculares para
armazenamento de energia térmica solar molecu-
lar (most). Esses sistemas podem converter a luz
solar em energia quimica armazenada, que pode
ser liberada como energia térmica sob demanda
e ser usada para aquecimento de ambientes ou
para aquecimento de égua doméstica.
PALAVRAS - CHAVE: DHA/VHF.

ABSTRACT: A transicdo de combusilveis
fésseis para fontes de energia renovaveis requer
tecnologias capazes de produzir e armazenar
energia. Um candidato atraente que combina
exclusivamente esses dois recursos € o emprego
de comutadores de fotos moleculares para
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armazenamento de energia térmica solar molecu-
lar (MOST). Esses sistemas podem converter
a luz solar em energia quimica armazenada,
que pode ser liberada como energia térmica
sob demanda e ser usada para aquecimento
de ambientes ou para aquecimento de agua
doméstica.

KEYWORDS: DHA/VHF.

11 INTRODUGAO

A medida que a sociedade se move para
um foco maior nas fontes de energia renovaveis,
0 problema do armazenamento confiavel de
energia se torna cada vez mais pertinente.

Varias  solugbes diferentes  foram
propostas nos Ultimos anos, incluindo baterias,
represas e volantes giratorios. Neste relatério,
investigamos uma solugdo quimica de
fotoexcitar uma molécula e liberar seletivamente
a energia como calor. Outro campo que tem
sido amplamente estudado € o uso de radicais
catbnicos e neutros de moléculas organicas
para formar um condutor para uso em eletrGnica
molecu- lar. Varios grupos de pesquisa estudaram
intensamente  os  sistemas  moleculares
fotocromicos para a exploragdo da energia
solar e os sistemas moleculares fotocromicos
estudados incluem o sistema Norbornadieno/
Quadriciclano (NBD/QC)," 2 azoben- zenos,®
diariletenos,*® espiropiranos’ e o0 sistema
Dihydroazulene/Vinylheptafulvene (DHA/VHF),®

este Ultimo o foco deste estudo. Esses sistemas
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podem, por meio de reagbes fotoinduzidas, passar de um conformador de baixa
energia para uma forma de energia mais alta que seja metaestavel. Isso apresenta a
oportunidade de armazena- mento de energia denominada armazenamento térmico
solar molecular (MOST)."-'® No entanto, isso exige que a reagéo de retorno do sistema
seja suficientemente lenta e possa ser controlada pela luz, pela ativagéo térmica ou
pelo uso de um catalisador. O assunto da investigacdo atual € o sistema DHA/VHF
foto-termocrémico e 3- amino-substituido, para o qual as estruturas e o esquema
de reacdo sao exibidos na Fig. 1. O sistema pai foi descoberto e sintetizado pela
primeira vez em 1984 por Daub e colaboradores.® Desde a sua descoberta, ele tem
sido estudado extensiva- mente como um sistema potencial para armazenar energia
solar no entanto, muitos problemas relatam o controle da reagéo de retorno que libera
a energia armazenada.

Ou a reacado de retorno é muito rapida, o que significa que ndao podemos
armazenar a energia ou & muito lenta, impedindo a liberagé@o da energia.

Neste relatério, consideraremos o sistema fotocromico dihidroazuleno/
vinilheptafulvene (DHA/VHF) e, mais especificamente, o sistema mono- e dicyano

com trés subtitulos:

NC o NC_ CN O
O U~
_— N —_——
\7/ O 0 22 -CN
NH2 NH:z
NHz2 CN
DHA s-cis-VHF s-trans-VHF

Figure 1:0s esquemas de estruturas e rea¢des do sistema 3-amino-diciano- DHA/VHF.

Este sistema, sendo comutavel entre o conformador DHA e os conformaveis
VHF metaestaveis, desde a sua descoberta foi investigado com foco na aplicagao
em eletrénica molecular, armazenamento molecular de energia solar, comutagéo de
moléculas.

Este relatorio concentra-se na reagéo térmica traseira de s-cis-VHF em DHA,
mostrada como o reverso da primeira reacao no esquema acima. Essa reagéao libera
energia térmica como calor, criando, assim, o potencial de armazenamento de energia
solar com este sistema. As quatro variagdes diferentes do sistema sé@o 1) o sistema
3-amino-monociano 2) o sistema 3-nitro-monociano 3) o sistema 3-amino-diciano e 4)
o sistema 3-nitro-diciano. O sistema faz parte de um projeto para armazenar energia
da radiagao solar. Nesta parte, focaremos no célculo da taxa constante da reacao de
retorno térmico de s-cis-VHF para DHA usando a teoria do estado de transicao para
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todas as trés variagoes. Os quatro substituicdes diferentes serdo referenciadas por
seus numeros a partir deste ponto.

21 CALCULOS DAS CONSTANTES DE TAXA DEPENDENTES DA
TEMPERATURA

As geometrias dos diferentes conformadores do sistema molecular: DHA,
s-cis-VHF e os estados de transi¢do foram otimizados no vacuo usando o programa
de estrutura eletronica Gaussian09.” O método utilizado foi o CAM-B3LYP'@ funcional
corrigido a longo prazo em combinagdo com aug-cc-pVDZ."® 2 ApGs a convergéncia
das geometrias, um calculo de frequéncia subsequente foi feito para cada conformador.

Comegcamos determinando a barreira energética para cada reacéo.
Encontramos a barreira energética em unidades de J (2.0743245960798121
10-"° J (8-amino- monocyano) 2.2947098675885166 10'° J (3-nitro-monocyano)
7.30079073823835 10'° J (3-amino-dicyano) 1.833404910541475 10'° J (3-nitro-
dicyano)).

A seguir, consideramos o propor¢éo das fun¢des de particdo. A reacéo € neste
caso um eletrociclico térmico reacdo, o que significa que € unimolecular. Assim, a
massa do reagente e a transi¢cdo do estado € o mesmo e a proporc¢ao das fungdes da
particéo translacional é a unidade. Nés assumir que os estados eletronicos excitados
ndo contribuem para a particdo eletronica funcdes nas temperaturas que estamos
considerando, ou seja, a razao entre elas também é a unidade. As relagdes de rotagéo
e vibracao precisaréo ser calculadas para cada temperatura.

O ciclizagéo neste sistema é permitida por simetria de uma maneira, de
acordo com o regras de Woodward-Hoffmann, o que significa que o fator de simetria
€ um para todas as reacoes. Agora temos tudo o que precisamos para encontrar as
constantes de taxa para todos os trés sistemas. Podemos plotar os valores em fungcéo
da temperatura de 290 a 370 K. Como a dependéncia da temperatura é bastante
dréstica, logaritmo natural da constante de taxa com a unidade dividida é plotado em
vez de a taxa constante em si. Fazendo os calculos, ficamos com o Figura 2.

Vemos que as constantes de taxa estdo subindo com a temperatura e o
sistema com o a barreira de energia mais baixa (3) € consistentemente aquela com

a taxa mais
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A constante de laxa da reacio de retorno térmico

e T B e =
Temperatura [K]

Figure 2: As constantes de taxa da reagdo de retorno térmico para as quatro reagdes
em funcao da temperatura.

alta constante com o outros seguem o exemplo. Isso tem um enorme impacto
em sua utilidade como absorvedores de radiagdo solar ou pelo menos em sua
capacidade de armazena-la. A partir desses resultados, vemos que o sistema 3-amino-
dicyano libera a energia armazenada como calor muito mais rapido que os outros.
Especialmente o salto de substituir um grupo ciano por hidrogénio é notavel, enquanto
substituir o grupo amino por um nitro também é uma maneira de diminuir a reagéo
de retorno. Como esses valores podem ser um pouco abstratos, convertemos as
constantes de taxa em 298 K em as meias-vidas da forma s-cis apenas considerando
esta reacgéo.

Nos temos a seguinte equacgéo

= In(2)
2 k

(M

e fornece as seguintes vidas Uteis

t1 (1)Y= 197anos (2)
2

11 (2)=76000anos (3)

112 (3)=9minutos (4)

1 (4)= 195dias (3)
2

Os resultados exibem uma histéria de extremos, com uma excecdo. O
3-aminodiciano sistema libera a energia armazenada muito rapido para a maioria
das aplicagdes, o que a torna funcionalmente inutil, exceto por um passo na direcao
certa. Substi- tuindo um dos grupos ciano o tempo de armazenamento aumentou

dramaticamente, mas agora esta em uma escala de tempo isso é igualmente inutil
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para o armazenamento de energia, pois ndo podemos liberar a energia em tempo
habil maneira. Este resultado supde que a molécula é deixada a si mesma para liberar
a energia. E se a liberacéo de energia pode ser “ligada”, embora um longo tempo de
armazenamento sem fatores seriam desejaveis. Substituir o grupo amino por um grupo
nitro nos deixa com um tempo de armazenamento que poderia ter alguma aplica¢do
para armazenamento de energia sazonal, mas um liberacdo controlada ainda seria
preferivel. O que esses calculos demonstram mais de tudo, porém, € como mesmo
pequenas mudancas na estrutura de uma molécula podem ter enormes efeitos nas
propriedades macroscopicas. Todos esses calculos foram feitos sob o suposigcéo de
que a forma s-cis s6 pode ser convertida em DHA, o que néo é verdade. Dependendo
da rapidez com que o equilibrio entre as formas s-cis e s-trans é alcangado a constante
de equilibrio da isomerizag@o também terd um efeito importante, pois a forma cis é a

que € capaz de se transformar novamente em DHA.

31 CONCLUSAO

Neste relatério, mostramos uma maneira relativamente simples de calcular
constantes de taxa unimoleculares para uma reacéo que depende da relevancia para
captura e armazenamento de energia solar. A teoria do estado de transicdo € util para
as reag0es térmicas e € demonstrada para a reagéo de retorno de s-cis -VHF ao DHA.
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