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RESUMO: As malformagdes do espectro da polimicrogiria consistem no tipo mais comum de
malformacéo cortical, estando relacionadas a epilepsia e atraso global no desenvolvimento.
Sua prevaléncia é desconhecida, uma vez que o diagnostico por imagem requer ressonancia
magnética de alta defini¢cdo, indisponivel na rotina da maioria dos centros de satde nacionais
e internacionais. A epilepsia é observada em 78% dos pacientes diagnosticados com
polimicrogiria, sendo a metade farmacorresistente. Sua causa mais comum consiste na
infecgé@o congénita viral, principalmente por citomegalovirus. Uma vez infectado pelo CMV, o
virus permanece latente no organismo, podendo sofrer processo de reativacao subsequente.
Sua prevaléncia é alta, ficando entre 40 e 60% em paises do hemisfério norte e situando-se
entre 80 a 100% na Africa e América Latina. Diversos processos fisiopatolégicos emergem
como candidatos a moduladores da epileptogénese apds essas malformagdes. A hipdxia
causada pelo dano vascular e hemorragia pode modular a neuroinflamacao, excitotoxicidade,
estresse oxidativo e morte neuronal. Por fim, esses processos modulam a excitabilidade
neuronal, a fisiologia sinaptica, a plasticidade neural e/ou mielinizagdo, culminando na
epileptogénese. Assim, essa revisdo se propbe a discutir essas malformacdes e seu
desenvolvimento, preenchendo uma lacuna na literatura brasileira, fornecendo alicerce
para neurologistas, fisioterapeutas, terapeutas ocupacionais, pediatras e pesquisadores
desenvolverem suas atividades com informagdes consistentes.

PALAVRAS - CHAVE: Malformacdes do desenvolvimento cortical; Polimicrogiria;
Esquizencefalia; Epilepsia.

DEVELOPMENT OF MALFORMATIONS OF THE POLYMICROGYRIA
SPECTRUM AND ITS CORRELATES WITH EPILEPSY

ABSTRACT: Malformations of the polymicrogyria spectrum are the most common type
of cortical malformation, being related to epilepsy and global developmental delay. lts
prevalence is unknown, since the diagnosis requires high definition magnetic resonance
imaging, unavailable in the routine of most national and international health centers. Epilepsy
is observed in 78% of patients diagnosed with polymicrogyria, half of which are drug-resistant.
Its most common cause is congenital viral infection, mainly by cytomegalovirus. Once infected
with cytomegalovirus, it remains latent, and can undergo a subsequent reactivation process.
Its prevalence is high, between 40 and 60% in countries in the northern hemisphere and
between 80 and 100% in Africa and Latin America. Several pathophysiological processes
emerge as candidates for modulators of epileptogenesis after these malformations. Hypoxia
caused by vascular damage and hemorrhage can modulate neuroinflammation, excitotoxicity,
oxidative stress and neuronal death. Finally, these processes modulate neuronal excitability,
synaptic physiology, neural plasticity and / or myelination, culminating in epileptogenesis.
Thus, this review proposes to discuss these malformations and their development, filling a gap
in Brazilian literature, providing a foundation for neurologists, physiotherapists, occupational
therapists, pediatricians and researchers to develop their activities with consistent information.
KEYWORDS: Malformations of cortical development; Polymicrogyria; Schizencephaly;

Epilepsy.
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11 INTRODUGCAO

As mais prevalentes malformagbes do desenvolvimento cortical (MCDs) séo as
malformacgbes do espectro da polimicrogiria, que inclui ela mesma e sua forma mais grave,
a esquizencefalia, representando cerca de 20% de todas as MCDs, e compreendendo
um importante fator causador de incapacidades neurolégicas (Barkovich AJ et al.,
2005; Leventer R et al.,, 1999). O estudo dessas malformacdes, foco de revisdo neste
artigo, & crucial no campo da neurociéncia do desenvolvimento neural humano, ja que
a possivel compreensao acerca da etiologia, patofisiologia, vias genéticas e processos
celulares afetados, fornecendo maior discernimento no estudo dos processos relativos ao
desenvolvimento cortical, além de proporcionar novos meios clinicos para se diagnosticar
e tratar as consequéncias de tais malformagdes.

As malformacgdes corticais estdo diretamente relacionadas com a epilepsia, que é
uma doencga caracterizada pela predisposicdo permanente do cérebro em originar crises
eletrograficas e por suas consequéncias, tanto neurobiolégicas quanto cognitivas e sociais.
A prevaléncia mundial da forma ativa de epilepsia varia entre 0,5% e 1,0% da populagéo
mundial e no Brasil entre 11,9:1.000 e de 16,5:1.000 nas grandes capitais (BRASIL, 2019).
Em termos gerais, cerca de 15% das epilepsias pediatricas séo resistentes a tratamentos
farmacologicos e dessas, 40% sao causadas por malformagdes corticais (Guerrini R, 2006;
Kuzniecky et al, 1993; Fraeter et al. 2000; Pasquier et al. 2002).

21 POLIMICROGIRIA

A polimicrogiria (PMG) representa um espectro heterogéneo de malformacdes
corticais, cujas caracteristicas em comum sdo excessivos microgiros e padrédo anormal
de estrutura e laminagéo cortical, com fusdo de giros adjacentes entre si e fuséo entre as
camadas moleculares que invaginam na regido do microssulco (Judkins AR et al., 2011).

Em termos epidemiol6gicos, ainda ndo ha estudos assertivos acerca da prevaléncia
da PMG, ja que é uma malformagdo bastante diversificada, com mdltiplos fatores
causadores e distintas manifestacdes clinicas. Além disso, possui um dificil diagnéstico,
uma vez que para ser identificada requer tecnologias avang¢adas, como o imageamento por
ressonancia magnética (MRI) de alta definicdo para ser identificada. Porém, mesmo com
a utilizagcdo de MRI, pode ser um desafio atingir a precisdo diagnostica, visto que estudos
recentes indicam que a PMG pode aparecer sob formas distintas, devido a sua grande
heterogeneidade fenotipica (Barkovich AJ, 2010).

Macroscopicamente, o cortex polimicrogirico possui superficie irregular, com
multiplos giros pequenos de padrédo anormal e sulcos superficiais, podendo apresentar
diferentes aparéncias em neuroimagem: espesso e irregular ou fino e delicado, com sulcos
superficiais ou profundos, o que corrobora com a ideia de heterogeneidade fenotipica
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dessa MCD (Stutterd CA et al., 2014; Barkovich AJ, 2010).

A classificagéo histologica atual das PMGs abarca as formas laminada e néo-
laminada, as quais possuem, respectivamente, de 4 a 6 camadas e 2 camadas (Figura 1B
e 1C). As formas laminadas apresentam necrose laminar intracortical, com um desarranjo
cortical pés-migracional na organizacdo e alteracbes decorrentes de migragéo neuronal
tardia (Judkins AR et al., 2011). J& nas formas ndo-laminadas, os neurdnios abaixo da
camada molecular possuem distribuicdo radial, mas organizagdo laminar ausente,
sugerindo disturbio migracional. A Figura 1A apresenta o cortex normal e a Figura 1F

apresenta a representacdo das camadas e tipos celulares representados nos esquemas.
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Figura 1. llustracbes representativas do cortex normal (A) e frente as diferentes malformacgdes do
espectro da polimicrogiria, a saber: Polimicrogiria laminada (B), Polimicrogiria nao-laminada (C),
Esquizencefalia de labios fechados (D) e Esquiencefalia de labios abertos (E). A Figura F ilustra os
tipos celulares e as camadas celulares representadas nas figuras de A—E.

Os dois tipos de PMG podem ocorrer em areas corticais contiguas, de modo que
representam uma variacdo da mesma malformacédo (Verroti A et al., 2009; Jansen A et al.,
2005).

A polimicrogiria pode ainda se apresentar isoladamente ou acompanhada por outras
malformagbes encefalicas, sendo uni e/ou bilaterais, generalizada ou focais/multifocais.
A area mais frequentemente afetada é o cértex da regido perisilviana, ao redor da fissura
de Sylvius (Leventer R., 2007). O quadro clinico varia de acordo com a localizagéo, e na
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grande maioria das vezes é representado por atraso psicomotor e/ou mental e epilepsia,
podendo ter sintomas mais graves na PMG generalizada. As malformag¢des mais comumente
associadas sdo agénese ou hipogénese do corpo caloso, hipoplasia cerebelar (Barkovich
AJ et al, 2007), heterotopia periventricular nodular (Wieck G, et al., 2005), e heterotopia
subcortical (Barkovich AJ, 2000), além de microcefalia ou macrocefalia (Dobyns W, et al,
2008). Além disso, por vezes é associada a hipomielinizagdo (Santos AC et. al., 2014). Pode
aparecer também como parte de diversas sindromes congénitas, tais quais sindrome de
DiGeorge e de Aicardi, sendo que mais de 30 genes ja foram identificados em associag¢ao
a PMG (Stutterd CA et al., 2014). Esse conjunto de fatores sugere que essa malformagéo
cortical pode ser o resultado de vérios processos e mecanismos distintos, podendo gerar
desafios terapéuticos e diferentes prejuizos na qualidade de vida dos individuos acometidos
por essa malformagéo.

A PMG foi relacionada a diversas causas, tais como hipoperfusdo placentaria no
segundo trimestre, hipOxia-isquemia cerebral perinatal, perda de um gémeo no Utero e
uso de drogas de abuso por parte da gestante (Guerrini R et al., 2001). Recentemente,
tem sido demonstrado seu aparecimento ap6s infecgdo congénita por zika Virus (Parra-
Saavedra et al., 2017), e classicamente o principal gatilho para seu desenvolvimento sédo
infeccdes congénitas, em especial por citomegalovirus (CMV). De forma alarmante, uma
vez infectado pelo CMV, o virus permanece latente no organismo, podendo sofrer processo
de reativacao subsequente. Estudos mostram que a prevaléncia da infec¢do por CMV no
Brasil na ultima década era 81% no Rio de Janeiro, 90% em S&o Paulo e Santa Catarina
e 87% em Salvador (Mendrone Junior, 2010), sendo muito provavel sua presenca em
gestantes. De fato, Miura e colaboradores (2006) mostraram que 0,8% dos nascidos vivos
em Porto Alegre se infectam com CMV durante a gestagéo, consistindo em fator de risco de
grande importancia para a ocorréncia dessa e outras malformagdes (Miura et al., 2006). As
regides encefalicas proximas a microgiria podem conter inclusdes virais, focos necréticos,
calcificagdes, heterotopia neuronal e obstrugdo do suprimento sanguineo. Logo, varios
mecanismos simultaneos - incluindo morte celular, perda de integridade da superficie
pial, hipéxia e isquemia e outros prejuizos vasculares causados por danos endoteliais a
nivel capilar podem influenciar o desenvolvimento cortical, levando a essa malformacao
(Jansen A et al., 2005). Atualmente, o consenso cientifico converge para a proposicéo de
que a grande maioria dos casos de PMG séo desordens pds-migracionais, visto que ha
certa manutencao da organizagdo laminar (Judkins AR et al., 2011). Entretanto, ha estudos
envolvendo PMGs decorrentes de mutacdes heterozigbticas no gene PAX6, importante
regulador da migragdo neuronal, de forma que ndo se pode generalizar a ideia da PMG
como uma desordem sempre pds-migracional (Mitchell TN et al., 2003). Portanto, € bem
provavel que a etiologia dessa desordem seja heterogénea, tanto com causas ambientais
quanto genéticas, afetando processos tanto migracionais quanto pos-migracionais,
culminando em um fen6tipo similar: um cértex excessivamente dobrado, com laminagéo
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anormal e fusdo das camadas moleculares formando um microssulco.

As manifestagdes clinicas dependem de inUmeros fatores, tais como a causa da
PMG, a presenca de sindromes e MCDs associadas, tamanho e localizagédo, e também
a influéncia continuada de seus sintomas, como a epilepsia (Stutterd CA et al., 2014. O
espectro de quadros clinicos pode variar muito, havendo desde pacientes com perda
pontual de fungbes cognitivas até aqueles que convivem com encefalopatias e epilepsia
farmacologicamente intratavel, por exemplo (Galaburda AM et al., 1985). E de conhecimento
geral que as formas de surgimento precoces e generalizadas resultam em sequelas mais
severas, sendo portanto mais letais. Relatos apontam que o atraso no desenvolvimento
global esta presente em 70% dos pacientes diagnosticados, e 51% apresentam quadriplegia
espastica bilateral ou hemiplegia unilateral. Contudo, a manifestacdo mais relatada em
associacdo a PMG é a epilepsia. [Leventer et al., 1999]

Praticamente todas as criangas com PMG tém um alto risco de desenvolver epilepsia,
que esta presente em cerca de 78% dos casos (Leventer et al., 1999). As crises geralmente
se iniciam entre os 4 e 12 anos de idade, mas ha relatos de crises que se iniciaram em
pacientes desde 1 dia de vida até 16 anos e 6 meses (Ohtsuka Y et al., 2002), sendo
resistentes a medicagdo em aproximadamente 65% dos pacientes. Os mais frequentes
tipos de crises epiléticas relativas a PMG sao auséncias atipicas, quedas subitas (drop
attacks) ténicas ou atdnicas, e convulsdes tonico-clonicas generalizadas (Spalice A et al.,
2006; Guerrini R, 2005).

31 ESQUIZENCEFALIA

A esquizencefalia (SCZ) é uma malformacgéao estrutural do cértex que se enquadra
no espectro da PMG (Pang T et al.,, 2008), sendo uma forma mais grave. Pouco é
conhecido acerca de sua frequéncia na popula¢do. Em um estudo com 109 pacientes com
malformagcdes corticais realizado por Leventer e colaboradores, apenas 5% dos individuos
apresentavam esquizencefalia, 0 que leva a conclusédo de que é uma MCD bastante rara
(Leventeretal., 1999). E caracterizada por fendas congénitas que se aprofundam no cértex,
sem fusdo das camadas moleculares de cada lado da fenda, margeadas por substancia
cinzenta (Barth PG, 1992; Curry et al., 2005) e contornadas por um cortex polimicrogirico
(Pang T et. al., 2008). Possui, assim como a PMG, causas heterogéneas, muitas das quais
se relacionam a disrupgéo vascular durante a formag&o embrionaria dos vasos sanguineos
(Curry et al., 2005). Frequentemente, esta associada também a outros defeitos congénitos.
Sua prevaléncia esta entre 1,48 a 5,4 casos a cada 100 mil nascimentos (Curry et al,
2005; Szabo et al, 2009). A localizagédo dessas fissuras é bastante variavel, mas a regiao
perisilviana & mais frequentemente afetada, assim como na polimicrogiria (Amaral JGP
et al.,, 2001; Packard AM et al., 1997). Nao ha casos relatados de esquizencefalia que
ndo estejam associados a polimicrogiria, apesar de haver polimicrogirias isentas de
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manifestagcdes esquizencefalicas (Barkovich et al., 2005).

Ha dois tipos conhecidos de SCZ: o tipo |, caracterizado pela presenca de labios
fechados (em que as bordas da fenda, formadas por substancia cinzenta, permanecem
continuas, mas sem fusdo das camadas moleculares nos dois lados de cértex), e o tipo
Il, que apresenta labios abertos (as margens néo estdo continuas e uma fenda conecta a
superficie pial ao ventriculo lateral do mesmo hemisfério, sendo preenchida por liquor),
sendo o segundo tipo mais comum que o primeiro (Figura 1D e 1E). Além disso, as fendas
esquizencefalicas podem ser tanto uni quanto bilaterais, simétricas ou assimétricas
(Guerrini R, 2005).

Pacientes com SCZ unilateral de labios fechados geralmente tém hemiparesia leve
e crises epiléticas, mas sem comprometer os marcos normais do desenvolvimento, ja
quando a fenda é aberta, os pacientes tém retardo leve a moderado do desenvolvimento e
hemiparesia. Pacientes com fendas bilaterais apresentam déficits mentais bem mais severos
e graves anormalidades motoras, como quadriparesia espastica. O desenvolvimento da
linguagem é mais prejudicado nos pacientes com SCZ bilateral, e a cegueira devido a
hipoplasia do nervo 6ptico é relativamente comum, uma vez que se apresenta comumente
relacionada a displasia septo-Optica. Diversos tipos de crises epilépticas foram descritos,
incluindo ténico-clonica generalizada e crises parciais motoras ou sensitivas, e como na
PMG, a estabilidade s6 pode ser atingida, predominantemente, através de cirurgia de
ressecgao do foco epiléptico (Granata T et al., 2005; Verroti A et al., 2009).

A esquizencefalia se diferencia da porencefalia, uma outra MCD, por ser uma
desordem migracional dos neurdnios, cujas fendas sdo margeadas por polimicrogiria. Em
contrapartida, a porencefalia € uma desordem poés-migracional destrutiva (Hino-Fukuyo N
et al, 2016), em que o cisto porencefalico € margeado por substancia branca ou gliose
(Stutterd CA et al., 2014). Desse modo, estudos sugerem que tais malformagdes podem
ser distinguidas a partir do periodo em que ocorrem. Um estudo recente demonstrou que
mutacoes no gene COL4A1 podem causar tanto porencefalia quanto esquizencefalia, com
16% dos casos de porencefalia e 50% dos de SCZ apresentam uma mutagéo nesse gene
(Yoneda Y et al., 2013). Esses resultados sugerem que 0 mesmo mecanismo patolégico
pode resultar em duas malformagdes distintas.

41 MECANISMOS OPERANTES NO DESENVOLVIMENTO DAS
MALFORMACOES DO ESPECTRO DA POLIMICROGIRIA

As MDC podem se desenvolver em decorréncia de condi¢gbes patologicas do SNC,
como infecgdes por CMV e ZIKV, hemorragia, isquemia e hipoxia. Tais perturbagdes geram
danos vasculares que resultam em neuroinflamacgéo, excitotoxicidade e estresse oxidativo,

culminando em alteracées na morfologia cortical.
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4.1 InfeccGes congénitas por Citomegalovirus ou Zika virus:

Apesar do SNC ter um transporte transcelular altamente regulado pela barreira
hematoencefalica desde o desenvolvimento embrionéario, infeccdo ou reativagdo de
virus neurotrdpicos durante a gravidez estdo associadas a um quadro inflamatério e
neurodesenvolvimento prejudicado (ABBOTT et al, 2006). A resposta inflamatoria como
consequéncia da replicagé@o viral, propicia o aparecimento de hemorragias e promove
alteracdo na permeabilidade da barreira hematoencefélica, facilitando a infiltragdo de
leuctcitos e ativagdo microglial e astrocitaria. A secre¢cdo de mediadores inflamatorios,
resultante dessas ativacOes, amplifica a resposta inflamatéria podendo gerar danos
enormes ao SNC (Ji Ru Rong, 2018; Chagas, 2020).

Ao decorrer do desenvolvimento cerebral, as infec¢gdes congénitas por CMV e ZIKV
séo preocupantes devido a capacidade de ultrapassar a barreira placentaria, bem como a
barreira hematoencefalica. Estudos histopatologicos de méaes que tiveram fetos abortados
por infeccao congénita por CMV revelaram que 100% possuiam placenta positiva para
particulas virais (Kawasaki et al, 2017). Apds transpassar a placenta, o CMV utiliza os
pericitos externos a vasculatura como reservatorio para sua replicagdo, gerando uma
cascata proé-inflamatéria que contribui para o quadro de inflamagao (DONALD et al, 2012).

Uma vez que o CMV atinge células endoteliais, 0 mesmo se difunde para diversos
orgdos do feto em desenvolvimento, como o encéfalo (Kawasaki et al, 2017). Um estudo
realizado a partir de fetos abortados por infecgdo por CMV, mostrou que 55% dos fetos
apresentavam particulas virais no cérebro e 33% dos cérebros apresentavam necrose e
infiltrado inflamatério (Gabrielli et al, 2009). Adicionalmente, ja foi descrita a presenca do
virus nas camadas da zona ventricular € na zona cortical da prole de camundongos que
tiveram a placenta infectada com CMV no décimo segundo dia de gestacdo. O virus infecta
principalmente células da glia radial comprometendo a migracdo neuronal e formagéo das
camadas do cortex cerebral (TSUTSUI, 2009). Além disso, ao realizarem uma analise tardia
do hipocampo e do cértex cerebral apds a infec¢do, foram encontrados antigenos virais em
neurdnios e macréfagos. Ja na area periventricular, a maior parte das células com antigeno
viral também eram positivas para f4/80, caracterizando-se como macréfagos ou microglia
(SAKAO-SUZUKI et al, 2014). Estudos de casos de infecgdo por CMV sugeriram que a
microgiria ocorre devido a uma falha de perfuséo cortical entre a 20% e a 24* semana do
desenvolvimento, devido a vasculite ou hipotenséao transitoria, levando a isquemia/hipoxia
da regido irrigada (Marques Dias e Harmant-Van Rijckevorsel, 1984).

Recentemente, achados semelhantes aos de infeccdo congénita por CMV foram
encontrados para a infeccdo congénita por ZIKV. Dentre as células neurais susceptiveis a
infeccéo por ZIKV, foram identificados astrocitos, células da glia radial, células progenitoras
intermediérias, neurdnios excitatorios e inibitorios, além de micrdglia e células endoteliais

(Hamel et al., 2015, Nowakowski et al., 2017). Além disso, estudos com camundongos
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inoculados com ZIKV durante a gestagdo, apresentaram prole com neuroinflamacao
acentuada confirmada pela presenga de astrogliose difusa, ativagdo de macréfagos e
microglia, resultando em alteragdes fisiolégicas durante o desenvolvimento que geram
malformagdes encefélicas, culminando no desenvolvimento de epilepsia (FIGUEIREDO et
al, 2019).

4.2 Hemorragia

Os processos hemorragicos, secundarios a uma infec¢éo ou néo, também induzem
inflamacdo de modo que a microglia e astrocitos sdo ativados, liberando citocinas
e quimiocinas que coordenam o recrutamento de neutr6filos e mondcitos, gerando
radicais livres que causam danos no tecido cerebral. Quando reativos, os astrocitos
demonstram alteragbes fisiolégicas e moleculares, como reducdo da corrente de
influxo de K+, modulagéo nos transportadores de glutamato e diminuicdo dos niveis de
adenosina ocasionada pelo aumento da enzima adenosina quinase, podendo conduzir a
um quadro de hiperexcitabilidade. Aléem do mais, os astrécitos possuem estreita relagéo
com a microvasculatura, de modo que seus prolongamentos circundam os capilares
atuando sobre estrutura endotelial através do fortalecimento das jungdes oclusivas entre
as células endoteliais, impedindo assim a passagem de macromoléculas pela barreira
hematoencefalica, contribuindo para sua manutengédo. Em condicdes de neuroinflamacao,
as juncbes ficam prejudicadas permitindo que citocinas e quimiocinas possam atuar
favorecendo o quadro neuroinflamatério (Devinsky, 2013). Em concordancia com os
achados anteriores, a analise neuropatoldégica de bebés prematuros natimortos com
distarbio circulatério encefalico revelou que a hemorragia com dano isquémico apresenta
padrdes aumentados de astrocitose reativa, infiltrado de macrofagos e gliose na substancia
branca interferindo na mielinizacdo. Esses achados demonstram que a hemorragia leva
a inflamacéo e diversas alteracdes que modificam a homeostase tecidual (Squier, 1991).

4.3 Hipéxia e Neuroinflamacao

Para o bom desenvolvimento e funcionamento das células nervosas e integridade
da atividade cerebral, & necessario que haja um suprimento adequado de fluxo sanguineo,
trazendo oxigénio e nutrientes. A hipdxia consiste na diminuicdo de aporte de oxigénio
para o cérebro, o que desencadeia uma cascata de eventos bioquimicos, como ativagédo
de proteases e caspases, levando a morte celular e consequente disfungéo cerebral.
A lesdo por hipéxia comumente se manifesta como dano ou perda de tecido no cortex
cerebral, ndcleos da base e/ou hipocampo, causando diminui¢cdo de seus volumes (Fatemi
et al., 2009). Cinco segundos de falta de suprimento de oxigénio ja podem levar a um
comprometimento funcional severo do SNC, como a perda de sinapses, neurdnios e funcbes
a eles relacionadas (Oehmichen & Meissner, 2006). Visando sua propria sobrevivéncia,
0 organismo em resposta a hipdxia promove eritropoiese, vasodilatacdo e angiogénese,
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assim como alteragdes na atividade do fator de transcrigcéo induzido por hipoxia, HIF-1alfa,
que controla a expresséo de genes codificantes de proteinas participantes do metabolismo
anaerébio (Virués-Ortega et al., 2004). A insuficiéncia de oxigénio pode levar também
a mudangas na resposta inflamatéria, levando ao aumento de citocinas e células pro-
inflamatorias (Ellison et al., 2005). Neutréfilos, monécitos e linfécitos circulantes extravasam
para tecido acometido durante o primeiro dia da lesédo hipoxico-isquémica, aumentando a
neuroinflamacgéo (Bélanger et al, 2011). Essa entrada de células inflamatorias da periferia
€ uma resposta importante para a fagocitose de restos de células que morreram por
processos de necrose e apoptose, entretanto, o perfil pro-inflamatério leva a uma resposta
sustentada, cronificando a leséo tecidual (Abbas et al, 2000; Gomes-leal, 2002).

A resposta inflamatéria mediante a um quadro de hipéxia encefalica envolve a
liberacé@o de citocinas pré-inflamatérias como IL-18, -6, TNFa e HMGB1. Essas citocinas
promovem reatividade astrocitaria e microglial e contribuem para disfungdo neuronal
por varios mecanismos, incluindo alteragbes na neurotransmissédo e na composi¢cdo das
subunidades dos receptores para acido gama-aminobutirico (GABA) e glutamato (Vezzani
etal., 2011a) . AIL-1B aumenta a liberagdo de glutamato através da fosforilagcao do receptor
TRPV1 pela PKC e medeia os efeitos inibitérios da IL-18 no potencial pos-sinaptico
inibitério, sugerindo que a IL-1 contribui para determinar a excitabilidade da rede neuronal
em condi¢des patoldgicas associadas a neuroinflamacéo, levando a hiperexcitabilidade (Ji
Ru Rong,2018). O TNF-a, aumenta a excitabilidade dos circuitos neurais, exercendo essa
acao através do aumento da frequéncia de potencial pos-sinaptico excitatério dependente
do receptor AMPA em neurbnios do hipocampo, cortex cerebral, amigdala e medula
espinal de camundongo (Semple, et al., 2020). Por fim, os efeitos do TNF-a no AMPA-R séo
revertidos pela ativagéo dos receptores canabinbides CB1. Este mecanismo neuroprotetor
contrapbe o aumento de TNF-a e a excitotoxicidade induzida por cainato (KA)( Devinsky
et al., 2013).

4.4 Hipéxia e excitotoxicidade

Independentemente de sua causa, a hipoxia pode levar ao aumento do nivel
de glutamato extracelular. A falta de oxigénio e glicose no parénquima encefélico, leva
a uma perda da producdo de ATP e falha na bomba Na+/K+, alterando o potencial de
membrana, favorecendo a despolarizacéo, geracdo de potenciais de acéo e liberacdo de
neurotransmissores, levando a excitotoxicidade por liberagdo de glutamato no encéfalo
(Larsen et al., 2006). O acumulo de glutamato na fenda sinaptica aumenta ainda mais
a despolarizagédo do neurdnio pos-sinaptico, levando ao aumento de célcio intracelular e
ativagdo de proteases dependentes de calcio e apoptose mediada por ativagdo de Caspase
3. Assim, a auséncia abrupta do fluxo sanguineo para regides encefalicas leva também
a neurotoxicidade, que somada a inflamagédo cerebral promove a morte de neurdnios e
células da glia, por necrose e apoptose (Hossain., 2005). Em conjunto, as alteracbes
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homeostaticas e metabdlicas oriundas do processo de hipdoxia podem aumentar a
suscetibilidade a convulsdes na idade adulta. Em modelos animais de hipbéxia perinatal
no dia pés natal 10-12, foi demonstrado que os animais apresentaram convulsdes tonico-
clénicas esponténeas, bem como uma maior predisposi¢cdo a convulsdes na fase adulta
(Jensen et al., 1991). Além disso, o retorno abrupto de oxigénio para a area isquémica leva
a geracao de radicais livres, exacerbando o dano e morte celular (Larsen et al, 2006).

4.5 Estresse Oxidativo

A superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) resulta no estresse
oxidativo, um processo intimamente relacionado a neuroinflamacgéo. Entre as enzimas que
participam desse processo estdo a NADPH OXIDASE 2 (NOX2), a mieloperoxidase e a
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) (Li et al., 2020). A NOX2 é encontrada em células
fagociticas como neutréfilos, macréfagos e microglia, estando presente em tecidos
cerebrais que sofreram algum tipo de lesdo, processos degenerativos e crises epilépticas
ou induzidas por estimulagdo elétrica, pilocarpina e acido kainico. A partir de NADPH e
oxigénio molecular, a NOX2 produz superéxido, um anion altamente reativo. Em modelos
de lesdo encefélica traumatica, a inibicdo de NOX2 diminui a perda neuronal no neocortex
e no hipocampo, além de melhorar a recuperacéo funcional. Uma das formas de combate a
patégenos pelos neutréfilos se da pela secre¢éo de acido hipocloroso, composto altamente
reativo produzido pela mieloperoxidase. Contudo, essa substancia pode interagir com
estruturas do tecido hospedeiro, resultando na morte de células neurais e prejudicando as
fungdes fisiologicas (Babior, 2000; Eastman et al., 2019). Ja foi mostrado que a inflamagéo
e a neurodegeneragado promovem a deterioracéo tecidual via estresse oxidativo, devido a
presenca de um infiltrado leucocitario em lesdes encefalicas traumaticas (Eastman et al.,
2019). Dessa forma, as células inflamatérias promovem estresse oxidativo no parénquima
do SNC, causando por exemplo, peroxidagéo lipidica no local de inflamagéo através da
atividade da NOX2 e mieloperoxidase (Osawa, 2018). Outra enzima importante no estresse
oxidativo é a iNOS, a qual encontra-se em niveis elevados quando microglia e macréfagos
humanos s&o expostos a citocinas pré inflamatérias. Em resposta a essa exposi¢édo, a
iINOS produz 6xido nitrico (NO) a partir de arginina, oxigénio e NADPH (Babior, 2000).
Um dos caminhos através dos quais o aumento dos niveis de a lesdo tecidual, sua
resposta inflamatéria associada e a produgcdo de EROS e neuroinflamagdo conduzem a
epileptogénese, € a sinalizagdo por HMGB1, IL13 e TNF-a. O HMGB1 é uma molécula
liberada pelos tecidos em resposta a lesédo tecidual, que sinaliza ativando macréfagos,
microglia e astrocitos. HMGB1 possui propriedades quimioatraentes de leucocitos quando
estdo em estado reduzido, além de estimular a secre¢do de citocinas pré-inflamatérias
como IL1B e TNF- a, quando seus residuos de cisteinas sdo oxidados. Assim, as EROS
podem influenciar a expressdo de mediadores inflamatérios, cronificando o processo de
dano tecidual (Wang et al., 2018; Eastman et al., 2019).
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4.6 Achados similares em outras MCDs

Avaliando as displasias corticais focais, cuja geracao de epilepsia farmacorresistente
ja é bem estabelecida, outras vias inflamatorias foram descritas presentes nessa
malformacéo (lffland et al., 2017). Acerca das malformagbes corticais, foi demonstrada
a presenga de marcadores inflamatorios, como Toll Like Receptor 4 (TLR4), COX-2 e
NF-kB e também de marcadores de estresse oxidativo, como xCT e iNOS em diferentes
malformacgdes do cortex cerebral, como a displasia cortical focal llb (FCDIIb) e esclerose
tuberosa (TS). Assim, evidenciou-se a correlagdo com a expressdo dos marcadores pro-
inflamatérios no tecido epileptogénico, com os marcadores de estresse oxidativo sendo
mais prevalentes em neurénios dismérficos e células Balao no cértex de pacientes com
FCD llb ou TSC, (Van Scheppinger et al., 2016). Adicionalmente, um estudo conduzido por
Arena e colaboradores também mostrou a relagdo entre o estresse oxidativo em pacientes
com quadros de epilepsia decorrente da inflamagédo cerebral presente em malformacgbes
corticais, como a displasia cortical focal (FCD) e tubérculos corticais no complexo de
esclerose tuberosa (TSC), evidenciando assim, que o processo neuroinflamatoério ocorre
em concomitédncia com o estresse oxidativo encontra-se presente nas malformacbes
corticais (Arena et al., 2018). Por fim, estudos empregando a tomografia por emisséo de
pésitrons revelaram presenca de microglia ativada e aumento na proteina translocadora
18kDa (TSPO), um marcador de microglia ativada e astrocitos reativos, em pacientes com
displasia cortical focal (Butler et al., 2013., Butler., 2016 e Dickstein, 2019).

51 CONCLUSAO

Em suma, esta revisdo chama atengéo para os processos vasculares, inflamatérios e
de estresse oxidativo presentes no desenvolvimento das malformagées do desenvolvimento
cortical, e 0 quao amplo e incerto ainda é esse campo. Esses processos podem causar
injurias, resultando em perdas de células neurais durante o desenvolvimento, e os diversos
mecanismos discutidos devem ser considerados possiveis alvos para intervengdes
terapéuticas. Como esses processos conduzem a reorganizagao de circuitos, mielinizagdo
e padrbes de atividade neuronal alterados séo topicos que também precisam ser mais
bem estudados para promover meios de prevengéo e tratamento adequado as diversas
manifestacdes das MCDs, entre elas o atraso global no desenvolvimento e a epilepsia.
Ademais, o estimulo as pesquisas sera essencial para promover ndo s6 maiores niveis
de conhecimento sobre tais mecanismos, que ainda s&o mistérios neuroldgicos, mas
também a conscientizagdo da sociedade sobre doencgas que, embora raras, influenciam a
vida de muitos individuos. Permitir-se-a, assim, seu reconhecimento social, imprescindivel
a construcado de uma sociedade que possa fornecer melhor qualidade de vida a essas
pessoas e que seja mais receptiva as diferencas.
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RESUMO: Os Jabutis-Piranga (Chelonoidis
carbonaria), espécie mais comumente vista
nas matas brasileiras, tém sido frequentemente
acometidos por doencas Osseas e obstrutivas
derivadas da ma alimentacdo e da falta de
acompanhamento veterinario regularmente.
Tratando-se de uma classe de animais oviparos,
0os répteis demandam uma dieta rica em
nutrientes, que seja capaz de suprir as possiveis
disfuncdes de seu organismo. Este trabalho € o
relato de um caso clinico tratado em novembro
de 2019, com ma formacgéo de ovos e obstrucéo
do sistema reprodutor do animal, a fim de criar
uma maior consciéncia acerca do problema e
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das formas de prevencao deste.
PALAVRAS - CHAVE: Répteis, dieta, distocia,
tartaruga, calcio.

THE USE OF PREBIOTIC FIBERS TO
PREVENT OBSTRUCTIVE ILLNESS
ON JABUTI-PIRANGA (CHELONOIDIS
CARBONARIA) — CASE REPORT
ABSTRACT: The Jabuti-Piranga (Chelonoidis
carbonaria), the most commonly seen species
in the Brazilian forests, have been frequently
affected by bone and obstructive diseases
due to bad eating habits and lack of regular
veterinarian follow-ups. Dealing with a class
of oviparous animals, the reptiles demand a
nutrient-rich diet, that is capable of supplying
all the possible dysfunctions of your organism.
This production is a case report of a clinical case
treated in November of 2019, with incomplete
egg formation and obstruction of the animal’s
reproductive system, to create more awareness

about this problem and its preventions.
KEYWORDS: Reptiles, diet, dystocia, turtles,
calcium.

11 INTRODUGAO

Reptilia, do latim rastejantes, representa
uma das principais classes de vertebrados
tetrapodes e ectodérmicos do mundo que
engloba cobras, serpentes, jacarés, crocodilos,
cagados, jabutis, entre outros. Por serem os
primeiros animais a conquistarem o ambiente
terrestre demonstram uma grande capacidade
adaptativa em relagdo as demais classes,
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possuindo uma pele queratinizada, sem a presenca de glandulas e revestidas por placas
Osseas, 0 que reduz a perda de 4gua através da superficie cutdnea e impede um processo
de ressecamento agressivo.

Porém, mesmo se tratando de animais altamente resistentes, os répteis domésticos
devem seguir uma alimentacéo balanceada que supra quaisquer problemas nutricionais
possiveis. No caso dos jabuti-piranga, por exemplo, a oferta de alimentos deve ser de
70% de verduras, como folhas verde escuras, 15% de legumes, 10% de frutas e 5% de
célcio, outros minerais e proteinas. Mas esta dieta nem sempre é respeitada pelos tutores,

afetando a saude do animal e causando disfuncdes passiveis de 6bito.

21 RELATO DE CASO

Estudos apontam que a ingestdo de oligossacarideos, um exemplo de fibras
prebidticas, pode causar uma melhor absor¢céo de calcio no organismo humano (PARK,
2011), algo possivel de se aplicar em uma dieta apropriada a seres dessa classe, como
o0 Chelonoidis carbonaria, cuja alimentagdo deve ser constituida, em sua maioria, por
fibras. Em novembro de 2019, uma mulher deu entrada em sua tartaruga em uma clinica
veterinaria particular, na cidade de Jacarei, a fim de realizar exames de rotina. O resultado
do hemograma, porém, apresentou um grave desequilibrio nutricional e uma taxa de célcio
mais baixa que o usual. Realizou-se, entdo, uma ultrassonografia que pdde identificar cerca
de cinco ovos, sendo trés completamente formados e dois parcialmente desenvolvidos.
Em alguns casos, essa distocia, se obstrutiva, pode implicar em diversas complicagdes e
podera acarretar no ébito do animal (FERREIRA, 2012).

31 O TRATAMENTO

Por n&o se tratar de um caso com extrema gravidade, o tratamento para expulsao
dos ovos se iniciou com doses de calcio e ocitocina injetadas semanalmente, a fim de
estimular o animal a botar, e com o uso de alimentos fibrosos, como tomate, chicéria e
aspargos, com finalidade de aumentar o consumo de fibras e o equilibrio do organismo. A
espécie foi mantida em observagéo constante por um periodo de um més, sendo avaliada
nutricionalmente através de hemogramas e andlises fisicas, como ductibilidade do casco
e qualidade da pele. Apds esse periodo, a tutora foi instruida a manter a dieta indicada
anteriormente por um determinado periodo, retornar para realizacdo de mais exames
e identificar os possiveis efeitos dessa alimentagdo. Surpreendentemente o animal
se encontrava mais saudavel, com consisténcia fecal adequada, niveis de nutrientes
equilibrados e sem maiores problemas em seus tratos reprodutivo e excretor, pois a
absorgdo de calcio estava dentro dos conformes sem a necessidade de suplementagéo
complementar.
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41 CONCLUSAO

Portanto, baseando-se nos resultados obtidos através deste caso clinico, pode-se
compreender a importancia do acompanhamento veterinario regular na rotina dos animais
domésticos a fim de manter habitos saudaveis em prol da saude deste. Compreende-se
também que a adocgdo de fibras prebiodticas na alimentagcdo de quel6nios é uma forma
eficaz de prevenir futuras que enfermidades, como a distocia obstrutiva, acometam aquele

animal e o leve a Obito prematuro.
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RESUMO: A proposta inicial de instituicoes
como 0s zoolbgicos consistia em expor espécies
de animais a sociedade, entretanto, nos dias
atuais eles desempenham varios papéis
criticamente importantes com relagéo a pesquisa
e preservacgdo. E de extrema importancia levar
em consideragéo a geragao dos residuos solidos
nesses ambientes, assim como a necessidade
de novas solugbes para a destinacdo desses
residuos visando a diminuicdo de impactos
ambientais. O uso da compostagem e do
biodigestor seriam boas alternativas que
contribuiriam positivamente para um sistema
autossustentavel. Dessa forma, a presente
pesquisa utilizard a revisdo bibliografica de
forma a investigar sobre os zooldgicos, sua
producédo de residuos soélidos, e a identificacao
da possibilidade de utilizar medidas como a
compostagem e os biodigestores. Os resultados
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consistem na identificacdo dos impactos
gerados pela produgéo de residuos sélidos em
zoologicos, assim como em formas de implantar a
sustentabilidade com medidas praticas aplicaveis
a realidade atual de zooldgicos em todo o mundo.
PALAVRAS - CHAVE: |Indicadores de
Desenvolvimento Sustentavel, Residuos Soélidos,
Compostagem, Animais de Zoologico.

EVALUATION OF SOLID WASTE
MANAGEMENT AND SOLUTIONS FOR
ITS DISPOSAL IN ZOOS: LITERATURE

REVIEW

ABSTRACT: The initial proposal of institutions
like zoos was to expose animals species to
society, however, nowadays they play several
critical roles in research and preservation. It is
extremely important to consider the generation
of solid waste in these environments, as well
as the need for new solutions for the disposal
of this waste in order to reduce environmental
impacts. The use of compost and biodigester
would be good alternatives that would contribute
positively to a self-sustainable system. Thus,
this research will use the bibliographic review to
investigate zoos, their production of solid waste,
and the identification of the possibility of using
alternatives such as composting and biodigesters.
The results consist in the identification of the
impacts generated by the production of solid
waste in zoos, as well as in ways to implement
sustainability with practical measures applicable
to the current reality of zoos worldwide.

KEYWORDS: Sustainable Development
Indicators, Solid Waste, Composting, Zoo
Animals.
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11 INTRODUGAO

Antes da urbanizagéo, os ecossistemas do mundo ainda eram capazes de absorver
os danos ecologicos promovidos pela extensa industrializagdo e desenvolvimento do ser
humano, no entanto, com o aumento rapido e continuo da populagédo mundial, assim como
da industrializacdo, cada vez mais é observado que a Terra ndo suporta as alteragbes
dréasticas do meio ambiente promovida pelas a¢bes antrépicas (Mirsa, 2000; Goosen, 2012).

Para a categorizacdo dos impactos ambientais por meio de indicadores de
sustentabilidade, estes impactos sdo avaliados como positivos ou negativos de acordo
com as agOes humanas (Little & Hester & Carey, 2016), que podem proporcionar diversos
impactos no mundo, como chuva &acida, derretimento do gelo glacial, evaporacdo em
larga escala nos tropicos e aumento da nebulosidade em maiores altitudes (Goosen,
2012). Como observado nos estudos citados, ocorre uma maior demanda por medidas
sustentaveis como forma de solugdo gerando menos impactos ambientais, sem causar
danos a ecossistemas saudaveis.

Por volta dos anos 2000, o desenvolvimento sustentavel passou a ser considerado
como o modelo a ser seguido por muitas organizagdes e seus stakeholders (Goosen, 2012),
sua definicdo, de acordo com o Relatério Brundtland et al. (1987), é “desenvolvimento
que satisfaz as necessidades do presente sem comprometer a capacidade das geragbes
futuras de satisfazerem as suas proprias necessidades”. No relatério destacam-se trés
componentes fundamentais do desenvolvimento sustentavel: igualdade social, protecéo
ambiental e crescimento econémico, sendo responsaveis pela representagdo dos trés
pilares da sustentabilidade e que estdo intimamente relacionados (Little & Hester & Carey,
2016).

Dessa forma, Daly (1990) propfs trés regras operacionais: recursos renovaveis,
como peixes, solo e aguas subterraneas, devem ser usados ndo mais rapidamente do
que a taxa em que se regeneram; recursos ndo renovaveis, como minerais e combustiveis
fosseis, ndo devem ser utilizados mais rapidamente do que os substitutos renovaveis; e
a poluicdo e os residuos nao devem ser emitidos tdo rapidamente quanto os sistemas
naturais podem absorvé-los, recicla-los ou torna-los inofensivos.

Com relagdo ao desenvolvimento sustentavel em aquarios e zoolégicos, a WZACS
(World Zoo and Aquarium Conservation Strategy) estimula-os a serem mais sustentaveis,
sendo um exemplo de como a sustentabilidade em zool6gicos pode ser promovida, e
indicando também quais as atitudes e comportamentos sociais podem ser alterados, e
como carecem de uma estratégia de conservacao integrada por meio do uso racional dos
recursos, com isso permite atingir o beneficio sustentavel no maximo para a conservagao
das espécies ameacadas, dos seus habitats e dos seres humanos (Penning et al., 2009).

Por a sustentabilidade ser um assunto relativamente novo, ainda mais em

zoologicos, a falta de divulgacdo e das praticas ainda estarem em desenvolvimento
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apresenta dificuldades no quesito de sua implantacédo. Por isso € de extrema importancia a
divulgagéo além de novas solugdes eficientes para a promogéo da sustentabilidade, como
por exemplo, a WZACS tem feito nesses anos todos.

Assim, o presente artigo retrata uma reviséo bibliogréfica no intuito de coletar dados
a fim de sanar problemas da gestdo dos residuos relacionados aos zoologicos, além da
estimulagéo de métodos sustentaveis nos zooldgicos. A partir disso, segue o raciocinio do
funcionamento dos residuos solidos nos zoologicos e as possiveis solugbes para a sua
destinacdo minimizando os danos ao meio ambiente e assegurar a sustentabilidade desses
ambientes, tornando-os locais exemplares para a Educacdo Ambiental de pessoas com
todas as idades.

2| SUSTENTABILIDADE EM ZOOLOGICOS

Inicialmente, os zooldgicos e aquarios apresentavam o proposito de exposi¢éo das
espécies a sociedade, porém essas instituicobes tém evoluido de serem simplesmente
atracOes exoticas, para priorizar a pesquisa, educacao e conservacao de forma que agora
ha o desempenho de varias fungdes estritamente importantes, como apoiar iniciativas
globais de conservacdo e também servir como pontes por meio das quais a sociedade
tem papel fundamental na protecéo ativa das populagdes selvagens, sendo a educacao
ambiental um grande exemplo (Barongi & Fisken & Parker, 2015).

Como consequéncia disso, necessita-se de planos sustentaveis como suporte para
os esforgos da conservagcdo em campo, enquanto facilitam em conjunto com a mudanca
de comportamento em prol do ambiente, sendo um exemplo, a promog¢ao e exemplificacao
de praticas sustentaveis na questdo do manejo das populagdes de espécies, as estruturas
e 0 meio ambiente (Barongi & Fisken & Parker, 2015). Como exemplares de praticas
sustentaveis € possivel citar que nove zoolégicos ja possuem a ISO 14.001, dentre eles
o Chester Zoo e o Paigton Zoo (Reino Unido) e a rede de Zoos Victoria (Australia) sendo
instituicbes que promovem a utilizagcdo de telhados verdes, aproveitamento de aguas
pluviais, sistemas de reciclagem e compostagem e diminuem o consumo de materiais
(Augusto & Nassar, 2018). A certificacdo do Sistema de Gestdo Ambiental da Fundacao
Parque Zoologico de Sdo Paulo por meio da ISO 14001 é a Unica da América Latina e no
mundo ha apenas dez instituicdes do género (Miura, 2007).

Os zoolbgicos e aquarios, por receberem um puUblico visitante, possuem a
oportunidade de conscientizar esse publico por conta de sua pratica de agdes sustentaveis
que podem ser repetidas no dia-a-dia, sendo um bom exemplo a segregacgéo correta do
lixo, que é uma maneira de sensibilizar as pessoas na questao do tratamento dispensado
aos residuos sélidos produzidos (Abreu, 2009; Barongi & Fisken & Parker, 2015).

A operacao de um zoolbdgico de grande porte apresenta diversos desafios, um dos
mais relevantes é a gestdo de residuos sélidos que inclui: estrume, dejetos, carcagas
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de animais, restos alimentares; tratamento e destino de efluentes; residuos gerados
nos cuidados veterinarios e com os visitantes e colaboradores (alimentacdo, sanitarios,
lavatorios, plasticos, vidros, metais, papéis, restos alimentares), de maneira a atender os
conceitos da conservacdo ambiental, e manter as condi¢des de conforto e bem estar dos
animais, visitantes e colaboradores (Cubas & Silva & Catédo-Dias, 2006).

Com o aumento da urbanizagéo, os impactos ambientais sdo ampliados a medida
que a populagdo aumenta e a coleta, o processamento e o descarte inadequado de residuos
sélidos eventualmente levam a impactos adversos, como por exemplo, a contaminacgéo das
aguas subterraneas assim como as aguas superficiais por lixiviados, a polui¢cao do ar pela
queima dos residuos, o favorecimento de reproducéo dos vetores que podem transmitir
doencas pelo contato com o ar e com a agua (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012; Reinhart
& Bolyard & Berge, 2016). Com isso, € de extrema importancia levar em consideracéo a
composicdo dos residuos, as taxas de sua geragéo e a coleta que parte desde o ponto de
producao até o ponto de disposi¢cao (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012).

A Agenda Ambiental na Administragdo Publica (A3SP) demostra a triagem dos
residuos: residuos liquidos sao rejeitos industriais, aguas utilizadas e chorumes; residuos
sélidos que inclui residuos organicos tratando-se de restos alimentares, galhos e folhas,
papel higiénico e os residuos inorgénicos tratando-se dos plasticos, papéis, vidros e metais;
residuos secos sdo os de “longa vida”; residuos Umidos sao os restos de alimentos, cascas
de frutas e podas de jardim; outros residuos sdo todos aqueles que nao se enquadram nas
outras classificagdes (Abreu, 2009). Com a triagem realizada adequadamente, promove-
se um recolhimento permitindo que materiais selecionados antecipadamente possam
ser recuperados, separados e recebam uma destinagdo correta com a reutilizagdo, a
reciclagem, a compostagem ou o aterro sanitario, por isso é muito importante que, os
aquarios e zoologicos, por exemplo, definam e adotem mecanismos para a destinagédo
adequada dos residuos gerados, aproveitando para promover o uso do conceito dos 5R’s:
Repensar, Recusar, Reduzir, Reutilizar e Reciclar (Abreu, 2009).

Assim, a implementacdao de uma coleta seletiva, envolvendo o processo de
selecdo do lixo, segregacéo e coleta, devem prever a separacéo dos materiais, evitando o
surgimento dos possiveis danos ambientais (Abreu, 2009).

Um dos principais impactos ambientais esta relacionado com o transporte de
residuos nao reciclaveis ao aterro, sendo os veiculos da coleta de lixo alguns dos grandes
responsaveis pelo consumo de combustiveis fosseis e emissdes de gases de efeito
estufa (Hoornweg & Bhada-Tata, 2012). Os proprios aterros sanitarios, utilizados como
um coletor final de residuos pela a maioria dos zoologicos contribuem para o aumento
de riscos ambientais além da saude das pessoas devido a presenga de componentes
como o nitrogénio amoniacal, metais dissolvidos, matéria organica recalcitrante e gases
toxicos (Favoino et al., 2013; ; Reinhart & Bolyard & Berge, 2016). Como alternativa, é
utilizada a incineragao como forma de eliminacao desses residuos, no entanto, essa prética
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contribui para a poluicéo do ar e os produtos gerados, as cinzas, apresentam um problema
no seu descarte, além de que o alto teor de agua presente nos residuos que reduz a
eficiéncia da combustao e a recuperacao de energia, sendo vista como uma alternativa ndo
correspondente (Favoino et al., 2013; Hoornweg & Bhada-Tata, 2012; Reinhart & Bolyard
& Berge, 2016).

31 SOLUCOES PARA A DESTINACAO DOS RESIDUOS SOLIDOS

Por conta desses processos, ocorre uma necessidade de novas solugbes para a
destinagdo dos residuos visando na diminuicdo de impactos ambientais e na promogéo
de medidas sustentaveis nos zoolégicos (Barongi & Fisken & Parker, 2015), sendo boas
alternativas a compostagem e o biodigestor funcionando integrados, que podem contribuir
positivamente para a economia do uso de combustiveis fésseis, reduzindo a quantidade
de emissao de gases e também a fim de aproveitar os beneficios da devolugdo de matéria
orgénica ao solo criando um sistema autossustentavel (Favoino et al., 2013; Cecchi &
Cavinato, 2019).

3.1 Compostagem

A compostagem € chamada de “reciclagem dos residuos orgéanicos”: é uma técnica
que permite a transformagdo de restos organicos em adubo (Compostagem, 2017). E
definida como um processo aerébico, bioquimico e microbiano que provoca a hidrélise do
material organico em humus (Wei et al., 2014), sendo exemplo de um processo que produz
fertilizantes ricos em nutrientes, que podem ser utilizados em um sistema sustentavel, e
impedindo a producgéo e emissdo do gas metano (Douglas et al., 2017).

Como observado na figura 1, os microrganismos realizam a decomposi¢cao da
matéria organica utilizando como substrato o carbono e o nitrogénio que fornecem energia
junto com o oxigénio e agua, garantindo a producéo de agua, didéxido de carbono, calor e
adubo orgénico, ocorrendo também um aumento gradativo de temperatura que auxilia na
eliminagéo de patégenos, tornando o composto gerado mais seguro durante o seu manejo
e uso (Douglas et al., 2017; Rastogi & Nandal & Khosla, 2020).
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Figura 1 — Componentes do processo de compostagem.
Fonte: Adaptado de Rastogi & Nandal & Khosla, 2020.

O processo de compostagem é separado em fases: a fase inicial (também chamada
de mesofilica) é aquela em que a degradacdo de compostos simples como acgUcares
e aminoacidos é realizada por bactérias e fungos mesofilicos, em que ha um aumento
rapido da temperatura; a segunda fase (fase termofilica) é a constituida pela agdo dos
microrganismos termofilicos que degradam matéria organica (como gorduras, celulose,
hemicelulose e lignina) e, durante esta fase, o contetdo de carbono organico diminui na
matéria-prima por conta das atividades metabdlicas de microrganismos tolerantes ao calor;
e por fim, a fase de resfriamento é caracterizada por uma atividade microbiana reduzida
assim como a temperatura, seguida por um declinio na taxa de degradacdo da matéria
orgénica e um aumento na taxa de humificacdo dos compostos organicos (Rastogi &
Nandal & Khosla, 2020).

Por meio dessas etapas, pode ser observado que a compostagem € uma forma de
recuperar os nutrientes dos residuos organicos gerados e retorna-los ao ciclo natural, como
por exemplo, a um sistema sustentavel, sendo que todo esse processo é uma alternativa
para reducé@o do volume de lixo produzido em zoolégicos, destinando corretamente um
residuo que se acumularia nos aterros e lixdes (e que gera odores, a liberagcéo de gases do
efeito estufa e a produgéo de um liquido altamente contaminavel) que poderia prejudicar a
saude e o ambiente (Compostagem, 2017).

3.2 Biodigestao

Outra alternativa considerada foi o uso de biodigestor, uma tecnologia sustentavel,
cujo beneficio € a eliminagdo dos dejetos presentes de modo inadequado no meio
ambiente, de forma a diminuir a contaminagéo da agua, do solo e do ar, evitando também

o contato humano e a proliferacdo de pragas e doencgas, além das vantagens de gerar
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energia renovavel (biogas), e biofertilizantes (Silva et al., 2018).

Como exemplo de estrutura de biodigestor € possivel citar um modelo indiano
descrito na literatura em que a constituicéo € feita por trés partes: a caixa de carga, onde
séo colocados os dejetos e agua; o tanque de placas, que consiste em uma cadmara onde
ocorre o processo de biodigestao anaerdbica e a caixa de descarga que é o recipiente que
recebe os residuos do processo de fermentacdo, denominados biofertilizantes, que podem
ser aplicados para a producgéo orgéanica de alimentos (Silva et al., 2018).

A biodigestao é um processo metabdlico complexo que requer condi¢des favoraveis
e é dependente da atividade microbiana em associaca@o para a transformacéo do material
organico em dioxido de carbono e metano: o seu processo converte substratos organicos em
biogas e digere por meio de quatro etapas principais: hidrdlise, acidogénese, acetogénese
e metanogénese (Ariunbaatar et al., 2017; Kunz & Steinmetz & Amaral, 2019; Sharma et
al., 2020).

De maneira mais detalhada, na fase de hidrdlise as bactérias hidroliticas degradam
os polimeros em mondémeros e soluveis; na fase acidogénese as bactérias anaerébias e
facultativas degradam os monémeros em &cidos orgénicos de cadeia curta, resultando
na formacao de acetato, amoénia, dioxido de carbono e sulfeto de hidrogénio; na fase de
acetogénese as bactérias acetogénicas possuem relacdo de sintrofia com outras bactérias,
fazendo com que os acidos de cadeia longa sejam transformados em acidos com apenas
um ou dois atomos de carbono; e na fase final, a metanogénese, que ocorre em condi¢des
estritamente anaerobias, o carbono contido na biomassa é convertido a didxido de carbono
e metano por meio da ag¢do das arqueas metanogénicas, como demonstrado na figura 2
(Kunz & Steinmetz & Amaral, 2019).

HIDROLISE ACIDOGENESE ACETOGENESE METANOGENESE

acetato
Polimeros Bactérias Mondmeros Bactérias Acidos organicos—t aménia Bactérias CH4 (metano)
(carbohidratos, Hidroliticas Anaercbicas de cadeia curta diéxido de carbono Anaercbicas €02 (didxido de carbono)
lipideos e proteinas) e Facultativas sulfeto de hidrogénio

reducio de sulfato —_—p HS
reducio de nitrato ———p NH3NH

Figura 2 — Processos de hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese.

Fonte: Adaptado de Deublein e Steinhauser, 2011.

Portanto, o biodigestor é responsavel pela recuperagdo de energia por meio do
metano, e por outro produto gerado de grande relevancia: o biofertilizante, que pode ser
utilizado em producéo organica (Sharma et al., 2020). Todo esse sistema oferece protecédo
ambiental sendo considerado como uma alternativa econémica e sustentavel a partir da

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2 Capitulo 3 m



gestao adequada de residuos sélidos gerados em zoologicos (Ariunbaatar et al., 2017).
Considerando as informagbes estudadas, &€ possivel observar que ha grande
necessidade de praticas sustentaveis com relagcdo a gestdo dos residuos solidos em
zoolégicos, destacando-se a integracdo de compostagem com biodigestor que fornecem
produtos para um sistema de produgéo organica de alimentos, podendo ser usados para
fornecer alimentos para os animais existentes (Sharma et al., 2020; Compostagem, 2017).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Por meio da revisé&o bibliografica realizou um panorama da gestao dos residuos nos
zoolégicos, abrangendo as técnicas utilizadas, estruturagcéo e possiveis alternativas para a
solugcéo dos problemas apresentados.

Cada vez mais os zoolégicos vém apresentando diferentes utilidades além da
conservagao dos animais, como da conscientizagdo da populacdo ao local e a promogéao
de medidas sustentaveis. Podemos observar por meio de constantes divulgagdes, como
matérias ou revistas, praticas “verdes” em zoolégicos no mundo todo, sendo bons exemplos
0 Zoolbgico de Sao Paulo e Woodland Park que apresentam dados do antes e depois da
implementacéo da sustentabilidade fortalecendo o movimento.

Portanto, o artigo compromete a uma reavaliacdo das praticas adotadas nos
zoologicos por meio dos dados coletados do beneficio da sustentabilidade com base nos
zoolégicos que ja adotaram essas medidas.

REFERENCIAS

ABREU, G. V. Agenda Ambiental na Administracao Publica. 5. ed. Brasilia: Ministério do Meio Ambiente
— MMA, 2009. Disponivel em: https://www.mma.gov.br/a3p.

ARIUNBAATAR, J. et. al. Bioaugmentation of the anaerobic digestion of food waste by dungs of
herbivore, carnivore, and omnivore zoo animals. Environmental Technology, v. 39, n. 4, p. 516-526, 27
mar. 2017. Disponivel em: https://doi.org/10.1080/09593330.2017.1305002.

ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR ISSO 14001: Sistema de gestdo
ambiental — requisitos com orienta¢des para uso. Rio de Janeiro, 2015. Disponivel em: http://www.abnt.
org.br/.

AUGUSTO, A. M.; NASSAR, C. A. G. Panorama da Gestao dos Residuos Sélidos nos Zoolégicos do
Brasil. Revista Gestéo & Gerenciamento na Engenharia Ambiental e Urbana, Rio de Janeiro, v. 10,
n.10, p. 27-36, 21 dez. 2018. Disponivel em: https://nppg.org.br/revistas/gestaoegerenciamento.

BARONGI, R.; FISKEN, F. A.; PARKER, M.; GUSSET, M. Committing to Conservation: The World Zoo
and Aquarium Conservation Strategy. Suica: World Association of Zoos and Aquariums (WAZA), 2015.
Disponivel em: https://www.waza.org/.

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2 Capitulo 3 “



BRUNDTLAND, G. H. et al. Our Common Future: The World Comission on Environment and
Development. 1. ed. Estados Unidos: Oxford University Press, 1987. CECCHI, F.; CAVINATO, C. Smart
Approaches to Food Waste Final Disposal. International Journal of Environmental Research and Public
Health, ltalia, v. 16, n. 16, 10 ago. 2019. Disponivel em: https://www.mdpi.com/1660-4601/16/16/2860.

Compostagem. Site Ministério do Meio Ambiente, 2017. Disponivel em: https://www.mma.gov.br/
informma/item/7594-compostagem.

CUBAS, Z.S,; SILVA, J. C. R.; CATAO-DIAS, J. L. Tratado de Animais Selvagens — Medicina
Veterinéria. 2. ed. Sdo Paulo: Roca, 2014. DALY, H. E. Toward some operational principles of
sustainable development. Ecological Economics, Washington DC, v.2, n. 1, p. 1-6, abr. 1990. Disponivel
em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/092180099090010R.

DOUGLAS, P. et al. Use of dispersion modelling for Environmental Impact Assessment of biological
air pollution from composting: Progress, problems and prospects. Waste Management, Reino
Unido, v. 70, p. 22-29, dez. 2017. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
S0956053X17305950.

FAVOINO, E. et al. Food Waste as A Global Issue. Austria: the International Solid Wste Association
(ISWA), 2013. Disponivel em: https://www.iswa.org.

GOOSEN, M. F. A. Environmental management and sustainable development. Procedia Engineering,
Riade, v. 33, p. 6-13, 2012. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/
S1877705812012027.

HOORNWEG, D.; BHADA-TATA, P. What a Waste: A Global Review of Solid Waste Management.
Whashington: The World Bank, 2012. Disponivel em: https://www.worldbank.org/urban.

KUNZ, A.; STEINMETZ, R. L. R.; AMARAL, A. C. FUNDAMENTOS DA DIGESTAO ANAEROBIA,
PURIFICAGAO DO BIOGAS, USO E TRATAMENTO DO DIGESTATO. 1. ed. Concérdia-SC: BNDES,
2019.

LITTLE, J. C.; HESTER, E. T.; CAREY, C. C. Assessing and Enhancing Environmental Sustainability:
A Conceptual Review. Environmental Science & Technology, v. 50, n. 13, p.6830-6845, 22 jun. 2016.
Disponivel em: https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.est.6b00298.

MIRSA, B. New Economic Policy and Economic Development. IASSI Quarterly, n.18, v. 4, p. 20, 2000.
Disponivel em: http://iassi.org/index.html.

MIURA, N. ZOOLOGICO DE SAO PAULO E O 10° NO MUNDO A OBTER A CERTIFICACAO E O
UNICO NA AMERICA LATINA. Secretaria de Infraestrutura e Meio Ambiente, 2007. Disponivel em:
https://www.infraestruturameioambiente.sp.gov.br/noticias/2007/04/zoologico-desao-paulo-e-0-10°-no-
mundo-a-obter-a-certificacao-e-o-unico-na-america-latina/.

PENNING, M. et al. Turning the Tide: A Global Aquarium Strategy for Conservation and Sustainability.
Suica: World Association of Zoos and Aquariums (WAZA), 2009. Disponivel em: https://www.waza.org/.

RASTOGI, M.; NANDAL, M.; KHOSLA, B. Microbes as vital additives for solid waste composting.
Heliyon, india, v. 6, n. 2, p. 1-11, fev. 2020. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/
article/pii/S2405844020301882.

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2 Capitulo 3 “



REINHART, D.; BOLYARD, S. C.; BERGE, N. Grand Challenges — Management of Municipal Solid
Waste. Waste Management, v. 49, p. 1-2, mar. 2016. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nim.nih.
gov/26949031/.

SHARMA, P. et al. Microbial strategies for bio-transforming food waste into resources. Bioresource
Technology, india, v. 299, mar. 2020. Disponivel em: https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/
pii/fS0960852419318103.

SILVA, M. J. et al. Extensao rural e tecnologia sustentavel: utilizacao de biodigestor na agricultura
familiar. Diversitas Journal, v. 3, n. 3, p. 867-876, set. 2018. Disponivel em: https://periodicos.ifal.edu.br/
diversitas_journal/article/view/687.

WEI, L. et al. Biochar influences the microbial community structure during tomato stalk composting with
chicken manure. Bioresource Technology, v. 154, p. 148- 154, fev. 2014. Disponivel em: https://www.
sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0960852413018397.

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2 Capitulo 3 “



CAPITULO 4

AVALIACAO DA FITOTOXICIDADE DE NANOTUBOS
DE CARBONO EM LACTUCA SATIVA

Data de aceite: 01/07/2021
Data de submissédo: 14/05/2021

Juliana Tatiara da Costa Siqueira
Departamento de Biologia, Universidade
Federal de Juiz de Fora

Juiz de Fora - Minas Gerais
http://lattes.cnpq.br/7607512426429380

Aryane Campos Reis

Departamento de Biologia, Universidade
Federal de Juiz de Fora

Juiz de Fora - Minas Gerais
http://lattes.cnpq.br/7130316406868595

Rhaisa Bernardes Silva Dias
Departamento de Biologia, Universidade
Federal de Juiz de Fora

Juiz de Fora - Minas Gerais
http://lattes.cnpq.br/0305894862603149

Humberto de Mello Brandao
Laboratorio de Nanotecnologia, Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA)

Juiz de Fora — Minas Gerais
http://lattes.cnpq.br/4646271838089206

Michele Munk Pereira

Departamento de Biologia, Universidade
Federal de Juiz de Fora

Juiz de Fora - Minas Gerais
http://lattes.cnpq.br/8094404295191170

Saulo Marcal de Sousa

Departamento de Biologia, Universidade
Federal de Juiz de Fora

Juiz de Fora - Minas Gerais
http://lattes.cnpq.br/1072595667261078

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2

RESUMO: Os nanotubos de carbono (CNTs)
possuem uma ampla aplicagdo devido suas
propriedades nanoestruturais  Unicas. Em
decorréncia dessa gama de aplicacdes, gerando
uma alta taxa de produgdo, a probabilidade
de liberagcdo desses nanomateriais no meio
ambiente aumenta bem como as preocupacoes
relacionadas ao seu efeito no ecossistema.
Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o potencial fitotoxico dos nanotubos
de carbono de parede multipla carboxilados
(MWCNT-COOH) em sementes de Lactuca
sativa. Para isso, sementes de L. sativa foram
cultivadas em agua destilada (controle negativo)
ou em suspensao contendo MWCNT-COOH em
cinco concentragdes: 0,1; 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0
pg/mL por 48 horas em estufa escura a 25 + 2
°C. Apos o tempo de exposicao, foram medidos
0s percentuais de germinagdo e a comprimento
das radiculas para analise da taxa germinativa e
do desenvolvimento radicular, respectivamente.
Os dados foram analisados por ANOVA e as
médias foram comparadas por Teste de Dunnett,
considerando significativos valores de p<0,05. Os
resultados mostraram que ndo houve alteracées
significativas nos valores da taxa germinativa
(p = 0,2164) e do desenvolvimento radicular
(p = 0,9283) em L. sativa ap6s exposicao aos
MWCNT-COOH. Na literatura, efeitos positivos
sobre a germinacdo e desenvolvimento de
mudas, foram relatados, particularmente, em
doses mais baixas de tratamentos com MWCNT,
gerando aumento das raizes e consequente
otimiza¢do da absorgéo de nutrientes. Além disso,
também foram observados efeitos negativos que
resultaram na inibicdo do crescimento da planta
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devido ao estresse oxidativo gerado pelos MWCNT em niveis mais altos de exposi¢éo. Estudos
anteriores apontaram que a determinagéo da fitotoxicidade por pardmetros macroscépicos
nem sempre € precisa, 0 que necessita de analises citogenotdxicas complementares para
prever o potencial toxicolégico desses nanomateriais. Conclui-se assim que os MWCNT-
COOH néao apresentaram efeitos fitotoxicos nas condi¢cdes experimentais e nos parametros
avaliados neste estudo para as células de L. sativa.

PALAVRAS - CHAVE: alface; nanomateriais; toxicidade; germinacao; radiculas

PHYTOTOXICITY EVALUATION OF CARBON NANOTUBES IN LACTUCA
SATIVA

ABSTRACT: Carbon nanotubes (CNTs) have a wide application due to their unique
nanostructural properties. As a result of this range of applications, generating a high production
rate, the probability of releasing these nanomaterials into the environment increases as well as
concerns related to their effect on the ecosystem. In this sense, the objective of this work was
to evaluate the phytotoxic potential of multi-walled carbon nanotubes carboxylated (MWCNT-
COOH) in seeds of Lactuca sativa. For this, L. sativa seeds were grown in distilled water
(negative control) or in suspension containing MWCNT-COOH in five concentrations: 0.1; 1.0;
10.0; 50.0 and 100.0 pg/mL for 48 hours in a dark oven at 25 + 2 ° C. After the exposure time,
the germination percentages and root lengths were measured to analyze the germination rate
and root development, respectively. The data were analyzed by ANOVA and the means were
compared by Dunnett’s test, considering significant values of p<0.05. The results showed that
there were no significant changes in the germinative rate (p = 0.2164) and root development
(p = 0.9283) in L. sativa after exposure to MWCNT-COOH. In the literature, positive effects
on germination and seedling development have been reported, particularly in lower doses of
treatments with MWCNT, generating increased roots and consequent optimization of nutrient
absorption. In addition, negative effects were also observed that resulted in the inhibition of
plant growth due to the oxidative stress generated by MWCNT at higher levels of exposure.
Previous studies have pointed out that the determination of phytotoxicity by macroscopic
parameters is not always accurate, which requires complementary cytogenotoxic analyzes
to predict the toxicological potential of these nanomaterials. It is concluded that the MWCNT-
COOH didn’t present phytotoxic effects in the experimental conditions and in the parameters
evaluated in this study for L. sativa cells.

KEYWORDS: lettuce; nanomaterials; toxicity; germination; root.

11 INTRODUGAO

A nanotecnologia consiste na manipulacdo e controle de materiais na escala
nanométrica (SHRIVASTAVA et al.,, 2019). Estes nanomateriais possuem propriedades
fisicas e quimicas peculiares que permitem um desempenho aprimorado em relacéo
aos seus equivalentes em massa, com potencial finalidade para a geragdo de novos
produtos, dispositivos e sistemas (JEEVANANDAM et al., 2018). Deste modo, devido
ao desenvolvimento de nanomateriais que, atualmente, sdo alternativas para melhorar

a eficiéncia de produtos ja existentes, bem como a criacdo de novos em um amplo
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campo de aplicacéo, as atividades de pesquisa na area da nanotecnologia aumentaram
significativamente (DRASLER et al., 2017).

Um dos grupos com maior importancia dentre os nanomateriais, apresentando uma
ampla aplicacdo, sédo os nanotubos de carbono (CNTs). Os CNTs séo folhas de grafeno
enroladas cilindricamente (PENG et al., 2020) e incluem nanotubos de carbono de parede
Unica (SWCNT) e nanotubos de carbono de parede multipla (MWCNT). Devido as suas
nanoestruturas unidimensionais Unicas, os CNTs apresentam propriedades Opticas e
eletrbnicas interessantes, distinguindo-se de outros nanomateriais a base de carbono e
nanoparticulas (GUPTA et al., 2018), podendo ser amplamente utilizados nas areas de
biomedicina (MOHAJERI et al., 2018), eletrénica (ZHANG et al., 2014), energia (LUO et
al., 2018), fotoeletricidade (Y| et al., 2018) e, também, na area agricola (ZAYTSEVA &
NEUMANN, 2016).

Em decorréncia de uma gama de aplicacdes e de uma grande taxa de producao,
as preocupacdes relacionadas ao potencial impacto dos CNTs nos sistemas ambientais,
plantas, animais e sadde humana aumentaram, bem como as pesquisas relacionadas a
essa area (PENG et al., 2020). Devido ao aumento exponencial da producédo de CNTs, a
probabilidade de liberacdo desses nanomateriais no meio ambiente aumenta, o que pode
causar seu acumulo em diferentes niveis troficos, sendo as plantas um dos principais
organismos atingidos (GHOSH et al., 2019). Estima-se que 50% dos CNTs descartados
entrem no solo, resultando em uma liberagdo de 20 a 40 toneladas anuais até 2030 e
uma concentragdo de 0,01 a 3 pg/kg de solo (GOTTSCHALK et al., 2013; SUN et al.,
2016, 2017). Com isso, € necessario conhecer os possiveis impactos desse nanomaterial
no ambiente e nas espécies vegetais. Alguns estudos relataram um efeito positivo na
germinacdo das sementes e uma baixa toxicidade (MIRALLES et al., 2012), entretanto
outros estudos mostraram uma diminuicdo, por exemplo, no crescimento das plantas de
espinafre e pepino (BEGUM; IKHTIARI; FUGETSU, 2014), indicando efeitos adversos dos
CNTs sob condigbes diferentes.

Dentre os organismos vegetais para testes experimentais, Lactuca sativa (alface)
é muito relatada na literatura por sua sensibilidade em testes de toxidade, incluindo
citotoxicidade, fitotoxicidade e genotoxicidade (PINHEIRO et al., 2015; SILVEIRA et al.,
2017), tornando-se eficaz neste tipo de estudo. Esta espécie é bastante pesquisada e suas
caracteristicas moleculares, fisioloégicas e suas respostas ambientais sdo bem descritas
e conhecidas, além de ser a horticola mais produzida no mundo (FERREIRA, 2007;
MONTEIRO et al., 2009). A espécie L. sativa possui um desenvolvimento rapido, sendo
importante para testes de toxicidade aguda. Além disso, € um modelo de facil acesso e de
baixo custo (SILVEIRA et al., 2017).

Pelo exposto, podemos ver que, embora os possiveis efeitos dos CNTs tenham
despertado consideravel atengéo, certos impactos destes nanomateriais nas plantas
ainda estdo em debate. Neste contexto, a fim de elucidar os possiveis riscos dos CNTs
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nos sistemas vegetais, esse estudo tem como objetivo avaliar o potencial fitotoxico dos
nanotubos de carbono de parede multipla carboxilados (MWCNT-COOH) em L. sativa.

21 METODOLOGIA

2.1 Material vegetal e condi¢ces de exposicao

Para este estudo, 100 sementes de L. sativa foram dispostas aleatoriamente em
placas de Petri de poliestireno (90x15 mm) contendo papel filtro embebidos em 6 mL de
agua destilada (controle negativo) ou em 6 mL da suspensdo de MWCNT-COOH em cinco
diferentes concentragdes: 0,1; 1,0; 10,0; 50,0 e 100,0 pg/mL, e foram cultivadas por 48
horas na estufa a 25 + 2°C sem fotoperiodo.

2.2 Avaliacao da fitotoxicidade
Para analisar a fitotoxicidade dos MWCNT-COOH, 100 sementes de L. sativa foram

expostas aos MWCNT-COOH. O percentual de sementes germinadas foi calculado com
base na equacgéao abaixo:
n° sementes germinadas

% germinacao = x 100
9 ¢ n° total de sementes

O comprimento da raiz foi medido utilizando um paquimetro digital (150 mm/MTX).
Foram mensuradas 30 raizes por placa. Em seguida, todas as raizes foram fixadas em
fixador Carnoy | (etanol: acido acético, 3:1 v/v) e mantidas a — 20°C para posteriores
analises.

2.3 Analise estatistica

O procedimento seguiu delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC)
com trés repeticdes (placas de Petri) de cada concentragdo. Os dados da taxa germinativa
e do desenvolvimento radicular foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Dunnett com valores de p<0,05 considerados
significativos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise de fitotoxicidade dos MWCNT-COOH nas sementes de L.
sativa ndo mostrou redugdo ou aumento significativo na taxa de germinacao (p = 0,2164)
em nenhuma das concentracdes testadas (Figura 1a). Além disso, também n&o houve
diferenca significativa no desenvolvimento radicular (p = 0,9283) nestes tratamentos (Figura
1b) indicando que os MWCNT-COOH n&o se mostraram toxicos para esses quesitos.
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Figura 1 - Andlise de fitotoxicidade do MWCNT-COOH em sementes de L. sativa. (a) Taxa de
germinacéo de sementes; (b) comprimento das raizes. Dados apresentados por média + desvio
padréao.

Afitotoxicidade € geralmente estimada pelo percentual de germinag¢édo das sementes
bem como pelo seu posterior desenvolvimento radicular. Na literatura, efeitos positivos sobre
a germinagao e desenvolvimento de mudas, foram relatados, particularmente, em doses
mais baixas de tratamentos com MWCNT, gerando aumento das raizes e consequente
otimizagdo da absor¢do de nutrientes (GHODAKE et al., 2010; TIWARI et al., 2014).
Além disso, também foram observados efeitos negativos que resultaram na inibicdo do
crescimento da planta devido ao estresse oxidativo gerado pelos MWCNT em niveis mais
altos de exposicao (BEGUM & FUGETSU, 2012). No entanto, nas condigcbes experimentais
deste estudo, os MWCNT-COOH né&o se mostraram fitotoxicos em nenhum tratamento.

Deste modo, é possivel concluir que os MWCNT-COOH nao apresentaram efeitos
fitotoxicos nas condi¢cbes experimentais e nos parametros avaliados neste estudo para as

células de L. sativa.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi observar
aocorréncia de galhas de insetos em uma area de
ecoOtono Cerrado-Pantanal durante as estagcbes
seca e chuvosa. O estudo foi desenvolvido no
Parque Natural Municipal da Lagoa Comprida,
Aquidauana/MS. As amostragens ocorreram
durante os meses de agosto a outubro (seca)
e novembro a fevereiro (chuvosa). Foram
observadas galhas nas espécies vegetais
Duguetia furfuracea (Annonaceae), Eugenia
pitanga (Myrtaceae) e Tabebuia chrysothrycha
(Bignoniaceae). O arbusto D. furfuracea
apresentou um maior numero de galhas na
regido adaxial da folha, coloracdo verde, forma
globoide, sem pubescéncia. Seus loculos
variaram de duas a sete cdmaras, e de um
a 14 orificios de saida. Nessa espécie foi
encontrado um total de cinquenta e dois insetos
distribuidos entre as ordens Hymenoptera,
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Diptera e Hemiptera, sendo a mais abundante
pertencendo a familia Cynipidae. Nas arvores T.
chrysothricha ocorreram mais galhas na regiao
abaxial, em formato de cone, colora¢do verde e
presenca de pubescéncias. Seus léculos foram
de uma camara por inseto e um orificio de saida.
Apresentaram ftrinta e trés insetos distribuidos
entre as ordens Hymenoptera e Hemiptera,
sendo a mais abundante pertencente a familia
Pteromalidae. O arbusto E. pitanga apresentou
apenas galhas na regido adaxial da folha e
coloragdo vermelha. Seus léculos apresentaram
uma camara por inseto e um orificio de saida.
Nesse arbusto foi observado dezoito insetos
em fase larval pertencentes a ordem Diptera.
A abundancia de insetos galhadores foi maior
durante a estagdo chuvosa. Para cada espécie
vegetal ocorreu uma Uunica morfologia de
galha, com variagdes nas espécies de inseto,
0 que contribui com a possivel ocorréncia de
hiperparasitoides entre os insetos parasitoides
encontrados.

PALAVRAS - CHAVE: Hospedeiro. Parasita.
Sazonalidade. Vespas.

OCCURRENCE AND
CHARACTERIZATION OF INSECT GALLS
IN PARQUE DA LAGOA COMPRIDA,
AQUIDAUANA/MS

ABSTRACT: The aim of this study was to observe
the occurrence of galling insects in ecotone area
Cerrado-Pantanal area during the dry and rainy
seasons. The study was developed in the Lagoa
Comprida Municipal Natural Park, Aquidauana /
MS. Sampling occurs from August to October (dry)
and November to February (rainy). Galls were
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observed in the plant species Duguetia furfuracea (Annonacea), Eugenia pitanga (Myrtaceae)
and Tabebuia chrysothrycha (Bignoniaceae). D. furfuracea shrub shows a larger number of
galls in the adaxial region of the leaf, green color, globoid shape, without pubescence. Their
locules ranged from two to seven chambers and one to 14 exit holes. In this species was
found 52 insects distributed among the orders Hymenoptera, Diptera and Hemiptera, the
most abundant belonging to the family Cynipidae. T. chrysothricha occurs in more than one
abaxial, cone-shaped region, in green and in the presence of pubescences. His glasses were
from a camera inside and through an exit hole. It presented 33 insects distributed among
the orders of Hymenoptera and Hemiptera, being the most abundant belonging to the family
Pteromalidae. E. pitanga shrub presented only galls in the adaxial region of the leaf and red in
color. His glasses concealed a camera inside and through an exit hole. In this case, 10 larval
insects belonging to the order Diptera were observed. Through this study, you can see that
the number of galls was higher during the rainy season. For each plant species, there was
a single gall morphology, with variations in insect species, which contributes to the possible
occurrence of hyperparasitoids among galling insects found.

KEYWORDS: Host. Parasite. Seasonality. Wasps.

11 INTRODUGAO

Galhas sado transformacgbes atipicas dos tecidos vegetais, hipertrofia e/ou
hiperplasia (GONCALVEZ — ALVIM; FERNANDES, 2001; OLIVEIRA et al., 2006). Podem
ser induzidas por varios organismos, tais como virus, bactéria, fungos, nematoides,
acaros e principalmente por insetos, as quais séo conhecidas como galhas entomogenas
(FERNANDES; PRICE, 1988). E, embora essas galhas possam ocorrer em diversas
partes da planta, elas s@o mais comuns nas folhas e ramos (MAIA; FERNANDES, 2004).
As galhas estéao distribuidas na maior parte do globo, sendo estimada a existéncia de
cerca de 133.000 mil espécies de insetos galhadores no mundo (FERNANDES; PRICE,
1992; ESPIRITO-SANTO; FERNANDES, 2007). Estudos tém demonstrado que os insetos
galhadores apresentam maior riqueza em latitudes intermediarias, em habitats quentes e
com vegetacéo escleréfila como é observado em areas do Cerrado no Brasil (PRICE et al.,
1986; SILVA et al., 1996).

O bioma Cerrado é caracterizado por apresentar duas estacdes definidas, uma
seca (maio-outubro) e outra chuvosa (novembro-abril). Alteragdes no clima e na paisagem
podem interferir na abundancia e na sazonalidade dos insetos diretamente, por alterar as
caracteristicas de temperatura e umidade (ARAUJO; SANTOS, 2009). E, indiretamente,
devido ao fato das alteracdes entre os periodos seco e chuvoso exercerem forte influéncia
na fisiologia e fenologia das plantas, determinando os periodos de crescimento vegetativo,
florescimento e frutificacdo. Fatores esses que aumentam os recursos alimentares para
diversas espécies de insetos (KASENENE; ROININEN, 1999; OLIVEIRA; FRIZZAS, 2008).

O municipio de Aquidauana/MS, foco deste estudo, esta localizado em uma area
de transi¢édo entre os biomas Cerrado e Pantanal (area de ecétono). Embora seja citada a
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relacéo entre as galhas e as areas de Cerrado, a maior parte dos trabalhos esta concentrada
em areas de Cerrado da regido sudeste do Brasil (MAIA, 2013; COELHO et al., 2009). De
maneira que, ndo ha informagdes sobre a ocorréncia de galhas em areas de ecétono entre
os biomas Cerrado-Pantanal (JULIAO et al., 2002).

Avaliar a ocorréncia e a caracterizacdo das galhas colabora para o entendimento das
interacdes entre as plantas (hospedeiras) e as galhas (parasitos), o que figura como uma
ferramenta extremamente Gtil para compreender os papéis ecolégicos desempenhados por
cada espécie. O entendimento dessas rela¢des permite compreender aspectos relacionados
a estabilidade e a vulnerabilidade das comunidades, por meio do entendimento do papel
que cada espécie desempenha na interacéo.

Desse modo, o objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia e caracterizagéo
de galhas entomobgenas nas estacdes seca e chuvosa em uma éarea de ecétono, entre
os biomas Cerrado-Pantanal, Aquidauana, Mato Grosso do Sul. Sendo os objetivos
especificos: 1) observar as caracteristicas das plantas hospedeiras; 2) o morfotipo de
galha; 3) a riqgueza de insetos galhadores; e 4) a abundancia de galhas nas estagdes seca
e chuvosa.

21 MATERIAL E METODO

O estudo foi realizado no Parque Natural Municipal da Lagoa Comprida (PNMLC)
(20°27°44”S, 55°46°26”0), localizado no municipio de Aquidauana na regidao Centro-
Oeste do Brasil, na porg@o oeste do Mato Grosso do Sul. A area esta na transicao entre
o Planalto de Maracaju-Campo Grande e a Planicie Pantaneira, area de ecoétono entre
os biomas Cerrado e Pantanal. O clima da regido, segundo a classificacdo descrita por
K&ppen-Geiger € do tipo Aw (Tropical de Savana) com precipitacdo média anual de 1200
mm e temperaturas médias de 26,2 °C, com inverno seco e verao chuvoso (SILVA; ABDON,
1998).

O PNMLC possui uma area de aproximadamente 74 hectares inserida no perimetro
urbano do municipio, sendo 26,86 hectares compreendem o espelho d’agua, 12,51 hectares
area de lazer e 34,83 hectares de vegetacdo remanescente e secundaria (SILVA; JOIA,
2001). A vegetacao do Parque é formada por gramineas e espécies arboreas das ordens
Arecales, Dilleniales, Fabales e Malpighiales (REZENDE et al., 2017).

As coletas de galhas foram realizadas entre os meses de agosto a outubro (estacao
seca) de 2018 e de novembro a fevereiro (estagéo chuvosa) de 2019. As galhas encontradas
foram ensacadas com sacos de organza, coletadas e posteriormente observadas em
laboratério até a emergéncia dos parasitdides. As galhas foram etiquetadas, medidas e
quantificadas. Os hospedeiros foram recolhidos e em seguida preservados em eppendorfs
com etanol a 70%.

As galhas foram classificadas de acordo com sua coloragdo; forma; tipo de inseto
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galhador; familia/espécie do hospedeiro; niumero de camaras (l6culos); posicdo da galha
na face foliar; quantidade de orificios de saida; a presenca ou auséncia de pubescéncias;
e o comprimento e largura de cada uma das galhas (COSTA et al., 2014). A identificacao
do inseto galhador ocorreu com o auxilio de lupa e chave de identificacdo (RAFAEL et al.,

2012). Para a medicao das galhas foi utilizado paquimetro digital (resolu¢éo 0,1 mm).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante as amostragens foram registradas trés espécies de plantas parasitadas por
galhas de insetos, séo elas: Duguetia furfuracea (familiaAnnonaceae), Tabebuia chrysotricha
(familia Bignoniaceae) e Eugenia pitanga (familia Myrtaceae). Entre as espécies de insetos
galhadores foram observadas as ordens Coleoptera, Hymenoptera e Diptera. Distribuidos
em nove familias (Torymidae, Braconidae, Cynipidae, Mymaridae, Scelionidae, Cynipidae,
Pteromalidae, Scelionidae, Braconidae, Eurytomidae, Mymaridae, Cecidomyiidae,
Cecadellidae, Pteromalidae, Eurytomidae e Cecadellidae) e 18 morfoespécies.

O arbusto Duguetia furfuracea (Annonaceae), popularmente conhecido como
Pindauva do campo, foi o que apresentou a maior abundancia de galhas e riqueza de
insetos. A morfologia da galha era de coloragdo verde e em formato globoide, com um
total de 241 galhas recolhidas e medidas, apresentando uma média (+ desvio padréo) de
4,7+2,39 mm de largura e uma média de 4,9+1,93 mm de comprimento. Localizavam-se em
grande parte na regiao adaxial (parte superior) da folha e ndo apresentavam pubescéncias
(Figura 1). Seus loculos variaram de duas até sete camaras e de um a 14 orificios de saida.

No arbusto D. furfuracea foi quantificado um total de cinquenta e dois insetos. Os
insetos que predominaram foram da tribo Cynipini pertencente a familia Cynipidae da
ordem Hymenoptera. A maioria dos Cynipini séo indutores de galhas e parasitam Fagaceae
e Nothofagaceae (BRONNER, 1992). As fémeas cinipidas indutoras colocam seus ovos
dentro do tecido vegetal jovem indiferenciado fazendo com que estas sejam mais complexas
que qualquer outra induzida por artropodes (CORNELL, 1983). Elas podem ser formadas
em todos os 6rgdos da planta como nas flores, folhas, brotos, caules, galhos e raizes
(BRONNER, 1992).

Valter e colaboradores (2008) também observaram galhas no arbusto D. furfuracea
com caracteristicas semelhantes as que foram encontradas neste trabalho. A abundéancia
de galhas neste arbusto pode estar relacionada com os amiloplastos (organelas
especializadas no armazenamento e sintese de amido) presentes no tecido nutritivo que
podem representar uma fonte importante de alimento para o desenvolvimento do galhador
e da galha (ABRAHAMSON; MCCREA, 1986).

A segunda espécie de planta com presenca de galhas foi a Tabebuia chrysotricha
(Bignoniaceae), popularmente conhecida como Ipé Amarelo. Foram observadas em T.

chrysotricha um total de 92 galhas coletadas. Houve uma maior incidéncia de galhas na
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superficie abaxial (parte inferior) da folha e apresentaram um formato conico de coloragéo
verde com uma média de 5,0+1,37 mm de largura e 2,1+0,5 mm de comprimento.
Apresentaram pubescéncias que cobriam toda a regido foliar (Figura 1) e seus loculos
foram de uma camara por inseto e um orificio de saida por galha.

Na espécie T. chrysotricha obteve-se um total de trinta e um insetos do tipo galhador,
com predominio da ordem Hymenoptera, familia Pteromalidae e subfamilia Colotrechninae.
Segundo Hanson e Heydon (2006) a maioria dos Pteromalidae sdo parasitdides e muitos
poucos sdo predadores e fitéfogos, com sua maioria sendo provavelmente solitarios
ectoparasitdides e idiobiontes de ovos e pupas de insetos holometabolos, isto €, que
possuem sua metamorfose completa (especialmente Coleoptera e Diptera). Esse modo
de vida, do parasitoide, acarretard em hospedeiros mortos ou paralisados antes da sua
emergéncia (BRODEUR; BOIVIN, 2004). Acreditasse que os individuos encontrados nesta
espécie de planta sejam do tipo fitofogo por terem apresentado uma morfologia de galha
e apenas uma espécie de inseto galhador. Sua preferéncia por este hospedeiro pode
ser creditada pela presencga de secrecdo de carbonato de calcio que muitas espécies de
Tabebuia secretam em suas folhas (DUARTE et al., 2014).

Jaoarbusto Eugenia pitanga (Myrtaceae) conhecido popularmente como pitangueira-
do-cerrado, apresentou galhas na regido adaxial (parte superior) e coloracdo vermelha
(Figura 1). Seus léculos foram de uma camara por inseto e um orificio de saida. N&o foi
possivel realizar a medi¢éo das galhas devido a mudanca de sua estrutura logo apos a
coleta, onde emurcheceram diminuindo seu tamanho e forma. Ao total foram encontrados
dezoito insetos, ainda em estado larval, pertencentes a ordem Diptera. Estes parasitoides
quando adultos ndo sdo dotados de mandibulas tipicas, o que tornaria muito dificil seu
escape de ambientes com estruturas muito rigidas (COSTA; PERIOTO, 2009) o que pode
explicar a morfologia pouco resistente das galhas encontradas. Esta ordem de insetos atua
naturalmente no controle populacional de outras espécies, podendo ser utilizadas como
agentes de controle biolégico de pragas (COURI, 2012).

A familia Myrtaceae é comumente associada a uma rica fauna de galhadores e a
uma grande diversidade estrutural, quimica e de distribuicdo de inimeros morfotipos de
galhas, além de serem uma das cinco familias de plantas mais galhadas (MAIA, 2019).
Esta familia possui glandulas oleiferas, produtoras de 6leos essenciais que fazem parte
do arsenal quimico de defesa dessas plantas contra herbivoros e microorganismo (SIANI;
BRANQUINHO, 1997; APEL et al., 2006), o que pode conferir um sistema de defesa para
os indutores de determinadas galhas que utilizaram deste recurso para beneficiar sua
sobrevivéncia contra outros organismos vivos.
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Figura 1. Galhas parasitando o arbusto de Duguetia furfuracea (A), arvore de Tabebuia chrysotricha (B)
e o arbusto de Eugenia pitanga (C), Parque Natural Municipal da Lagoa Comprida, Aquidauana (MS).
Foto: Alerrandra Ortega Nobre.

Embora as caracteristicas de cada um dos hospedeiros parasitados apresentem
apenas uma morfologia de galha, ocorreram variagbes no tipo de inseto, o que levanta
a hipétese de que a variedade de insetos encontrados pode ser em sua maioria de
hiperparasitdides, ja que fora encontrado uma grande riqueza de insetos entre os espécimes
vegetais. O que ndo condiz com a extrema especialidade existente entre o hospedeiro e o
indutor, onde este pode induzir uma diversidade de morfotipos de galhas para uma mesma
espécie de planta.

A maioria das espécies identificadas foi encontrada no arbusto de D. furfuracea como
a familia Braconidae que séo estrategistas idiobiontes e coinobiontes, parasitas estes que
permitem que o hospedeiro cres¢a e continue a se alimentar mesmo ap6s o parasitismo
(BRODEUR; BOIVIN, 2004). A maioria das espécies desta familia prefere locais quentes e
secos para se desenvolverem e procuram principalmente insetos holometabolos em fase
de ovo — larva ou larvas para parasitar. A subfamilia Opinae, da qual se identificou 11
vespas, € um endoparasitdide de Diptera que ovopositam em larvas e emergem em ultimo
instar ou pupario (CAMPOS; SHARKEY, 2006).

A subfamilia Eurytominae (Eurytomidae) que ocorreu no arbusto D. furfuracea
e na arvore T. chrysotricha pode ser entomofaga, fitofagas ou entomofitofagas, onde a
maioria das espécies entomofogas parasita estado larval de pupas de coleoptera, diptera
e hymenoptera, quando estdo encobertas pelo tecido vegetal da planta, isto é, na forma de
galha (GATES, 2006).

Outra vespa identificada pertence a familia Mymaridae do género Gonatocerus do
qual sdo todos parasitdides idiobiontes de ovos de insetos. Podem ter de uma a varias
geracdes por ano, o qual depende da disponibilidade estacional dos ovos do hospedeiro.
Sao bastante oportunistas em relagédo ao hospedeiro, ao ponto de ter especificidade sobre
um s6 (HUBER, 2006), o que pode justificar o fato desta espécie ter sido encontrada somente
no arbusto de D.furfuracea. Contrapondo esta espécie temos a subfamilia Megastigminae
(Torymidae) que é cosmopolita e fit6fagas de sementes (HANSON, 2006).
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A familia Scelionidae apresenta alta especificidade com vespas endoparasitoides
idiobiontes solitarias de ovos de insetos e aranhas, os quais procuram encontrar tanto
ovos agrupados quanto solitarios, tentando evitar fortemente o hiperparasitoidismo
e o superparasitismo (MASNER; ARIAS-PENNA, 2006). A ordem Diptera da familia
Cecidomyiidae particularmente é o grupo mais importante de indutores de galhas, pois ao
induzir a formacgéo destas estruturas desenvolvem uma alta especificidade entre o inseto e
a planta hospedeira. Além de serem em sua maioria insetos monofagos, isto €, utilizam de
uma unica espécie de planta hospedeira (MAIA; AZEVEDO, 2009).

Um estudo realizado no bioma Pantanal (municipio de Corumba-MS) encontrou
espécies de plantas das familias Fabaceae, Myrtaceae e Sapindaceae sendo infestadas
por galhas entomégenas. Neste trabalho também foi observado multiparasitismo. Ou seja,
embora os Dipteros (Cecidomyiidae) sejam as galhas mais abundantes. A fauna associada
compreendeu parasitéides e inquilinos (ASCENDINO; MAIA, 2017). O que demonstra que a
relacéo entre o inseto galhador e a planta hospedeira é extremamente complexa e envolve
uma série de outros organismos. Dessa maneira, outros estudos fazem-se relevantes para
compreender essa complexa rede de interagao.

Quanto a sazonalidade da ocorréncia das galhas, a estrutura das galhas nas
folhas foi maior na estacdo seca (256), do que na estagdo chuvosa (210). Entretanto, a
emergéncia dos insetos adultos voadores de vida livre, a partir dessas galhas foi maior na
estacdo chuvosa (67) do que na estagéo seca (36).

A maior emergéncia dos insetos galhadores adultos de vida livre no periodo chuvoso
pode estar relacionada a maior disponibilidade de plantas verdes (FRANCO, 2005). Para
muitos insetos é observada uma maior abundancia dos adultos de vida livre na estacédo
chuvosa, pois nessa estacao ocorre uma maior oferta de recursos vegetais, uma vez que
logo no inicio do periodo das chuvas a maioria das plantas aumenta a produgéo de novas
folhas e ramos (FRANCO, 2002). Além disso, na estacdo chuvosa ha um aumento da
umidade relativa do ar, que diminui os riscos de dessecagado e desidratacdo, e torna o
ambiente mais favoravel ao desenvolvimento e sobrevivéncia dos insetos de vida livre
(WOLDA, 1988).

E ainda, de maneira geral em ambiente com estacéo seca e chuvosa, é no periodo
mais Umido que as plantas investem no aumento da produgéo de nutrientes, como lipidios e
carboidratos. Esse investimento do vegetal ocorre a fim de acelerar seu desenvolvimento e
crescimento vegetativo até a proxima estacao de seca, para conseguir suportar o estresse
hidrico provocado pelo solo. Sendo assim, essa caracteristica torna os vegetais nesse
periodo, uma o6tima fonte de alimento e de local para oviposicdo dos insetos adultos
emergidos (SCARIOT et al., 2005; ARAUJO et al., 2007; FARIA; FERNADES, 2008).
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41 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo colabora para o conhecimento da riqueza de insetos galhadores e suas
plantas hospedeiras, em uma area ainda nao estudada, do ecotono Cerrado-Pantanal da
regido de Aquidauana. O estudo ao buscar informag¢des quanto a riqueza desses insetos
indutores de galhas, trouxe informacdes de uma complexa rede de interagdes que envolvem
insetos parasitas, parasitéide, hiperparasitdides e vegetais. O que justifica a necessidade
de novos inventarios nas areas estudadas a fim de elucidar as relagdes ecologicas entre os
insetos galhadores e seus hospedeiros.
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RESUMO: As caixas do tipo “longa vida’ séo
utilizadas por sua propriedade em manter a
qualidade e a durabilidade dos alimentos. Porém,
seu crescente uso fez com que ocupassem
espaco consideravel nos aterros sanitarios. Sua
reciclagem, apesar de viavel, ndo é simples. Uma
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alternativa € a reutilizagdo das caixinhas como
forro de subcobertura; sendo estas eficientes
em refletir os raios infravermelhos, podem ser
utilizadas como isolante térmico em residéncias
e galpdes. Aquidauana-MS apresenta altas
temperaturas (acima de 35° C) na maior parte
do ano e a ideia de possibilitar conforto térmico
as pessoas carentes impulsionou o projeto. O
objetivo foi a climatizacdo de residéncias usando
caixas longa vida como forro de subcobertura,
sendo desenvolvido em parceria entre a Escola
Estadual Candido Mariano e a UFMS, Campus de
Aquidauana. Inicialmente foi realizada campanha
para arrecadacdo de caixas “longa vida”. As
mesmas foram higienizadas e placas de 1m?
foram confeccionadas em encontros semanais,
usando-se grampeadores. Foram selecionadas
20 residéncias para a instalagéo do forro, abaixo
dastelhas (cercade 3cm) e com aporgao laminada
voltada para baixo (por questdo estética). Os
comodos foram previamente medidos com
auxilio de trena comum e com termdmetros
digitais fez-se a afericdo da temperatura em
horarios fixos, a fim de se comparar dados de
temperatura antes e apds a instalagcao do forro.
Para instalacdo das placas houve apoio dos
moradores, que usando escada e grampeador
de tapeceiro, deram continuidade na instalacdo
das placas nos demais comodos. Foi possivel
observar uma diminuicéo de temperatura entre 6°
e 8°C, a depender principalmente da posicéo (sol
da manha ou da tarde) e tamanho do cémodo,
sendo este resultado considerado satisfatorio
pelos participantes do Projeto.

PALAVRAS - CHAVE: reducédo de temperatura;
caixas longa vida, reutilizagéo; Aquidauana-MS.
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CLIMATIZATION OF RESIDENCES WITH USE OF RECYCLABLES
ABSTRACT: The boxes tetrapak are used because their property to mantain the quality and
durability of foods. However their increasing use has made them occupy considerable space
in landfills. Their recicle, despite viable, isn't simple. An alternative is the reuse of tetrapak
as subcover lining; being efficients in reflecting the infrared rays, could be used as thermal
insulation in houses and sheds. Aquidauana presents high temperatures (above 35° C) most
of the year and the idea of provide termal confort to needy people boosted this project. The
aim was the climatization of houses using tetrapak as subcover lining and it was developded
in partinershio between Candido Mariano State School and the Federal University of Mato
Grosso do Sul, Campi of Aquidauana. At first was realized campain to arrecadation of tetrapak.
After, there were cleaning and plates manufecture of 1m? were confectionated in weekly
meetings, using the staplers. To installing the lining were select 20 houses and the lining was
placed below the roof tiles (aproximadly 3 cm) with laminated portion faced down (aesthetic
reason). The rooms were previosuly measured and using the digital thermometer were take
the temperature at fixed schedule to compare the temperature before and after instalation
of lining. To install the plates the residents helped and using ladder and pressure staplers,
they continued this instalation at another rooms in the house. Was observed a reduction
temperature between 6° and 8° C, depending mainly on the position (morning or aftenoon
sun) and the size the rooms. This results was considered satisfatory by the participants of the
Project.

KEYWORDS: temperature reduction; tetrapak, reuse; Aquidauana-MS.

11 INTRODUGAO

As caixas do tipo “tetra pak” ou “longa vida” sdo muito utilizadas por sua propriedade
de manter a qualidade e a durabilidade dos alimentos nela acondicionados (PAGANI, 2001).

Porém, o crescente uso dessas embalagens fez com que elas passassem a ocupar
espaco consideravel nos aterros sanitarios. Compostas por seis camadas de materiais —
quatro de polietileno, uma de aluminio e uma de papelao — as caixinhas vazias acabam se
constituindo em sério problema ecolégico, podendo levar até 100 anos para sua completa
degradacao (VIVARECICLANDO).

O processo de reciclagem de embalagens Longa Vida, apesar de viavel, ndo é tao
simples uma vez que sao constituidas por camadas de papel cartdo (papeldo), filmes de
polietileno (plastico) e aluminio, que ap6s compactados séo dificeis de separar (ECYCLE).
Em 2015 apenas 21% dessas embalagens foram recicladas (CEMPRE).

Uma alternativa eficiente para esse problema é a reutilizagcao das caixas longa vida.
Uma proposta recente é o seu uso como forros de subcoberturas, transformando-as em
isolante térmico para residéncias e galpdes, onde podem reduzir a temperatura no interior
dos iméveis em cerca de 8°C (RICCHINI, 2001).

Essa ideia foi estudada e proposta pelo engenheiro Luis Otto Faber Schmutzler, que
iniciou suas pesquisas sobre as propriedades das embalagens do tipo tetra pak (também
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conhecida como embalagem longa vida) junto ao laboratério da Faculdade de Engenharia
Mecénica da Unicamp no ano de 2000.

Schmutzler (2001) avaliou a eficiéncia das caixinhas em refletir os raios infravermelhos
e criou o Projeto “Forro Vida longa”. Além disso, comprovou que mesmo sendo composta
por véarias camadas de polietileno e papelao, essas embalagens ndo sao autocombustiveis
e, portanto, ndo aumentam o risco de incéndios.

Coberturas de cimento-amianto séo comuns em residéncias de pessoas com baixo
poder aquisitivo e também em escolas, provocando o superaquecimento dos ambientes,
onde a temperatura interior, no alto veréo, pode chegar a 45° C (sobre a cobertura, ela fica
proxima dos 70° C), submetendo todos, populagé@o carente, criancas e professores a um
calor insuportavel, que trazem como consequéncia alteragcdes de humor e problemas no
rendimento escolar e na sautde (SCHUMTZLER, 2001).

Schumtzler (2001) diz ainda que a manta de Tetra Pak, quando bem aplicada, tem o
mesmo desempenho das placas de aluminio vendidas comercialmente, ajudando inclusive
na protec@o contra goteiras provocadas por falhas no telhado. Essa explicacao esta na
composicao das caixinhas, formadas por 5% de aluminio, 20% de plastico e 75% de
papeldo, sendo que o aluminio é o responsavel por refletir mais de 95% do calor, ajudando
a diminuir a temperatura interna dos ambientes. Afora isso, a embalagem tetra pak traz
a vantagem de ser bem mais barata, sendo estimado um custo de R$ 0,50 por metro
quadrado de forro.

Assim, a disseminacédo de sua ideia ocorreu de forma natural, pois trata-se de
uma atividade simples, j4 que a instalacdo tem custo muito baixo e ndo exige mao-de-
obra qualificada. Atualmente véarios Estados ja estédo testando a utilizagdo dos forros de
subcobertura com tetra pak para melhoria do conforto térmico de suas populac¢des, entre
os quais podemos citar o Rio Grande do Sul, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo, entre outros.
No Mato Grosso do Sul, ndo foi encontrada referéncia sobre tal uso das embalagens tetra
pak. Assim, pretendeu-se langar a ideia através de um Projeto de Extenséo, para que a
mesma fosse disseminada e pudesse atender as comunidades mais carentes, inicialmente
do municipio de Aquidauana, mas podendo alcangar outras regides do Estado futuramente.

O municipio de Aquidauana & conhecido por apresentar temperaturas elevadas
na maior parte do ano, chegando muitas vezes a valores acima de 40°C. Aliado a esta
temperatura elevada, temos também um periodo prolongado de seca, o que faz aumentar
ainda mais a sensacéo térmica do ambiente.

Segundo o IBGE (2016), a popula¢ao do municipio empregada em 2016 correspondia
a 12,1% e possuiam renda média de 1,8 salarios minimos, sendo esta uma das mais baixas
para o Estado (ocupa 69% posicéo entre os 79 municipios). Tal fato se faz evidente nas
moradias, onde muitas pessoas vivem em condicdes precarias, com habitacbes sem forros
e/ou assoalhos adequados.

A escola Candido Mariano localiza-se no centro da cidade de Aquidauana, em
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uma regido proxima ao rio Aquidauana, estando também muito perto das comunidades
ribeirinhas e por isso, atende boa parte dela. Assim, ndo sdo raras as criancas de baixa
renda que frequentam a escola.

Sabendo da necessidade de alguns moradores e conhecendo a propriedade das
caixas longa vida em atuar como isolante térmico, surgiu a ideia do Projeto na escola e a
solicitagéo de parceria com o CPAQ, junto ao curso de Ciéncias Bioldgicas.

Por setratar de projeto que envolvia questdes sociais, ambientais e econémicas, aliado
a simplicidade e a facilidade para sua realizagdo através da agéo conjunta e colaborativa
da comunidade, de pronto essa solicitagdo foi acolhida e realizada conjuntamente com os
professores da escola.

O objetivo principal desse projeto foi realizar a climatizacao de residéncias através do
uso de caixas de leite longa vida como isolantes térmicos. O publico-alvo foram estudantes
e funcionarios da escola Candido Mariano além de académicos e funcionarios da UFMS/
CPAQ.

O projeto foi desenvolvido através das seguintes atividades:

* Reunides iniciais com os participantes interessados

Aideiafoitrabalhar de formaconcomitante em ambos os locais (escola e Universidade)
e, para isso, a distribuicao dos participantes foi realizada de maneira que sempre houvesse
alunos da escola na Universidade e académicos/professores da Universidade na escola,
possibilitando a integracdo de ambas as Instituicées de forma efetiva (Figura 1).

Figura 1. Reunido com voluntarios na Escola Candido Mariano
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+ Campanha de conscientizacdo e arrecadacao de caixas longa vida na co-
munidade local.
A campanha foi realizada principalmente pelas redes sociais e também com
cartazes/informativos nas proprias Instituicoes, além de solicitacdo pessoal em padarias e
creches locais (Figura 2).

Figura 2. Arrecadacéo de caixas longa vida

- Reunioes semanais

As reunides foram realizadas 2 vezes por semana, no periodo vespertino (contra
turno), na Escola e na Universidade, para higienizacdo das caixas longa vida e confec¢édo
das placas de 1m2 usando grampeador.

Para higienizagéo, as caixas foram abertas com tesouras, mergulhadas em balde
contendo agua, detergente e agua sanitaria por alguns minutos; esfregadas com bucha;
enxaguadas em agua corrente e posteriormente colocadas para secar (Figura 3a, 3b).

Para confecgdo das placas, as mesmas foram unidas pela lateral utilizando
grampeador simples e de pressao (Figura 3c, 3d).
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(d)

Figura 3. Processo de higienizacao (a, b) e confecgao das placas, utilizando grampeador de pressao.

+ Divulgacao do projeto para comunidade
Foi realizada uma Oficina na Universidade com duragédo de 3 horas, tendo como
objetivo a divulgacéo do Projeto e capacitagdo da comunidade para confecgéo e instalacéo
das placas de isolamento térmico (Figura 4a). O Projeto também foi apresentado em Evento
cientifico local (Figura 4b)

Figura 4. Divulgagéo do Projeto em Oficina (a) e Evento cientifico (b).
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« Selecao das residéncias para instalacao das placas térmicas

Foram selecionadas 20 residéncias para instalacdo das placas térmicas, tanto na
comunidade ribeirinha como também entre os participantes da Oficina. A metragem dos
comodos foi realizada previamente a instalagéo, utilizando-se trena comum.

Em cada residéncia o forro (placas térmicas) foi colocado com auxilio de escada
e grampeador de presséo junto aos caibros, a uma distancia minima de 3 cm abaixo das
telhas, ndo podendo ficar encostada nas mesmas. A porgdo laminada ficou voltada para
baixo, contribuindo tanto para dissipacéo do calor como também para uma melhor estética
do ambiente. Para instalagcdo das placas a participagcdo dos moradores foi essencial, pois
os alunos/professores do Projeto fizeram a instalacdo em apenas um cémodo, deixando
material suficiente para que os moradores/responsaveis dessem continuidade a instalacao
nos demais comodos (Figura 5).

(b)

Figura 5. Instalacéo das placas nas residéncias contando com o auxilio do morador (a) e cd6modo com
forro ja finalizado (b)

+ Comparacao da temperatura nas residéncias, antes e apés a instalacao
do forro

Termbmetros digitais foram deixados nas residéncias 7 dias antes da instalacéo
do forro, sendo solicitado ao morador que o deixasse no coémodo onde seria instalada
a placa e que todos os dias, num mesmo horario, anotasse a temperatura do ambiente.
Posteriormente a instalagdo do forro, as temperaturas continuaram sendo monitoradas no
mesmo horario e assim foi possivel estabelecer um comparativo da temperatura antes e
apos a instalagdo das placas térmicas.

Afora essas atividades, ao longo de todo Projeto diversos temas relacionados a
educacao ambiental, consumo consciente e uso sustentavel dos materiais foram discutidos
com os participantes para além dos contetdos apresentados em disciplinas especificas
como matematica, ciéncias, fisica e portugués; todos correlacionados ao desenvolvimento
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das atividades previstas. Isso contribuiu para um melhor entendimento e participacéo dos
alunos nas atividades, uma vez que puderam integrar contetdo especificos a sua realidade.

Como resultados, podemos destacar o beneficio imediato para os moradores
atendidos no Projeto, com baixo custo e proporcionando melhoria na qualidade de vida
dessas pessoas através do conforto térmico em suas residéncias (diminuindo a temperatura
no calor e mantendo a temperatura no frio), além da diminuicdo da quantidade de lixo
depositado no ambiente, por meio da reutilizacdo das caixas de leite longa vida.

Foi possivel observar uma redugdo média entre 6° e 8° C na temperatura das
residéncias com a colocagéo do forro de caixas longa vida, o que para uma cidade quente
como Aquidauana faz muita diferenca.

Foram arrecadadas mais de 6.000 caixas longa vida e confeccionadas
aproximadamente 400 m2 de placas, sendo instaladas nas casas selecionadas cerca de
150m2. As placas restantes foram distribuidas entre os interessados para finalizarem a
instalagéo nos demais coémodos de suas residéncias.

As tampinhas das caixas longa vida também foram recicladas. Todas foram lavadas
e armazenadas para entrega nos postos de coleta da cidade de Aquidauana, de onde séo
encaminhadas para o Hospital do Céncer, a fim de serem trocadas por cadeiras de rodas
ou medicamentos aos seus pacientes.

O projeto contou com a participacéo efetiva de 8 académicos voluntarios, 1 bolsista
e 2 funcionarios da Universidade; 15 alunos e 4 professores da Escola Candido Mariano,
além de colaboradores eventuais da comunidade, que participaram nas diferentes
atividades realizadas.

A capacitacao dos moradores permitiu que a ideia do Projeto fosse replicada, o que
ampliou seu alcance para além das 20 residéncias inicialmente contempladas.

A Universidade tem em suas diretrizes internas o continuo aprimoramento de seus
estudantes e de suas atividades, sendo a Extensao uma das bases para a concretizacéo
desses saberes, uma vez que permite a troca de informacéo entre a comunidade local e a
Universidade. Assim, esperamos através dessa e de outras futuras atividades, conseguir
contribuir com solugdes possiveis para as demandas da comunidade local.

AGRADECIMENTOS

O Projeto foi desenvolvido com apoio da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Pré-Reitoria de Extensdo e Cultura (PROECE), através de concessao de Bolsa de
Extenséo para a académica Marielen de Souza Arguelho;

Agradecemos a Diretora da Escola Estadual Candido Mariano, professora Nilda
Fatima Morais de Oliveira e Silva pela parceria e apoio na realizagcdo das atividades

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2 Capitulo 6



REFERENCIAS

CEMPRE. Compromisso empresarial para reciclagem. Disponivel em: <http://cempre.org.br/artigo-
publicacao/ficha-tecnica/id/9/embalagens-longa-vida>. Acesso em 15/04/2019.

ECYCLE. Caixa de leite é reciclavel? Disponivel em: http://www.ecycle.com.br/component/content/
article/58-tetrapak/218-caixa-de-leite-e-reciclavel.html. Acesso em: 10/04/2019.

IBGE (2016). Instituto brasileiro de geografia e estatistica. IBGE cidades. Disponivel em: https://
cidades.ibge.gov.br/. Acesso em 10/04/2019.

PAGANI, M. do C. 2001. Na caixinha de leite, o refresco da populagao. Disponivel em: <http://www.
unicamp.br/unicamp/unicamp_hoje/ju/jan2001/pagina3-Ju158.html.> Acesso em 11/04/2019.

RICCHINI, R. 2001. Embalagem longa vida é isolante térmico. Disponivel em: <http://www.
setorreciclagem.com.br/reciclagem-de-embalagens-longa-vida/embalagem-longa-vida-e-
isolante-termico/>. Acesso em 10/04/2019.

SCHMUTZLER, L. O. F. Projeto forro vida longa. FEM-Faculdade de Engenharia Mecanica,
UNICAMP. Disponivel em: http://www.fem.unicamp.br/~impact. Acesso em 08/04/2019.

VIVARECICLANDO. Quanto tempo leva para o lixo se decompor. Disponivel em: https://
vivareciclando.wordpress.com/2012/07/02/quanto-tempo-leva-para-o-lixo-se-decompor/. Acesso em:
10/04/2019.

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2 Capitulo 6 “


http://cempre.org.br/artigo-publicacao/ficha-tecnica/id/9/embalagens-longa-vida
http://cempre.org.br/artigo-publicacao/ficha-tecnica/id/9/embalagens-longa-vida
http://www.ecycle.com.br/component/content/article/58-tetrapak/218-caixa-de-leite-e-reciclavel.html
http://www.ecycle.com.br/component/content/article/58-tetrapak/218-caixa-de-leite-e-reciclavel.html
https://cidades.ibge.gov.br/
https://cidades.ibge.gov.br/
mailto:carmopagani@aol.com
http://www.unicamp.br/unicamp/unicamp_hoje/ju/jan2001/pagina3-Ju158.html
http://www.unicamp.br/unicamp/unicamp_hoje/ju/jan2001/pagina3-Ju158.html
http://www.setorreciclagem.com.br/author/ricardo-ricchini/
http://www.setorreciclagem.com.br/reciclagem-de-embalagens-longa-vida/embalagem-longa-vida-e-isolante-termico/
http://www.setorreciclagem.com.br/reciclagem-de-embalagens-longa-vida/embalagem-longa-vida-e-isolante-termico/
http://www.setorreciclagem.com.br/reciclagem-de-embalagens-longa-vida/embalagem-longa-vida-e-isolante-termico/
http://www.fem.unicamp.br/~impact
https://vivareciclando.wordpress.com/2012/07/02/quanto-tempo-leva-para-o-lixo-se-decompor/
https://vivareciclando.wordpress.com/2012/07/02/quanto-tempo-leva-para-o-lixo-se-decompor/

CAPITULO 7

ASPECTOS BOTANICOS, FITOQUIMICOS E
ATIVIDADE BIOLOGICA PRELIMINAR DE EXTRATOS
DE TRADESCANTIA ZEBRINA

Data de aceite: 01/07/2021
Data de submissdo: 06/05/2021

Vagner Cardoso da Silva

Universidade do Estado da Bahia (UNEB),
Departamento de Ciéncias da Vida (DCV),
Programa de Pé6s-graduacéo Stricto sensu em
Ciéncias Farmacéuticas (PPGFARMA)
Salvador-Bahia
http://lattes.cnpq.br/0131310791061500

Alessandra da Silva Guedes
Universidade do Estado da Bahia (UNEB),
Departamento de Ciéncias da Vida (DCV)
Salvador-Bahia
http://lattes.cnpq.br/9784380626638022

Anibal de Freitas Santos Junior
Universidade do Estado da Bahia (UNEB),
Departamento de Ciéncias da Vida (DCV),

Programa de Pé6s-graduacéo Stricto sensu em
Ciéncias Farmacéuticas (PPGFARMA)
Salvador-Bahia
http://lattes.cnpq.br/4848541531516979

RESUMO: A Tradescantia zebrina, espécie
muito utilizada no paisagismo, da familia
Commelinaceae e classe Liliopsida, € uma
herbacea monocotiledénea, perene, ereta, liana,
rastejante, de consisténcia suculenta, originaria
do México, mas bem adaptada ao Brasil, gracas
a sua facilidade de cultivo. Popularmente, é
utilizada para tratar cistite na América Latina.
Existem relatos de seu uso tradicional no
tratamento do céncer - como a bebida “agua
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de Matal”. Contudo, estudos fitoquimicos e
farmacolégicos ainda sdo limitados para esta
espécie, demonstrando a importancia de testes
cada vez mais especificos, buscando indicios
suficientes tanto de sua seguranga, quanto de
sua eficacia. A triagem fitoquimica é util para
examinar extratos de plantas. Para isso foi
utiizada a metodologia proposta por Matos
(1997). Foi possivel a identificacdo das principais
classes de metabdlitos secundarios a partir
dos extratos metanolicos, obtidos do material
vegetal: in natura (IN), seco a sombra (SC) e
liofilizado (LF). Também foram realizados cortes
histologicos em IN, onde se observa estruturas
como estdmatos tetraciticos na porcédo abaxial
e de rafides em idioblastos, além da presenca
de pelos tectores e glandulares. Sem variagbes
significativas nos extratos se seguiu os estudos
com o SC, comparando desta vez o método de
extracdo: maceragdo com metanol, Sohxlet com
etanol, usando agua como solvente protetor e
infusdo com agua destilada. Apés comparacao
por fingerprint em CLAE-UV-DAD novamente
se observou semelhanga entres os extratos,
mas devido melhor estabilidade e menor risco
de contaminagcdo o extrato metandlico deve
ser priorizado nas extracdes subsequentes.
Desta forma a espécie demonstra ser fonte de
substancia bioativa, sendo necessarios mais
testes confirmatérios a serem realizados.
PALAVRAS - CHAVE: T. zebrina, agua de Matali,
Caracterizagdo botéanica, Triagem Fitoquimica,
Bioatividade.
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BOTANICAL, PHYTOCHEMICAL ASPECTS AND BIOLOGICAL PREACTIVITY OF
EXTRACTS OF TRADESCANTIA ZEBRINA

ABSTRACT: Tradescantia zebrina is a species widely used in landscaping and belongs to the
family Commelinaceae and class Liliopsida. It is a monocotyledonous herbaceous, perennial,
erect, liana, crawling, of succulent consistency, originally from Mexico, very well adapted to
Brazil due to its ease of cultivation. It is popularly used to treat cystitis in Latin America.
There are reports of its traditional use in the treatment of cancer - like the “agua de Matali”
drink. However, phytochemical and pharmacological studies are still limited for this species,
demonstrating the importance of increasingly specific tests, looking for sufficient indications
of both their safety and their effectiveness. Phytochemical screening is useful for examining
plant extracts. For this, the methodology proposed by Matos (1997) was used. It was possible
to identify the main classes of secondary metabolites from methanolic extracts, obtained from
plant material: in natura (IN), dry in the shade (SC) and lyophilized (LF). Histological cuts
were also performed in IN, where structures such as tetracytic stomata in the abaxial portion
and raffids in idioblasts are observed, in addition to the presence of tector and glandular
hairs. Without significant variations in the extracts, studies with SC were followed, this time
comparing the extraction method: maceration with methanol, Sohxlet with ethanol, using
water as a protective solvent and infusion with distilled water. After comparing by fingerprint
on HPLC--UV-DAD again, a similarity was observed between the extracts, but due to
better stability and less risk of contamination, the methanolic extract should be prioritized in
subsequent extractions. In this way, the species proves to be a source of bioactive substance,
requiring more confirmatory tests to be carried out.

KEYWORDS: T. zebrina, Agua de Matali, Botanical characterization, Phytochemical
Screening, Bioactivity.

11 INTRODUGAO

A utilizagdo de plantas como tratamento de doencas ou em rituais € tdo antigo e
universal quanto a prépria medicina, na verdade desde o surgimento humano, comprovado
a partir de pinturas rupestres, pergaminhos, tumbas farabnicas e até dos conhecimentos
passados entre geracdes. Estudos comprovam que em escavagdes foram encontrados
fosseis datados de mais de 30 mil anos atras, comprovando que pessoas do periodo pré-
histérico colhiam plantas com finalidades medicinais. Os conhecimentos foram alcancados
através de tentativas e as doencas eram sempre infligidas a fendmenos sobrenaturais
(Silva et al., 2003).

O seu uso terapéutico certamente se estabiliza pelas civilizagbes suméria e acadiana,
por volta de 460-377 a.C., com Hipocrates que descreveu produtos naturais medicinais
oriundos de plantas e animais. E estes fazem parte de muito antigos sistemas tradicionais
de Medicina, como: chinesa, ayurvédica, egipcia. A tradicéo religiosa ‘afro-indigena-
brasileira’ acrescenta formidaveis subsidios para a sociedade brasileira, especialmente no
que se refere ao uso e preservagdo das matas, antagonicamente a filosofia de dominagéo
tao difundida pela sociedade ocidental, onde o papel do homem é dominar toda a natureza,
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apenas servindo-se dela (SARKER; NAHAR, 2009).

E inquestionavel a importancia que as plantas tém em todas as culturas e em
todas as épocas. Quer seja para a alimentacdo, para a cura de doencgas ou para rituais
religiosos. Segundo Botelho (2010), a cultura africana no Brasil enriqueceu o conhecimento
sobre ervas na sociedade, o seu contato com outras culturas, como os povos indigenas e
europeus, criou um complexo e diversificado sobre o saber das folhas.

Mesmo hoje, a falta de acesso a servigos de assisténcia primaria a saude, muitas
pessoas ainda tem o uso de ervas como fundamental alternativa de tratamento para diversas
enfermidades (CASTRO et al., 2009). Ademais a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
informa que cerca de 3,4 bi da populagdo mundial, por volta de 88%, ja fez ou faz uso de
medicamentos a base plantas na ateng¢do primaria. S6 na Medicina Tradicional Chinesa
(MTC), 7.295 espécies séo utilizadas como agentes medicinais (SARKER; NAHAR, 2009).

Uma linha de estudos dentro da farmacognosia que tem sido empregada com o
intuito de melhorar o método de identificagcdo de novas compostos é a Etnofarmacologia,
um ramo da Etnobiologia / Etnobotanica que integra dados oriundos de comunidades
que utilizam da flora medicinal, com estudos quimicos/farmacoldgicos concretizados em
laboratérios especificos. O principal interesse néo é identificar e isolar todos os metabolitos
secundarios, mas o de maior potencialidade terapéutica, ou os responsaveis pelo efeito
farmacolégico (ELISABETSHY, 2001).

Por conta disso a populagéo, por muitas vezes, possui apenas a sua disposicao
como Unica solugdo terapéutica as plantas medicinais. No entanto, ndo sao exclusivamente
as pessoas com menor poder aquisitivo que utilizam esse tipo de tratamento, as classes
socioeconOmicas mais favorecidas também estdo procurando o uso das terapias
complementares que conglomeram a fitoterapia, homeopatia, acupuntura, termalismo,
entre outras praticas, por terem foco na integralidade do ser humano, diferente do modelo
biomédico (BRASIL, 2006).

A Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico
de Salde (SUS) — o PNPIC/SUS — aprovada pelo Governo Federal em 20086, inicia o
movimento contra essa segmentagéo das partes ao incrementar ao SUS a utilizagéo dessas
praticas entre outras ac¢des, incentivando, também, a pesquisa de plantas medicinais, com
a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), voltada a garantia,
segurancga e uso racional de fitoterapicos e plantas medicinais, implicando numa obrigacéo
dos profissionais de saude, principalmente prescritores, a se aperfeicoarem nesse tema
orientando pacientes de forma correta e segura (BRASIL, 2006). E criada uma Relagéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS, e se percebe uma auséncia de
investigacbes sobre uma planta de uso religioso tanto pela Umbanda, quanto pelo
Candomblé, a Tradescantia zebrina, conhecida como egenda, lambari, trapoeba-roxa ou
como onda-do-mar, da familia Commellinaceae e classe Liliopsida, tem como sinonimias:
Tradescantia Pendula, Tradescantia Tricolor, Commelina Zebrina, Zebrina Purpusi,
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Cyanotis Zebrina, Cyanottis Vittata e Zebrina Pendula. E uma herbacea monocotileddnea,
perene, ereta, liana, reptante rastejante, de consisténcia suculenta de origem mexicana,
mas muito bem adaptada ao Brasil, haja vista sua facilidade de cultivo.

Buscou-se a partir dos extratos da espécie selecionada, a avaliagdo através
de triagem fitoquimica preliminar, e em testes de atividades biologicas, onde serédo
desenvolvidos ensaios que examinem seu perfil bioativo, tendo em vista a comprovacgéo de
seu uso popular para diversas enfermidades no México (como o cha chamado “té Matal’
ou “agua de Matali”), além de analisar atividade antioxidante e citotoxica, pois ha também
relatos de sua utilizagé@o para o cancer em preparo caseiro (ALONSO-CASTRO et al, 2011),
mas igualmente sendo encontrado de forma semi-industrializada.

Segundo Biavatti e Leite (2005), a Farmacognosia tem por objetivo o desenvolvimento
de faculdades para avaliar principios ativos vegetais, e a anélise microscépica permite
verificar a diferenciagdo morfolégica das espécies vegetais, devido a arranjo tecidual ser
bastante simples e caracteristico, facilitando conhecimentos mais profundos acerca de seu
metabolismo secundario.

Com relacdao as atividades antimicrobianas se destaca o que as plantas
desenvolveram, no decorrer de sua evolucéo, mecanismos de se defender e de se relacionar
com o0 meio ambiente, na tentativa de se proteger. Destarte, compostos produzidos em
seu metabolismo secundario, sdo conseguidos em decorréncia do acionamento de rotas
especificas. Essas substancias que representam a maior parte dos principios ativos, como
por exemplo, 6leos essenciais, alcaloides, taninos e flavonoides, sédo os objetos de estudos
de diversos pesquisadores da quimica dos produtos naturais (KRIVENKO et al., 1996).

Segundo Tan et al (2014), em uma pesquisa malaia, a T. zebrina dentre as cinco
espécies testadas, apresentaram a maior dosagem de taninos totais, fendis totais,
flavonoides totais, além de uma maior capacidade antioxidante, apresentando também
uma melhor concentracao inibitéria minima em bactérias gram positivas e gram negativas.

Segundo Amaral (2006), a T. zebrina é tradicionalmente usada para tratar disturbios
gastrointestinais ao comprovar atividade giardicida. Outros estudos, também, informaram
que T. zebrina exibe atividades inseticidas (Gonzalez-Coloma, 2012) e inibitérias a enzima
15-lipoxigenase, uma das responsaveis pelos ataques de asma (Alaba, 2014). Frei et al
(1998) apud Alonso-Castro et al (2010) afirmaram que a T. zebrina apresenta, também
apresenta atividade carcinogénica.

Vale ressaltar ainda que as espécies de Tradescantia e de outros géneros da familia
Commelinaceae com suas diversas espécies estdo firmemente presentes no paisagismo
como plantas ornamentais, tanto nos jardins, como nos vasos de interiores, pelo fato de
tolerarem sol pleno ou meia-sombra, na condi¢do de folhagens ou floriferas. S&o plantas
apropriadas para formagéo de macicgos, forracoes e bordaduras, também compondo vasos
ou jardineiras suspensas, o que lhes confere consideravel importancia econémica (MAIA,
2006).
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21 METODOLOGIA

2.1 Selecao e plantio

A espécie foi selecionada a partir de seu uso tradicional e pela auséncia de estudos
conclusivos. O plantio foi feito na cidade de Salvador dentro de um mesmo terreno
(12°56°33.8”S 38°20°27.3"W), com 0 mesmo tipo de solo (terra vegetal + humus de minhoca)
e regados diariamente. A plantacdo foi mantida e feita replantio para manutencéo da fonte
de coleta da espécie em estudo até 2021.

2.2 Coleta, identificacao e preparacao de material boténico

2.2.1 Primeira coleta

As primeiras amostras foram coletadas em Janeiro de 2016, em lua crescente. Todas
as amostras foram coletadas e limpas de sujidades e restos de terra e foram separadas
em trés partes onde uma foi mantida in natura (IN), outra foi seca a sombra (SC) e a ultima
amostra foi congelada em ultrafreezer e posteriormente liofilizada (LF).

Todas foram trituradas em liquidificador marca Philco, modelo PH900, Processo foi
realizado em conjunto com solvente extrator metanol para posterior maceragéo.

2.2.2 Segunda coleta

As amostras foram coletadas em Janeiro de 2020, em lua crescente, sendo limpas
de sujidades e restos de terra, secas a sombra e trituradas em moinho/triturador de facas
de marca Oster, modelo OMDR100, com poténcia de 150W. Processo foi realizado em 3
ciclos ate cominuicao até pd, em seguida foram armazenadas em embalagem zip lock até

preparo do extrato.
2.3 Exame macroscoépico e microscopico

Foi utilizada toda a espécie para identificacdo dos aspectos macromorfoldgicos.
Para o estudo microscopico foram utilizadas folhas da espécie, onde foram feitos cortes
a mao livre com auxilio de uma Iamina de barbear, cortes paradérmicos das faces adaxial
e abaxial, além de cortes transdérmicos (regiao do mesdfilo foliar). Logo, os cortes foram
imersos em placas de Petri contendo hipoclorito de sodio (NaClO) para diafanizagéo dos
tecidos, sendo depois submetidos a lavagem com agua destilada. Apos a lavagem, as
amostras imersas em gotas de agua contidas em laminas, foram sobrepostas em laminulas
e posicionadas em microscopio eletronico binocular, modelo Primo Star, de marca Zeiss,
para observacdo anatdomica da espécie (KRAUS; ARDUIN, 1997).
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2.4 Preparacao dos extratos

2.4.1 Extrato metandlico para triagem fitoquimica - 2016

Foi realizada extragcéo através da técnica de remaceragcédo em 3 ciclos em metanol.
Cada amostra, IN, SC e LF foram mantidas em contato com solvente por 24 horas em
cada ciclo de remaceracgao. A cada troca de solvente os extratos foram filtrados com funil
de Buchner e papel de filtro qualitativo. Os extratos obtidos foram homogeneizados e em
seguida concentrados em rota evaporador.

2.4.2 Extratos para comparagao de métodos — 2020

Foram realizados trés extratos sempre com proporcdo 1:10 da droga vegetal e
de solvente. O primeiro extrato (TZ1) foi realizado com metanol em maceragédo e uma
remaceragdo com troca de solvente em 24h; o segundo extrato (TZ2) em Sohxlet usando
etanol/agua (1:1), sendo a agua um solvente protetor para evitar o superaquecimento do
solvente e consequentemente do extrato; e o terceiro (TZ3) em infusdo com agua destilada.

Todos foram filtrados com funil de Buchner e papel filtro qualitativo.

2.4.3 Concentragdo dos extratos

Os extratos foram concentrados em rotaevaporador (Quimis®) em vacuo (40mbar)
e temperatura inferior a 35°, apés completa evaporagdo material aderido foi reconstituido
com aproximadamente 3,0mL de metanol para lavagem do baldo coletor.

No extrato TZ2 foi adicionado 05mL de metanol ao fim do ciclo de concentragéo para
auxiliar no arraste da agua sem a necessidade de aquecimento maior.

2.5 Realizacao dos Screening biolégicos nos extratos

A avaliagédo da atividade biologica aconteceu através de ensaios qualitativos.
Verificando a presenca de Flavonoides por reagdo de Shinoda, Taninos por precipitagdo
do Acetato de Chumbo a 10% e da precipitagcdo da solugcdo de gelatina a 2%, Terpenos
ou Esteroides através da reagdo de Liebermann-Burchard, Alcaloides por reagente de
Dragendorff e Saponinas por teste de agitacdo (MATOS, 1997).

2.6 Fingerprint - impressao digital cromatografica

As andlises foram realizadas utilizando um cromatografo liquido, Shimadzu®
(LC20 AD, detector de arranjo de diodos — DAD (SPD-20A), foi equipada com uma coluna
“Licrhorspher @” RP 18 (Agilent), 5um, 4,6 x 250mm, controlado por software LC- System®
1.0. As solucdes do extrato foram preparadas na concentracdo de 1 mg/mL. Todas as
solugdes foram degaseificadas por vacuo e injetadas por valvula manual de alta pressao
(ciclo de injecao de 20uL), antes de serem analisadas no cromatégrafo. A detecgéo foi
realizada em DAD no comprimento de onda de 260, 272, 280, 310, 330 e 360nm.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi percebido o crescimento rapido por estaquias e seu potencial invasor frente
ao facil desenvolvimento, mesmo com substrato pobre. Observou-se que o seu cultivo
a Sol pleno limita o seu desenvolvimento, ja que seu crescimento se torna mais lento,
provavelmente pela rapida evaporacao de umidade do solo, as folhas se dobram dando
ao conjunto a coloragdo roxa, ficando mais exuberante quando cultivada em locais
sombreados. A planta cresce plagiotropicamente sobre o solo formando estolées, ou seja,
nao ha parte subterranea € o tipo de caule que cresce paralelamente ao chao, produzindo
gemas de espago em espago. Sua floracdo ndo segue um periodo especifico e sua flor &
bem delicada.

E sabido que o local e a época de plantio sdo essenciais para a obtencdo de um
elevado rendimento das espécies e de substancias do metabolismo secundario. Contudo,
segundo Carvalho (2005), a Tradescantia € uma espécie que oferece facil adaptagdo em
qualquer espaco, além de se desenvolver durante todo o ano, tanto ao ar livre, quanto em
estufas. As influencias ambientais que mais interferem no crescimento e no desenvolvimento
das plantas sao o fotoperiodo, a radiacéo e a temperatura (MARCHESE; FIGUEIRA, 2005).
Também, foi percebido a sua facil disseminacdo, o que gera a limitagdo de uma espécie
invasora, ja citado no trabalho de Mantoani et al. (2013), que aborda as implicagbes da
invasdo de T. zebrina sobre as regenerantes de plantulas arbéreas no estado do Parana.
Assim como foi registrada a invaséo por T. zebrina no Cerrado e na Mata Atlantica (ZENNI;
ZILLER, 2011).

Na analise macroscopica confirma se tratar de uma espécie liana, percebem-se
folhas sé@o lanceolado-lineares ou ovaladas alternas, paralelinérveas, com bainha fechada
e suas inflorescéncias sdo terminais, possuem 3 sépalas e 3 pétalas (trimera), livres entre
si, estdo protegidas por bracteas, sdo hermafroditas e zigomorfas, conforme observado na
Figura 1.

Figura 1 Caracteristica macroscopica
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Microscopicamente foi possivel identificar a partir do corte transversal do limbo da
folha a epiderme unisseriada, formada por células altas ndo espessas e isodiamétricas, a
hipoderme com apenas uma camada de células altas que tomam boa espessura da lamina
foliar, 0 que garante grande suculéncia para as folhas (figs. 2 e 3). Identificou-se a presenca
de estbmatos na porcao abaxial (fig. 2), onde seu mesofilo € homogéneo (isomorfo) e
ocupa area bem reduzida, com alguns idioblastos contendo rafides.

Figura 2.Corte transdérmicocom célula estomatica

Figura 3. Corte transdérmico caulinar(A) e foliar (B)

Verificou-se a presenca de rafides de oxalato de célcio em células do peciolo (fig.
6), além de tricomas tectores (fig. 5) e glandulares (fig. 4), ambos multicelulares, em toda
espécie.
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Figura 4.Corte transdérmico foliar, tricoma glandular

Figura 5.corte transversal peciolo, tricoma tector

Figura 6.Corte transversal caulinar apresentando réafides
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Com o corte paradérmico foliar (fig. 7) facilmente se comprova que a epiderme
é unisseriada e isodiamétrica, e também se percebe que as células estomaticas se
encontram somente na por¢éo abaxial (fig. 8), e é classificado como estdmato tetracitico,
composto por quatro células subsidiarias, sendo duas paralelas as células guardas e as
outras perpendiculares.

Figura 7. Corteparadérmico adaxial

Figura 8.Corte paradérmico abaxial, estbmato tetracitico

Microscopicamente foi percebido todas as caracteristicas ja abordadas pelo estudo
de Elbl (2008), que afirma notar que o limbo da lamina foliar é formado, sobretudo pela
epiderme e hipoderme e pouco pelo palicadico e lacunoso, trazendo caracteristicas que
fazem as folhas da T. zebrina suculentas. Confirma-se, também, Menezes et al. (2005)
apud Elbl (2008) que mostram que os tecidos primarios presentes no caule, estdo também
na folha e também, trazendo a ideia de continuagéo entre todos os tecidos da espécie.

Durante o estudo fitoquimico qualitativo fica constatado de Tan et al (2014) para
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a presenca de todas as classes testadas, com excecdo a esteroides, pois segundo
metodologia de Liebermann-Burchard o teste de presenca de triterpenos ou esteroides,
0 que pode ocasionar um falso-negativo, haja visto que a confirmagdo de um exclui a
presenca do outro. Contudo comparativamente foi observada uma intensidade na cor de
alguns testes colorimétricos, que sugere uma maior presenca de determinados compostos
como: no caso do material seco que apresentou rea¢gdes menos intensas, mas ndo se
pode confirmar essa reducéo do composto fitoquimico sem a feitura de testes quantitativos.
Flavonoides e Taninos foram mais intensos na coloracao e precipitagéo, respectivamente,
no extrato preparado a partir de amostra in natura. Terpenos, Alcaloides e Saponinas
mostraram testes mais intensos no extrato preparado com amostra liofilizada. Contudo, o
extrato preparado com amostra seca em estufa de recirculagéo de ar também apresentou
testes positivos, porem com menos intensidade, sendo provavel a oxidagdo de seus
compostos durante o processo de secagem. Sendo necessarios testes de quantificacéo
para confirmar essa observagéo.

Segundo Nijveldt et al. (2001), os flavonoides exercem diferentes fungbes nas
plantas, entre elas se destacam a acgéo antioxidante, protecdo da radiacdo Ultravioleta
(UV), a protegéo contra microrganismos, inibicdo enzimatica e a polinizagdo. E constitui
um grupo de polifendis, cuja sintese ndo ocorre em seres humanos. Entretanto, exibem
uma série de caracteristicas que lhes permitem atuar em seres vivos e assim beneficiar o
desenvolvimento de farmacos (PETERSON et al., 2003). Sendo assim um dos constituintes
de maior interesse nessa pesquisa, justamente por a espécie ter um potencial elevado de
concentracéo de flavonoides.

Os flavonoides sao bastante estudados, pelas suas inimeras atividades biolégicas,
especialmente atividades antioxidante, vascular, citotoxica e antitumoral (NIJVELDT et
al., 2001). Sendo a atividade antioxidante a propriedade mais evidenciada neste grupo
(HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

O mecanismo de inibigao para a ciclooxigenase (COX) e lipoxigenase desempenhado
por alguns flavonoides em enzimas tem se revelado com muita importancia. Segundo
Havensteen (2002), a quercetina e apigenina apresentam atividade anti-inflamatéria por
inibir as enzimas COX-2 e 06xido nitrico sintetase. A quercetina e a luteolina também
comprovam atividade no acionamento do sistema complemento, reduzindo dessa forma
a resposta inflamatéria (SANDHAR et al., 2011). Diversas pesquisas estrutura—atividade
realizadas com os flavonoides, revelaram a habilidade de inibir enzimas importantes como
a NADH oxidase na respiragdo mitocondrial (NIJVELDT et al., 2001). Ja indicando uma
lipoxigenase, um dos principais responsaveis pelas crises de asma.

Os flavonoides comprovaram ter atividade inibidora de véarias espécies oxidantes
como o superoxido (O,-), radicais hidroxila e peroxi (SANDHAR et al., 2011). Em geral, o

carater antioxidante esta conexo com o arcabouco estrutural do flavonoide, dependendo da
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quantidade de substituintes hidroxila que exibe na sua molécula. Sendo assim, quanto mais
substituintes hidroxila, mais forte sera essa atividade desse flavonoide (HAVENSTEEN,
2002). Os flavonoides que se demonstram mais intensos contra os efeitos dos radicais
livres, metabdlito natural do oxigénio, sdo as flavonas e as catequinas (TAPAS et al., 2008).
Estes radicais livres vém sendo considerados como colaboradores de varias doencas
cronicas como doencgas cardiovasculares, cancerigenas, inflamatorias e hepéticas,
motivo pelo qual a sua pesquisa se tornou importante (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).
Isso também é comprovado pela pesquisa de Tan et al (2014), a atividade antioxidante
na T. zebrina é superior as outras espécies da mesma familia, e pelo presente estudo fica
bem evidenciado a presenca dos flavonoides e das antocianinas, comprovado por teste
qualitativo e por mudanca de cor ao alteragdo de pH.

Assim os flavonoides sdo uns grupos de produtos naturais antineoplasicos com
mais potenciais que estdo sendo testados, demonstrando serem muito ativos contra
moléculas oxidantes como os radicais livres que provavelmente estdo relacionados aos
danos que acontecem no DNA e que causam o desenvolvimento das neoplasias. De outro
modo, comprovaram a capacidade de intervir na iniciacao, desenvolvimento e progresso
das células neopléasicas pela modulagéo da proliferagéo celular, diferenciacdo, apoptose,
angiogénese e metastase (SANDHAR et al., 2011).

O estudode flavonoides é dificultado justamente pela heterogeneidade que as diversas
estruturas moleculares exibem, bem como a insuficiente informacao da sua disponibilidade,
o que infere a necessidade de estudos mais aprofundados, como a identificagcdo da quimica
vegetal com o fingerprintem CLAE-DAD. Em estudos prévios se realizou uma comparacao
dos extratos TZ1 (extrato metandlico), TZ2 (extrato hidroetanoélico) e TZ3 (extrato aquoso)
a 280nm, escolhido esse comprimento de onda por apresentar uma maior quantidade
de detalhes, especialmente na percepcdo da similaridade/diferencas entre os extratos,
comprovando que a modificagao do método extrativo pode garantir variagao de compostos
para mesma espécie, principalmente no que se refere a quantificagdo dessas substancias.
A partir desse dado é provavel seguir o estudo somente com o TZ1, uma vez que se reduz
a possibilidade de perda por contaminagdo microbioldgica devido a auséncia de agua no
extrato e por esse apresentar uma maior concentracdo dos compostos de interesse.

41 CONCLUSAO

A avaliagcéo das atividades bioldgicas prové resultados preliminares que funcionam
de base para o desenvolvimento de novos medicamentos, novos protétipos de farmacos,
possibilitando novas aplicagdes dos recursos vegetais e a avaliagdo dos compostos
quimicos presentes para o desenvolvimento dos dados da espécie em questdo. Também
fornece contribuicdo necessaria para o uso racional dessa planta medicinal, pois com

a obtengdo dos extratos, a partir de fonte natural vegetal, e ciéncia dos metabdlitos
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secundarios presentes em sua composi¢do trardo a contribuicdo para o conhecimento e
melhor aproveitamento da espécie, com isso tornara mais claro os aspectos toxicolégicos
de sua utilizac&o tradicional.

Analisou-se, também, desde o fingerprint inicial j& se confirma a presenca de
compostos fendlicos, ja indiciando o caminho seguido pelo desenho do estudo sobre sua
bioatividade. A posteriori hdo de ser quantificadas essas substancias, assim desmembrando
as possiveis classes de metabolitos secundarios oriundos da Tradescantia zebrina. De tal
modo, pela observacédo dos aspectos e dos resultados conseguidos em diversos estudos
revisados, fica possivel admitir que a espécie T. zebrina é uma espécie de interesse a
fonte de substancias bioativas. Lacunas estdo presentes nesse conhecimento e sao
identificadas para justificar a continuidade destes estudos a fim de se elaborar afirmagdes

mais conclusivas.
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RESUMO: Processos fermentativos sdo cada
vez mais usados como alternativa para utilizagéo
de reagentes com baixo valor agregado, como
o glicerol residual da industria do biodiesel, que
pode ser metabolizado pela bactéria Klebsiella
oxytoca para conversdao de 2,3-butanodiol.
Sua viabilidade depende de parametros que
influenciam no crescimento das células, no
consumo de substrato e na formacdo de
produto, como o pH do meio fermentativo.
Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi
de avaliar o comportamento do pH durante este
processo fermentativo e o impacto deste no
crescimento celular. Foram realizados ensaios
fermentativos em frascos agitados por seis horas
com pH inicial de 6,7. A variavel avaliada foi a
presenca de duas solugdes tampdes diferentes
no meio: citrato de sodio/acido citrico e K,HPO,/
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KH,PO,. Na auséncia de solugdo tampé&o foi
estudado também o comportamento do processo
fermentativo com ajuste de pH em faixa favoravel
para o crescimento celular. Os valores de pH
e os de concentracdo celular foram medidos
em alguns pontos definidos do processo. Os
resultados mostraram que nas primeiras horas
de processo houve uma queda brusca de pH
para uma faixa entre 4,5 a 4,8 e assim mantido
até o final, tanto na presenca quanto auséncia
de tampdo. Em termos de crescimento celular,
as trés condi¢cbes apresentaram um crescimento
lento e uma curva pouco acentuada com
concentragdes finais: 1,0 g/L (&cido citrico/citrato
de sbdio); 1,2 g/L (K,HPO,/KH,PO,) e 1,1 g/L
(sem solucdo tampao). Para a condicdo sem
tampéo e com ajuste de pH, o crescimento foi
favorecido, com concentracao final de células
de 1,8 g/L. Entédo, mesmo se utilizando tampao,
o pH do meio apresentou queda nas primeiras
horas, o que desfavorece o andamento da
fermentacdo. Neste caso, a condigdo de ajuste
de pH constante se mostrou indispensavel,
apresentando crescimento favorecido.
PALAVRAS - CHAVE: glicerol residual; Klebsiella
oxytoca; processos fermentativos; solugao
tampéo

EVALUATION OF PH BEHAVIOR AND
INFLUENCE ON RESIDUAL GLYCEROL
FERMENTATION BY KLEBSIELLA
OXYTOCA

ABSTRACT: Fermentative processes are
increasingly used as an alternative for the use of
reagents with low added value, such as residual
glycerol from the biodiesel industry, which can
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be metabolized by the bacterium Klebsiella oxytoca to convert 2,3-butanediol. Its viability
depends on parameters that influence cell growth, substrate consumption and product
formation, such as the pH of the fermentation medium. In this context, the objective of this
research was to evaluate the pH behavior during this fermentation process and its impact on
cell growth. Fermentation tests were carried out in flasks shaken for six hours with an initial
pH of 6.7. The variable evaluated was the presence of two different buffer solutions in the
medium: sodium citrate/citric acid and K,HPO, / KH,PO,. In the absence of a buffer solution,
the behavior of the fermentation process with pH adjustment in a favorable range for cell
growth was also studied. The pH and cell concentration values were measured during some
defined points at the process. The results showed that in the first hours of the process there
was a sharp drop in pH to a range between 4.5 to 4.8 and thus maintained until the end, both
in the presence and absence of buffer. In terms of cell growth, the three conditions showed a
slow growth and a low curve with final concentrations: 1.0 g/L (citric acid/sodium citrate); 1.25
g/L (K,HPO,/KH,PO,) and 1.1 g/L (without buffer solution). For the condition without buffer and
with pH adjustment, growth was favored, with a final cell concentration of 1.8 g/L. So, even if
using buffer, the pH of the medium dropped in the first hours, which disfavors the fermentation
progress. In this case, the condition of pH adjustment proved to be indispensable, presenting
favored growth.

KEYWORDS: residual glycerol; Klebsiella oxytoca; fermentative process; buffer solution

11 INTRODUGAO

A producgéo de biodiesel a partir de 6leos vegetais ou gordura animal vem sendo
amplamente difundida nos ultimos tempos, sendo que desde o ano de 2008 este vem
sendo incorporado ao diesel tradicional, originado do petréleo, para utilizagdo como
combustivel, especialmente de caminhdes e 6nibus. A presenca deste tipo de combustivel
renovavel, a principio, era pequena, mas com a recente busca do uso de combustiveis
renovaveis em substituicdo de combustiveis fosseis, ela vem crescendo cada vez mais,
sendo que em 2010 estava na faixa dos 5% (VASCONCELOS, 2012). Recentemente, em
2020 o percentual de biodiesel a ser misturado no diesel comum passou a ser de 12%
(ESTADAO, 2020).

Entretanto, um dos subprodutos resultantes da producdo deste combustivel & o
glicerol. Ainda segundo Vasconcelos (2012), 0o aumento da produgéo do biodiesel é causador
um problema: qual deve ser destino que o glicerol formado que se torna excedente, ou seja,
que fica acumulado, uma vez que sua producéo, de propor¢éo de cem quilos para cada
mil quilos de biodiesel — aproximadamente 10% do volume total —, também é aumentada.

O glicerol ou 1,2,3-propanotriol ou glicerina, quando este esta na sua forma com
95% de pureza, é um poli alcool com trés hidroxilas em sua estrutura, e € uma substancia
incolor, viscosa, higroscopica, isto é, que absorve umidade, solivel em agua e alcool, pouco
soluvel em éter, acetato de etila e dioxano e insoltvel em hidrocarbonetos (BARROS, 2006).
Ele é produzido na reagdo de transesterificacdo de triglicerideos e alcool (Figura 1), que
€ a reacgéo utilizada na producéo do biodiesel. Conforme Barros (2006), o glicerol residual
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contém diversos tipos de impurezas, como por exemplo, agua, alguns sais, ésteres, alcool e
Oleo residual. Isso faz com que a concentracéo efetiva do glicerol seja de aproximadamente
80% m/V com relagéo ao glicerol bruto obtido (VIEIRA et al., 2008). Esse tipo de impurezas
presentes no glicerol residual causa a diminuicdo do seu valor agregado. Por essa razéo, o

acumulo em grandes quantidades néo € viavel para as usinas de biodiesel.

0
0
|l R1™ "OR
R1 O
+ catalisador g HO
4 3 ROH - a HO
R2 ' o R2” “OR * . _OH
0
0 0
R3 .
o R3™ "OR

Figura 1. Reacao de transesterificagéo de triglicerideos com éalcool.

Fonte: SANTOS (2012).

Sendo assim, uma das saidas encontrada para a utilizagdo deste excedente é a
conversao do glicerol em um produto com maior valor agregado, como mostram diversas
pesquisas desenvolvidas no Brasil em bioprocessos (VASCONCELOQOS, 2012). Segundo
Pain et al. (2009) é possivel identificar diversas aplicagdes para o beneficiamento do glicerol
no pais, tendo em vista que existe quantidade grande de usinas de biodiesel e maior parte
delas esta localizada em regides proximas.

Uma das maneiras de se atingir essa necessidade de conversao de glicerol em um
produto com valor agregado é a utilizacdo de um processo fermentativo. Isso porque o
glicerol pode ser usado como fonte de carbono para a fermentacao bacteriana e conversao
de 1,3-propanodiol, um composto intermediario que pode ser aplicado na producgéo de
polimeros sintéticos, como poliéster e poliuretano ou de resinas (VIEIRA et al., 2008), e
de 2,3-butanodiol, por meio da bactéria Klebsiella oxytoca. As rotas bioquimicas para a
producao destes compostos sdo mostradas na Figura 2.
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Figura 2. Rotas bioquimicas da fermentagéo do glicerol.

Fonte: BIEBL et al. (2009), adaptado pelo autor.

Na auséncia de oxigénio, condicdo denominada anaerobiose, estes microrganismos

tais como a bactéria Klebsiella oxytoca, utilizam dos processos metabdlicos presentes nas

vias metabdlicas, como por exemplo as apresentadas na Figura 2, para se obter energia

(PELCZAR et al., 1997). No caso dos microrganismos facultativos, isto é, aqueles que se

desenvolvem em presenca e auséncia de oxigénio, a quantidade de oxigénio dissolvido

presente no meio e que esta disponivel para as células € que induz ou aos processos

aerobios ou aos processos anaeroébios.

Sendo assim, nos processos fermentativos que envolvem o cultivo de células
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facultativas buscando a formacao de produtos oriundos de uma via anaerébia, existe uma
exigéncia adequada no dimensionamento do sistema de transferéncia de oxigénio, ou seja,
na operacgdo de dissolugdo de oxigénio na fase gasosa presente no ar a ser transferido
para a fase liquida (SCHMIDELL et al., 2001). Para a produg¢do de 2,3-butanodiol, o
suprimento de oxigénio &€ uma das variaveis mais importantes no processo. Por se tratar
de uma fermentacgéo, este produto € formado sob a limitacdo do gas oxigénio. No entanto,
ja foi mostrado por Ledingham et al. (1954) que a aeracdo aumentou a producéo de
2,3-butanodiol por Klebsiella oxytoca (BINOTTO, 2016).

Outro fator decisivo no desenvolvimento de microrganismos como bactérias € o pH.
Este se refere ao nivel de acidez ou alcalinidade de uma solugcédo determinado em uma
escala: quanto menor seu valor, mais acido € o meio em questéo e quanto maior for o pH,
mais alcalino. A maior parte das bactérias consegue crescer bem numa faixa estreita de
pH proxima da neutralidade, o que compreende valores entre 6,5 e 7,5. Quando elas séo
cultivadas em laborat6rio, como é o caso deste trabalho, elas costumam produzir acidos
que interferem no seu préprio metabolismo (TORTORA, et al., 2016). Como € possivel
observar na Figura 2, isto acontece também com a bactéria Klebsiella oxytoca através da
producao de acido acético.

Uma das formas de se neutralizar o efeito de tal produgcédo é com a utilizacédo de
solugdes tampéo, que sdo incluidas no meio fermentativo e sdo capazes de segurar o pH
constante mesmo sendo metabolizado acido no processo. Alguns exemplos de tampdbes
em meios de cultura sdo peptonas, alguns aminoéacidos e sais de fosfato (TORTORA et
al.,, 2016). Ainda segundo Tortora et al. (2016), existem vantagens de se utilizar os sais
de fosfato no crescimento celular, que sdo de manter o pH na faixa de crescimento das
bactérias, ndo ser téxico e ainda ser fonte de fésforo, que é um nutriente essencial para as
células.

Diante do exposto, o presente trabalho visa avaliar o comportamento do pH
durante o processo, com a presencga e auséncia de solugdo tampao, e o impacto deste no
crescimento celular.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria-prima, microrganismo e meio de cultivo

A matéria-prima utilizada como fonte de carbono para a fermentacao foi o glicerol
residual obtido da Bianchini, usina de biodiesel localizada em Canoas no Rio Grande
de Sul, cujos pardmetros de concentragdo de glicerol e cloreto de sodio, e propriedades
como a densidade ja eram conhecidos. O microrganismo utilizado foi a bactéria Klebsiella
oxytoca, NRRL B-199, mantida em agar nutriente, sob refrigeracdo. Ela foi inoculada em
meio contendo a seguinte composicao (g/L): glicerol (10), sulfato de aménio (4,0), fosfato
monobasico de potassio (1,0), cloreto de sédio (1,0), fosfato dibasico de sédio (1,0),
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sulfato de magnésio (0,2), extrato de levedura (1,5). O pH do meio foi ajustado para ser
inicialmente 7,0, pela adi¢cdo de solucdo de hidréxido de potassio. O meio de cultivo para
0 processo fermentativo teve composicao similar ao do inéculo, com diferenca apenas da
concentracéo de glicerol, que foi de 40 g/L e o pH inicial sendo ajustado para 6,7.

As variaveis estudadas foram a presenca de solugdo tampao citrato de sédio/acido
citrico (0,295/0,21 g/L) e K,HPO,/KH,PO, (0,69/1,3 g/L) bem como a auséncia de solugéo
tampéo. Neste ultimo caso, foi analisado o efeito do ajuste de pH no meio, realizado com
solugéo 2,5 mol/L de KOH.

2.2 Ensaios de fermentacao

A inoculagéo da bactéria Klebsiella oxytoca foi realizada em meio agitado em
incubadora de movimento reciproco de modelo SHAKER SL 222, da marca SOLAB, por
aproximadamente 10 horas, a 37 °C e pH inicial 7,0 sob agitagéo de 95 rpm. O meio obtido
rico em células foi centrifugado e adicionado ao meio de fermentacdo com volume de
inoculo referente a 10% v/v do volume de meio. Os ensaios fermentativos foram feitos
com 200 mL de meio em frasco Erlenmeyer de 1L mantidos a 37°C com duracéo de 5,5
horas, pH inicial igual a 6,7, utilizando a incubadora de movimento circular modelo INNOVA
4000, da marca New Brunswick Scientific. Amostras foram coletadas em alguns pontos
do processo para analisar o comportamento do crescimento celular e pH na fermentacao.

2.3 Métodos analiticos

A concentracdo de células obtida no processo fermentativo foi determinada pela
técnica de turbidimetria em espectrofotometro modelo GT7220, da marca Global Trade
Technology, em comprimento de onda de 600 nm. Uma curva de calibracao que correlaciona
a absorbancia de uma amostra com a massa seca de células foi previamente obtida e, para
as leituras das amostras, fez-se a centrifugacdo a 4000 rpm por 20 minutos (Centrifuga
Clinica Centribio), separou-se as células do sobrenadante e fez-se a ressuspenséo destas
em solugéo salina 0,9% considerando as diluicbes necessarias para que as leituras de
absorbancia estivessem dentro dos limites da curva de calibracao.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Comportamento do pH

O processo fermentativo de glicerol por Klebsiella oxytoca apresenta diminuicéo do
pH devido a producéo de acido citrico em alternativa a 2,3-butanodiol a partir de piruvato
no metabolismo da bactéria descrito por Biebl et al. (2009), na Figura 2.

Acompanhando os valores de pH durante o processo conduzido, tal comportamento
foi contemplado, sendo observada uma pequena diminuicdo nas primeiras horas do
processo até o valor de 6,5 aproximadamente, seguida de uma brusca queda de pH para um
valor abaixo de 5,0, onde, em seguida, houve estabilizacdo até o processo ser encerrado
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(Figura 4). Tal comportamento foi observado tanto na presenca quanto na auséncia de
solugédo tampéao.

Para a condicédo utilizando o tampé&o citrato de sédio/acido citrico, o periodo que
antecedeu a queda brusca de pH foi de 2h de processo, sendo o mais longo entre as
condi¢des estudadas. Sua queda foi a com menor inclinacdo também, tendo atingido o
valor de 5,5 apds trés horas de processo aproximadamente, e finalizando no pH 4,5. O
tampéao K,HPO,/KH,PO, apresentou performance semelhante, porém a queda de pH teve
inicio em 1,5h de processo, trinta minutos antes do tampao citrato de sodio/acido citrico.
O valor de pH 5,5 foi obtido também antes, com aproximadamente duas horas e meia de
processo, e finalizando o processo no pH estabilizado em 4,8. Dessa forma, o tampéao
citrato de sédio/acido citrico apresentou uma atividade ligeiramente superior ao K,HPO,/
KH,PO,, mas ainda insuficiente para manter o pH do processo numa faixa apropriada.

Na condicdo sem solugdo tampédo, o comportamento do pH foi bastante similar
ao encontrado nas condi¢des utilizando tampéo, evidenciando, assim, a baixa eficiéncia
desses no processo em questdo. A queda se deu inicialmente com 1,5h de processo,
atingindo o valor de 5,5 com duas horas de processo, apresentando, assim, a queda mais
acentuada e rapida entre as estudadas. O pH final do processo se estabilizou entre os
encontrados nas condi¢des utilizando tampao.

7
6.5
6 r
Citrato de sédio/Acido
IQ 55 citrico
K2HPO4/KH2PO4
5
S/ tampéo
45
4
0 1 2 3 4 5 6
Tempo (h)

Figura 4. Comportamento do pH ao longo do processo em diferentes condigdes.

Fonte: do autor.
Como nenhuma das condi¢bes estudadas foi capaz de manter o pH numa faixa

adequada para o andamento do processo fermentativo, foi estudada uma condicdo em que
o pH foi ajustado com solugao de hidroxido de potassio para manté-lo numa faixa de 6,0.
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3.2 Comportamento do crescimento celular

O crescimento celular para as condi¢bes estudadas sem ajuste de pH apresentou
crescimento lento e curva pouco acentuada, indicando que o desenvolvimento das células
nao estava favorecido (Figura 5). Para a condi¢&o utilizando o tampao citrato de sddio/acido
citrico, esta curva foi a menos favorecida entre elas, apresentando valor de concentragéo
final de células proximo de 1,0 g/L. As curvas de crescimento para a condi¢cdo de tampao
K,HPO,/KH,PO, e sem solugdo tampéo foram muito semelhantes, tendo os valores finais
de concentragao celular de aproximadamente 1,2 e 1,1 g/L, respectivamente.

Tal comportamento ndo contempla os modelos de crescimento microbiano
conhecidos, com uma fase inicial com baixo crescimento seguida de uma fase exponencial
de crescimento apds as primeiras horas de processo, tendo todas elas apresentado um
crescimento menos acentuado.

Em contrapartida, na condicdo de ajuste de pH mantido numa faixa de 6,0, o
crescimento foi visualmente favorecido. A curva de crescimento mostrada na Figura 5
se mostrou mais acentuada que as demais estudadas, apresentando uma fase de baixo
crescimento nas duas primeiras horas seguida de uma inclinagdo maior até o final do
processo, finalizando em uma concentragdo de células de 1,8 g/L aproximadamente. Esta
condicao era esperada, tendo em vista que o pH do meio fermentativo estava em queda,
tendo ficado em valores inapropriados para o desenvolvimento das bactérias com apenas
algumas horas de processo quando ndo houve ajuste. Na condi¢ao de ajuste, o pH ficou
na faixa de 6,0, o que permite melhor desenvolvimento das células do que um meio mais
acido, em pH menores do que 5,0.

1.400 Citrato de sodio/Acido
1.200 citrico
1.000 K2HPO4/KH2PO4

S/ tampao, pH sem ajuste

—&— S/ tampao, pH ajustado

Tempo (t)

Figura 5. Comportamento do crescimento celular em diferentes condigdes.

Fonte: do autor.
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Entéo, para este processo fermentativo tendo em vista que sua via metabdlica
apresenta a producdo de 4cido, o ajuste de pH se mostrou imprescindivel para melhor
conducao da fermentacdo ao permitir que as células se desenvolvam melhor e apresente
assim, maiores valores de producdo de biomassa.

41 CONCLUSAO

Apés a andlise dos resultados, conclui-se que mesmo se utilizando uma solucéo
tampé&o no meio fermentativo, o pH apresentou um comportamento de queda significativa
nas primeiras horas devido a produgéo de acido citrico da via metabdlica da bactéria, que
desfavorece o andamento da fermentacéo — tendo este comportamento de queda um sutil
retardo quando comparado a condigcdo sem tampao, mas nao o suficiente para manter o
pH numa faixa favoravel. Para esta fermentacdo, a condicdo de ajuste de pH numa faixa
de 6,0 se mostrou favoravel e indispensavel, apresentando valores de concentragéo celular

superiores.
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11 INTRODUGAO

A contaminacéo de sistemas aquéticos
por lixo plastico tem aumentado a cada ano. De
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acordo com o estudo de Lebreton et al. (2018), a Grande Porcao de Lixo do Pacifico esta
aumentando e ja conta com contaminantes de diversas partes do mundo, e cerca de 94%
dessa ilha é composta por microplasticos (MPs). Esses poluentes tem a capacidade de
absorverem compostos orgénicos e podem ser ingeridos por diversas espécies marinhas,
provocando alteragées em seus sistemas internos (DELLA TORRE et al., 2014; TOURINHO
et al., 2010) e até mesmo provocando um desequilibrio na cadeia alimentar (PRATA et
al., 2019). O presente estudo tem como objetivo agregar dados sobre a contaminacao
dos sistemas aquaticos brasileiros, a fim de elucidar a importancia do desenvolvimento de

técnicas de monitoramento e de mitigagédo de tais poluentes.

21 METODOLOGIA

A pesquisa bibliogréafica foi realizada na base de dados Science Direct e no
Portal de peridédicos da CAPES, utilizando como palavras-chave “Microplastics in Brazil”
e “Microplastics in Brazilian Waters”. Os artigos cientificos foram comparados e foram
sintetizadas informagdes sobre as caracteristicas fisicas e quimicas das particulas, como
também os possiveis causadores da presenga de tais elementos nos ambientes.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A compilagdo de dados levou a sele¢éo de cinco artigos referentes a contaminacgéo
de sistemas aquaticos, seja essa contaminagdo observada nas aguas (CASTRO et al.,
2016; OLIVATTO et al., 2019), sedimentos (GEROLIN et al., 2020) e em espécies marinhas
(DANTAS et al., 2020; MORAIS et al., 2020). Dentre os artigos pesquisados, &€ notavel que
a contaminag&o microplastica ocorre principalmente pela degradagédo de macroplasticos
em particulas menores e a degradagdo de materiais pesqueiros e tecidos em fibras e
filamentos. Das caracterizagbes mais comuns, temos uma grande quantidade de fibras,
sendo esta a forma mais citada em todos trabalhos, além da identificagdo de esferas,
flocos, pellets e fragmentos. O formato afiado e pontiagudo de certos fragmentos indica
que existe a degradacgédo de particulas maiores devido a acdo do ambiente sobre o material.
Essa degradacgéo tem potencial de alterar a alimentacé@o de algumas espécies, levando as
mesmas a ingerir acidentalmente, ou propositalmente, particulas indesejadas.

Dentre as amostras de espécies marinhas, destaca-se a analise de anémonas da
espécie Bunodosoma cangicum, a qual teve capacidade de ingerir diversos tipos de plasticos,
e devido a sua abundancia, pode ser utilizada como um bioindicador para monitorar essa
poluicdo em seu habitat. A presenga de MPs em amostras de peixes (DANTAS et al., 2020),
também mostra que organismos mais complexos podem ingerir estes contaminantes.
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Composi¢do

Tipos de amostra Local Referéncia
Aguas da Baia de Guanabara PE (81,7%), PP (16,2%), (OLIVATTO et
Superficie Rio de Janeiro N/I (2,1%) al., 2019)

= : PET (44.7%), PP
Bunodosoma ~ oac Gaetanode Odivelas, g 1oy pA'(10'5%), PU  (MORAIS et
- Salinopolis; Algodoal "
cangicum Para (10.5%), al., 2020)
outros (15,9%)
Espécies de Praia urbana de Meireles PS (68,75%), Ft-Cu e (DANTAS et
Peixes Ceara TFTA (31,25%) al., 2020)
Aquas e plancton Enseada de Jurujuba Rio PE (72%), (CASTRO et
g P de Janeiro PP (26%) al.,, 2016)
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Legenda: polietileno(PE), polipropileno(PP), politereftalato de polietileno(PET), poliamida(PA),
poliuretano(PU), poliestireno(PS), ftalocianina de cobre (Ft-Cu), teraftalamida (TFTA/Kevlar),néo
identificado(N/1)

Tabela 1 — Tipos de MPs encontrados em sistemas aquaticos do Brasil

Andlisesfeitas com microscopios, softwaresdeimagem e aparelhos de espectroscopia
infravermelha demonstraram que dentre os microplasticos mais comuns, estao polietileno
e poliuretano, que tem grande capacidade de absorver outros contaminantes (CASTRO
et al., 2016). Como visto na Tabela 1, podemos encontrar, além destes dois tipos, alguns
outros, dos quais ainda ndo se tem a clareza dos efeitos no ecossistema, mas se tem a
certeza de que a sua presenca é indesejada e potencialmente prejudicial aos organismos
vivos. Devido ao tipo e formatos dos MPs encontrados, supde-se que a contaminacao
ocorra devido ao desgaste de redes e linhas de pescas, roupas e tecidos em geral, além da
deterioracéo do lixo plastico mal descartado.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Embora ainda poucos, os estudos presentes no Brasil sobre a contaminacao
microplastica mostram que esse tipo de contaminante ja pode ser identificado em varios
tipos de espécies e nos diferentes niveis troficos dos sistemas aquéaticos em nossos
territorios. Um estudo que tenha um enfoque na padronizacdo de métodos torna-se
necessario a medida que a presenca destes poluentes aumenta e ameacga causar um
desequilibrio ambiental.
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RESUMO: O referido projeto de reutilizagao
de Oleo de cozinha, objetivou investigar o
conhecimento dos estudantes, de primeiro ano
do ensino médio, sobre os problemas ambientais
causados pelo descarte incorreto do 6leo de
cozinha, promover a conscientiza¢gdo ambiental,
incentivar a produgéo de sabao caseiro a partir
de 6leo de cozinha usado. O projeto foi divido em
etapas: 1- levantamento do conhecimento prévio
dos estudantes sobre o descarte inadequado do
6leo de cozinha; 2- aula expositiva, utilizando
um artigo da cole¢&o Agrinhos, explicando sobre
o lixo, sua reciclagem e o problema do 6leo
no meio ambiente; 3- documentario “A histéria
das coisas” e o significado dos 3R’s. 4- sala de
tecnologia com pesquisas sobre saponificagcéo e
a escolha de uma receita para fabricar sabao; 5-
fabricagéo do sabdo. Tendo em vista que o 6leo
de cozinha quando jogado no meio ambiente
apresenta alta poluicdo, se for para as redes
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de esgoto encarece o tratamento dos residuos,
0 que permanece e vai até os rios provoca
a impermeabilizacdo dos leitos e terrenos, o
que possibilita a ocorréncia das enchentes. A
solucéo para este problema é a reciclagem do
o6leo vegetal. Tendo como ideia inicial, fazer uma
experiéncia em sala de aula que chamasse a
atencao de toda a turma, a fabricagéo de sabao
utilizando 6leo usado, alcangcou patamares
inesperados e surpreendentes, uma vez que
todos os estudantes foram participativos, sendo
em suas pesquisas realizadas na internet, em
suas colaboragdes em sala de aula e até mesmo
na pratica.

PALAVRAS - CHAVE: Reciclagem, Oleo de
cozinha, Educacgéo ambiental.

KITCHEN OIL RECYCLING FOR SOAP
MANUFACTURING: A PRACTICAL
APPROACH IN CHEMISTRY TEACHING

ABSTRACT: The aforementioned cooking oil
reuse project aimed to investigate the knowledge
of students, in the first year of high school, about
the problems caused by the incorrect disposal of
cooking oil, to promote environmental awareness,
to encourage the production of homemade soap
a from used cooking oil. The project was divided
into stages: 1- survey of students’ prior knowledge
about the disposal of cooking oil; 2- lecture, using
an article from the Agrinhos collection, explaining
about garbage, its recycling and the problem
of ail in the environment; 3- documentary “The
history of things” and the meaning of the 3R’s. 4-
technology room with research on saponification
and the choice of a recipe for making soap; 5-
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soap making. Bearing in mind that when cooking oil is discharged into the environment, the
sewage treatment costs are more expensive for sewage networks, what remains and goes to
rivers causes the waterproofing of beds and land, which allows for the occurrence of flooding.
The solution to this problem is the recycling of vegetable oil. Having as an initial idea, making
an experience in the classroom that caught the attention of the whole class, a soap making
using used oil, reached unexpected and surprising levels, since all students were participative,
being in their research carried out in in the classroom, and even in practice.

KEYWORDS: Recycling, Cooking oil, environmental education.

11 INTRODUGAO

Os residuos solidos urbanos, mais conhecidos na linguagem popular como lixo,
constituem na visdo dos ambientalistas um dos mais graves problemas ambientais urbanos
da atualidade (LOUREIRO et al, 2002). Estes residuos, quando nao coletados e tratados
adequadamente, podem provocar efeitos diretos e indiretos na saude, além de aumentar a
degradagdo do meio ambiente (REGO; BARRETO; KILLINGER, 2002).

Sendo assim, a reciclagem & a forma mais atrativa de gerenciamento de residuos,
pois transforma o lixo em insumos, com diversas vantagens ambientais, podendo contribuir
para a economia dos recursos naturais, para o bem estar da comunidade (ALBERICI;
PONTES, 2004), além de poderem ser utilizados como fonte de renda por muitas pessoas.

O Movimento dos Catadores de Materiais Reciclaveis acreditam que existam de 800
mil a 1 milhdo de catadores em atividade e em seu anuéario mostram que entre 2017 e 2018
o setor de reciclagem arrecadou cerca de 71 milhdes de reais (ANCAT, 2017/2018).

De acordo com Albereci e Pontes (2004) por mais que a tecnologia atual permita
reciclar com eficiéncia diversos materiais consumidos no Brasil, a reciclagem ndo &€ um
habito e os nUmeros melhoram apenas quando se trata do aluminio, 65% e do papel, 71%”".

Outro problema que afeta 0 meio ambiente, muitas das vezes de forma irreparavel,
€ o6leo de cozinha onde é jogado no esgoto ou diretamente sobre o solo.

Em grande parte dos municipios brasileiros ha ligacdo da rede de esgotos
cloacais a rede pluvial e a arroios (rios, lagos, coérregos). Nesses corpos
hidricos, em funcéo de imiscibilidade do 6leo com a agua e sua inferior
densidade, ha tendéncia a formacgéao de peliculas oleosas na superficie, 0 que
dificulta a troca de gases da agua com a atmosfera, ocasionando diminuicao
gradual das concentragdes de oxigénio, resultando em morte de peixes e
outras criaturas dependentes de tal elemento; Nos rios, lagos e mares, o dleo
deprecia a qualidade das aguas e sua temperatura sob o sol pode chegar a
60°C, matando animais e vegetais microscopicos (PITTA JUNIOR et al., 2009,
p.5).

Além disso, o residuo do 6leo de cozinha gera graves problemas como entupimento
na rede de esgoto e seu mau funcionamento. Para retirar o 6leo e desentupir sdo
empregados produtos quimicos altamente téxicos, o que acaba criando uma cadeia
perniciosa (ALBERICI; PONTES, 2004).
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Sendo assim, o 6leo de cozinha usado pode servir como matéria-prima na
fabricacdo de diversos produtos, tais como biodiesel, tintas, 6leos para engrenagens,
sabdo, detergentes... (PITTA JUNIOR et al., 2009).

Através da contextualizagdo da Educag¢ao Ambiental, principalmente, nas escolas, o
presente trabalho justificou-se em poder inserir no cotidiano dos estudantes a consciéncia
necessaria para contribuir com a preservacao do meio ambiente.

Assim, o presente trabalho teve como objetivos:

+ Investigar o conhecimento prévio dos estudantes de duas turmas de primeiro

ano do ensino médio, sobre os problemas ambientais causados pelo descarte
incorreto do 6leo de cozinha;

. Promover a consciéncia ambiental dos estudantes;

* Incentivar a produgao de sabao caseiro a partir de 6leo de cozinha usado.

2|1 DESENVOLVIMENTO

2.1 Definicoes de 6leos e gorduras

De acordo com Nelson e Cox (2011, p.345) “As propriedades fisicas dos 6leos
e gorduras, e de compostos que os contém, sdo determinadas em grande parte pelo
comprimento e pelo grau de insaturacdo da cadeia hidrocarbonada, sendo ela apolar
o que lhe confere ser insoluvel em agua”. Conforme Araujo el al. (2011), os pontos de
fusdo dos lipidios séo influenciados pelo comprimento e o grau de insaturacdo da cadeia
hidrocarbonada, tornando 6leos liquidos a temperatura ambiente de 25° C, ao passo que
nas gorduras tera consisténcia de cera.

2.2 Descarte incorreto de 6leos usados

De acordo com Morgan-Martins et al. (2016), o éleo de cozinha jogado diretamente
na rede de esgoto, se fixa internamente, endurece e gruda todo o tipo de residuo, que
vai aos poucos obstruindo os canos, acarretando no refluxo d’agua, sendo necessarios
produtos quimicos ou troca da tubulagéo, o qual gera aumento na manutencéo desta rede.
Ja o lancamento dos 6leos no solo provoca sua impermeabiliza¢do, deixando-o poluido e
improéprio para uso (ALBERECI; PONTES, 2004).

Sabe-se que um litro de 6leo de cozinha que é langado nos corpos hidricos através
das tubulagdes contamina um milhdo de litros de agua, o que pode ser equivalente ao
consumo de uma pessoa em 14 anos (BARBOSA; PASQUALETTO, 2008). Além disso, sua
decomposicdo emite metano na atmosfera, um dos principais gases que causam o efeito
estufa.

Também n&o é recomendavel separar o 6leo em frascos ou garrafas PET,
descartando-o na lixeira, uma vez que com esse destino final impréprio, ocorrera a infiltracao
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e contaminagéo do lencol freatico (RABELO; FERREIRA, 2008).
2.3 A utilizacao do sabéo e sua aplicacdao na educacao ambiental

Segundo AZEVEDO et al. (2009) o sabdo é um produto aplicado amplamente em
nosso cotidiano, sendo ele na forma de barra, liquido, pd ou pasta. Sua fabricacdo € de
facil execugéo, mas erra o individuo ao afirmar que esse produto é pobre no emprego do
ensino e divulgagcdo dos conhecimentos cientificos. Para Pitano (2009) trazer a produgéo
deste produto a escola auxilia no processo da educacao ambiental critica e tem como ponto
de partida e de chegada a pratica social.

Klauk (2010) diz que, o processo de Educagéao Ambiental deve ocorrer por meio da
construcao de valores sociais como: conhecimentos, habilidades, atitudes e competéncias,
e devem ser voltadas para a conservagéo do meio ambiente, que € um bem de uso comum.

Para Layrargues (2020) através dos projetos de educacdo ambiental espera-se dos
alunos uma maior criticidade e que aprendam a agir de forma coletiva e politicamente para
defender o ambiente.

Portanto, quando os alunos se deparam com situagcdes que se aproximam de sua
realidade, poderdo assimilar o conteddo trabalhado pelos professores em sala de aula, ao
que estao vivenciando, dessa forma estarao utilizando os conhecimentos adquiridos na sua
pratica diaria e construindo suas proprias ideias através do processo ensino-aprendizagem
(COSTA; LOPES; LOPES, 2015). Assim, a educagdo ambiental, pode ser considerada,
dentro de uma perspectiva critica, como uma atividade politica, social e formativa do
humano, capaz de evitar a barbarie (PITANO, 2009).

Deve-se entédo despertar a consciéncia ambiental dos alunos quanto a necessidade
do desenvolvimento sustentavel, para que geragdes futuras possam desfrutar e viver em
harmonia com o0 meio ambiente. Layrargues (2020) afirma que:

Para fazer parte da solugéo da crise ambiental, nao basta ser um consumidor
ecologicamente consciente; € também necessario ser um cidadao
politicamente atuante. Nao basta ser ecologicamente alfabetizado, é preciso
também ser sociologicamente formado. Ndo basta adotar atitudes altruistas
exemplares dando o bom exemplo do ‘bom civilizado’, que n&o passa de
uma idealizacdo semelhante a do bom selvagem rousseauniano. E preciso
também revolta, indignagao, sangue nos olhos e punhos cerrados, encarando
furiosamente aquele que compromete as condigdes ambientais e ameaca o
sistema da Vida. (LAYRARGUES, 2020, p.74).

O pensamento critico tem como caracteristica racionalmente questionar toda a
verdade socialmente apresentada e refutar todo pensamento que se dissocia sociedade e
natureza (LOUREIRO, 2020).

2.4 Reacao de saponificacéo
Dentre os lipideos mais abundantes na natureza encontramos os 6leos e as

gorduras, que sao formadas a partir da associacdo de uma molécula de glicerol com trés
unidades de &cidos graxos, sendo entdo triglicerideos (SOUZA; CASSIANA-SANTOS,
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SARMENTO, 2016).

Deste modo, na reacéo de saponificagdo ocorre a hidrélise dos triglicerideos na
presenca de uma base forte, resultando a formagéo do sabdo como produto principal, € a
via de fabricacdo dos sabdes encontrados comercialmente (FERNANDES, 2009).

De modo simplificado, temos:

CH,— 0 —C0O—Cy;Hy, MaOH CH,OH C,;H,, — COONa

CH—0—CO—C,H, < NaOH ==} CHOH = C,H,,—COONa

CH,— 0 —CO—C,,H,, NaOH CH,OH C,;H,, — COONa
{n|i{.1'.vl idio Base I:: G ictm S-ﬂ|;-.‘|-.:l

Figura 1: Esquema da reacéo de saponificacéo (Fonte: Feltre, 2004, p.341).

Os sabdes sdo misturas de sais de acidos graxos. Os mais comuns sdo os sabdes
de sodio; os de potassio sdo mais moles ou até mesmo liquidos; os de aluminio e os
de cromo, obtidos diretamente dos acidos graxos, sdo usados no tingimento de tecidos.
(FELTRE, 2004).

31 METODOLOGIA

Esse trabalho buscou desenvolver uma pratica consciente sobre o reaproveitamento
do 6leo de cozinha na produgdo de um sabdo ecolégico em uma escola estadual do
municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul e foi baseado em cinco etapas:

|- Em sala, os estudantes foram divididos em 6 grupos onde deveriam responder
perguntas feitas pela professora, a fim de investigar seus conhecimentos prévios
sobre a problematica do descarte incorreto do 6leo de cozinha.

Il- Em sala, foi entregue cdpias aos estudantes um artigo da cole¢cdo Agrinho
(ANDREOLI et al., 2013) que abordava a problematica dos residuos solidos. Em
seguida, foi realizado leitura coletiva do livro e debate com os estudantes sobre o
tema.

Ill- Na sala de tecnologia (figura 2A), os estudantes assistiram o documentario: A
histéria das coisas, onde foi feito uma analise em grupo sobre os bens de consumo
e o uso desenfreado da matéria prima.

IV- Na sala de tecnologia (figura 2B), os estudantes utilizaram os computadores da
escola para escolher uma receita de fabricacdo de sab&o caseiro, a partir de 6leo
de cozinha usado.
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V- Nesta etapa foi realizado a culminancia do projeto, com a fabricagcdo do sabéo
caseiro.

Figura 2: Estudantes assistindo ao documentario “A histéria das coisas” (A); na sala de tecnologia
realizando pesquisas sobre receitas de sabéo (B).

A receita escolhida pelos estudantes levou em consideragdo sua praticidade e
simplicidade e chegou-se a seguinte receita:

»  Material utilizado: 500g de soda caustica (NaOH), 1L agua em temperatura am-
biente (para dissolver a soda), 1L de 6leo usado (Figura 3), 1L de alcool etilico
(100%). Para a segunda parte da fabricagdo do sabdao utilizou-se: 4L de agua
em ebulicao e 15L de agua em temperatura ambiente.

Figura 3: 6leo usado levado pelos estudantes para fabricacao de sabao.
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Quanto ao preparo do sabdo, vale ressaltar, que foi recomendado cuidado no
manuseio da soda caustica por causa da sua toxicidade, podendo causar queimaduras
graves, utilizando-se de EPI's adequados ao processo. Vale salientar que essa atividade,
nas etapas que continham dgua em ebulicdo e soda caustica, foi realizada pela professora,
as demais etapas, os estudantes ajudaram.

Para o preparo do sabéo foi seguida a receita e realizado os seguintes passos: foi
utilizado um recipiente de plastico (balde da escola) e foi adicionada a soda e dissolvida
com 1L de 4gua em temperatura ambiente. ApOs a dissolucdo da soda, foi colocado o dleo,
em seguida, o alcool. Nessa etapa foi mexido aproximadamente 20 minutos, até virar uma
massa grossa e consistente (Figura 4). Depois de engrossar, colocou-se aos poucos o0s 4L
de agua em ebulicdo, para que a massa se desfaga. Depois de dissolvida, foi adicionado
os 15L de 4gua em temperatura ambiente e distribuiu em garrafas pets o sabao liquido.

Figura 4: Mostrando o preparo do sab&o.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das respostas obtidas dos estudantes através do questionario, que se referia
ao consumo de 6leo, os dados obtidos, foram suficientes para constatar que, de fato, o
consumo de 6leo vegetal € bastante alto. Dos 52 alunos que fizeram parte do projeto 10
alunos (6%) disseram que usam 1L de 6leo no més; 6 alunos (11%) disseram que usam 2L
de 6leo; 12 estudantes (22%) disseram que usam 4 litros de 0leo; 15 (28%) disseram que
a familia usa 5L no més e 9estudantes, disseram que usam em média 6L (33%)de 6leo no
més, como pode ser observado na Figura 5.
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Quantidade de litros/maés

Figura 5. Porcentagem de utilizagdo de 6leo de cozinha por més.

Sobre o numero de pessoas que ainda néo reutilizam o 6leo vegetal, a maior parte
dos estudantes (48) e apenas 4 afirmara fazer o reuso (figura 6). Isso se deve por falta de
conhecimento a respeito dos problemas que causam o descarte inadequado deste residuo.

A maioria dos estudantes disse que seus 6leos eram descartados na pia da cozinha
ou eram descartados no terreno das residéncias. Alguns explicaram que ha problemas
em se descartar o 6leo nas pias das residéncias, pois podem entupir os canos, entretanto
nenhum soube responder qual o perigo em se descartar 6leo diretamente no solo.

QUANTIDADE DE ESTUDANTES QUE
REUTILIZAM O OLEO USADO

oo
=

=

NAO REUTILIZAM REUTILIZAM

Figura 6. Numero de estudantes que reutilizam éleo em suas residéncias.

A segunda parte do projeto que consistiu na leitura do um artigo da cole¢ao Agrinho
que falava sobre os residuos soélidos. Foi destacado principalmente como afeta de forma
negativa o descarte incorreto do lixo principalmente para o solo. Foi debatido também
sobre o descarte do 6leo nas pias das residéncias, destacando que além de entupir o
encanamento, esse 6leo ira cair nas fossas de suas residéncias, poluindo o solo e podendo
chegar até um lencol freatico, causando danos irreparaveis.

Aterceira parte do projeto foi realizado através de um documentario passado em sala
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“A Historia das coisas” por Leonard (2007), onde foi feito uma analise sobre os processos
de fabricacéo e consumo exagerado de bens matérias, e o impacto que isso gera no meio
ambiente.

Apo6s assistir ao documentario foi explicado para os estudantes o que significam os
3R’s e sua importancia para tentar minimizar a geragao de residuos, além de promover
geracéo de trabalho e renda. Houve a produgéo de relatérios sobre o que eles entenderam
dessa problematica.

A quarta parte do projeto foi realizada na sala de tecnologia da escola, onde os
estudantes acessaram diversos sites de pesquisa, e pesquisaram sobre processo de
saponificagdo (como o 6leo de cozinha, juntamente com uma base forte, vira sabdo). Foi
feito uma explicacdo pela professora sobre o assunto, para melhor entendimento dos
estudantes, em seguida escolhemos na internet uma receita de sabao liquido, utilizando
6leo de cozinha usado. No mesmo dia foi pedido para que os estudantes trouxessem de
suas residéncias, 6leos usados para fabricacdo de sab&o na escola.

A quinta parte do projeto consistiu na fabricacédo do sab&o, a maioria dos estudantes
trouxeram de suas residéncias 6leos usados em fritura.

51 CONCLUSAO

De certaforma, existem muitos desafios para questdes ambientais e muitos virdo pela
frente, o que exigira de todos uma maior preparacgao, conscientizacao e comprometimento.
E é nesse contexto que temos que fazer com que nossos jovens percebam que eles podem
interferir nessas questdes, com uma educac¢ao ambiental critica de forma criativa podemos
tentar impedir os impactos negativos ao meio ambiente.

Tendo como ideia inicial, fazer uma experiéncia em sala de aula que chamasse a
atencao de toda a turma, a fabricacéo de sabao utilizando 6leo usado, alcangcou patamares
inesperados e surpreendentes, uma vez que todos os estudantes foram participativos,
sendo em suas pesquisas realizadas na internet, em suas colaboracdes em sala de aula e
até mesmo na pratica.

A partir destas aulas, também foi possivel abordar o assunto de saponificagcao de
uma forma pratica, além de conseguir despertar os estudantes sobre a crise ambiental
causada pelo descarte inadequado de 6leos e ajudar a refletir mais em busca de uma
melhor alternativa de melhoria de condigbes de vida.
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RESUMO: A Bioquimica é uma das areas
dentro das Ciéncias Biologicas mais incriveis
e fascinantes. No entanto, ela é encarada pela
maioria dos alunos como bastante desafiadora,
uma vez que detém assuntos complexos e
abstratos, além de ser dotada de uma grande
quantidade de conteldos que devem ser
muito bem assimilados e compreendidos. Para
superar tais obstaculos, é proposto neste artigo
uma aula experimental utilizando-se materiais
simples e de baixo custo para a determinacao
de acgucares redutores em alimentos do cotidiano
por meio do Reagente de Benedict, facilitando
sua aprendizagem. Assim, essa aula pratica fara
ligacdo com o assunto da estrutura e da funcao
dos carboidratos ministradas nas aulas tedricas
de Biologia, além de abordar sobre aspectos
inerentes a saude (diabetes). Dessa maneira,
acreditamos que a proposta de uma aula pratica
possa enriquecer o conhecimento dos alunos e
facilitar a contextualizagéo da tematica abordada
dentro da Bioquimica aos alunos de Biologia
no Ensino Médio, instigando os mesmos ao
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pensamento cientifico.

PALAVRAS - CHAVE: Aula pratica, Bioquimica,
Carboidratos, Ciéncias Biologicas, Ensino,
Experimentacao.

DECOMPLICATING BIOCHEMISTRY:
PROPOSING AN EXPERIMENTAL CLASS
FOR DETERMINING REDUCING SUGARS

IN DAILY FOODS

ABSTRACT: Biochemistry is one of the most
incredible and fascinating areas within Biological
Sciences. However, it is seen by most students
as quite challenging, since it has complex
and abstract subjects, in addition to having a
large amount of content that must be very well
assimilated and understood. To overcome such
obstacles, an experimental class is proposed in
this article using simple and low-cost materials for
the determination of reducing sugars in everyday
foods through Benedict’s Reagent, facilitating
its learning. Thus, this practical class will link
with the subject of the structure and function of
carbohydrates given in the theoretical classes of
Biology, in addition to addressing aspects inherent
to health (diabetes). Thus, we believe that the
proposal for a practical class can enrich students’
knowledge and facilitate the contextualization
of the theme addressed within Biochemistry to
Biology students in High School, instigating them
to scientific thinking.

KEYWORDS: Practical class, Biochemistry,
Carbohydrates, Biological Sciences, Teaching,
Experimentation.
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11 INTRODUGAO

A Bioquimica, &€ uma das areas mais fantastica da Biologia. Segundo Voet, Voet
e Pratt (2008, p. 3) “a palavra bioquimica, significa literalmente, o estudo da quimica da
vida. Apesar de sobrepor-se a outras disciplinas, como a biologia celular, a genética, a
imunologia, a microbiologia, a farmacologia e a fisiologia”. Segundo Nelson e Cox (2008,
p. 3):
A bioguimica descreve em termos moleculares as estruturas, os mecanismos
e 0s processos quimicos compartilhados por todos os organismos e fornece
principios de organizacdo que estdo subjacentes a vida em todas suas
diversas formas, principios aos quais nos referimos coletivamente como a
l6gica molecular da vida.
No entanto, no Ensino Médio, por essa area conter muitos nomes e processos,
a maioria dos alunos a encaram como complexa e tediosa, sendo um grande desafio
para o docente ministra-la. Desta forma, de acordo com Gongalves (2021a), a busca
de metodologias alternativas de ensino, aliadas as aulas teéricas pode ser de grande
importancia com o objetivo de facilitar o processo norteador de ensino e da aprendizagem,
e uma delas é o uso de aulas experimentais (aulas praticas).
Segundo Krasilchik (2004, p.88), as aulas praticas possuem funcdes de grande
importancia no ensino de Biologia pois:
[...] permitem que os alunos tenham contato direto com os fendémenos,
manipulando os materiais e equipamentos e observando 0s organismos.
Na analise do processo biolégico, verificam concretamente o significado da

variabilidade individual e a consequente necessidade de se trabalhar sempre
com grupos de individuos para obter resultados validos.

Evidenciando-se as potencialidades do uso de aulas praticas no ensino de Biologia,
no presente artigo, propomos a abordagem de uma aula pratica utilizando materiais
simples e de baixo custo aplicada aos alunos do ensino médio para fortalecer o contetdo
tedrico de composicao quimica das células (os carboidratos). Nessa atividade os alunos
terdo como principal objetivo reconhecer por meio do uso do reagente Benedict a presenca
de acucares redutores em alimentos do cotidiano, bem como relembrar a estrutura
bioquimica dos carboidratos. Além desses objetivos, a presente atividade permite ao
docente trabalhar aspectos relacionados a dieta e nutricdo, e até mesmo doengas como
o diabetes. Vale a pena ressaltarmos que, essa atividade sera realizada para uma turma
de jovens adolescentes que estdo cursando o primeiro ano do ensino médio (faixa etaria
de 14 a 15 anos). Assim, na etapa da preparacao do reagente de Benedict, bem como da
conducgao experimental (utilizacdo de lamparina ou banho maria), € recomendado que um
adulto esteja supervisionando, uma vez que o uso de certos reagentes e do fogo podem
causar acidentes. Como alternativa mais segura, o professor pode demonstrar essa pratica

perante toda a turma dentro de sala de aula, ou entdo por meio de uma aula virtual, como
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atualmente vem acontecendo em detrimento do novo coronavirus.

21 METODOLOGIA

A proposta metodologica experimental foi publicada inicialmente no formato de
artigo cientifico na revista Brazilian Journal of Development (BJD) (Gongalves, 2021b).
Assim, esse trabalho se trata de um experimento qualitativo de cunho didatico.

2.1 Materiais Utilizados na Atividade Pratica

» 1 unidade de sal de frutas contendo 100g (encontrado em farmacias);

+  CuSO4 (Sulfato de Cobre — facilmente encontrado em lojas de produtos de
piscinas);

* 1 copo americano para preparacao do Reagente de Benedict;

+ 10 tubos de ensaio (podem ser substituidos por xicaras de café pequenas de
vidro bem resistentes, ou seja que suportam altas temperaturas);

+ 1 lamparina e alcool (pode ser substituido por uma panela para realizagédo de
banho maria no fogao);

+  Adogante liquido Sucralose;

+  Adogante em po Eritritol (adquirido em lojas de produtos naturais);
*  Amido de milho;

. Farinha de trigo;

. Mel;

+  Suco de Manga;

» 1 Cobertura de sorvete (facilmente adquirida em lojas de confeitaria);
+ 1 refrigerante de Cola composto por adocante;

*  Acucar refinado;

+  Acucar Demerara (adquirido em lojas de produtos naturais);

+ 1 seringa graduada com 5 ml (facilmente adquiridas em farmacias);
. 1 colher de cha;

. Faca sem ponta;

* 1 caneta de retroprojetor;

*  Prendedor grande de roupas em madeira.

« E. P. I (Luvas, 6culos de protecéo e jaleco).
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2.2 Procedimentos

2.2.1 Preparo do Reagente de Benedict

O reagente de Benedict foi preparado segundo protocolo estabelecido por Oliveira
et al. (2005). Inicialmente devera ser aquecido 150 ml de agua. Para aquecer a agua basta
colocéa-la durante 30 segundos no micro-ondas, ou entdo submeté-la tradicionalmente
no fogdo. No entanto, a agua devera ser morna, tomando-se cuidado para ndo aquecé-
la demais pois podera prejudicar o reagente. Apdés o aquecimento da agua, adicionar 4
colheres de cha de sal de fruta. ApoOs a solubilizagdo dessa solugdo, devera ser adicionado
meia colher de cha de CuSO4 preparada com 5 ml de agua quente (medida em uma seringa
de plastico de 5 ml). A solugéo final deve estar transparente, sem grumos com o aspecto
mostrado na figura abaixo (Figura 1). Sua coloracéo ira apresentar um tom azul claro.

Figura 1. Frasco contendo o reagente de Benedict preparado e pronto para uso.

Fonte: Autor (2021).

2.2.2 Preparo dos Tubos de Ensaio ou dos Copinhos de Vidro
Resistentes para Acondicionamento dos Alimentos a Serem Testados

Enumerar os tubos de ensaio com auxilio do marcador de retroprojetor de 1 a 10
como constam no quadro abaixo.

N° Alimento/Produto N° Alimento/Produto

1 Sucralose 6 Suco de Manga

2 Eritritol 7 Cobertura de sorvete

3 Amido de milho 8 Refrigerante de Cola composto por adocante
4 Farinha de trigo 9 Acucar refinado

5 Mel 10 Acucar demerara

Quadro 1. Numeragéo dos tubos de ensaio com seus respectivos alimentos. Legenda: N° =
Numeragéo dos tubos (tratamentos). Fonte: Autor (2021).
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2.2.3 Preparo dos Alimentos nos Tubos de Ensaio

Para os alimentos em p6 como (adogante, amido de milho, farinha de trigo, agucar
refinado e agucar demerara), colocar 1 colher de cha de cada um deles nos tubos de ensaio
e enumerar conforme a tabela 2. O mel e a cobertura de sorvete devem ser previamente
diluidos com um pouco de agua. Para os alimentos liquidos como o suco de manga
(preparado previamente com auxilio de um liquidificador), e o refrigerante de Cola com
adocante, deverao ser adicionados 2 ml das respectivas bebidas no tubo de ensaio. Apos
colocado todos os componentes nos tubos de ensaio, adicionar 2 ml de agua com auxilio
da seringa de 5 ml. Na figura 2, encontram-se dispostos o0s alimentos a serem testados
acondicionados no tubo de ensaio. Como alternativa aos tubos, o professor pode utilizar
xicaras de vidro resistentes transparentes de 150 ml para acondicionamento dos alimentos.

0000 00 00 0O

Figura 2. Alimentos acondicionados nos tubos de ensaio enumerados. 1. Sucralose; 2. Eritritol 3;
Amido de milho; 4. Farinha de trigo; 5. Mel; 6. Suco de Manga; 7. Cobertura de Sorvete; 8. Refrigerante
de Cola com adogante; 9. Agucar refinado; 10. Agucar demerara. Fonte: Autor (2021).

2.2.4 Continuidade do Experimento

Em cada um dos tubos de ensaio deverdo ser colocados 2 ml do reagente de
Benedict com o auxilio de uma seringa de 5 ml. Agora, afim de tornarmos a aula pratica
mais versatil e descomplicada, podemos ter duas opcdes de condug¢do quanto a etapa do
aquecimento das reagGes como € destacado abaixo:

2.2.5 Primeira Maneira: Uso da Lamparina Com os Tubos de Ensaio

Preparar a lamparina, colocando um pouco de alcool no seu interior molhando todo o
seu pavio. Com auxilio de um isqueiro ascender a lamparina até a obtengéo de uma chama
constante. A partir dessa etapa, o professor deve salientar aos alunos para pedirem auxilio
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a um adulto, pois o fogo pode causar queimaduras graves. Deve ser ressaltado ainda a
utilizacdo de equipamentos de protecéo individual (E. P. ) como luvas, jaleco e 6culos de
protecéo. Apds acesa a chama, o professor devera pegar o tubo de ensaio com o auxilio
do pregador de madeira e aproximar o fundo do tubo na chama do fogo na lamparina, até
que o conteddo do mesmo mude de coloragdo, para um tom vermelho tijolo alaranjado.
Aqui deve ser tomado muito cuidado pois em detrimento do calor, o contetdo do tubo
pode ser projetado para fora. Assim para evitar acidentes, o tubo de ensaio ndo deve ser
chacoalhado e sua abertura deve ser posicionada levemente inclinada para frente, longe
dos olhos. Na figura 3, esta evidenciado a maneira correta de segurar o tubo de ensaio na

chama da lamparina.

Figura 3. Posicao correta para manutengéo do tubo de ensaio na chama para condugéo do
experimento. A seta vermelha indica a posi¢éo correta para manuseio do tubo, levemente inclinado e
longe dos olhos. Na experimento foi improvisado um agarrador de tubo de ensaio confeccionado por

meio de um fio elétrico vermelho emborrachado retorcido. Fonte: Autor (2021).

2.2.6 Segunda Maneira: Banho Maria com as Xicaras de Vidro
Resistentes

Com os alimentos preparados dentro da xicara juntamente com 2 ml do reagente
de Benedict, preparar um banho maria com um pouco de agua bem quente. Acondicionar
as xicaras dentro do banho maria e esperar cerca de 40 minutos, ou até que os alimentos
mudem de coloracéo, obtendo-se assim uma cor vermelho tijolo alaranjado. Esperar esfriar

para retirar as xicaras e pedir para que os alunos anotem os resultados.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tubos de ensaio numero 5 (mel), 6 (suco de manga), 7 (cobertura de sorvete),
9 (agucar refinado) e 10 (agUcar demerara) mudaram sua coloragdo para a cor vermelho
tijolo (alaranjado). Ja as amostras de numero 1 (sucralose), 2 (eritritol), 3 (amido de milho),
4 (farinha de trigo) e 8 (refrigerante de Cola com adogante) ficaram com coloragdo marrom
ou ndo mudaram de cor (figura 4).

e ]

100 - o:oww

Figura 4. Resultados .1. (-) Sucralose; 2. (-) Eritritol; 3. (-) Amido de milho; 4. (-) Farinha de trigo; 5. (+)
Mel; 6. (+) Suco de Manga; 7. (+) Cobertura de Sorvete; 8. (-) Refrigerante de Cola com adogante; 9.
(+) Actcar refinado; 10. (+) Aglcar demerara. O sinal (+) indica mudanca de cor para o vermelho tijolo
alaranjado, ja o (-) indica auséncia dessa cor. Fonte: Autor (2021).

Sugerir aos alunos que anotem os fendmenos ocorridos e escrevam uma tabela
comparando o antes e o depois da rea¢do. Nessa etapa da aula, o professor deve explicar
aos alunos que a mudanca de coloragdo do azul para o vermelho tijolo (alaranjado) nos
alimentos testados esta diretamente relacionada com o agucar de sua constituicdo. Neles,
temos a ocorréncia de aglcares redutores que nada mais séo do que monossacarideos
que possuem grupos aldeido ou cetona livre, ou seja, eles ndo estao “ocupados” na ligacao
glicosidica (TEIXEIRA, 2019). Como exemplo de acUcares redutores temos a glicose, a
ribose e a galactose. Ja, a sacarose por exemplo ndo € um agucar redutor, pois seus
carbonos anoméricos 1 e 2 estdo ocupados fazendo ligagé@o glicosidica como é mostrado
abaixo. Alguns dissacarideos como a lactose por exemplo é redutor pois possui um carbono
anomeérico (carbono 1) com OH livre no residuo de glicose.
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Segundo Souza e Neves (2021, sp), “a capacidade que esses compostos apresentam
de reduzir ions metélicos em solugdes alcalinas € um bom método de identificagcdo desses
compostos”. O principio de a¢ao do reagente de Benedict, se fundamenta no processo de
reducao de ions Cu2+ a Cu+, advindos do uso do Sulfato de Cobre (CuSO4) com formacgao
de um precipitado vermelho (alaranjado). Assim, o que vemos nos tubinhos com a cor
avermelhada (alaranjada) nos indica que os ions Cu2+ do reagente de Benedict foram
reduzidos a Cu+, indicando a presenca de um acucar redutor (Souza e Neves, 2021).

3.1 Discutindo Os Resultados no Escopo da Bioquimica e Outras Areas da
Biologia

No tubo de ensaio 1, a sucralose, e no tubo 2, o eritritol, deram negativo para o
teste de identificacdo de aglcares redutores, esse resultado & corroborado, uma vez
que esses adogantes ndo possuem esse tipo de aclcares em sua composi¢do, sendo
formados por sacarose. Explicar aos alunos que a sacarose ndo possui grupamento cetona
ou aldeido livres, portanto néo fard redugdo de Cu2+ para Cu+, ndo aparecendo a cor
vermelho alaranjado. O mesmo é observado nos tubos 3 e 4 (amido de milho e farinha de
trigo respectivamente). No entanto aqui, temos como composicao basica o amido. Explicar
aos alunos que o amido é um polissacarideo, formado por varios monossacarideos como
a glicose, assim, todos os seus carbonos estardo ocupados fazendo ligagdes quimicas,
formando longas moléculas, ndo ocorrendo mudanca de coloracdo, permanecendo azuis.

Ja, no refrigerante de Cola feito com adogante (tubo 8), ndo temos a presenca da
coloragao vermelho tijolo alaranjado, uma vez que podemos ter a presenca de edulcorantes.
Um edulcorante € uma composi¢cdo que permite tornar os alimentos adocicados, nao
possuindo aglcares redutores em suas estruturas. Assim, se forem submetidos ao teste da
aula pratica proposta, nao terao a mudanca de coloracao para o vermelho tijolo alaranjado.

Ocorreram mudanca de coloracdo para o vermelho tijolo alaranjado, nos tubos, 5,
6, 7, 9 e 10, o que evidencia a presenca de agucares redutores. No entanto, no caso do
acucar refinado (tubo 9) e no agucar demerara (tubo 10), sua principal composi¢éo € a
sacarose. Alertar aos alunos que esse resultado deveria ser negativo, uma vez que esses
agUcares sédo formados por sacarose, sendo nédo redutor. No entanto segundo, Oliveira et
al. (2006, p. 42):

Apesar da sacarose ser 0 principal componente do agucar comum, o resultado
positivo neste teste decorre da pequena presenca (inferior a 1%) de glicose
e frutose no produto comercial. Ou ainda, o dissacarideo (sacarose) pode ter
sido hidrolisado no meio alcalino, produzindo assim a glicose.
Assim como explicado acima, a coloragéo do tubo altera para o vermelho tijolo
alaranjado. O mesmo podemos dizer sobre o tubo que contém o aglcar demerara.
Outro ponto de grande importancia € explicar aos alunos o porqué da utilizagao do
sal de frutas para composicao do reagente de Benedict. Segundo, Oliveira et al. (20086, p.
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41) “o sal de frutas, & composto por 2,30 g de bicarbonato de sédio, 0,50 g de carbonato
de sbdio e 2,20 g de &cido citrico”. Os mesmos autores ressaltam que: “o carbonato e o
bicarbonato de sédio presentes no sal de frutas séo hidrolisados por agéo do &cido citrico
também presente na formulagéo do sal de frutas, liberando diéxido de carbono e produzindo
assim o hidréxido de sédio necessario para a reacéo de oxidagao” (Oliveira et al. 2006, p.
42), que envolve o Cu2+ para o Cu+. Além disso, podemos explicar aos alunos que a
producéo de NaOH torna o meio alcalino, importante para ocorrer a reagao.

ApOs essas explicagbes serem ressaltadas pelo professor, 0 mesmo pode discutir
com os alunos acerca do conteudo ministrado nas aulas tedricas sobre a estrutura quimica
dos carboidratos, a ligagéo quimica que pode ocorrer dentro deles (ligagdo glicosidica) além
de relembrar aos alunos sua principal classificag@o bioquimica em quatro categorias como &
ressaltado por Sadava et al. (2009), em monossacarideos, como a glicose, ribose ou frutose;
os dissacarideos que consistem da unido de dois monossacarideos; os oligossacarideos
que sao formados por varios monossacarideos (3 a 20), e os polissacarideos, tendo como
exemplo, o amido, o glicogénio e a celulose. O professor pode ressaltar a importancia
por exemplo da celulose na constituicdo quimica da parede celular das células vegetais,
garantindo a elas integridade e resisténcia. Além disso, pode ser comentado aos alunos
sobre a pectina, um outro importante polissacarideo ramificado que reveste grande parte da
parede celular dos vegetais. Esse polissacarideo € costumeiramente utilizado na industria
alimenticia de doces para dar liga aos alimentos por ter um aspecto gelatinoso.

Em outras areas da Biologia, a aula pratica proposta permite ao docente trabalhar
assuntos relacionados a dieta, nutricdo e saude (diabetes). No ambito da dieta e nutricéo,
o professor pode chamar a atengéo dos alunos que grande parte da nossa alimentagéo é
constituida por carboidratos (sendo eles redutores ou ndo). Chamar a atencédo dos alunos
que os carboidratos possuem grande importancia na nossa dieta.

Ja no ambito da saude, o professor podera explicar sobre o diabetes, que € uma
doenca causada pela falta ou incapacidade da insulina realizar sua principal funcéo que é
a reducgéo de glicose no sangue. Podendo ser classificada em diabetes tipo 1 (quando o
organismo é incapaz de produzir o hormdnio de insulina pelo pancreas) e a do tipo 2 (quando
o corpo produz insulina, no entanto esse horménio ndo penetra nas células para realizar
suas fungdes e se acumula no sangue). (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2016).

Por fim, vale a pena chamar a atencédo dos alunos sobre a importancia do reagente
de Benedict utilizado nessa aula pratica em relagdo a sua aplicacdo na Medicina. No
diagnoéstico de doencas metabdlicas como o diabetes, como é relatado por Carvalho et al.
(2014), a urina do paciente é colhida, a proxima etapa do diagnéstico é adicionar o reagente
de Benedict, e com o auxilio do bico de Bunsen (fogo), o tubo de ensaio & submetido até
possivel mudanca de coloragédo para o tom acastanhado. Se isso ocorrer temos um teste
positivo para o diabetes, uma vez que a glicose (agucar redutor) ndo foi metabolizada e
esta presente na urina do paciente.
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41 CONCLUSOES

No Ensino Médio, na disciplina de Biologia, a abordagem de aulas praticas pode
ser de grande importancia pois permite facilitar o processo norteador da aprendizagem
nos discentes, transpondo na pratica o que foi aprendido na teoria. Além disso, permite
despertar o lado criativo e cientifico do aluno, favorecendo a pratica da experimentagcéo

em ciéncias.
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RESUMO: Na contemporaneidade ha uma
crescente preocupagdo com a crise global de
energia e seu impacto sobre o meio ambiente,
impulsionando as pesquisas sobre producdo de
energias a partir de tecnologias mais limpas. Os
sistemas fotobioeletroquimicos (PBES), podem
ser uma alternativa para a recuperagéo de
energia e ainda proporcionam a biorremediacéo
de aguas residuarias e a producéo de biomassa
de alto valor agregado. Este estudo buscou
reconhecer os aspectos que indicam as
potencialidades e as limitagbes dos PBES
como uma tecnologia limpa e promissora para a
producdo de biocombustiveis e bioeletricidade.
A partir de uma ampla andlise bibliométrica
sobre sistemas fotobioeletroquimicos, observou-
se uma tendéncia de aumento nas pesquisas
envolvendo a geracéo de diferentes bioenergias,
a sintese de bioprodutos e a biorremediagédo
de aguas residuarias, concluindo-se, portanto,
que os PBES, como sistemas alternativos, sao
promissores e ambientalmente amigéaveis.
PALAVRAS - CHAVE: Tecnologias Limpas.
Sistemas Bioeletroquimicos. PMFCs. MFCs.
Desenvolvimento Sustentavel.

PHOTOBIOELECTROCHEMICAL
SYSTEMS AS AN ALTERNATIVE
FOR BIOENERGIES PRODUCTION
AND BIOREMEDIATION — CLEAN
TECHNOLOGIES APPROACH

ABSTRACT: Nowadays, there is a growing
concern with the global energy crisis and
environmental impacts, driving research on
energy production from cleaner technologies.
Photobioelectrochemical systems (PBES), can
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be an alternative for energy recovery and still provide a bioremediation of wastewater and a
high added value biomass production. This study sought to recognize the aspects that indicate
the potential and limitations of PBES as a clean and promising technology to produce biofuels
and bioelectricity. From a wide bibliometric analysis on photobioelectrochemical systems, an
increasing trend was observed in research involving the generation of different bioenergies,
synthesizing bioproducts and the bioremediation of wastewater, concluding, therefore, that
PBES, as alternative systems, are promising and environmentally friendly.

KEYWORDS: Clean Technologies. Bioelectrochemical systems. PMFCs. MFCs. Sustainable
Development.

11 INTRODUGAO

Ha uma crescente preocupagé@o com a crise global de energia e seu impacto sobre
0 meio ambiente, o que leva a uma mudanga do atual paradigma de desenvolvimento
para uma busca por tecnologias limpas (CHEN ef al.,, 2019). Para atingir as metas de
sustentabilidade os paises precisardo disponibilizar planos e agdes politicas solidas para
0 uso de energia renovavel, especialmente energia solar, edlica e a partir de biomassa
(CHILD et al., 2018).

Neste contexto, tem-se a busca por novas alternativas para a substituicdo de
combustiveis fosseis, uma vez que estes combustiveis sdo recursos finitos e sua utilizagéo
provoca a emissdo de poluentes atmosféricos altamente prejudiciais ao meio ambiente e a
saude publica (KABUTEY et al., 2019).

Existe um crescente interesse na transicdo econdmica para reduzir a geragéo de
carbono, em que varios paises e regides buscam adotar tecnologias limpas por meio
de uma série de politicas. Em alguns paises desenvolvidos e em desenvolvimento ha
subsidios governamentais que isentam de impostos empresas que apresentem inovagéo
tecnologica. Por exemplo, os EUA fornecem subsidios e garantia de empréstimos para
projetos de tecnologias limpas (YANG et al., 2020). Portanto, o investimento em tecnologias
limpas se beneficia em termos de reducdo de impostos ambientais e estimulo a demanda
sensivel de emissbes (SHI et al., 2019).

Na proxima década espera-se que seja intensificada a producdo de energias
alternativas (SARATALE et al., 2017). Entre as possibilidades, as células de combustivel
microbianas (MFCs, do inglés microbial fuel cells) envolvendo organismos fotossintéticos
podem sair do campo de pesquisa e efetivamente passa a ser uma fonte de energia
renovavel ciclica, onde ocorre a recuperagao sustentavel de carbono (FISCHER, 2018).

As MFCs tem potencialidade de oferecer uma alternativa econémica aos processos
convencionais de tratamento de aguas residuarias, uma vez que pode ser realizada a
biorremediacdo e a geragéo de bioeletricidade (KABUTEY et al., 2019). Na ultima década
houve um crescente interesse nos estudos e aplicagbes sobre o uso de células de

combustivel microbianas de plantas (PMFCs, do inglés plant microbial fuel cells) para tratar
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ecossistemas poluidos e gerar bioenergia (SHAIKH et al., 2020).

Estes sistemas sédo totalmente bibticos, apresentam uma relacéo rizosférica entre
planta e microrganismo capaz de converter energia solar em bioeletricidade. Neste sistema,
biofilmes bacterianos que podem estar integrados a conversbdes fotossintéticas séo
capazes de gerar eletricidade e producéo simultanea de biomassa, sendo um mecanismo
de recuperacgdo sustentavel na captacdo de carbono e sua reutilizagdo para a producéo
elétrica no mesmo sistema (GAJDA et al., 2015).

As MFCs com a participacdo de organismos fotossintéticos sdo sistemas
fotobioeletroquimicos (PBES, do inglés photobioelectrochemical systems) que se destacam
como uma inovagado com varios beneficios que convergem para um sistema sustentavel.
Nas células de combustivel, acontece uma integrac@o de microalgas e cianobactérias, em
que ocorre a oxidagao microbiana da matéria orgénica (LUO et al., 2017). Ainda os estudos
com PBES foram expandidos em questdo de aplicabilidade e do avango das tecnologias
de membranas desenvolvidas para a purificacdo de dgua associado a geracao de energia
(YANG, E. et al., 2019). Esses aspectos tornam as células de combustivel atrativas para o
tratamento de 4guas residuais.

Kabutey et al. (2019) afirmam que reconhecer estas tecnologias como limpas
€ um caminho para a valorizagdo das iniciativas de aumento de escala e instalacéo. O
desenvolvimento de novas tecnologias energéticas limpas, eficientes e economicamente
viaveis € resultado de esfor¢cos multidisciplinares.

Além disso, a transicdo do modelo de producdo de energia convencional para
energias alternativas limpas € um elemento importante para alcancar os objetivos do
desenvolvimento sustentavel da Organizagdo das Nagdes unidas (ONU) (CHEN et al.,
2019). Entdo essa conversao tecnoldgica, da producdo de energias convencionais para
alternativas, pode ter contribuicées das MFCs.

Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo bibliométrico para compreender
o quanto os sistemas PBES, estdo associados a tecnologias limpas e destacar a importancia
do aproveitamento integral do sistema e produtos derivados para a producéo de energia e
biorremediacgéo.

21 METODOLOGIA

Foram utilizadas 3 bases de dados (Scopus, Science Direct e Web of Science) para
as buscas de publicacdes contendo os sistemas fotobioeletroquimicos. Os documentos
encontrados nestas bases foram tratados no software Endnote x9 para retirada de
duplicacbes e as palavras-chave foram organizadas no software Excel para a construcéo
de uma planilha de convergéncia de similaridades denominada Thesaurus antes da
construcao dos clusters no Software VOSviewer 1.6.15.

Documentos originais em lingua inglesa, referentes aos ultimos 10 anos, foram
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utilizados na pesquisa com os termos definidos na Tabela 1. Ainda, com base na pesquisa

de documentos relacionados ao tema, foram analisados os principais autores que atuam na

area e paises que mais exploram o tema foram apresentados.

Além disso, com base na pesquisa de documentos relacionados ao tema foram

analisados os principais autores que atuam na area e paises que mais exploram o tema

foram apresentados.

Sistema Sigla Aplicacao Referéncia

- Microbial Fuel Cell MFC (CAPODAGLIO et al., 2013)

- Algal Bioelectrochemical System Algal-BES (SEVDA et al., 2019)

- Microalgae Microbial Fuel Cell MMFC (HADIYANTO et al., 2020)

- Sludge Microbial Fuel Cell SMFC Tratamento (MOQSUD; KHONG, 2020)

. i i ; de 4guas

FZ‘ZactlglgI] Treatment Wetland Microbial FTW-MFC residuarias e (COLARES et al., 2020)
geracéo de

- Up-Flow Anaerobic Sludge Blanket ) bioeletricidade

Reactor-Microbial Fuel Cell UASB-MFC (ZHANG et al., 2012)

- Catalyst-Less and Mediator-Less )

Membrane Microbial Fuel Cell CAML-MMFC (MANSOORIAN et al., 2016)

- Plant Microbial Fuel Cell P-MFC (SHAIKH et al., 2020)

- Airlift-photosynthetic microbial fuel cell AL-PMFC (LI et al., 2019)

- Microbial Electrolysis Cell MEC (HAN et al., 2021)

- Microbial Electrolysis Cell-Reverse 5

Electrodialysis Hybrid System MEC-RED (JWA et al., 2020)

. ; ; ; ; ; Tratamento

Cgﬁntmuous Stirred Microbial Electrolysis CSMEC de aguas (QUASHIE et al., 2021)
residuérias,

- Microbial Electrolysis Cell Integrated into : geracgéo de

a Constructed Wetland CW-MEC bioeletricidade, (SRIVASTAVA et al., 2018)

 Microbial Electrolysis Cell Assi produgao de

B lcrolzlg D.ectro lysis Cell Assisted MEC-AD biohidrogénio e (XU, S. et al., 2019)

naerobic Digester metano

- Microbial Electrolysis Cell-Fenton System MEC-Fenton (LI et al., 2017)

- Microbial Electrolysis Cell-Anaerobic MEC-AnMBR (DING et al., 2018)

Membrane Bioreactor

- Microbial Desalination Cell MDC (TAWALBEH et al., 2020)

- Photo-Microbial Desalination Cell PMDC (LIANG et al., 2016)

- Ozone-Cathode Microbial Desalination Tratamento

cell OCMDC de aguas (GHOLIZADEH et al., 2017)
residuérias,

- Ultra Filtration Membrane in Photo UF-PEDC dessalinizagao (RAHMANINEZHAD et al.,

Electrocatalytic Desalination Cell e geragéo de 2020)

- Submerged Microbial Desalination— SMDDG bioeletricidade 71 ANG: ANGELIDAKI,

Denitrification Cell 2013)

- Tacked Microbial Electro-Deionization Cell SMEDIC (SHEHAB et al., 2014)

Tabela 1. Identificagéo e aplicagédo de sistemas bioeletroquimicos publicados nos ultimos 10 anos.
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31 SISTEMAS FOTOBIOELETROQUIMICOS (PBES) - ABORDAGEM GERAL

Os PBES oferecem uma alternativa para o tratamento de efluentes com recuperacao
de bioenergias e consequente produgdo de biomassa. Os PBES sdo transdutores
bioeletroquimicos que empregam organismos fotossintéticos para gerar oxigénio,
metabolitos organicos e também elétrons (WANG et al., 2018). Os microrganismos séo os
principais agentes na operagao destes sistemas, onde as microalgas atuam em conjunto
com as bactérias anddicas, que geram CO, e eletricidade, e as microalgas fornecem
oxigénio (aceptor de cations) e consomem N e P do meio (LUO et al., 2017) conforme
Figura 1.
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Figura 1. Representacao dos beneficios do sistema fotobioeletroquimico.

Os sistemas PBES séo utilizados ha varias décadas para o tratamento de efluentes
e geragao de bioprodutos. Contudo, o desenvolvimento de novas tecnologias cresceu em
busca de melhorar a eficiéncia com diferentes configuragbes ambientalmente amigaveis. A
base Scopus apresenta dados a partir da busca por “bioelectrochemical systems” em que,
de 1999 a 2009 haviam sido publicados 23 artigos sobre o tema, e somente no ano de 2010
praticamente duplicou este nUmero, com um total de 37 artigos cientificos publicados. Desde
entdo, tem sido crescente o niumero de estudos com base nestes sistemas, totalizando
1.602 artigos publicados sobre o tema nos ultimos 10 anos.

Neste periodo destacam-se as MFCs associadas a organismos fotossintéticos,
principalmente plantas adicionadas aos jardins filirantes construidos para tratamento de
aguas residuéarias. A partir das pesquisas realizadas nas bases de dados Scopus, Science
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Direct e Web of Science utilizando as palavras-chave “plant microbial fuel cell’ houve a
formacéo de trés clusters (Figura 2):

(i) cluster rosa: sistemas de células de combustivel contendo microrganismos ou
microrganismos e plantas;

(i) cluster verde: geracao de bioeletricidade e tratamentos de aguas residuarias;

(iii) cluster azul: o metabolismo microbiano e de plantas na geracao de bioenergia.
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Figura 2. Figura gerada a partir das palavras-chave, plant microbial fuel cell. Base de dados Scopus,
Science Direct e Web of Science, 2010-2020.

A presenca destacada da tecnologia fuel cell e dos sistemas PMFC e MFC no cluster
rosa e a grande quantidade de relacOes estabelecidas com os demais clusters deve-se
possivelmente ao seu potencial de uso na geracao de energias limpas e no tratamento de
aguas residuais.

Abioeletricidade, evidenciada no clusterverde, sugere que nas pesquisas publicadas
nas bases de dados levantadas neste estudo a utilizagdo de sistemas contendo células de
combustivel resultaram na producgéo de energia a partir do metabolismo microbiano isolado
ou em conjunto com plantas.

Para o desenvolvimento de sistemas hibridos, um PMFC pode ser acoplado a um
fotobiorreator (YANG, Z. et al., 2019). Além disso, nos sistemas integrados podem ser

utilizadas superficies de sensores transparentes como partes integrantes do design dos
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dispositivos de biossensor, permitindo que a luz penetre sem prejuizos nesses componentes
fotossintéticos (ANTONACCI; SCOGNAMIGLIO, 2020).

Neste contexto, pesquisando “photosynthetic microbial fuel cell” obtém-se
documentos associados a palavras que compdem a Figura 3 (A). Observa-se a formagéo
de clusters que indicam a importancia de estudos cientificos que compreendem a presenca
de bactérias e cianobactérias nos sistemas (1); o tratamento de aguas residuarias e as
relacdes com comunidades microbianas (2); microalgas e producdo de biomassa (3); e,
fotossintese e eletrodos (4). As microalgas em destaque (B) estao associadas principalmente
a produgao de biomassa, tratamento de efluentes e a producao de bioeletricidade.

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2
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Figura 3. Clusters obtidos a partir da pesquisa com photosynthetic microbial fuel cell.

PBES do tipo MMFC (do inglés, microalgae-microbial fuel cell) provaram ser efetivos
na geracao de eletricidade e tratamento de aguas residuais simultaneamente. Apesar da
sua eficiéncia, estes sistemas ainda apresentam algumas barreiras para o funcionamento.
Uma delas € o alto custo de alguns tipos de materiais utilizados no eletrodo. Outras barreias
sdo a diferenga de atividade entre organismos autotréficas e heterotroficos, e a presenca
de compostos em suspensao, que tendem a aumentar a turbidez e reduzir a incidéncia de
luz na cultura microalgal, diminuindo a taxa de crescimento (ELSHOBARY et al., 2020).
Ainda, para a aplicacdo comercial dos PBES em geral, a baixa produgdo de corrente
elétrica, estabilidade baixa de fornecimento a longo prazo, escala de processamento
limitada e custo de construcéo do reator sé@o limites a serem vencidos para a viabilizacéo
dos sistemas (YAN et al., 2020).

Por outro lado, o rapido crescimento e a eficiéncia fotossintética de muitas espécies de
microalgas permitem que se obtenham maiores rendimentos de biomassa em comparacao
com culturas terrestres, assim, a utilizacdo de microalgas na biorremediacdo de efluentes
com consequente produg¢do de energia, € promissora para enfrentar os desafios futuros

Capitulo 12



de energia e sustentabilidade (LAURENS et al., 2017; SABA et al., 2017). Na Figura 4
podem ser vistos os beneficios do sistema PBES com a formagéo e consumo de gases e
nutrientes, producdo de uma corrente elétrica e biomassa. A biomassa é matéria prima para
uso industrial ou pode ser incorporada ao solo como biofertilizante.

B - bioprodutos
(co) >

T nutriente -L - >
P N 4gua o, biomassa indiistria

solo

Figura 4. Principais entradas e saidas de um sistema PBES.

Os PBES do tipo PMFCs de éareas alagadas sdo capazes de remediar aguas
residuérias e gerar bioeletricidade. No entanto, os PMFCs produzem baixa poténcia
em comparagdo com a producdo de energia tedrica estimada de 3,2 mW m2de area
geométrica de cultivo (280.000 kWh ha™ ano). Algumas limitagbes sdo causadas pela
deposicdo de matéria organica pela oxidagdo das bactérias eletroquimicamente ativas
(EABs, do inglés electrochemically active bacteria) e maior resisténcia interna no anodo.
Uma melhor eficiéncia no desempenho do sistema PMFC se da com o estudo de novas
configuragbes de biorreatores e também com a escolha de espécies de plantas com alta
rizodeposicdo e EABs com alta capacidade metabdlica (transferéncia extracelular de
elétrons) (PAMINTUAN et al., 2019).

Descobertas recentes impulsionaram para a geragéo de fotossintese artificial, em
PBES que apresentam novos catodos e foto-dnodos enzimaticos. Estes dispositivos,
completamente auto-alimentados por energia solar sdo eficientes e estaveis (MAJUMDAR
et al, 2017). Além disso, inovagdes sdo observadas na engenharia de PBES, como
o desenvolvimento de uma nova célula do tipo transporte aéreo (AL-PMFC, do inglés
airlift-photosynthetic microbial fuel cell) usando Chlorella vulgaris para fixar CO, e gerar
bioenergia (bioeletricidade e biodiesel) (LI et al., 2019).

Ainda Kabutey et al. (2019) relatam que a PMFC se tornara um processo alternativo
de geracéo de bioeletricidade e podera resolver os problemas de escassez de energia e
deterioragcdo ambiental quando for ampliada e aplicada in-situ. A fitorremediagdo em PMFC
traz consigo a competéncia de geracdo de energia e também a remocédo de poluentes,
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como por exemplo, metais.

Devido a todos os processos envolvidos de remediagdo e produg¢do de energia e
bioprodutos, os PBES estdo sendo desenvolvidos por diferentes areas da ciéncia. O principal
setor envolvido segundo dados da base de dados Scopus € a Ciéncia Ambiental (20%),
Engenharia Quimica (16,4%) e Quimica (14,9%) uma vez que os sistemas inicialmente
foram desenvolvidos para biorremediacao de efluentes, com o objetivo de diminuir a carga

poluidora ambiental dos sistemas testados.

41 TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUARIAS EM PBES

A expansao de aplicagcdes da tecnologia de células de combustivel microbianas
ultrapassou o potencial de geracdo de bioeletricidade, e recebe mais atencdo para o
tratamento de efluentes contendo corantes, metais pesados, lixiviados, nitrogénio, sulfato e
efluentes ricos em sulfeto, entre outros, além do foco da recuperacéo de nutrientes (N e F),
como fosfato e estruvita, juntamente com oligoelementos (KUMAR et al., 2019).

A integracdo de tratamento ecoldégico empregando microrganismos fototréficos
em sistemas PBES tem a vantagem de compensar a deficiéncia de capacidade em
remover nutrientes e catalisar a producao de eletricidade a partir de aguas residuarias.
Em comparacgéo a sistemas de tratamento de aguas residudrias convencionais, os PBES
apresentam uma série de vantagens inerentes, como o uso reduzido ou nulo de produtos
quimicos, a ndo geracdo de odores desagradaveis, a facilidade de operagcédo e baixo
custo, e ainda sao considerados ecologicamente complexos, ambientalmente corretos e
mecanicamente simples (HE et al., 2017).

Em PBES s utilizando aguas residuéarias, microrganismos heterotréficos metabolizam
a matéria orgéanica, degradando-a, e produzindo gas carbdnico e bicarbonatos, que por
sua vez sdo assimilados por organismos fotossintetizantes (SIVASANKAR et al., 2018).
Esse sistema também é efetivo no tratamento de efluentes de diferentes fontes residuais,
como por exemplo, a biodegradagéo de poluentes refratarios, corantes, metais pesados,
lixiviados, nitrogénio, sulfato e efluentes ricos em sulfeto, entre outros (FISCHER, 2018). A
biorremediacdo em MFC é uma tecnologia promissora para o tratamento de aguas residuais
e producéo de energia renovavel, a qual podera ser de baixo custo (KHALILI et al., 2017;
KUMAR et al., 2019).

No entanto, uma das principais limitacdes associadas a operacdo do PBES no
tratamento de aguas residuarias é aremocéo limitada de nutrientes pelas bactérias presentes
na camara anddica. A integracdo de microrganismos fotossintetizantes como microalgas
a estes processos, como por exemplo, a introdu¢do de microalgas no compartimento
catodico, apresenta-se como uma alternativa tecnologica viavel para superar esta e outras
limitagbes, uma vez que as necessidades nutricionais e quimicas das microalgas sdo em

geral menores, embora tenham como caracteristica o elevado potencial de assimilacéo de
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nutrientes de meios aquosos, oferecendo assim oportunidade para o tratamento avangado
de 4guas residuérias (REDDY et al., 2019).

Os PBES por empregarem microrganismos fotossintetizantes, efetuam
concomitantemente além da assimilacdo e metabolizacdo de contaminantes organicos
presentes em aguas residuarias, o sequestro e fixagéo de CO, e outros poluentes gasosos,
exercendo assim fun¢do de grande relevancia no controle da poluicdo atmosférica
(ENAMALA et al., 2018).

O sistema pode ser aberto ou fechado, as dguas residuais sé&o usadas como um meio
de cultivo para degradacao orgéanica no lado andédico, e entdo o efluente & descarregado
em biorreatores para ser meio de cultivo para recuperagao e aproveitamento da biomassa
(XIAO; HE, 2014). Onde a biomassa obtida pode ser utilizada para geragao de bioprodutos.
E ainda podem ser aplicados diferentes microrganismos para remoc¢ao de poluentes, sejam,

poluentes farmacéuticos, industriais, domésticos e até mesmo poluentes atmosféricos.

51 BIOPRODUTOS A PARTIR DE PBES

Uma abordagem promissora para a produ¢éo de energia limpa é através do uso de
microrganismos para converter compostos organicos em energia. Os PBES aproveitam
o conteudo energético encontrado na matéria organica contida em aguas residuarias em
formas mais facilmente aproveitaveis, como o caso dos biocombustiveis (GAJDA et al.,
2013).

Os processos envolvidos em PBES s&do baseados nos processos metabdlicos
microbianos onde ocorre principalmente a redugéo de CO, em CH, podendo produzir
energia elétrica (FU et al., 2020). Estes sistemas sdo compostos principalmente por duas
camaras: um compreende ao lado anédico onde a agua se divide em O, H* e e, e 0
outro em um lado catodico onde o CO, é reduzido em CH, pelos microrganismos que
compbe a camara. Comumente é utilizada uma membrana de troca catidénica que separa
os compartimentos anddico e catodico (GEPPERT et al., 2016).

A obtencao de biocombustiveis a partir de microalgas tem sido sugerida como uma
forma competitiva de desenvolvimento de energia renovavel e sustentavel, com as principais
vantagens de implicar uso de menor volume de agua para seu cultivo em comparagéao
com plantas, além de possibilitarem melhorias em termos de impactos ambientais como a
eutrofizacao através do uso de aguas residuarias como meio de cultivo e fonte de nutrientes
(MA et al., 2017).

A eletrélise da agua pode ser realizada em BES com diferentes métodos como,
fotofermentacdo, gaseificagdo e também com aplicacdo de microalgas. As tecnologias
de células de eletrolise microbianas estédo sendo desenvolvidas e estudadas focando na
producéo eficaz de hidrogénio verde e a estabelecer uma economia viavel de hidrogénio
(YANG et al., 2021).
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5.1 Bioeletricidade

As MFCs sdo uma das poucas tecnologias que séo capazes de capturar a resposta
metabdlica microbiana, transformando-a em corrente elétrica, devido aos microrganismos
serem muito sensiveis, caracteristicos e precisos do seu préprio ambiente (SANTORO et
al., 2017).

A geracdo de bioeletricidade nas MFCs é ocasionada pelo fluxo de elétrons a
partir do metabolismo bacteriano que atua na degradacdo dos compostos organicos
(KUMAR et al., 2017). Onde, os elétrons gerados no processo séo transferidos direta ou
indiretamente com a ajuda de mediadores para o eletrodo, passa do anodo para o catodo
com a difusdo de prétons através de uma membrana de troca de ions, o fluxo de elétrons
da origem a bioeletricidade e sua eficiéncia bioeletroquimica pode entéo ser testada (LIN
et al., 2014). A adeséo bacteriana no anodo é um dos fatores que mais influenciam na
eficiéncia na transferéncia de elétrons entre as bactérias e o eletrodo, logo € recomendavel
a utilizacao de bactérias com alta taxa de producéo de biofilme (HINDATU et al., 2017).

LI et al. (2018) representa um MMFC usando uma membrana permeadora de H*. No
anodo ocorre a reagdo de biodegradagéo da matéria organica formando CO, e elétrons. A
diferenca de potencial com a camara catédica permite uma corrente, uma vez que nesta
camara ocorrem reagdes com 0 oxigénio gerado na fotossintese, o qual utiliza elétrons
provenientes da camara andédica.

Uma comunidade bacteriana capaz de se adaptar as flutuagcdes do estresse
ambiental e a disponibilidade de nitrogénio sédo importantes para melhorar o desempenho
dos PBES (IFTIMIE; DUMITRU, 2019). Da mesma forma, o aumento da propor¢céo N/C na
superficie do eletrodo pode ajudar a melhorar a sua hidrofilicidade, a adesdo bacteriana
e consequentemente a geracdo de energia (MA et al., 2016). Portanto, tratamentos com
amonia para aumentar o teor de nitrogénio anddico sdo estudados, segundo o autor sdo
um caminho para melhorar o desempenho das MFCs (SAITO et al., 2011). As microalgas,
organismos fotossintéticos tendem a remover fosforo e, portanto, tem uma influéncia
positiva no tratamento de aguas residuais (HOU et al., 2016; XU, B. et al., 2019).

Ademais, consorcios microbianos que usam microalgas e bactérias também
recebem destaque na producao de bioeletricidade e biorremediacdo. Oferecem vantagens
na sintese de produtos de alto valor agregado fixando carbono, nitrogénio e fésforo na
biomassa e produzindo oxigénio (SARATALE et al., 2017).

5.2 Producéao de gases

O hidrogénio molecular (bio-H,) & considerado um combustivel limpo e promissor
devido ao seu alto contetdo de energia por unidade de massa (142MJ Kg' e poder
calorifico de cerca de 3042 cal m?) e por sua composigéo livre de carbono. A fotossintese

€ responsavel pelo primeiro passo na conversdo de luz em energia quimica e elétrons,
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portanto, responsavel pela producao de H* e elétrons empregados na biossintese e geragéo
de bio-H, (MARTIN DEL CAMPO et al., 2014).

Microalgas exibem grande potencial de geracgéo sustentavel de bio-H,de forma direta
a partir do metabolismo de compostos organicos em fotobiorreatores diversos, incluindo
PBES, ou indiretamente através do processamento da biomassa microalgal recuperada
apods seu crescimento (RAHEEM et al., 2018; SHUKLA; KUMAR, 2018). Microrganismos
como as microalgas, bactérias e arqueas vem sendo utilizadas na produg@o e modernizacéo
tecnoldgica de biogas, sejam eles metano ou hidrogénio (WANG et al., 2020; ZHANG et
al., 2020). Existem sistemas MFC produtores de metano, onde as bactérias metanogénicas
utilizam o didéxido de carbono e elétrons produzidos, para converter em gas metano
(GEPPERT et al., 2016).

Modernas tecnologias de producado do biogas vém se desenvolvendo rapidamente
nos ultimos anos, como tecnologias fisicas, quimicas e biolégicas, entre as quais as
tecnologias com processos fisicos e bioldgicos sdo mais amplamente utilizadas tendo em
vista que o processo bioldgico pode reciclar o CO, e transformar em novos produtos (FU
et al., 2020).

5.3 Biocombustiveis de biomassa

PBES também produz direta e indiretamente a energia na forma de biocombustiveis
derivados da biomassa colhida ou recuperada destes sistemas. Biomassas de microalgas
sdo ricas em biocompostos como carboidratos, proteinas e lipidios, que apresentam
grande potencial e versatilidade na conversdao em uma diversidade de biocombustiveis,
quer sejam liquidos, s6lidos ou mesmo gasosos, dentre os quais se destacam o biodiesel,
o bioetanol, o biogas e o biochar, os assim denominados combustiveis de terceira geragéo
(SRIVASTAVA, 2019).

A producdo de biocombustiveis ocorre mediante a extracdo de componentes
e conversdo em biocombustiveis como por fermentacdo e transesterificacdo, para a
obtencéo de bioetanol e biodiesel, respectivamente (ONUMAEGBU et al., 2018). Outra
abordagem é a exploragcéo deste potencial de geracéo de energia por meio da converséo
direta da biomassa aplicando-se técnicas termoquimicas de processamento, como pirélise
e gaseificacdo (SANCHEZ-SILVA et al., 2013).

61 LIMITACOES, ESCALABILIDADE E PERSPECTIVAS FUTURAS

As tecnologias PBES sao amplamente reconhecidas pela geracéo de eletricidade
sustentavel a partir do tratamento de efluentes. Entretanto, esta tecnologia apresenta uma
série de limitagbes que desafiam a sua sustentabilidade no que diz respeito ao equilibrio
econdmico entre investimento e producdo. O custo de capital &€ considerado um dos
principais inconvenientes para comercializar esta tecnologia no campo da geragéo de
bioeletricidade e no tratamento de aguas residuais (PALANISAMY et al., 2019).
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Os desafios para utilizar a tecnologia PBES em aplicagdes praticas e ampliacao
da escala estdo diretamente associados a torna-los mais sustentaveis, o que implica na
melhoria do desempenho destes sistemas. O desenvolvimento de tecnologias PBES requer
a selec@o de materiais adequados para a confeccao de eletrodos e de membrana eficientes
a fim de coletar a maxima energia possivel disponibilizada pelo sistema com baixo custo,
para viabilizar sua aplicacdo em ampla escala. No tratamento de aguas residuérias, o
principal desafio € aumentar a relacéo de energia ao volume de efluente tratado, que pode
ser obtida aumentando-se a capacidade (volume) do MFC ou ampliando o arranjo dos
eletrodos em série ou paralelo (DAS, 2017).

Segundo Gajda et al. (2018), existem véarias maneiras de testar protétipos de grande
escala. Uma delas é a integracéo do sistema MFC com uma instalacdo de tratamento de
aguas residuarias. Song et al. (2010) reportam viabilidade na utilizacdo de sistemas de
MFC em sistemas de tratamento de aguas residuarias se a densidade de poténcia obtida
for na ordem de 124 W m=3. Para tanto testaram maiores dimensoes do eletrodo de grafite
e 0 nimero de células empilhadas sem acréscimo de resisténcia Ohmica.

Sevda et al. (2019) sustentam que para atingir o estagio de comercializacéo,
sistemas PBES devem integrar o aproveitamento da biomassa, da bioeletricidade e
biorremediacéo. Ainda, segundo os autores, mais investigacdes devem ser conduzidas no
campo da bioquimica e da microbiologia genémica no sentido de se identificar cepas de
microalgas de maior potencial eletrogénico e menos dependentes de iluminag¢édo para a
geracéo de bioeletricidade.

Sistemas do tipo MMFC ainda estdo em um estagio inicial de desenvolvimento
e, devido a sua complexidade, carecem de integracdo com outros sistemas, controle e
otimizagé@o de processos. Para Zhang et al (2019), ainda séo necessarios muitos estudos
para aumentar a escala.

No intuito de superar algumas deficiéncias e limitacbes da combinagéo de técnicas
envolvendo microalgas e microrganismos heterotréficos anaerdbios Xiao e He (2014)
sugerem que os PBES sejam projetados para converter energia fotoelétrica em energia
elétrica através da degradagéo da biomassa de algas e que a biomassa obtida possa ser
utilizada para producao de biogas. Também destacam a importancia da aplicagéo catodica
de microrganismos fotossintéticos para suprimento de oxigénio in situ e melhor tratamento
de efluentes.

Segundo Elmekawy (2014), houve um avango na biologia molecular nas ultimas
décadas, portanto os genomas de varios microrganismos foram sequenciados. Assim,
os préoximos estudos devem focar mais nas analises gendmicas, a fim de esclarecer as
interacoes fisiolégicas e genéticas e fornecer uma compreensao profunda dos mecanismos
moleculares que motivam as intera¢cdes microbianas e fungdes relacionadas.
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71 CONCLUSAO

Considerando o potencial de uso da tecnologia que emprega as células de
combustivel, a andlise bibliométrica sobre os PBES confirmou uma tendéncia de aumento
nas pesquisas sobre a geracao de energia e remediacao de aguas residuarias por meio
destes sistemas.

A partir dos PBES podem ser desenvolvidos sistemas com diferentes configura¢des
para a geragéo de bioprodutos como bioeletricidade, biometano e biohidrogénio.

Os sistemas PMFC, que associam plantas e microrganismos, podem ser uma
solucéo promissora para utilizacdo em escalas maiores que as de bancada, com a vantagem
de utilizarem organismos de elevada diversidade metabdlica e excelente desempenho na
geracao de bioenergias.

A bioeletricidade representa uma alternativa complementar a outros sistemas de
geragédo de energia, especialmente quando ha interesse no uso de uma matriz energética
limpa.
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MACROPHYLLUM TUL

RESUMO: A avaliagdo da qualidade fisica e
fisiolbgica em sementes é uma ferramenta
simples e de baixo custo, que oferece
importantes informacgdes sobre a variabilidade, a
germinagéo e o desenvolvimento das plantulas.
Entretanto, ha poucas informacdes para as
espécies florestais. Nesse sentido, objetivou-
se avaliar como aspectos biométricos e a
restricdo hidrica influenciam a germinagcéo de
sementes de uma populagéo natural de caneleiro
(Cenostigma macrophyllum Tul.) no Piaui, Brasil.
As caracteristicas biométricas avaliadas foram
largura, espessura, comprimento e peso das
sementes. Para o experimento de germinagao
sob déficit hidrico, os tratamentos foram:
100; 75; 50 e 25% da capacidade de campo.
Calcularam-se as porcentagens de emergéncia
(%E) e de sobrevivéncia (%S) das plantas e os
indices de velocidade de emergéncia (IVE) e
de sincronizagdo (IS). Observou-se a presenca
de variagdo fenotipica entre as caracteristicas,
sendo que o peso da semente foi a caracteristica
de maior variacao (CV: 14,40%). Verificou-se
que as sementes que germinaram apresentaram
maiores valores de peso e espessura. O
estresse hidrico aplicado a germinagao mostrou
que sementes de caneleiro possuem baixa
ou nenhuma eficiéncia em germinarem em
capacidade de campo e com restricbes mais
severas de &gua. No entanto, capacidades
de campo intermediarias sdo as ideais para a
germinabilidade dessa espécie.

PALAVRAS - CHAVE: Caneleiro, espécie nativa,
germinabilidade, tolerancia hidrica.
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INFLUENCE OF BIOMETRY AND WATER DECIFIT ON THE GERMINATION OF
CENOSTIGMA MACROPHYLLUM TUL.

ABSTRACT: The evaluation of the physical and physiological quality seeds are simple and
low cost tools that offer important information about the variability, germination and seedling
development. However, there is little information for forest species. In this sense, it aimed
to evaluate how biometric aspects and water restriction influence seed germination of a
natural population of caneleiro (Cenostigma macrophyllum Tul.) in Piaui, Brazil. The biometric
characteristics evaluated were width, thickness, length and weight of the seeds. For the
germination experiment under water deficit, the treatments were: 100; 75; 50 and 25% of
field capacity. Calculating the emergence (%E) and survival (%S) percentages of the plants,
and the emergence speed (ES) and synchronization (S) rates. The presence of phenotypic
variation between the characteristics was observed, with the weight of the seed being the
characteristic of greater variation (CV: 14.40%). It has been found that the seeds which
germinated showed greater weight and thickness values. The water stress applied to the
germination showed that caneleiro seeds have low and no efficiency in germinating with the
field capacity and with more severe water restrictions. However, intermediate field capabilities
are ideal for the germinability of this species.

KEYWORDS: Caneleiro, native species, germinability, water tolerance.

11 INTRODUGAO

O processo de germinacdo é desencadeado por uma sequéncia de eventos
morfologicos e fisiologicos, influenciados por fatores externos e internos (BORGHETTI e
FERREIRA, 2004), que podem atuar isolados ou de forma integrada. Dessa forma, esse
processo depende da prontidao genética e fisiolégica das sementes (HAO et al., 2017), da
quantidade suficiente de agua e oxigénio e das condi¢bes de temperatura, luz e substrato
(CARVALHO e NAKAGAWA, 2012; SALOMAO et al., 2003).

A propagacéo por sementes garante a variabilidade genética de espécies vegetais.
A germinagé@o € um processo crucial para as plantas, principalmente nas regies aridas e
semiaridas, uma vez que a limitagcdo na disponibilidade de dgua nesses ambientes pode
afetar seriamente o seu desenvolvimento (TOSCANO et al.,, 2017). A germinagédo € o
estagio inicial e determinante do ciclo de vida de uma planta, o sucesso desse estagio €
decisivo nos passos seguintes do desenvolvimento do individuo. Dentre os diversos fatores
que estao ligados ao processo, a oferta de agua mostra-se como uma das mais importantes
e limitantes condigbes (CHAMORRO; PARRA; MORENO, 2016).

As sementes respondem diferentemente a quantidade de agua no solo ou substrato:
quando em excesso pode tanto inibir como promover a germinagao (CARDOSO, 2012); por
outro lado, quando em deficiéncia pode afetar a porcentagem, a velocidade e a uniformidade
(MARCOS-FILHO, 2005). O déficit hidrico contribui para a diminuicdo da porcentagem de
germinacdo das sementes e para cada espécie existe um valor de potencial hidrico no solo,
abaixo do qual a germinagéo n&o ocorre (AVILA et al., 2007).
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Além dos fatores abidticos, como a disponibilidade hidrica, as plantas possuem
caracteristicas proprias que influenciam no processo de germinag¢do, como o tamanho e o
peso das sementes (SUSKO e CAVERS, 2008; LARIOS et al., 2014).

Pesquisas sobre a morfometria de frutos e sementes podem contribuir positivamente
para assessorar trabalhos sobre a germinabilidade de espécies nativas. O tamanho da
semente é uma caracteristica intrinseca que afeta a aptiddo das plantas. Arelagé@o entre as
medidas biométricas de uma semente e a sua capacidade germinativa vem sendo discutida
na literatura. Geralmente, sementes de maior tamanho e peso possuem vantagens na
germinacéo e estabelecimento de plantulas, enquanto sementes de menor tamanho tém
a vantagem de escaparem da predagdo de animais, ganhando vantagens na formagéo de
bancos de sementes e com maior potencialidade na renovagéo de vegetagédo (SOBRAL et
al., 2013; DONALDSON; RICHARDSON; WILSON, 2014).

Nessa perspectiva, a germinagdo da semente &€ uma etapa muito importante do
ciclo de vida das angiospermas, pois dela depende o estabelecimento e o crescimento da
espécie (MONTANO-ARIAS et al., 2021). Dessa forma, estudos relacionados a germinagéo
e a avaliacdo biométrica das sementes sdo imprescindiveis. Por seu turno, a biometria
de sementes fornece informagdes importantes para a conservagdo e a reintroducédo de
espécies florestais nativas (FELIX et al., 2020). De outro modo, o potencial germinativo das
sementes esta relacionado diretamente com a sua qualidade fisiologica, fator importante
para garantir o desenvolvimento da planta em condicbes de campo e conservar seu
potencial fisiologico durante o armazenamento (CORREIA et al., 2019).

Alguns estudos foram realizados para avaliar a influéncia do peso de sementes na
germinacao e na qualidade fisiol6gica de muitas espécies de plantas. No entanto, pesquisas
ainda sdo escassas para espécies florestais, as quais possuem uma variabilidade fenotipica
bastante alta (FELIX et al., 2018; ARAUJO et al., 2020).

Na porcdo oeste do semiarido brasileiro, hA uma extensa zona ecotonal de
intersecdo com a Floresta Amazdnica e o Cerrado (Savana Neotropical), representando
0 maior dominio fitoecologico da Bacia do Rio Parnaiba (BRP) (SOUSA et al., 2009). A
complexidade climatica e a heterogeneidade de habitats, aliados a expanséo do processo
de urbanizacado, fazem da BRP um ambiente adequado para estudos que envolvam a
germinacdo e o estabelecimento de plantas, visando entender suas adaptagdes aos
ambientes e as mudangas ambientais.

Uma espécie amplamente distribuida na BRP é a Cenostigma macrophyllum
Tul., conhecida como caneleiro ou canela-de-velho (AGUIAR et al., 2016). E uma arvore
pertencente afamilia Fabaceae, nativado semiarido nordestino, utilizada na medicina popular
para o tratamento de doencgas gastrointestinais e seus extratos e compostos apresentam
uma ampla gama de atividades biol6gicas, incluindo antioxidantes, antinociceptivos e anti-
inflamatorios (PIAULINO et al., 2013; EL-NASHAR, ELDAHSHAN; SINGAB, 2015). Apesar
das caracteristicas farmacoldgicas serem bem conhecidas, a influéncia da morfometria das
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sementes sob 0 processo de germinagéo é desconhecida.

Desse modo, considerando a relevancia biolégica e ecoldgica do caneleiro e a falta
de estudos referentes a caracterizagao biométrica de sementes e a germinagao da espécie,
o presente estudo avaliou como aspectos biométricos e a restricdo hidrica influenciam a
germinacdo de sementes de uma populacao natural de C. macrophyllum Tul. no Piaui,
Brasil.

21 MATERIAL E METODOS

A coleta das sementes de caneleiro foi realizada na FLONA (Floresta Nacional de
Palmares) (05°03’30”S e 42°35’47”W) no municipio de Altos, Piaui, Brasil, que compreende
a regiao da BRP. A FLONA possui uma area de 170 hectares com uma vegetacao de
floresta estacional semidecidual. Segundo a classificacédo de Kbéppen, essa area possui
clima do tipo quente e umido (Aw’), com médias anuais de precipitacdo de 1.393,2 mm e
temperatura de 27,7°C, com duas estagbes bem definidas, uma seca (junho a outubro) e
outra chuvosa (novembro a maio) (INMET, 2017).

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ecofisiologia e Biologia da
Conservacao (LEBCon) da Universidade Federal do Piaui (UFPI) e na casa de vegetacéo
do Departamento de Biologia/UFPI, localizada no Campus Ministro Petrénio Portella,
Teresina, Piaui, Brasil (05°05’S e 42°49°0).

Dados morfométricos de 400 sementes, escolhidas aleatoriamente, foram avaliados,
a saber: largura (mm), espessura (mm), comprimento (mm) e peso (g). O comprimento,
a largura e a espessura foram mensurados com a utilizagdo de paquimetro digital em
milimetros. Para mensurar o peso dos frutos foi usada balanga analitica de preciséo em
gramas.

Para o experimento de germinagéo sob déficit hidrico, foram usadas as mesmas
sementes da morfometria, sendo 100 sementes para cada tratamento. Os tratamentos foram:
100; 75; 50 e 25% da capacidade de campo, tratamentos T1, T2, T3 e T4, respectivamente.
A semeadura foi realizada em bandejas contendo vermiculita e terra vegetal autoclavada
por 1Th em temperatura de 120 °C, sendo mantidas em casa de vegetagdo com hidratagcédo
diaria.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado. Para
todos os tratamentos, foram utilizadas quatro repeticbes contendo 25 sementes cada. Em
virtude disso, foi sendo verificada, diariamente, a emergéncia das plantulas, adotando-
se como base o surgimento da parte aérea na superficie do substrato. As observagtes
foram realizadas até a auséncia de emergéncia durante 10 dias consecutivos. Calculou-se
as porcentagens de emergéncia (%E) e de sobrevivéncia (%S) das plantas, os indices
de velocidade de emergéncia (IVE) (MAGUIRE, 1962) e de sincronizacéao (IS) (RANAL e
SANTANA, 2006).
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Para a correlacdo entre as taxas de germinacao e as variaveis morfométricas das
sementes foi realizado o teste de correlacdo de Spearman. Para o experimento de déficit
hidrico os dados foram submetidos a ANOVA. Diferencas significativas foram contrastadas
pelo teste de Student Newman Keul’s (SNK) a 5% de probabilidade.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados mostraram uma relagdo entre a espessura e o peso das sementes

com a porcentagem de germinacgéo (Tabela 1).

Sementes Semertespio o
Largura (mm) 13,33 13,05 0,2580
Comprimento (mm) 18,62 18,55 0,7191
Espessura (mm) 3,73 3,18 >0,0001
Peso (g) 0,57 0,48 0,0006

Tabela 1: Dados médios de tamanho e peso das sementes germinadas e ndo germinadas de C.
macrophyllum na FLONA, Piaui, Brasil. (*p: significancia). Fonte: Autores, 2021

Ao observar os dados biométricos das sementes que germinaram e as que néo
germinaram, verificou-se maiores valores de peso e espessura para as que germinaram
(Figura 1A e B) e, dentro desse grupo, notou-se que, quanto maior 0 peso e a espessura,
maior a quantidade de sementes germinadas (Figura 1C e D), corroborando estudos
anteriores que mostram que sementes maiores e mais pesadas tendem a germinar mais
cedo e em maior nimero em algumas espécies vegetais (LONG et al., 2015; BOSCO-
PINTO et al., 2016). Isso provavelmente ocorra porque sementes maiores e mais pesadas
foram melhor nutridas durante o seu desenvolvimento e sdo, portanto, mais vigorosas por
possuirem maiores reservas nutritivas (CARVALHO e NAKAGAWA, 2012).

Conforme Pefialoza e Duran (2015) para algumas espécies florestais as
caracteristicas fisicas das sementes ndo estdo diretamente associadas a sua qualidade
fisiologica. Entretanto, nesse estudo, as sementes de maior tamanho e peso apresentaram
vantagens na germinacéo e estabelecimento de plantulas. Portanto, essa informacéo
fornece uma base biol6gica para a conservacao e a reintroducéo da espécie no ambiente.
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Figura 1: Diferencga entre o peso (A) e a espessura (B) das sementes germinadas e ndo germinadas
de C. macrophyllum na FLONA. Quantidade de sementes germinadas em classes de peso (C) e
espessura (D). Fonte: Autores, 2021

Pelos resultados da avaliagdo biométrica das sementes, observou-se a presenca
de variagcéo fenotipica entre as caracteristicas analisadas (Tabela 2), indicando que ha
diferencas intra e interpopulacional. As caracteristicas morfométricas da semente afetam a
aptidao das plantas e, portanto, esta sob pressao seletiva. Desse modo, influenciam tanto
0s estagios iniciais de desenvolvimento da prole, isto €, sobrevivéncia e estabelecimento
de plantulas, quanto a vida adulta, afetando a fecundidade (SUSKO e CAVERS; 2008;
LARIOS e VENABLE, 2018).

Alargura da semente variou entre 1,06 a 1,55 mm. Os valores para o comprimento e
a espessura estiveram, respectivamente, entre 1,61 22,03 mm e 0,24 a 0,42 mm. Os valores
para peso de semente estiveram entre 0,15 a 0,75 g. Farias et al. (2018) caracterizaram
sementes de populagcbes de caneleiro em Teresina, Piaui, Brasil e obtiveram valores
médios de 1,27 mm, 1,73 mm, 0,31 mm e 0,45 g para largura, comprimento, espessura e
peso da semente mutuamente. Costa et al. (2020) encontraram valores semelhantes ao
caracterizar morfologicamente uma populagéo natural de caneleiro em Floriano, Piaui.
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Peso

Parametros Largura (mm) Comprimento (mm) Espessura (mm) )
Valor minimo 1,06 1,61 0,24 0,30
Valor maximo 1,55 2,03 0,42 0,75
Média + Desvio padrao 1,37 +0,09 1,84 +0,08 0,35 + 0,03 0,59 + 0,08
Coeficiente de Variagdo
(CV%) 6,69 4,68 10,56 14,40

Tabela 2: Parametros biométricos das sementes de C. macrophyllum na FLONA, Piaui, Brasil. Fonte:
Autores, 2021

O desvio padrao foi inferior a 0,1 para largura, comprimento e peso e 0,04 para
espessura da semente. Valores de desvio padrao baixos indicam que a média representa
com precisdo os valores reais do conjunto de dados. O coeficiente de variagdo (CV%)
diferiu entre as variaveis avaliadas; os valores foram considerados satisfatérios (CV <
20%) confirmando boa precisdo experimental para todas as caracteristicas. A eficiéncia e a
precisdo das analises estdo associadas ao método biométrico empregado. As variaveis peso
e espessura das sementes apresentaram os maiores valores do coeficiente de variagao:
14,40% e 10,56% respectivamente. Segundo Linkies et al. (2010), o peso da semente
¢é fortemente influenciado pelas condigcbes ambientais em que a planta-méae cresce. Por
esse motivo, essa caracteristica foi a que mais contribuiu para a variacdo observada na
populagéo de caneleiro da FLONA.

Com base nos resultados da avaliagdo biomeétrica, é possivel observar a presenca
de plasticidade fenotipica. Essa variagdo estéa relacionada a fatores enddégenos da propria
espécie, como a variabilidade genética, e fatores exdgenos, como disponibilidade de luz,
nutrientes e agua (MATHEUS e LOPES, 2007).

O teste de germinacao é utilizado para a comparacao da qualidade das sementes em
espécies florestais. Do mesmo modo que as caracteristicas morfologicas séo afetadas por
fatores genéticos e ambientais, o processo germinativo, que é o principal parametro para
avaliag@o do potencial fisiologico da planta, € dependente desses fatores (MENEGATTI et
al., 2017).

O processo de germinacdo é o inicio da vida autbnoma de uma planta e a
disponibilidade de agua é fator limitante nesse processo, afetando a porcentagem final
de germinacéo, a velocidade e a uniformidade de emergéncia (CHAMORRO; PARRA;
MORENO, 2016). A captacdo de agua pela semente, durante a germinacdo, € um
processo trifasico e a duracdo de cada uma dessas fases é extremamente importante
para a conclusdo do processo (FINCH-SAVAGE e LEUBNER-METZGER, 2006). Uma
quantidade insuficiente de agua no solo pode prejudicar o processo de germinacao e,
consequentemente, comprometer o estabelecimento das plantulas.

Quanto aos dados de déficit hidrico (Tabela 3), no presente trabalho, os tratamentos
2 e 3 (75% e 50% da capacidade de campo-CC, respectivamente) apresentaram os
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maiores valores de emergéncia e sobrevivéncia. No tratamento controle apenas uma
semente emergiu e no tratamento 4 maior restricdo hidrica, ndo houve germinagéo. Os
indices de velocidade de emergéncia e de sincronizagédo foram maiores para o tratamento
com 75%CC (Tabela 3).

Parémetros T1-100%CC T2-75%CC T3-50%CC T4-25%CC p*
%E 1,00 18,00 16,00 - 0,0091
%S 0,78 14,06 12,50 - 0,0091
IVE 0,02 0,27 0,08 - 0,0097

IS - 1,58 1,45 - 0,0101

T: tratamento, CC: capacidade de campo, %E: porcentagens de emergéncia, %S: porcentagem de
sobrevivéncia, IVE: indice de velocidade de Emergéncia, IS: indice de sincronizacao.

Tabela 3: Valores das médias de germinagdo de sementes de C. macrophyllum da FLONA, Piaui, Brasil
nos diferentes tratamentos de déficit hidrico (*p: significancia)

Em ambientes &ridos, a precipitacdo € extremamente varidvel, com periodos de
seca prolongados, o que faz com que os solos raramente estejam em sua capacidade de
campo total (WHITFORD e DUVAL, 2019). Sendo assim, as plantas desses ambientes
sé@o bastante adaptadas e o potencial hidrico do solo costuma ser um modulador para
germinacdo de sementes (DAWS et al., 2008). No caso do caneleiro, observou-se que
no tratamento controle, ou seja, com a capacidade total de campo, a porcentagem de
germinacdo foi muito baixa, podendo indicar uma adaptacdo da planta a esse tipo de
ambiente.

A precipitacdo nos ambientes semiaridos do nordeste brasileiro é altamente variavel
e a umidade do solo raramente € mantida em sua capacidade de campo. Sementes
adaptadas a esse tipo de ambiente podem germinar sob uma alta umidade, porém
geralmente possuem melhores indices de germinacao abaixo da capacidade de campo
do solo devido as adaptagbes que possuem ao ambiente (FLORES; PEREZ-SANCHEZ;
JURADO, 2017).

C. macrophyllum é uma espécie comum em ambientes de clima semiarido, quente
e com baixa pluviosidade. Os mecanismos fisiolégicos de sobrevivéncia a seca tém sido
bastante estudados em espécies vegetais cultivadas, no entanto pouco se sabe sobre o
comportamento e os mecanismos de adaptagdo das espécies nativas as condigcbes de
restricdo hidrica, naturais do semiarido nordestino (VIRGENS et al., 2012).

A auséncia de emergéncia no T4 evidencia um limite do qual, dificilmente, a espécie
em questao conseguira germinar, possivelmente por ter atingido o potencial hidrico critico,
pois, quando a espécie atinge ou esta abaixo desse valo,r a germinacéo ndo ocorre (AVILA
et al., 2007; CARVALHO, 2005). E provavel que abaixo de 25% da capacidade de campo

sementes de caneleiro ndo consigam mais germinar. Isso ocorre porque, sob potenciais
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osmoticos muito negativos, a absorgdo de agua se processa de forma lenta, com baixa taxa
de respiragcao e para que ocorra 0 processo germinativo é necesséria energia advinda da
respiracao: se essa € baixa, ndo havera energia suficiente para desencadear o processo

germinativo.

41 CONCLUSAO

Sementes de C. macrophyllum apresentam plasticidade fenotipica no que se refere
as medidas biométricas e elas afetam a sua germinagéo, uma vez que sementes maiores
obtiveram os maiores percentuais de germinacao. O déficit hidrico aplicado a germinacéao
mostrou que as sementes possuem baixa ou nenhuma eficiéncia em germinarem com a
capacidade total de campo e com restricbes mais severas de agua, respectivamente, ou
seja, capacidades de campo intermediarias séo as ideais para a germinagéo dessa espécie.
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RESUMO: O uso de jogos de tabuleiro e
flashcards sao muito atrativos para os estudantes
de ensino médio, potencializando criatividade,
cognicao, afeicdo, socializacdo e motivagao.
O ensino de Bioquimica pode ser um grande
desafio para alunos e professores especialmente
na apresentacéo inicial das biomoléculas basicas
como os acidos nucléicos, proteinas, lipideos e
carboidratos. Para incrementar e motivar este
campo de jogos em Bioquimica, este trabalho
apresenta um novo jogo de cartas inserindo
conceitos, estrutura, fungbes e aplicacdes das
biomoléculas. Neste trabalho apresentamos
a concepcdo, passo a passo de construcéo e
regras de um jogo de tabuleiro estilo flashcards,
intitulado Cartas-Moléculas, para dois jogadores
ou dois grupos. O jogo criado constituiu-se de 41
cartas ilustradas diferentes, com 31 biomoléculas
diferentes, além de um tabuleiro de dimensodes
42 X 60 centimetros com 5 regides especificas
para cada jogador. As regras foram divididas
em 5 topicos. As cartas foram divididas em
seis categorias (aminoécidos, acidos nucleicos,
vitaminas, carboidratos, proteinas e lipideos)
diferenciando-se por cores. Para a confecgcéao
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das cartas foi utilizado o aplicativo Card DIY: Yu-Gi-Oh (Nekmit Service) e papel tipo cartédo
duplex. Neste contexto, foi apresentado como um produto didatico, com todo o passo-a-
passo de confecgdo como opgao dindmica para aplicagdo em sala-de-aula ou fora dela.
PALAVRAS - CHAVE: Jogo de cartas; Ensino; Bioquimica

MOLECULE-CARDS: CARD GAME TO ASSIST THE LEARNING OF BASIC
BIOMOLECULAR CONCEPTS

ABSTRACT: The use of board games and flashcards is desirable for high school students,
enhancing creativity, cognition, affection, socialization, and motivation. Teaching Biochemistry
can be a great challenge for students and teachers, especially in the initial presentation of
essential biomolecules such as nucleic acids, proteins, lipids, and carbohydrates. This work
aims to increase and motivate this field of games in Biochemistry, presenting a new round
of main cards, structure, functions, and applications of biomolecules. In this work, we offer
the design, step by step of construction, and rules of a flashcards-style board game entitled
Molecules-Card. The gamers number was two or two groups. The game created consisted
of 41 different illustrated cards (31 different biomolecules) and a 42 x 60-inch board with five
specific regions for each player. The rules were divided into five items. The cards were divided
into six categories (amino acids, nucleic acids, vitamins, carbohydrates, proteins, and lipids),
differentiating themselves by nuclei. The card layout was designed by DIY Card application
Yu-Gi-Oh (Nekmit Service), and the cards were produced in duplex card paper. The game is
presented as a didactic product, step-by-step preparation as a dynamic option for application
in the classroom or outside.

KEYWORDS: Card games, teaching, Biochemistry.

11 INTRODUGAO

Os jogos didaticos sdo produzidos com objetivo de proporcionar aprendizado, por
meio de aspectos ludicos [1] e como uma alternativa para auxiliar e favorecer a construcao
do conhecimento [2]. No passado, 0os jogos ndo eram vistos como uma metodologia de
ensino eficiente, ja que eram considerados atividades ligadas ao lazer. Porém, com o passar
dos anos esse tipo de metodologia se estabeleceu. Atualmente, é conhecido que o0s jogos,
como metodologia de ensino, potencializam criatividade, cogni¢édo, afeicdo, socializacao
e motivacao [2]. Além disso, podem desenvolver diversas atividades ligadas diretamente
ao ensino e a cognicao e podem ser uma excelente metodologia para ilustrar contetdos
complexos, extensos e abstratos. Ainda, podem sanar dificuldades dos alunos em aprender
o conteudo e dos professores em transmitir esse conhecimento [3-4].

A Bioquimica consiste no estudo das biomoléculas e suas interagdes e cinéticas,
€ uma disciplina basica para o entendimento de toda a Biologia. As biomoléculas também
séo contempladas na Biologia Molecular e na Biotecnologia, especialmente os acidos
nucléicos e seu produto de expressdo génica, as proteinas. A Bioquimica é considerada
uma disciplina que contém tépicos no ensino basico e em diversos cursos da area da
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saude, considerada por muitos como de dificil compreenséao. Falhas no ensino de conceitos
basicos da bioquimica podem desencadear uma série de dificuldades na vida escolar e
académica do discente [5].

Em contraposicdo a essas metodologias alguns professores e pesquisadores
buscam desenvolver outros meios para o ensino de biomoléculas, especialmente no
momento mais dificil e probleméatico, onde o aluno toma o primeiro contato com os conceitos
de biomoléculas, seus diferentes tipos, estruturas e cinéticas [6].

Jogos para o ensino e aprendizagem em Bioquimica e Biologia Molecular multiplicam
as possibilidades metodolégicas para os conceitos de biomoléculas. Estudos avangados ja
demonstraram ser eficientes em diversos conteudos, contudo poucos jogos foram criados
para a fixacdo de conceitos basicos, os quais, sem um aprendizado eficaz pode gerar
diversas dificuldades [6-7-8]. As biomoléculas como &cidos nucléicos, lipideos, carboidratos
e proteinas sdo base para a compreensado dos avangos biotecnolégicos e para o melhor
entendimento dos processos bioquimicos fundamentais, sobre fisiologia do corpo humano
e da vida em geral, os quais sao parte do contetdo basico do ensino fundamental e médio
[8].

Apesar daimportancia das biomoléculas para as diversas areas da saude, o tema néo
apresenta ferramentas que possam ser complementares e ludicas para os alunos do ensino
basico e médio e muitas vezes, s6 tem como fundamento, as metodologias tradicionais
de transmissao/recep¢édo do conhecimento [6-8]. Por se tratar de um contetdo de dificil
assimilacdo para muitos alunos, esses desenvolvem dificuldades e até mesmo aversao,
em seu primeiro contato com o conteudo no 9° ano do ensino fundamental. A auséncia de
uma metodologia complementar, dindmica e interativa que facilite a aprendizagem é dita
por alguns autores como possivel causa desse problema [6].

Assim, o uso de jogos didaticos como estratégia de ensino além de facilitar o
aprendizado permitiria maior integracao entre os estudantes, estreitando os lagos entre
professor e entre os alunos a partir de uma maior aceitagdo/empatia pela disciplina e pelo
professor. Essas estratégias didaticas também ajudam a estimular a autoestima do aluno
mostrando que este é capaz de garantir o aperfeicoamento de instrumentos para o seu
préprio aprendizado [9-10-11].

Assim, o presente estudo tem o objetivo de apresentar a confec¢do de um jogo de
tabuleiro, no estilo flashcards (cartas com conceitos de memorizagéo), utilizando esquema
parecido com 0s jogos japoneses, o qual possa permitir a assimilagéo dos conceitos basicos
de biomoléculas e suas dindmicas, e consequentemente, viabilize e facilite ao professor e

ao aluno, o primeiro contato com os conteddos que envolvem as biomoléculas[8].
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21 METODOLOGIA

2.1 Design e confeccéo das cartas

A partir dos contetdos que envolvem biomoléculas estudados pelos alunos do
9° ano do ensino fundamental, foram selecionadas 31 biomoléculas diferentes, as quais
foram listadas e receberam defini¢cbes, de acordo com livros didaticos. Para cada uma foi
elaborada uma questao e tendo como resposta, a definicdo da biomolécula. Essas cartas
formaram o conjunto de cartas entdo denominado Cartas-Moléculas, o qual foi dividido
em seis subgrupos, aminoacidos, acidos nucleicos, vitaminas, carboidratos, proteinas e
lipideos.

O jogo incluiu mais nove cartas, as quais foram divididas em dois grupos, seis como
cartas-coringa, as quais tinham como funcdo modificar o ambiente em que as cartas-
moléculas estdo, de forma a aumentar ou diminuir os pontos de cartas especificas ou
concedendo vantagens ao jogador. Outro grupo de cartas foi composto por trés cartas
chamadas cartas-enzima, as quais atuaram como armadilhas para cartas-moléculas
especificas e exclui-las do jogo. Os trés grupos de cartas estéo ilustrados na Figura 1.

Cada carta recebeu uma pontuacéo de maneira aleatéria. As pontuagdes variaram
entre 3 e 10 pontos, assinalados nas proprias cartas, entre os movimentos de ataque e
defesa, os quais foram utilizados como parametro para comparacao entre as cartas.

Todas as cartas receberam imagens ilustrativas adaptadas da Internet com a
intencdo de tornar o jogo mais atrativo visualmente. Para a confeccéo inicial das cartas
foi utilizado o aplicativo denominado Card DIY: Yu-Gi-Oh 2.6.0 disponivel de forma APP
livre e online nos sites comuns de programas de computador ou aplicativos que podem ser
baixados para computador ou celular. O layout final foi finalizado em programa de desenho
vetorial bidimensional para design gréafico (Corel Draw X7 - Corel Corporation).

As cartas foram dimensionadas em 10x7 cm, foram impressas em papel tipo cartao
duplex, cortadas e agrupadas formando baralhos com 41 cartas.
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Carta-Molécula Carta-Coringa Carta-Enzima

Pergunta

Imagem [ustrativa

Imagem [lustrativa

Nome da biomolécula Beneficio
E resposta da pergunta concedido

Pontuacao

Definicio do

ncionamento da enrima

Figura 1: Forma llustrativa do design das cartas, contendo os componentes de cada carta.

2.2 Campo de jogo

O campo de jogo foi confeccionado utilizando o programa Corel Draw X7 (Corel
Corporation) com dimensoes 42cm X 60cm e dividido em nove partes, quatro para cada
jogador e uma de campo neutro. Este campo foi dividido em: campo das moléculas: regiao
que possui cinco casas onde s6 foram colocadas as cartas-moléculas; campo das enzimas:
regido que possui cinco casas e so foram colocadas cartas-enzima e cartas-coringa; regido
baralho: local do campo onde o baralho permanecera virado para baixo durante o jogo;
cemitério: local do baralho destinado as cartas-moléculas derrotadas ou descartadas e
onde as cartas-enzima e cartas-coringa ja utilizadas deveréo ficar. Todos esses campos se
repetem para os dois jogadores que junto com o campo neutro: uma regido intermediaria,
onde nenhum dos dois jogadores jogam cartas, formardo as nove partes ou regides do
campo de jogo - Figura 2.
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Legenda

B Campo neutro

[l Campo das moléculas
Campo das enzimas
Regifo baralho

P Cemitério

J1Regides do jogador 1

J2 Regibes do jogador 2

Figura 2: Forma do tabuleiro de jogo, com localizacdo de cada Campo e Regio.

O campo foi ilustrado com imagens ilustrativas adaptadas da internet com intencao
de tornar o jogo mais atrativo visualmente aos alunos e foi impresso em papel tipo cartédo
duplex.

2.3 Elaboracéao e impressao das regras.

Foram elaborados cinco topicos para as regras, cada um possuindo sub topicos.
(Figura 3). Foram elaborados os seguintes subtopicos:

Topico 1: descreveu os tipos de cartas, subdividas em seus trés sub topicos, cartas-
enzima, cartas-coringa e cartas-moléculas, as quais se subdividiram em seis sub topicos,
proteinas, lipideos, aminoacidos, acidos nucleicos, carboidratos e vitaminas.

Topico 2: descreveu o campo de jogo, com suas subdivisOes e regides: campo das
moléculas, campo das enzimas, regido de baralho, cemitério e campo neutro.

Topico 3: descreveu o modo de jogo, com dois sub topicos, inicio e rodadas.

Topico 4: descreveu a pontuacdo, com trés sub tépicos, bénus e penalidades,
pontuacéo inicial e reducao dos pontos, tépico que se subdividiu em seus dois sub tépicos,
ataque e férmula.

Topico 5 descreveu o fim e definiu o vencedor do jogo.

O layout das regras também recebeu imagens ilustrativas adaptadas da internet
com a intencéo de tornar o jogo mais atrativo visualmente para os jogadores.
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* Carta-Molécula ——+Proteinas

: -Lipideos
» Cartas —— + Carta-Coringa = Aminoacidos
) = Acidos Nucleicos
* Carta-Enzima : »Carboidratos
»Vitaminas
» Campo das moléculas
~—+ Campo das Enzima
» Tabuleiro ———— Regiao baralho
* Cemitério
* Campo neutro
* Inicio
Jago * Rodada porrodada
+ Pontuagao inicial
. ~ Pontos ——+ Redugdode pontos
* Bonus e penas
- Fimdo
jogo

Figura 3: Esquema de tépicos e sub topicos das regras

31 RESULTADOS

3.1 Cartas-moléculas

As cartas-moléculas foram divididas em seis categorias e possuem perguntas
relacionadas a cada biomolécula. Estas contemplaram questdes como: o que séo, estrutura
e fungbes da biomolécula, quantidades e tipos de biomoléculas e quais patologias essas
biomoléculas causam ou previnem. Algumas cartas moléculas apresentaram a marcagao
relativa a sua fungdo de carta especiais. Estas cartas, por possuirem alguma funcao
importante no organismo concedem vantagens ao jogador. Essas cartas possuem ainda
pontuacéo de ataque e defesa e as respostas para a pergunta.

3.2 Cartas-vitamina

Esse grupo de cartas apresentou o maior niumero de cartas, com doze cartas
de diferentes vitaminas. Contemplaram perguntas, principalmente, sobre as fungdes no
organismo. Foram produzidas na cor cinza (Figura 4).
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Figura 4: Modelo de carta-vitamina.
3.2.1 Cartas-lipideo

As cartas-lipideo constituiram o segundo maior grupo de cartas contendo oito cartas
com perguntas direcionadas para estrutura, funcbes e estrutura dessas biomoléculas e a
participacdo em patogenias humanas. Estas cartas foram produzidas na cor azul (Figura 5).

Figura 5: Modelo de carta-lipideo.

3.2.2 Cartas-proteina

As cartas-proteina pertenceram ao terceiro maior grupo de cartas-moléculas
contendo quatro cartas. Suas perguntas contemplaram estrutura e fungcdes, produzidas na
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cor roxa (Figura 6).

Figura 6: Modelo de carta-proteina.
3.2.3 Cartas-aminoacido

As cartas-aminoacido assim como as cartas-acido nucleico formaram o segundo
menor grupo com apenas trés cartas. As perguntas contemplaram o conceito, quantidades
e tipos diferentes de aminoacidos. Foram produzidas na cor marrom claro (Figura 7).

Figura 7: Modelo de carta-amino&cido.
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3.2.4 Cartas-acido nucleico

As cartas-acido nucleico também formaram um grupo de apenas trés cartas na cor

branca (Figura 8).

|
Qual a fungao do DNA? _j

[Ac. Nucleicos]

E responsavel por guardar a informag&o genética.
Se seu ario errar a resposta sinteti; a
molécula de RNA do seu baralho
e jogue-a em campo.
X9 ¥s

Figura 8: Modelo de carta-Acido Nucléico

3.2.5 Cartas-carboidrato

As cartas-carboidrato formaram o menor grupo do jogo com apenas duas cartas.
Suas perguntas contemplaram funcéo e classificagcdo dessas biomoléculas, na cor marrom

claro (Figura 9).

Figura 9: Modelo de carta-Carboidrato.
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3.3 Cartas-coringa

Um total de seis cartas que concederam alguma vantagem a quem utiliza, foram
definidas como cartas-coringa. Algumas destas vantagens sdo: aumentar a pontuagcéo
de alguma carta molécula especifica, aumentar os pontos de vidas, reduzir a pontuagcéo
de alguma carta do adversario. As cartas-coringa foram produzidas na cor verde e nédo
possuiram pontuacao (Figura 10).

aminoses. Restaure 2 pontos na

Figura 10: Modelo de carta-vitamina, um exemplo de carta-Coringa.

3.4 Cartas-enzima

As cartas-enzima apresentaram trés cartas-surpresa, em que o0s jogadores
revelaram quando o adversario coloca em campo uma carta molécula especifica. Estas
cartas foram definidas como responsaveis por eliminagcdes especificas no jogo. Nao
possuiram pontuacgdo e explicaram a atuacdo de algumas enzimas. Foram produzidas na
cor rosa (Figura 11).
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Figura 11: Carta-lipase um exemplo de carta-enzima

3.5 Tabuleiro

O tabuleiro de jogo foi dividido em cinco regides: campo das moléculas, na cor
vermelha; campo das enzimas, na cor azul; regido de baralho, na cor branca, com o logo do
jogo; o cemitério onde ficaram as cartas descartadas durante o jogo e uma regiéo neutra. O
cemitério € trocado entre os jogadores, ou seja, o jogador 1 ficou com o descarte do jogador
2 e o jogador 2 com o descarte do jogador 1 (Figura 12).
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Regido

Baralho
Campo
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Figura 12: Tabuleiro do jogo Cartas-moléculas.

3.6 Regras
As regras apresentaram quatro paginas com as seguintes consideracoes:
1. Tipos de cartas
2. Tabuleiro
3. Modo de jogar
4. Pontuacéo
5. Fim de jogo

Nesse documento sdo explicitadas todas as regras do jogo, evitando textos e
buscando utilizar tdpicos, sucintamente, o funcionamento do jogo ocorre da seguinte
maneira, o jogador retira cinco cartas do baralho. Em seguida, o jogador adversario
escolhe uma carta e faz a pergunta presente na carta, caso este acerte uma das cartas do
adversario aumenta sua pontuacgéo, caso erre, a carta do jogador que realizou a pergunta
tem a pontuagéo de sua carta aumentada. Posteriormente as cartas serdo comparadas e
a maior pontuacao vence, a menor é descartada. Caso seja uma carta-coringa, o jogador
deve ler a carta. Caso esta seja uma carta-enzima, o jogador coloca essa para baixo, de
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modo que o adversario néo a veja.

41 DISCUSSAO

Baseado nas dificuldades encontradas pelos alunos no aprendizado de bioquimica
surgiu a motivagao para a producdo desta ferramenta, o jogo Cartas-Moléculas, buscando
contemplar alguns dos conceitos béasicos da Bioquimica, fundamentais para compreensao
e fixagdo dos processos bioquimicos e melhor entendimento para a compreenséo dos
avancos biotecnolégicos e fisiologia do corpo humano [8].

O jogo buscou ser ferramenta complementar para o entendimento de assuntos
complexos e abstratos, permitindo vai-e-volta de indagacdes e questionamentos entre os
estudantes e consequentemente, a elaboragédo do conhecimento num processo dialégico e
divertido [6]. Por ser um jogo realizado entre dois adversarios ou entre dois grupos, pode
promover entre os alunos uma interacéo social mais rica, motivadora e, consequentemente
mais eficaz [12].

Ha relatos bem-sucedidos da utilizacdo de atividades ludicas para o ensino de
Bioquimica. Nagata [13], ao utilizar histérias em quadrinhos japonesas, também conhecidos
como mangas, com contetudo de Bioguimica, relatou um aumento do interesse dos alunos
pela disciplina, auxiliando no processo de ensino-aprendizagem.

No estudo de Azevedo [14] e colaboradores foi demonstrado que ocorreu aprendizado
pelos alunos que estudaram Ciclo de Krebs por meio de um jogo em duas versfes, uma
no formato de tabuleiro convencional (versao em papel) e outra, virtual (software). Ainda,
existem alguns trabalhos na literatura que demonstraram que os jogos didaticos podem ser
eficientes para o ensino de diversos contetidos de bioquimica. Por exemplo, no estudo de
Barbosa e colaboradores [15] foi utilizado o jogo “Perfil — Biomoléculas” com o objetivo de
inter-relacionar caracteristicas estruturais, classificacdo e funcéo de carboidratos, lipidios
e proteinas. Os autores concluiram que o jogo incentivou o raciocinio e a articulagéo dos
conceitos quimicos e bioldgicos.

No estudo de Lemos [6] e colaboradores quanto as implicagbes de um jogo
“Carboidratos: a receita das biomoléculas” quanto ao seu uso, verificou-se que o jogo
didatico proporcionou aos estudantes tanto mais interacdo quanto aprimoramento do
senso critico sobre o trabalho coletivo, o desenvolvimento da capacidade de formulacéo
de hipodteses, curiosidade pela resposta concreta, entre outros aspectos essenciais no
processo de aprendizagem.

A utilizacdo de ferramentas em sala de aula pode diminuir ou até mesmo anular
a barreira de desmotivacdo que separa o aluno do professor [16]. As cartas- molécula
apresentadas caracterizaram-se pelo modo “pergunta e resposta”. O aluno ao jogar uma
carta em campo, |é a pergunta que esta na carta, o adversario responde a pergunta e para

confirmar se a resposta do colega esté correta, o aluno 1é a resposta que esta na carta.
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Assim ele |é a pergunta e a resposta, o que pode ajudar na fixagédo do contetdo e funcionar
como nos flashcards. O aluno que responde, ao errar, ficara em desvantagem no jogo e
vai buscar saber qual a resposta correta, assim os dois jogadores s&o apresentados ao
conceito da carta a ser jogada.

As cartas-coringa, além de apresentarem a vantagem concedida, apresentaram o
porqué dessa vantagem. Como por exemplo, a carta “Alteracdo de temperatura e pH’ fez
a funca@o de eliminar as cartas-proteina, tendo em vista que este evento fisico ocorre na
natureza, com a desnaturacéo destas em alteracéo de temperatura e pH. As cartas-enzima
eliminavam cartas especificas para essas enzimas. As proteases eliminavam as proteinas
e as lipases, os lipidios. Desta forma, estas cartas funcionavam da mesma forma como
cada enzima reage ao seu especifico substrato, servindo de informagéo béasica sobre o
funcionamento de algumas enzimas mais comuns.

O campo de jogo apresentou a regido das moléculas, regido das enzimas, regiao
neutra e regido do baralho como divisdes facilitadoras para os alunos saberem onde jogar
cada carta em campo. O cemitério, a regido onde fica as cartas descartadas do jogo,
essa regido é trocada entre os alunos como uma forma de estimulo de jogo e competicéo
gerando uma recompensa real para o jogador.

Os jogos didaticos devem ter regras estabelecidas escritas e, caso possuam
perguntas, deve ser anexado um gabarito contendo todas as respostas [17]. Neste trabalho,
as cartas apresentaram as respostas ja impresso nelas e as regras em quatro paginas,
divididas em topicos, para rapidez de aplicagdo. Os tdpicos explicaram cada tipo de carta
em forma de listas. Apresentou o formato do campo, onde deveria ser jogado cada carta; o
modo de jogo dizendo o passo a passo de como é realizado cada rodada; como funcionou
a pontuacao do jogo e como o jogador pode ser o vencedor.

51 CONSIDERAGOES FINAIS

O uso de flashcards e jogos de tabuleiro, no ensino fundamental e médio pode
ser uma alternativa complementar no primeiro contato com as biomoléculas. Este trabalho
apresentou a confecgao de um jogo de tabuleiro direcionado para o 9° ano, no ensino médio,
onde ocorre o primeiro contato com as biomoléculas. Neste contexto, foi apresentado um
produto, com todo o0 passo-a-passo de confecgao e utilizagdo para a aprendizagem como
opcao dinamica para aplicagdo em sala-de-aula ou fora dela.
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RESUMO: Schinus terebinthifolius pertence a
familia Anacardiaceae, uma planta endémica
da América do Sul. Muito utilizada como
espécie ornamental de ruas e pragas, cresce
espontaneamente em terrenos baldios, beiras
de rios e em areas litordneas, é conhecida

popularmente como «aroeira-vermelha”, “aroeira

da praia”, “ pimenta rosa “ e “pimenta vermelha
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(ANACARDEACEAE)

do Brasil”. Seus frutos sdo muito procurados
como temperos em alimentos e bebidas; frutos
maduros doces e aromaticos produzem o6leo
essencial de composicdo quimica variada,
predominantemente  rico em  compostos
monoterpénicos e poucos sesquiterpenos. Os
Oleos essenciais de S. terebinthifolius obtidos
neste estudo mostraram constituicbes que
combinam a-pineno (2,8-22,0%), B-pineno (0,3-
31,4%), pB-ocimeno (0,0-35,0 %), [B-mirceno
(0,70-13,3%), O°-careno (3,0-83,4%), 6xido de
B-cariofileno (2,6-6,8%) e limoneno (8,2-5,9%)
como 0s principais constituintes. A partir de
acessos de frutos de S. terebinthifolius em trés
periodos de frutificagdo anual, foram obtidas
amostras de O6leos essenciais distintos, as
quais foram identificadas e semiquantificadas
por GC-MS. O éleo essencial dos frutos de S.
terebinthifolius obtido no més de novembro, rico
em a-pineno (22,0%), B-pineno (31,4%), 6xido de
cariofileno (6,8%) e limoneno (4,5%), apresentou
expressiva atividade antifingica contra linhagens
dos fungos Cryptococcus gatti e C. neoformans,
bem como revelou moderadas atividades contra
cinco espécies de Candida spp. Este trabalho
descreve a obtencao do 6leo essencial dos frutos
de Schinus terebinthifolius, seu estudo quimico
por cromatografia gasosa e a avaliagdo de suas
acOes antiflngicas contra varias espécies de
fungos patégenos.

PALAVRAS - CHAVE: Schinus terebinthifolius,
o6leo essencial, monoterpenos, acao antifungica.
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STUDY OF CHEMICAL CONSTITUENTS AND ANTIFUNGAL ACTIVITY
OF ESSENTIAL OIL FROM SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS FRUITS
(ANACARDEACEAE)

ABSTRACT: Schinus terebinthifolius belongs to the Anacardiaceae family, an endemic
plant in South America. An ornamental species in the streets and squares, it is popularly

” oo« ” o«

known as “aroeira-vermelha”, “aroeira da praia”, “pink pepper”, and “red pepper of Brazil”.
Its fruits are in great demand as a spice in food and drinks; sweet ripe and aromatic fruits
produce essential oil of seasonal chemical composition, predominantly rich in mono and
sesquiterpenes compounds, which combine a-pinene (2.8-22.0 %), B-pinene (0.3-31.4 %),
B-ocimene (0.0-35.0 %), B-myrcene (0.70- 13.3 %), &°-carene (3.0-83.4 %), B-caryophyllene
oxide (2.6-6.8 %) and limonene (3.2-5.9%) as the major constituents. From accessions of
the fruits of S. terebinthifolius in three periods of annual fruiting of the plant, samples of the
essential oils were obtained by hydrodistillation, identified and semi-quantified by GC-MS. The
essential oil of S. terebinthifolius fruits from the November harvest, rich in a-pinene (22.0%),
B-pinene (31.4%), caryophyllene oxide (6.8%) and limonene (4.5%), was the one that showed
expressive fungicidal activity against Cryptococcus gattiand C. neoformans fungi strains and
moderate activity against five strains of Candida spp. This work describes obtaining essential
oil from the fruits of Schinus terebinthifolius, its chemical study by gas chromatography, and
the evaluation of its antifungal actions against pathological fungi strains.

KEYWORDS: Schinus terebinthifolius, essential oil, terpenes, antifungal activity.

11 INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais e seus substratos ativos, com finalidades terapéuticas,
€ uma rica tradicdo que €& conservada por diversos povos. Fitoterapicos estdo sendo
amplamente utilizados como alternativa ou substitutos de substancias sintéticas no
tratamento de inimeras doencas, devido ao seu baixo custo, disponibilidade e por produzir
efeitos menos agressivos ao organismo. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estimas
que 65-80% da populagdo dos paises em desenvolvimento utilizam plantas como Unica
forma de acesso a recursos basicos de salude. O uso de principios ativos de plantas
tende a um crescente com a evolugdo dos estudos em Fitoquimica e o interesse por
alimentos, aditivos e medicamentos de origem natural pelos consumidores (DEL POETA e
CASADEVALL, 2012).

O desenvolvimento de pesquisas fitoquimicas com uso de substratos vegetais
vem sendo motivadas pela diversidade de substéncias ativas encontradas em plantas
e a contribuicdo resultante que permite explorar as propriedades medicinais, tanto de
componentes quimicos volateis, quanto de substancias fixas. Os constituintes quimicos
dos 0Oleos essenciais das plantas vém despertando grande interesse dos pesquisadores e
ganhando destaque devido suas diversas aplicacdes como produtos naturais ativos, que
podem servir a formulagdo de cosméticos, farmacos e produtos de higiene e alimentos

(aromatizantes e flavorizantes). Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de substancias

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2 Capitulo 15 m



volateis provindas dos metabdlitos secundarios de plantas (fitogénicos). Possuem diversas
propriedades biologicas: antioxidante, antimicrobiana, antisséptica, antifingica, repelente
para insetos, termogénica, entre outras, as quais agregam e aumentam o valor e o
interesse por esse recurso natural. A maioria dos 6leos essenciais derivados de plantas sdo
quimicamente constituidos de terpenos e fenilpropanodides; a parte terpénica é constituida
principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos.

Anacardiaceae € uma familia de plantas que apresenta cerca de 70 géneros com
600 espécies. O género Schinus exibe cerca de 29 espécies (BARKLEY, 1944); é um
género nativo da América do Sul e endémica na Argentina, Paraguai e na costa brasileira
(BARBOSA et al., 2007), principalmente na regido de Mata Atlantica, desde o Nordeste até
o Sul do pais. Dentre as espécies mais comuns do género Schinus esta S. terebinthifolius
Raddi. Os frutos da S. terebinthifolius, conhecido no mercado de especiarias como pink
pepper (pimenta-rosa), vem despertando grande interesse na industria de alimentos por
seu aroma citrico e sabor levemente picante. Além disso, vem sendo muito estudados
quanto a sua composicao quimica e atividades farmacolégicas.

Estudos quimicos anteriores indicaram que os 6leos essenciais de folhas, flores
e frutos de espécies Schinus de diferentes regides séo constituidos basicamente de
compostos mono e sesquiterpénicos (EL-MASSRY et al., 2009; BARBOSA et al., 2007). As
folhas s@o comumente utilizadas na medicina popular para tratar distirbios gastrointestinais,
problemas respiratérios, micoses e infec¢cbes invasivas. Em Jequié, Bahia, cocg¢des de
folhas, que podem incluir frutos, de S. terebinthifolius sdo utilizadas popularmente em
gargarejos e banhos contra dores de garganta e infec¢cdes urinarias. Essas bioatividades
variadas foram atribuidas a presenca de altos niveis de compostos monoterpenoides
nessas espécies (LIMA et al., 2009). Estudos recentes mostram que o 6leo essencial dos
frutos da espécie S. terebinthifolius exibiu um alto potencial antibacteriano contra cepas de
Escherichia coli; Bacillus sp.; Pseudomonas sp.; Klebsiella oxytoca; Corynebacterium sp.;
Nocardia sp.; Staphylococcus aureus; Enterobacter sp.; E. agglomerans e Streptococcus
do groupo D. (Group D Streptococcus), sendo que algumas espécies Gram-positivas
demonstraram maior sensibilidade ao 6leo quando comparadas com bactérias Gram-
negativas. Cole e colaboradores (2014) associaram as propriedades hidrofobicas dos
6leos essenciais com capacidade destes em causar danos a membrana celular de micro-
organismos Gram-positivos. Em outra publicagdo sobre a atividade antimicrobiana do 6leo
essencial da pimenta-rosa (S. terebinthifolius) da regido de Minas Gerais contra dezenas
de bactérias patogénicas mostraram resultados bastante promissores que incentivaram
aplicagdes tecnologicas (DANNENBERG et al., 2016).

Visando conhecer as qualidades quimicas e farmacolégicas do 6leo essencial dos
frutos de S. terebinthifolius que ocorre em Jequié, assim como contribuir para ampliar
os estudos fitoquimicos sobre esta espécie, este trabalho tem por objetivo identificar a
constituicdo quimica de trés amostras sazonais de 6leos essenciais extraidos de frutos
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maduros de Schinus terebinthifolius por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (CG-EM) e avaliar por meio de testes microbiolégicos a acdo destes Oleos

essenciais contra fungos patogénicos oportunistas do género Cryptococcus e Candida ssp.

21 METODOLOGIAS ) PARA A EXTBA(;AO E IDENTIFICA(;AO DOS
CONSTITUINTES VOLATEIS E AVALIACAO DA ATIVIDADE FUNGICA

Trés amostras de frutos da S. terebinthifolius Raddi foram coletadas na zona
urbana do municipio de Jequié-Bahia em trés periodos do ano, sendo duas coletas feitas
em periodos de temperaturas ambientes consideradas frias ou amenas: maio (OFr-05)
e agosto (OFr-08) e uma coletada em novembro (OFr-11), periodo mais quente para os
padrdes locais. Voucheres das plantas estudadas foram encaminhadas para o Herbario da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia e identificadas (registro HUESB 10578) com
0 apoio da Dra. Guadalupe Edilma Licona de Macedo. A extragcéo dos 0leos essenciais dos
frutos das S. terebinthifolius foram realizadas usando a técnica de hidrodestilagéo (150-180
min) em sistema extrator tipo Clevenger modificado.

As analises dos constituintes volateis de amostras de 6leos essenciais foram
realizadas em um cromatdgrafo a gas acoplado a detector de massas — modelo GCMS-
QP2010SE (Shimadzu, Japao), utilizando uma coluna OV-5 carreada por gas hélio com
fluxo de 1,19mL/min. As temperaturas do injetor e do detector foram ajustadas a 220 °C
e 280 °C, respectivamente. O forno operou com ajustes de temperaturas inicial e final em
40 °C (mantida por um minuto) e 280 °C (estavel por 4 minutos) e taxa de aquecimento
de 3°C/minuto. A identificacdo de cada componente foi realizada por comparagdo entre
0s espectros de massas obtidos no cromatograma de ions totais (TIC/CG-EM) com
espectros do banco de dados de massas NIST 11 residente na unidade computacional do
cromatografo. A identificacdo espectral foi complementada por consultas online aos dados
disponiveis no repositério do site da NIST-EUA (LISTROM, e MALLARD, 2017). Além
disso, a identificag@o dos constituintes foi confirmada pela comparacao entre os indices de
retencao experimentais e os respectivos dados disponiveis na literatura (Adams, 2007). Os
indices de retencéo (IR) foram calculados com base nos tempos de retencéao obtidos nos
cromatogramas TIC/CG-EM das amostras de OE’s de S. terebinthifolius e de uma mistura
de hidrocarbonetos lineares (C,-C,,).

Os ensaios de atividades antifungicas foram realizado pelo método de microdiluicao
em pocos contra as leveduras C. albicans (SC5314), C. tropicalis (ATCC 750), C. krusei
(ATCC 20298), C. glabrata (ATCC 2001), C. parapsilosis (ATCC 22019), Cryptococcus gattii
(ATCC 24065) e C. neoformans (ATCC 24067). Os in6culos (100 uL) foram preparados a
partir de colénias jovens de fungos, com crescimento em agar Sabouraud dextrose (ASD),
durante 24 horas, a 35°C em 5 mL de solugao salina estéril. A suspenséo resultante foi
agitada por 15 s e a densidade celular foi ajustada pelo método espectrofotométrico a uma
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concentracgéo final de 1,5-1,0.10% células mL-" (CLSI, 2008). O teste de concentragdo minima
inibitéria (CMI) foi realizado seguindo as orientagdes prescritas no protocolo M-27-A3
(CLSI, 2008). Amostras de 6leo essencial de foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO)
e, em seguida, foram preparadas diluicdes seriadas (500-0,97 pg/mL) em meio RPMI 1640
distribuidas em microplacas de 96 pocos (Difco Laboratories, Detroid, MI, USA). O controle
de crescimento e esterilidade foi feito em meio RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO, USA)
e como controle de toxicidade do solvente foi utilizado o meio RPMI-DMSO. O fluconazol
foi 0 antifingico do controle positivo. O controle negativo foi composto por 200 pL de meio
de cultura puro. Ap6s a preparagao das placas, todos os pogos das diluicdes e controles,
com excec¢ao do controle negativo, receberam 100 uL de inéculo fungico. Os ensaios foram
realizados em triplicata e repetidos pelo menos duas vezes. As placas foram incubadas a
35°C durante 48 ou 72 horas (48 h para leveduras do género Candida e 72 h para o género
Cryptococcus) e a leitura foi realizada visualmente, sendo que a CMI foi considerada como
a inibigao total do crescimento quando comparado ao crescimento do controle.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dleos essenciais dos frutos da S. terebinthifolius apresentaram os seguintes
rendimentos; OFr-11, 1,2% p/p, OFr-05, 1,4% p/p e OFr-08, 1,5% p/p com um valor médio de
1,4% p/p. Esses valores variam em virtude de fatores abiéticos tais como clima, qualidade
e tipos de solo, época do ano, entre outros.

As composicdes quimicas dos OE’s obtidos das trés amostras de S. terebinthifolius
se apresentaram distintas com a ocorréncia de alguns constituintes terpénicos incomuns,
quando se compara com os dados da literatura. As analises semiquantitativas das trés
amostras foram realizadas por CG-EM e permitiu a identificagdo global de 40 componentes
(Tabela 1).
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Figura 1. Cromatogramas de ions totais (TIC) obtidos por CGAR-EM de OFr-11.

No cromatograma de ions totais CG-EM (TIC, Figuras 1, 2 e 3) foram considerados
como majoritarios aqueles constituintes que apresentaram picos com area percentual
igual ou superior a 5,0 % da éarea total do TIC/CG-EM. A amostra OFr-11 apresentou
26 constituintes quimicos, sendo os constituintes majoritarios o B-pineno (31,37%) (8),
a-pineno (22,00 %) (3) e 6xido de cariofileno (6,84%) (40). A amostra OFr-05 mostrou
um total de 18 compostos e, destes, foram identificados quatro caracterizados como
componentes principais: p-ocimeno (35,36%) (14), a-pineno (15,83%) (3), limoneno
(5,98%) (16) e B-mirceno (13,32%) (9). Na amostra OFr-08 foram identificados um total de
seis compostos sendo o &%careno (83,40%) (11) e B-mirceno (5,10%) (9) os constituintes
majoritarios. Considerando que as amostras de OE’s foram coletadas em diferentes épocas
do ano, atribuimos as mudancgas climaticas sazonais como responsaveis pela variagao de
fatores abiéticos, principalmente a temperatura ambiente, que influenciaram nas marcantes
diferengas encontradas nas composi¢des dos respectivos OE’s (OFr-05, OFr-08 e OFr-11)
dos frutos de S. terebinthifolius (Tabela 1). De modo geral, os éleos essenciais obtidos neste
estudo se caracterizaram por terem um alto teor de monoterpenos nao oxigenados como
anteriormente relatado na literatura (BARBOSA et al., 2007; DEL POETA e CASADEVALL,
2012).

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2 Capitulo 15 m



Expansdo A

OFr-05 ] 2 4 ! T 3
| |
| 10 12

o

80 — 12 (0]
14
. 4 18
= Expansdo B
= 604 17
S
8 8 o
£ 14 170 172 174 176 178 180
& 6 _
% 40 - 3 4 Expanséo C
8 36 37 38
2 15 2 B[\
5}
= / 0
20 9 16 34 36 38 40
A 33 C
B 30
1 \
[ =
T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tempo (minuto)

Figura 2. Cromatogramas de ions totais (TIC) obtidos por CGAR-EM de OFr-05.

Os OFE’s dos frutos da Schinus de Jequié se caracterizaram por apresentarem
diferengas entre seus constituintes majoritarios, ocorrendo poucas similaridades entre as
trés amostras estudadas (Tabela-1). O B-pineno se mostrou como o constituinte majoritario
de OFr-11 (31,37%), enquanto na amostra de OFr-05 o teor de B-pineno foi registrado em
quantidade muito baixa (0,33%) e nao foi observado em OFr-08.
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Figura 3. Cromatograma parcial de ions totais (TIC) obtidos por CGAR-EM de OFr-08.
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O constituinte a-Pineno foi o Unico constituinte identificado em todos as trés

amostras de OE obtidas, apresentando um teor de 15,83% em OFr-05, 2,80% em OFr-08
e 22,00% na amostra coletada no més de novembro (OFr-11). Esse aumento do teor de

a-pineno no més de novembro pode estar ligado a versatilidade catalitica das enzimas

terpeno-sintetases (TPS1), que frequentemente produzem mudltiplos produtos a partir de

um Unico substrato.

O ¢6leo OFr-08 foi o que apresentou uma constituicdo quimica bastante concordante

com a de outros OE’s de frutos de S. terebinthifolius descritos na literatura para espécies
cultivadas na Bahia (GOIS, 2014), Minas Gerais (BARBOSA et al., 2007) e Espirito Santo
(COLE et al., 2014). Nestes trés estudos citados, o constituinte mais abundante foi o &°-

careno apresentando teores de 41,01%, 29,22% e 30,37%, respectivamente.

Picos Constituintes OFr-11 OFr-05 OFr-08

IR lit. %A %A %A IR cal.
1 tricicleno 926 0,2 920
2 a-tujeno 931 0,4 0,1 926
3 a-pineno 932 22,0 15,8 2,8 932
4 a-fencheno 941 0,3 940
5 canfeno 946 1,1 941
7 1 3%‘3";"{:&?;‘529”0 970 0.2 13 960
8 [B-pineno 974 31,4 0,3 966
9 B-mirceno 991 0,7 13,3 5,1 979
10 a-felandreno 1004 3,2 1007
11 o%-careno 1011 3,0 83,4 1012
12 a-terpineno 1018 3,5 1018
13 o-cimeno 1020 0,7 1023
14 B-ocimeno 1023 35,4 1015
15 p-cimeno 1026 2,5 4.8 1022
16 limoneno 1027 4,5 59 3,2 1027
18 a-terpinoleno 1088 0,2 1,6 1079
19 oxido de a-pineno 1095 1,9 1081
20 a-canfolenol 1130 0,7 1123
21 oxido de limoneno 1133 0,1 1129
22 a-pinocarvenol 1139 0,3 1134
23 (1R)-(+)-nopinona 1142 0,5 1131
25 pinocarvona 1164 2,1 1153
26 terpinen-4-ol 1177 0,3 1165
27 criptona 1183 0,8 1172
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28 mirtenal 1193 1,8 1180
29 cis- verbenona 1204 0,4 1222
30 eucarvona 1222 0,3 0,7 1231
31 acetato de bornil 1285 1,6 1271
32 a-copaeno 1376 1,6 1364
33 isocariofileno 1428 2,1 1420
34 trans-a-bergamoteno 1433 0,4 54 1433
35 a-humuleno 1436 0,8 1445
36 cis-B-farneseno 1455 0,4 1449
37 y-muuroleno 1457 0,4 1463
38 germacreno-D 1465 1467
40 oxido de cariofileno 1561 6,8 2,6 1569
TOTAL 90,1 91,6 98,7
IR, = Indice de Reteng&o calculado pela equag&o de Kolvets (Admas, 2007). IR, = indice de

Retengédo da literatura. %A= Porcentagens em area dos picos em relagdo a area total.

Tabela 1. Composig¢éo quimica dos 6leos essenciais de S. terebinthifolius obtidos em trés periodos do
ano.

Entretanto, o alto conteudo (83,4%) de &°careno verificado na amostra OFr-08 foi
atribuido a possiveis reagbes de rearranjo entre compostos monoterpenos isoméricos,
considerando a hipétese de que estas reagdes podem ser catalisadas por mudangas na
temperatura ambiente, levando em conta que, no periodo de coleta dos frutos, ocorreram
temperaturas entre 13,5-41,0 °C, sendo que as mais baixas foram registradas no més
de agosto e podem ter favorecido a produgdo de &%careno pela planta (ver Figura 4).
Segundo o Sistema de Monitoramento Agrometeoroldgico-Agritempo, em agosto de
2016 no municipio de Jequié ocorreram as temperaturas mais baixas do ano, quando os
termOmetros indicaram minimas de até 13,5°C (https://www.agritempo.gov.br).

Na Tunisia, Bendaoud et al. (2010) determinaram a composi¢do quimica do OE
de S. terebinthifolius contendo majoritariamente a-felandreno (34.38%), B-felandreno,
y-cadineno (18.04%) (10.61%), a-terpineol (5.60%), a-pineno (6.49%) e p-cimeno (7.34%),
enquanto Piras et al. (2017) determinou 0s seguintes terpenoides como majoritarios:
a-felandreno (39,6 %), B-felandreno (22,9 %) e a-pineno (18,4 %).

A predominancia dos monoterpenos a e $-pineno na amostra OFr-11 indicou um
potencial valor comercial para este 6leo essencial, devido ao alto contetdo exclusivo de
monoterpenos. Diferentemente de outros OE’s de frutos de S. terebinthifolius apresentados
na literatura, o 6leo proveniente de espécimes cultivadas em Jequié, como o que foi obtido
em OFr-11, apresentou alto teor de B-pineno, indicando que podemos estar diante de um
geotipo ou quimiotipo da espécie S. terebinthifolius, em que possiveis variagbes naturais
ocorridas na espécie resultaram em mudancgas importantes na constituicao quimica de seu
OE. Corroborando essa hip6tese, encontramos na literatura que o metabdlito S-pineno
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também se apresentou como constituinte majoritario em OE’s dos frutos de S. terebinthifolius
coletados em Dourados, MS, Brasil (CARVALHO et al., 2013), provavelmente um quimiotipo
similar ao que ocorre em Jequi€, Bahia, relatado neste estudo.

Os resultados desse estudo indicaram que a sazonalidade climéatica com variagdes
de umidade temperatura de até 27 °C afetou qualitativa e quantitativamente a composicéao
dos constituintes quimicos dos OE’s de S. terebinthifolius coletados em Jequié, Bahia.
Considerando as hipéteses (i) de que as plantas, através dos mecanismos de suas rotas
biossintéticas, favorecem a producdo dos seus metabdlitos secundarios de acordo com
suas necessidades e suas relagbes ecologicas (GOBBO-NETO e LOPES, 2007) e (ii) que a
temperatura ambiente se caracteriza como um importante fator para a atividade enzimatica
na biossintese de metabdlitos secundarios; entdo, ocorreu a produgéo de 6leo essencial
com maior nimero de constituintes na época do ano em que se observou temperaturas
mais elevadas (SCHNEE et al., 2002). Deste modo, em Jequié, onde o clima é classificado
como Aw de acordo com a Képpen e Geiger (https:/pt.climate-data.org/america-do-sul/
brasil/bahia/jequie-4465/), bem como em outras cidades da regido da caatinga nordestina,
onde, no verdo, as temperaturas podem variar entre 37 a 41 °C durante longos periodos,
as espécies de S. terebinthifolius encontram condicoes favoraveis a sintese de terpenos.

A variabilidade quimica detectada entres os constituintes volateis encontrada nos
espécimes de S. terebinthifolius coletadas em Jequié, nos permite inferir teoricamente que
as condigdes climaticas locais (baixa disponibilidade hidrica e altas temperaturas) podem
estar relacionadas a possiveis reagdes quimicas de rearranjos. A Figura 4 mostra a proposta
de alguns rearranjos intramoleculares possiveis entre os constituintes monoterpénicos do
OE'’s de frutos de S. terebinthifolius.

Figura 4. Proposta de rearranjos intermoleculares entre isémeros C, H, de hidrocarbonetos
monoterpénicos.

Aprevaléncia darota biossintética de compostos monoterpenos em S. terebinthifolius,
assim como os rearranjos intermoleculares possiveis entre estes metabdlitos, sugerem que,
em épocas de temperaturas mais baixas ocorre o favorecimento da produgao do d%-careno
(11), como foi observado na amostra OFr-08 (Tabela 1). Na amostra OFr-11, obtida em
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temperaturas mais altas, provavelmente ocorreu a rota inversa, favorecendo a formagéo de
monoterpenos como a-pineno (3), B-pineno (8), B-ocimeno (14) e em menor quantidade,
B-mirceno (9) e limoneno (16). Por outro lado, atribuimos a redug¢édo na produgéo de &°-
careno (11) em temperaturas mais altas, a baixa estabilidade do anel de trés membros de
sua estrutura quimica (Figura 4). Para a amostra coletada em maio (OFr-05) atribuimos
comportamento intermediério entre as amostras de agosto e novembro (ver Tabela 1).

O efeito toxico contra microrganismos dos compostos monoterpenos esta relacionado
a capacidade dos componentes dos 6leos essenciais em romper ou penetrar a estrutura
lipidica presente em bactérias Gram-positivas, devido a suas propriedades hidrofobicas,
(KOYAMA et al., 1997, Dannenberg et al., 2016). O rompimento da camada lipidica resulta
na expansdo da membrana celular do micro-organismo, inibindo a respiracéo celular e os
processos de transporte idnico (BISIGNANO et al., 2005). A camada de lipopolissacarideo
(LPS) presente na superficie de membranas externas de bactérias Gram-negativas tem
baixa afinidade quimica aos componentes hidrofébicos de Oleos essenciais, assim, os
micro-organismos Gram-negativos se mostram menos sensiveis aos 6leos essenciais
(Dannenberg et al., 2016). No entanto, ndo € possivel atribuir um mecanismo de acao
especifico aos 6leos essenciais em geral, uma vez que os 6leos volateis sdo misturas
complexas e variaveis de compostos quimicos que podem atuar em diferentes localidades
das células dos micro-organismos (CARSON, MEE e RILEY, 2002). Os efeitos fungitoxicos
de Oleos essenciais sé&o bastante complexos e podem envolver varios mecanismos de agéo.
Suas atividades podem ser mediadas por meio da inibigcdo de esteroides na membrana dos
fungos ou por interferéncias na morfogénese de hifas. Os 6leos essenciais também podem
causar danos na fluidez da membrana celular dos fungos, causando vazamento do material
citoplasmatico e perda de viabilidade. Por exemplo, a permeabilidade da membrana e a
atividade da cadeia respiratéria em células de C. albicans séo bloqueadas na presenca
de Oleo essencial de Melaleuca alternifolia, resultando em morte celular (RAUT et al.,
2014). Os monoterpenos majoritarios presentes no OE dos frutos de S. terebinthifolius
sé@o, provavelmente, 0s responsaveis pela alta atividade antifingica diante das espécies
testadas, consistindo em potencial agentes antiflngico.

Com base em evidéncias mostradas sobre o potencial antibioldgico do 6leo
essencial dos frutos de espécies de Schinus foram realizados ensaios para se avaliar
atividade antifingica dos OE’s extraidos de S. terebinthifolius, contudo, a amostra OFr-
11, provavelmente devido ao teor elevado de a e 8 pinenos, foi a que apresentou os
mais promissores valores de concentragdo minima inibitéria (CMI) contra varios fungos
oportunistas. Os compostos a e B pinenos, que se apresentam entre os metabdlitos
majoritarios na amostra OFr-11, exibem atividades inseticidas, fungicidas e atividade
antimicrobiana contra C. albicans, C. neoformans e R. oryzae ja descritas (SILVA et al.,
2012). Os resultados da atividade antifingica para o 6leo essencial OFr-11, obtido de frutos
da S. terebinthifolius, estdao mostrados na Tabela 2.
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O ensaio de atividade fungicida realizado pelo método de microdiluicdo em pocos
mostrou que o OE dos frutos da S. terebinthifolius foi ativo contra quatro das sete espécies
de micro-organismos testados (Tabela 2). Foram registradas atividades antifingicas efetivas
de OFr-11 contra o fungo Cryptococcus neoformans (CMI de 7,8ug mL™") e contra cepas
de C. gattii (CMI de 15,63 pg mL"). Entretanto, OFr-11 apresentou atividades moderadas
contra os espécimes de C. krusei (31,25 ug mL") e C. parapsilosis (62,5 ug mL"), sendo
que o fungo C. krusei se mostrou igualmente sensivel a OFr-11, quando comparado ao

controle (32,0 mg mL™).

OFr-11 Controle
Levedura/Substancia Fluconazol
(mg.mL")  (ug.mL")

Candida albicans 125,0 0,125
C.glabrata 125,0 40
C. tropicalis 250,0 2,0
C. parapsilosis 62,5 1,0
C.krusei 31,3 32,0
Cryptococcus gatti 15,6 2,0
Cryptococcus neoformans 7.8 2,0

Tabela 2. Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) em pyg.mL' de Oleo Essencial da S. terebinthifolius
contra fungos patégenos.

Nota: os dados foram expressos em média (n=3, p<0,05)

Em relacéo aos fungos C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, OFr-11 apresentou
atividades pouco expressivas (CMI de 125-250 yg mL") quando comparado aos valores
do controle, fluconazol (CMI de 0,125-4 ug mL™", Tabela-2). Os resultados desta pesquisa
foram coerentes com os dados encontrados por Cole et al. (2014), onde os testes para o
OE de frutos da S. terebinthifolius exibiram altos potenciais inibitérios com valores de CMI
inferiores ao do controle contra cepas selvagens de micro-organismos de origem hospitalar.
Assim como, nos estudos conduzidos por Piras et al. (2017), onde se verificou que volateis
dos frutos de S. terebhintifolius da Tunisia também apresentaram promissoras atividades

antifungicas.
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41 CONCLUSOES

O estudo dos constituintes volateis de trés amostras de 6leos essenciais extraidos
dos frutos de S. terebinthifolius permitiram a identificacdo de 40 constituintes quimicos
com a maioria (cerca de 86% em média) constituida de compostos pertencentes a classe
dos monoterpenos. O 6leo essencial de frutos de S. terebinthifolius coletados no més de
novembro apresentou excelente atividade antifingica contra as cepas de Cryptococcus
neoformans, C. gatti e moderadas a fracas inibicbes contra espécies do género Candida.
Os resultados obtidos neste estudo quimico e bioldégico corroboram o uso de Schinus
terebinthifolius na medicina popular e mostraram que a sazonalidade climatica com altas
variacdes na temperatura ambiente, associadas a outros fatores abibticos, em tese,
promovem variagdes na composi¢do dos constituintes quimicos volateis do 6leo essencial
da planta Schinus terebinthifolius coletado em Jequié, Bahia. Além disso, foi observado que
as variagOes sazonais nas composi¢des quimicas dos 6leos essenciais podem modificar as
suas propriedades farmacoldgicas, bem como as suas funcionalidades. Estudos posteriores
serdo necessarios para confirmar a hipétese de ocorréncia do quimiotipo (ou geotipo) a e
B-pineno de S. terebinthifolius em Jequié, Bahia.
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RESUMO: Embora o uso de exsudados na
medicina tradicional tenha sido observado
comumente durante levantamentos
etnofarmacolégicos, poucos registros foram
feitos acerca do mérito cientifico desses
produtos. O foco deste estudo foi documentar
dados  etnofarmacolégicos e  classificar
exsudados usados como medicamento pelos
“caboclos” do Rio Unini, no Amazonas, Brasil,
com base em andlises clinicas. Por meio de uma
abordagem etnografica, as plantas indicadas e
seus respectivos exsudados foram coletados,
identificados e incorporados ao herbario do
Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia.
Para classificar estes exsudados, o material
vegetal foi extraido com metanol, e os extratos
obtidos foram analisados por ressonancia
magnética nuclear e espectrometria de massa
visando a identificagédo dos principais compostos.
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Quinze exsudados foram indicados pelos “caboclos” como remédios caseiros; entre seus
usos terapéuticos, os processos inflamatérios, as sindromes ligadas a cultura e as doencas
respiratorias sdo os mais proeminentes. Com base em sua solubilidade e classificagdo
quimica, quinze exsudatos foram categorizados em: latex (7), resinas (5), seiva (1), goma
(1), oleorresina (1); e onze deles ndo foram mencionados na literatura farmacolégica até
o presente momento. Os resultados obtidos podem contribuir para a aplicacdo quimica/
farmacolégica de exsudados dessas espécies, varias das quais sao classicamente utilizadas
na medicina popular brasileira.

PALAVRAS - CHAVE: Floresta amazobnica, Etnobotanica, Plantas medicinais,
Etnofarmacologia, Fitoquimica de exsudados

EXUDATES USED AS MEDICINE BY THE “CABOCLOS RIVER-DWELLERS”
OF THE UNINI RIVER, AM, BRAZIL — CLASSIFICATION BASED IN THEIR
CHEMICAL COMPOSITION

ABSTRACT: Although the use of exudates in traditional medicine has been commonly observed
during ethnopharmacological surveys, few records have been made concerning the scientific
merits of these products. The aim of this study was to document ethnopharmacological data
and to classify exudates used as medicine by the “caboclos” river-dwellers from the Unini
River of Amazonas, Brazil, on chemical analyses basis. Using an ethnographic approach,
indicated plants and their respective exudates were collected, identified and incorporated
into herbarium of the National Institute of Amazonian Research. To classify these exudates,
plant material was extracted using methanol, and obtained extracts were analyzed by Nuclear
Magnetic Resonance and mass spectrometry aiming identification of main compounds.
Fifteen exudates were indicated by “caboclos” river-dwellers as home remedies; among their
therapeutic uses, inflammatory processes, culture-bound syndromes and respiratory diseases
are most prominent. Based on their solubility and chemicals classes, fifteen exudates were
classified into: latex (7), resins (5), sap (1), gum (1), oleoresin (1); and eleven of them have
not been mentioned on pharmacological literature until this moment. The obtained results may
contribute to chemical/pharmacological application of exudates from these species, several of
which have been classically used in Brazilian folk medicine.

KEYWORDS: Amazon forest, Ethnobotany, Medicinal plants, Ethnopharmacology, Exudates
phytochemistry.

11 INTRODUGAO

Embora o uso de exsudados na medicina tradicional tenha sido comumente
observado durante pesquisas etnofarmacoldgicas, poucos registros foram feitos sobre os
méritos cientificos destes produtos. No Brasil, o uso de resina tem sido notado entre as
etnias de Kapoor (Balée, 1994), Paumari (Prance et al., 1987) e Waimiri Atroari (Milliken et
al., 1992). Uma possivel explicacdo para a lacuna nos registros € a dificuldade em identificar
os exsudados, uma vez que estes se assemelham na aparéncia fisica. No entanto, sua
caracterizagdo e meios de distingdo tém sido facilitado nos ultimos anos, como resultado

dos desenvolvimentos tecnolégicos em quimica, biologia molecular e microscopia.
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Exsudados sollveis em agua incluem gomas, que sao compostas de polissacarideos e sdo
secretados por po¢os; e seivas, compostas de polissacarideos e amino4cidos, conforme
descrito por Langenheim (2003).Segundo o mesmo autor, exsudados solUveis em gordura
incluem resinas e oleorresinas, que sdo compostas por terpenodides e compostos fendélicos
secretados por canais resiniferos, cavidades, tricomas e células epidérmicas; os 6leos séo
compostos de 4cidos graxos e glicerol; e o latex é uma mistura complexa de terpendides,
compostos fendlicos, proteinas e carboidratos e € secretado por laticiferos. Nao s6 os
exsudados sdo pouco estudados do ponto de vista etnofarmacoldgico, mas, até onde
sabemos, poucos estudos farmacologicos e quimicos foram realizados em exsudados. Por
outro lado, existem culturas amazénicas cujos usos medicinais de exsudados precisam
ser identificados e documentados antes de serem perdidos devido a rapida introdugcéo
de medicamentos sintéticos. Portanto, o objetivo deste estudo é documentar dados
etnofarmacolégicos e classifica-los, com base em andlise quimica, os exsudados (como
latex, resina, oleorresina e assim por diante) usados como medicamento por ribeirinhos

“caboclos” do Rio Unini do Amazonas, Brasil.

21 MATERIAIS E METODOS

Dados etnofarmacolégicos

Os exsudados analisados neste estudo foram indicados por doze curandeiros de
ribeirinhos “caboclos” que vivem em duas comunidades ao longo do Rio Unini da Amazénia,
Brasil (Fig. 1), durante 11 meses de trabalho de campo, entre abril de 2008 e janeiro de
2012 por um dos os autores (JFLS). Para a selecdo de especialistas em cura locais, uma
amostra de “bola de neve”, conforme descrito por Bernard (1988), foi realizada por consulta
aos habitantes locais das comunidades ribeirinhas. Técnicas e métodos etnograficos foram
aplicados, incluindo observacao participante, diarios de campo, entrevistas informais e ndo
estruturadas (Bernard, 1988; Foote-Whyte, 1990). Durante as entrevistas, as seguintes
fichas de dados foram administradas: informagcdes pessoais do entrevistado, pesquisa
etnofarmacolégica (ingredientes, usos, partes usadas, modo de preparacdo e contra-
indicagcOes de plantas e animais usados para fins terapéuticos) e coleta de plantas (nome
popular, habito, época de floracao/frutificagdo, organoléptico e aspectos morfologicos)
(Santos et al., 2012). Os exsudados indicados pelos entrevistados e seus respectivos
materiais vegetais foram coletados durante o trabalho de campo nas comunidades de Terra
Nova (01-41 “S, 61-49” W) e Tapiira (01-46 “S, 62-13” W) (Fig. 1), identificados pelo
Sr. José Ramos, técnico em taxonomia vegetal, e incorporados ao herbario do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia. Antes do trabalho de campo, todas as autorizagbes
necessarias foram obtidas para o estudo, incluindo alvara de acesso as Unidades de
Conservacgao, a fim de garantir a coleta de amostras, transporte do material biologico e
acesso ao conhecimento tradicional associado, e consentimento prévio dos informantes.
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(SISBIO No. 16805-2, CGEN/MMA No. 47/2009 e CEP-UNIFESP/EPM, No. 1354/08).

1'/

#B8 Terra Nova

Figura 1. Localizag&o do rio Unini no bioma floresta Amazénica, Estado do Amazonas - Brasil (mapa a
direita). Localizagao de duas comunidades do Rio Unini, onde os exsudatos foram coletados durante o

trabalho de campo: Terra Nova - 01-41 “S, 61°49” W e Tapiira - 01°46 “S, 62°13” W (esquerda).

Fonte: Fundagéo Vitéria Amazonica (2005).

Extracao de exsudados

Os exsudados liquidos (latex, oleorresina e seiva), foram obtidos a partir de troncos
de suas respectivas arvores por incisoes utilizando facéo ou faca, dependendo da espessura
das cascas. Uma cénula de metal pontiaguda foi adaptada no tronco de cada éarvore para
coleta de exsudatos. Os exsudatos solidos e semi-solidos (resina e goma, respectivamente),
estavam presos em troncos de arvores; portanto, foram coletados manualmente. Todos os
exsudatos foram colocados em vidros dmbar, devidamente rotulados com datas e coédigos
numeéricos correlacionando-os as arvores das quais foram coletados. Esses recipientes
foram guardados em uma caixa de isopor até chegarem ao laboratorio onde seus extratos
foram preparados para analises quimicas. Todos os exsudatos foram secos apés a coleta,
antes da preparacéo dos extratos.

Preparacao dos extratos e analises quimicas

A solubilidade dos exsudatos obtidos foi avaliada usando 10 mg de cada material
vegetal e 1 ml de H20 ou hexanos em um tubo de ensaio. Entéo, exsudatos foram extraidos
usando MeOH (50 ml de solvente para cada 10 g de material vegetal) em um banho
ultrassdnico em temperatura ambiente durante 20 minutos. Apds a evaporagao do solvente
sob pressdo reduzida, os extratos brutos obtidos foram analisados por 1H e 13C RMN
(ressonancia magnética nuclear) espectroscopia em um espectrémetro BrukerAvance 300
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(Nucleos de 300 MHz a 1H e 75 MHz a 13C, respectivamente) usando CDCI,, CD,0OD,
(CDh,),S0, (CD,),0 ou D,0 como solventes e padréo interno. Os extratos brutos também
foram analisados por HPLC/ESIMS (cromatografia liquida/espectrometria de massa de
ionizagao por electrospray) usando o equipamento da Bruker Daltonics Esquire 3000 Plus.
O Sistema HPLC foi acoplado a uma coluna Zorbax-C18 (250 mm x 4,6 mm, 3,55 m,
Agilent, EUA) a 40 -C. Os solventes H,O e acetonitrila (CH,CN) foram usados, comegando
com 15% de CH,CN (0-20 minutos), aumentando para 100% (20-25 minutos), isocratico (5
minutos) e diminuindo para 15% (30-32 minutos), e isocratico (3 minutos) com taxa de fluxo
de 1 ml/minuto. O volume de injecéo foi de 3 pl e a detec¢ao de UV a 352 nm e 280 nm. o
espectro ESIMS (baixa resolugdo) foram registrados em modos de varredura completa e
varredura de ions de produto (arg6nio CID). A fonte de ions foi definida da seguinte forma:
gas nebulizador = 3 I/minuto, gas de dessolvatacdo = 15 I/minuto, DL = 150 -C, bloco
de calor = 300 -C e tensdo = 3,5 kV.GC/EIMS (cromatografia gasosa/espectrometria de
massa de impacto eletronico de baixa resolugédo) medidos em um cromatégrafo Shimadzu
GC-17A equipado com uma coluna capilar DB-5 (5% fenil reticulado em 95% de silicone -
30 m, 0,32 mm, I.D., Espessura de filme de 0,25 pm) interfaceado com um espectrémetro
de massa MS-QP-5050A. A programagao da temperatura foi realizada de 150 a 300 -C a
15 - C/minuto, depois isotérmica a 300 -C por 5 minuto. As temperaturas do Injetor e do
detector eram 150 -C e 320 -C, respectivamente, e o hélio foi usado como gas de arraste.
A identificagdo de compostos foi conduzida por andlise individual de espectros NMR e MS
(baixo resolucado). Os dados obtidos foram comparados com os registrados para amostras
auténticas (a- e B- amirina, sitosterol, estigmasterol, quercetina, quercitrina, catequina,
lupeol, friedelina, acido betulinico, acido copalico, acido oleandlico, acido ursolico, acido
palmitico, acido brasiliense e acido isobrasiliense estavam disponiveis em nosso laboratério
enquanto lisina e triptofano foram obtidos da Sigma-Aldrich) e/ou com aqueles disponiveis
na literatura.

Levantamento bibliografico

A partir das espécies de plantas identificadas, pesquisamos bancos de dados
cientificos (Pubmed e Scopus junho/2015) para determinar se seus exsudatos foram alvos

de estudos farmacolégicos anteriores.

31 RESULTADOS

Todos os doze entrevistados (sete mulheres e cinco homens) nasceram na regido
do médio Rio Negro e sdo descendentes de habitantes dos estados do Amazonas e Ceara.
Eles se classificam nas seguintes categorias: conhecedores de drogas naturais (de acordo
com os entrevistados), curandeira (3), parteira (2) e ‘desmintidor’ (um especialista em
técnicas de massagem para tratamentos de luxacao 6ssea e tensdo muscular) (1). Eles
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relataram ter aprendido a cura pratica com pais, parentes, amigos, vizinhos e, muitas vezes,

como um resultado do interesse préprio, como é o0 caso das parteiras e ‘desmintidores’

(Santos et al., 2012). Conforme mostrado na Tabela 1, os ribeirinhos “caboclos” indicaram

quinze exsudados. Membros da familia Burseraceae eram os mais frequentemente

identificados, totalizando quatro espécies. Seus usos terapéuticos foram apresentados em

seus termos locais (émicos) e estéo assinalados em italico ao longo deste capitulo. Entre

seus usos terapéuticos, os processos inflamatorios, sindromes ligadas a cultura e doencas

respiratérias sdo os mais proeminentes. Sindromes ligadas a cultura séo listadas como

derrame (acidente vascular cerebral) e ‘doenca do ar’, que serdo detalhados a seguir.

Nome cientifico/ Uso medicinal Estudo farmacolégico Exsudado Principais
Familia nomenclatura (em termos (parte da planta/ (solubilidade) compostos
vernacular (voucher) locais) exsudado estudado) identificados **
Couma macrocarpa .
Apocynaceae  Barb. Rodr./leite-de- Ff;g;éizar - (i oI;it(()el)L’(Jvel) -
sorva (ER097) p P
Philodendron Latex 3-00}:gglcenll-
Araceae sohmoe_sgnse . Catarata - (Ilposs_oluvel) . sitosterol,
A.C.Sm./cip6-ambé alquilfenol, estigmasterol
(ER2000) esterbides ga, b.d
Bignoniaceae panuggigﬂ(gjreau Cn:'aé%%';;e ae ) Seiva }
9 ex Baill.) Sandwith/ s (hidrossolavel)
cipo-cravo (ER2003)
Protium amazonicum Dor de cabeca, Resina
Cuatrec.) Daly/breu- derrame e . , a-amirina
Burseraceae ( . , - (lipossoluvel) - b
branco (JFLS413) ‘doenca do ar triterpenos B-amirina
Protium aracouchini  Dor de cabeca, Resina
(Aubl.) Marchand/ derrame e 3 (lipossolavel) - a-amirina,
breu-preto ‘doencga do ar’ ?riter eNoS B-amirina 29
(JFLS404) p
Protium decandrum Resina a-amirina,
(Aubl.) Marchand/ (lipossolavel) - 3-amirina,
chico-da-silva Feridas - flavonoide quercetina,
(JFLS421) glicosideos/ quercitrina
triterpenos b.c,d
Analgésico - resina
(Oliveira
Dor de et al.,, 2005a);
. cabecga’, ansiolitico/ . I
Protium derrame”, antidepressivo - _ Resina a-amirina,
heptaphyllum (Aubl.) ‘doenca do resina (Aragao et al. (lipossoluvel) - B-amirina,
Marchand/breu- ar’?e 2008)_ " triterpenos/ quercetina,
’ i Ali i a,b,cd
branco (JFLS458) doenga antiinflamatério - polifenélicos catequina
respiratoria resina

(Oliveira et al., 2004)
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Calophyllum Acido
brasiliense Remova Antiproliferativo — Latex brasiliense,
Clusiaceae Cambess./jacaretuba verrugas casca do caule (Jin et (lipossolavel) - acido
(JFLS513) 9 al., 2011) fendlicos isobrasiliense
a,cd
Vismia guianensis Latex frie dtﬁﬁgogci do
(Aubl.) Choisy/lacre Micose (lipossoluvel) - betulir;ico
(JFLS359) triterpenos ab,d
Dilleniaceae Doliocarpus sp/cipb Derrame e (i oé-sélc?lal’i(vel) _ acido betulinico
d’agua (JFLS423) ‘doenca do ar’ pe 8 b,d
triterpenos
Hevea spruceana Latex
. (Benth.) Mdill. Arg./ . g ) ab.d
Euphorbiaceae seringa-barriguda Febre (“E[)rci)tfjoieur:/:slz) Lupeol
(JFLS401) P
Anti-inflamatério -
oleorresina (Veiga-
Copaifera multijuga Dor de Junior . ’
Fabaceae s.| Hayne/6leo-de- garganta’, et al., 2007); ("O Lesc;'gﬁfcz% _Acido copalico
o copaiba (JFLS403) febre e gripe antinociceptivo P diteroeno a.d
- 6leo (Gomes et al., P
2007)
Antiviral - nenhum
Hymenaea courbaril ~ Gripe*, dor de daqp encontrado . Resina o
. - (Cecilio et al., 2012); . , Acido
L./jatoba-do-mato garganta” e anti-inflamatorio - (lipossoluvel) - kolavenico =
(JFLS424) tosse ) : diterpeno
pericarpo (Takagi et
al., 2002)
Bertolletia excelsa Goma
. Humb. & Bonpl./ Hemorroéidas e . 4 Lisina,
Lecythidaceae castanha-do-Para diarréia (hldrgssglgvel) " triptofano ¢
aminoacidos
(ER88)
Brosimum Tuberculose, Latex acido palmitico,
Moraceae parinarioides Ducke/ verme e (lipossoluvel) — lupeol, acido
leite-do-Amapa fraqueza acidos graxos, ursolico, acido
(JFLS414) pulmonar triterpenos oleanolico & ¢

* As correspondéncias entre 0os usos preconizados pelos entrevistados e os dados farmacologicos

** |dentificacdo: BNMR, °GC/EIMS, °LC/ESIMS, ‘Comparacdo com amostra auténtica

Tabela 1: Os 15 exsudatos de plantas usados como remédio pelos ribeirinhos amazénicos do Rio Unini,
AM; seus dados farmacologicos presentes na literatura cientifica; suas respectivas classificagdes com
base em nossa analise quimica, e osprincipais compostos identificados.

Emrelagéo ao modo de preparo usado para a composi¢ao de medicamentos contendo

exsudatos, a maioria deles sdo usados in natura sem passar por processo de aquecimento.

Algumas excecdes sdo: a goma de Bertolletia excelsa, utilizada na preparagéo de um cha

por decoccéo; a resina de Hymenaea courbaril, usada para preparar um xarope; e resinas

de Protium usadas para fumigacéo. Este tipo de método de preparagéo € mais relacionado

a sindromes ligadas a cultura, como discutido abaixo.

As vias de administragcdo sdo variadas, incluindo oral, tdpica e inalatéria. O uso
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topico foi observado no caso de remocgéo de verrugas por Calophyllum brasiliense. Neste
caso também foi observado o contexto religioso na préatica da cura, uma vez que o latex
desta planta deve ser colocado durante trés sextas-feiras seguidas, enquanto o curandeiro
ora; na ultima sexta-feira a verruga cai, conforme explicado durante a observacéo de campo
realizada. O latex produzido pela Vismia guianensis &€ também administrado topicamente
em micoses. Ainda assim, o latex de Philodendron solimoesense é colocado diretamente
nos olhos como indicacéo para catarata. A administracdo oral foi observada para alguns
latex, como os de Brosimum parinarioides e Couma macrocarpa. De acordo com os relatos
dos entrevistados, eles sdo considerados como ‘leite’, devido a sua consisténcia e cor
branca. Ainalagao foi observada apenas com as resinas, durante o processo de fumigacéo,
descritas a seguir.

Normalmente, as doses s&o utilizadas em gotas (considerando latex, seiva e
oleorresinas) ou pecas frescas (resinas e gomas). No entanto, as doses usadas desses
exsudatos em remédios caseiros nem sempre eram claramente definidas, e se tornaram
ainda mais subjetivas quando usadas por fumigacdo, onde muitos ingredientes sdo
carbonizados em uma panela de barro com resinas de Protium - folhas, pedacgos de animais,
como chifres, dentes, pénis, ninhos de passaros, entre muitos outros - junto com carvao.
Durante este ritual, a crianca deve cruzar através da fumaca produzida por fumigacgéo trés
vezes ao dia, enquanto orava. E muito comum o uso de oracdes durante varias praticas
terapéuticas observadas, ja que a religifo ainda é catélica em algumas comunidades.
Essas praticas ndo sdo mais observadas onde a religiao sofreu mudangas e tornou-se
evangélica. Esta mudancga desencadeou a separacao de algumas comunidades em estudo.

Com base na solubilidade e classes quimicas obtidas durante as andlises quimicas,
quinze exsudatos foram classificados em: latex (7 exsudatos), resinas (5), seiva (1), goma
(1) e oleorresina (1). Onze deles nao foram mencionados na literatura farmacolégica
até agora. A Tabela 1 mostra a familia e o nome cientifico/nome vernacular de cada
planta analisada, classificagdo dos exsudatos com base em sua solubilidade, principais
compostos identificados, uso medicinal por “caboclos” e estudos farmacolédgicos publicados
relacionados com esses exsudatos especificos.

Para identificar os principais compostos de cada extrato de MeOH obtido, eles
foram analisados individualmente por NMR e/ou MS (LC/ESIMS ou GC/EIMS) (Tabela 1).
Espectros '*C NMR de extractos de espécies Protium, bem como de Hevea spruceana,
Philodendron solimoensis, V. guianensis, Doliocarpus sp. e B. parinarioides apresentaram
picos mais intensos de carbonos sp? em & 150/109, 145/122 e/ou 139/124 caracteristicas do
esqueleto de triterpenos de tremoco, oleanano e ursano (Olea e Roque, 1990). Esta andlise,
em associacdo com dados de GC/EIMS, permitiram a identificacdo de a- e - amirinas,
friedelina e lupeol, bem como acidos ursolico, oleandlico e betulinico. Além disso, espectros
de 'H NMR de extratos brutos de Protium decandrum e Protium heptaphyllum mostraram

sinais menos intensos em & 6,2-8,0, sugerindo a presenca de derivados fendlicos. *C NMR
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associado a analise LC/ESIMS de material bruto permitiu a identificacdo de flavonoides
quercetina, quercitrina e catequina. O material bruto do extrato MeOH de C. brasiliense
mostrou-se composto principalmente por '"H NMR, de material alifatico/aromatico, que foi
analisado diretamente por LC/ESIMS. Usando dados de UV e MS, bem como co-injecédo
usando amostras auténticas, a identificacdo de acidos brasilienses e isobrasilienses foi
possivel. A analise espectral de NMR ('H e '*C) de plantas Fabaceae (Copaifera multijuga e
H. courbaril) em extratos brutos sugeriram a predominancia de acidos diterpénicos devido
a presenca de varios picos em & 106-165 (carbonos sp?) e em aproximadamente & 172
(COOH). Acomparacgéao dos dados relatados com &cidos copalico e colavenicos (Marchesini
etal., 2009), permitiram a identificacdo desses diterpenos. O espectro de '"H NMR do extrato
de MeOH de B. excelsa sugeriu a ocorréncia de aminoacidos como principais constituintes.
Usando dados de NMR obtidos de amostras auténticas, a identificacéo de lisina e triptofano
foi possivel. A identificacdo de esteroides sitosterol e estigmasterol no extrato bruto de
MeOH de P. solimoesense foi conduzido por analise do espectro '"H NMR devido aos picos
caracteristicos em & 0,7 (s), 5,4 (br d) e 3,5 (m). Visando confirmacao, parte desse material
foi dissolvido em MeOH:H,O 2:1 e particionado com hexano. A fase orgénica foi analisada
por C NMR e GC/EIMS confirmando a ocorréncia de esterdides detectados, bem como
3-octadecenilfenol.

41 DISCUSSAO

Com base na solubilidade e classes quimicas encontradas em cada um dos quinze
exsudatos analisados, e comparando-os com o produto quimico evidéncias apresentadas
por Langenheim (2003), foram classificados em: latex, resinas, seiva, goma e oleorresina,
conforme mostrado na Tabela 1. Nossa classificacdo foi corroborado por alguns estudos
existentes de anatomia e morfologia boténica que confirmam a presenca de resinas e/
ou canais resiniferos em espécies de Protium, como P. amazonicum, P. aracouchini, P.
decandrum, P. heptaphyllum (Rudiger et al., 2007; Daly et al., 2011), C. multijuga (Milani et
al., 2012) e H. courbaril (Cunningham et al., 1974); e laticiferos em C. macrocarpa (Williams,
1962), C. brasiliense (Cabral, 2011) e B. parinarioides (Jacomassi et al., 2007).

Conforme mostrado na Tabela 1, dentre os quinze exsudatos, quatro foram descritos
em estudos farmacoldgicos anteriores e apresentaram correspondéncia entre pelo menos
um uso de medicamento local e o efeito observado publicado na literatura cientifica. Além
disso, é digno de nota que estudos farmacolégicos da literatura foram realizados com
exsudatos de plantas. Uma excecéo foi a citagdo antiviral para H. courbaril por Cecilio et al.
(2012), que a parte investigada da planta ndo foi mencionada. Estas quatro espécies sao
destacadas abaixo.

O ‘breu-branco’ - ‘branco-como-breu’ (P. heptaphyllum (Aubl.) Marchand) é usado
por diversas culturas para o tratamento de dor de cabeca, inflamagédo, como expectorante,
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repelente de insetos e para doencas respiratorias (Branch e Silva, 1983; Marques et al.,
2010). Neste estudo, esta foi uma das plantas mais citadas pelos entrevistados; suas resinas,
queimadas e cheiradas, sdo usadas principalmente para o tratamento de dores de cabeca,
derrame, ‘doencga do ar’ e doenca respiratoria e mostrou-se composto por triterpenos (a- e
- amirina), bem como derivados polifendlicos (quercetina e catequina). Os trés primeiros
usos terapéuticos foram confirmados em estudos farmacoldgicos: analgésico (Oliveira et al.,
2005a) e ansiolitico (Aragéo et al., 2006), uma vez que o analgésico pode estar relacionado
a dor de cabeca, e o ansiolitico para ambos os disturbios: derrame e ‘doenga do ar’. P.
heptaphyllum também possui efeitos gastroprotetores e antiinflamatoérios (Oliveira et al.,
2004); e seus triterpenos (a- e B- amirina) tém um potencial hepatoprotetor (Oliveira et al.,
2005b). Além disso, da Silva et al. (2013) descreveu uma atividade antimicrobiana do 6leo
essencial de ‘breu-negro’ (Protium spp.). De acordo com nossas observacbes de campo,
e como discutimos anteriormente (Santos et al., 2012), ‘doenca do ar’ e derrame (acidente
vascular cerebral) sdo a mesma doenca, a primeira terminologia € adotada quando os
pacientes sao criangas e 0 segundo, adultos. Sdo doengas cujos sintomas podem estar
associados a ansiedade e parecem fazer parte das sindromes ligadas a cultura discutidas
por Bourbonnais-Spear et al. (2007).

Observou-se também que resinas de outras espécies do mesmo género, P.
aracouchini (Aubl.) e P. amazonicum (Cuatrec.) também podem ser usadas para tratar dor
de cabeca, derrame e ‘doenca do ar’, na forma de cigarros.

O latex de ‘jacareuba’ (C. brasiliense Cambess.) € indicado para remover verrugas
na medicina local e tem sido alvo de véarios estudos farmacoldgicos, que confirmaram sua
acao antiproliferativa no linfoma do manto das células (Jin et al., 2011), antifingico (Reyes-
Chilpa et al., 1997), anti-ulcera (Lemos et al., 2012) e atividades tripanocidas (Rea et al.,
2013). Essas atividades biologicas podem estar relacionadas a presenga de cumarinas,
cromenos, xantonas e triterpenos, uma vez que esses compostos foram encontrados como
principais constituintes da resina (Noldin et al., 2006).

A oleorresina de ‘copaiba’ (C. multijuga Hayne) € usada para o tratamento de dor
de garganta, febre e gripe. E uma espécie versatil entre entrevistados, seu exsudato é
usado para preparar um xarope com outras espécies de planta, e em casos graves de
inflamagéo da garganta, é recomendado colocar algumas gotas in natura no local afetado.
Em pesquisas realizadas na regido amazoénica, foram observados usos semelhantes para
‘copaiba’ (Branch e Silva, 1983; Balée, 1994; Pinto e Maduro, 2003; Shanley e Rosa, 2005;
Rodrigues, 2006). Alguns estudos tém avaliado seus efeitos antiinflamatérios (Veiga-Junior
et al., 2007), propriedades anti-edematogénicas (Veiga-Junior et al., 2006), antinociceptiva
(Gomes et al., 2007), antineoplasico (Gomes et al., 2008) e atividades antimicrobianas
(Santos et al., 2008). O uso para dor de garganta mostrou alguma semelhanga com os
efeitos/agdes investigadas, demonstrando concordancia entre conhecimento popular e
ciéncia académica.
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O ‘jatoba-do-mato’ (H. courbaril) € uma planta bem conhecida na Amazénia, bem como
em outros biomas brasileiros, e é frequentemente citado para curar doencas respiratérias
em levantamentos etnofarmacolégicos (Oliveira et al., 2011). Entre os “caboclos” que vivem
ao longo do Rio Unini, a resina dessa planta é usada para tratar gripe, inflamacdes de
garganta e tosse. Cecilio et al. (2012) demonstrou sua atividade antiviral, enquanto seu efeito
antiinflamatério foi relatado por Takagi et al. (2002). Este Gltimo pode estar relacionado a
indicacao para dor de garganta. Ambos os estudos utilizaram extratos de EtOH, de folhas e
pericarpos da planta, respectivamente. Essas atividades podem ser associadas a presenca
de acido colavenico, um diterpeno do tipo clerodano, encontrado como o principal derivado
do material vegetal. Este diterpeno revelou atividades antimicrobianas (Faizi et al., 2008) e
antifungicas (Salah et al., 2003).

Amaior contribuicao deste estudo estanoregistro de exsudatos pela etnofarmacologia,
especialmente aqueles onze que ainda néo foram investigados pela farmacologia. Com
base na riqueza de dados coletados na regido amazdnica - e considerando o fato de que
varios biomas brasileiros também possuem plantas produtoras de exsudato - acreditamos
que um esforco maior deve ser feito por pesquisadores das areas da etnociéncia para
registrar esses usos.

51 CONCLUSAO

Os exsudados sdo materiais vegetais promissores que podem ser usados na
descoberta de drogas devido ao acimulo de varios metabdlitos. Embora esses materiais
tenham sido investigados apenas com moderacao por estudos farmacolégicos, os resultados
relatados neste trabalho podem contribuir para o conhecimento quimico/farmacolégico
dessas espécies de plantas, muitas das quais foram usadas na medicina folclérica classica
brasileira.
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RESUMO: O presente trabalho objetivou
avaliar a qualidade de um ambiente aquético na
presenca e auséncia de espécies de macréfitas
e verificar sua capacidade de fitorremediag¢é@o do
ambiente e do composto C,H, N,O, (Cafeina).
Duas espécies foram utilizadas, Pistia stratiotes
e Elodea nuttallii. Os exemplares foram coletados
e testados com amostras de agua de dois pontos
do centro urbano da cidade de Londrina - PR,
corrego Agua fresca e Lago Igap6. As amostras
de agua coletadas foram separadas para analise
em quatro recipientes. Testes de pH, amdnia e
nitrito foram realizados quinzenalmente. Nestes,
foram utilizados quatro recipientes com diferentes
quantidades de agua e uma Unica planta em cada.
Os resultados obtidos pela P. stratiotes foram
expressivos quanto a melhora nos parametros
analisados. Quando as macréfitas morreram, os
testes foram repetidos e os valores retornaram
aos niveis iniciais, mostrando assim, que esta
espécie pode ser utilizada como biomonitora de
ambientes aquaticos em centros urbanos. Ja a E.
nuttallii, ndo apresentou resultados satisfatérios
tanto para 4gua de ambiente lacustre quanto
para ambiente de agua corrente. Em relagdo ao
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MACROFITAS

teste de proporgdo verificou-se que uma Unica
macrofita € capaz de melhorar o pH de todas
as quantidades de agua testadas (5L, 10L, 15L
e 20L) sendo necessarios testes com maiores
quantidades, a fim de aferir uma quantidade exata
que uma Unica macréfita desta espécie consegue
fitorremediar. Testes foram iniciados em parceria
com a empresa de Saneamento do Parana
(Sanepar), a fim de verificar se a macrofitas,
além de melhorar os aspectos fisico quimicos da
agua, também fazem a correcdo de parametros
inorganicos como chumbo, cadmio, mercdrio,
nitrogénio amoniacal, fésforo total, nitrato e nitrito
(baseados naresolucao 357 do CONAMA). Testes
para verificar a quantidade de cafeina na agua e
a capacidade da macrofita de biorremediagéo do
ambiente estdo em andamento. Por fim, diante
dos testes ja realizados, é clara a possibilidade
de utilizacdo de macréfitas (P. stratitotes) como
filtros bioldgicos de ambientes aquéticos em
degradacao.

PALAVRAS - CHAVE: Fitorremediagao, plantas
aquaticas e qualidade de agua.

BIOMONITORING AND
PHYTOREMEDIATION OF AQUATIC
ENVIRONMENTS USING MACROPHYTES

ABSTRACT: The present work aimed to evaluate
the quality of an aquatic environment with
presence and absence of macrophyte species
as well as verify its phytoremediation capacity of
the environment and the compound C,H, N,O,
(Caffeine). Two species were used — Pistia
stratiotes and Elodea nuttalli. The specimens
were collected and tested with two - spot water

samples from the urban center of Londrina - PR,
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fresh water stream and Lake Igap6. The collected water samples were separated for analysis
in four containers. PH, ammonia and nitrite tests were performed fortnightly. In these ones,
four containers were used with different amounts of water and a single plant in each. The
results obtained by P. stratiotes were expressive regarding the improvement in the analyzed
parameters. When the macrophytes died the tests were repeated and the values returned to
the initial levels. Thus, it is shown that this species can be used as biomonitoring of aquatic
environments in urban centers. However, E. nuttallii did not present satisfactory results for
water in the lacustrine environment and for the water environment. In relation to the proportion
test, it was verified that a single macrophyte is able to improve the pH of all the water quantities
tested (5L, 10L, 15L and 20L) and tests with larger quantities are necessary in order to measure
an exact amount a single macrophyte of this species achieves phytoremediation. Tests were
initiated in partnership with the Basic Sanitation Company in Parana State - Sanepar, in order
to verify if the macrophytes, besides improving the physical aspects of water, also make
correction of inorganic parameters such as lead, cadmium, mercury, ammoniacal nitrogen
, total phosphorus, nitrate and nitrite (based on resolution 357 of CONAMA). Tests to check
the amount of caffeine in the water and the ability of the macrophyte to bioremediate the
environment are in progress. Finally, based on the tests which have already been carried out,
it is clear the possibility of using macrophytes (P. stratitotes) as biological filters of aquatic
environments in degradation.

KEYWORDS: Aquatic plants, phytoremediation and Water quality.

11 INTRODUGAO

Aproximadamente 70% da superficie terrestre encontra-se coberta por agua. No
entanto, menos de 3% deste volume é de agua doce, cuja maior parte esta concentrada em
geleiras (geleiras polares e neves das montanhas), restando uma pequena porcentagem
de aguas superficiais para os seres humanos. E essa agua, além de ser constantemente
desperdicada, se apresenta muito poluida pelas atividades humanas.

A cafeina, inclusive, é classificada como contaminante emergente. Pelo fato de nédo
haver nenhum tipo de restricéo relacionada a esse tipo de propagagéo, nao ha métodos
conhecidos de fitorremediagdo do composto, ou seja, a agua tratada que chega a casa de
bilhbes de pessoas estd cada vez mais contaminada com uma grande concentragéo de
cafeina que é oferecida para consumo e tem alta probabilidade de conter contaminantes
potencialmente perigosos. (CERON, 2012) Sendo necessario buscar meios que possam
contribuir para a manutengéo da qualidade das aguas existentes no planeta.

Uma das alternativas para essa contribui¢do foi por meio do biomonitoramento, que
€ um processo bastante utilizado na atualidade e consiste na utilizacdo de seres vivos,
parte de seres vivos ou comunidades, como ferramentas para mensurar a qualidade
ambiental baseando nas respostas destes as alteragbes do ambiente. Portanto, é uma
observagéo continua de determinada area com auxilio da mesma e bioindicadores, que
neste caso, s@o chamados de biomonitores. Sendo assim, para a presente pesquisa foram
utilizados como biomonitores os microrganismos das macrofitas aquaticas, Pistia stratiotes,
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uma evolugdo de vegetais terrestres que se adaptaram ao ambiente aquatico, por isso
apresentam algumas caracteristicas semelhantes e uma grande capacidade de adaptacéo
a diferentes tipos de ambientes. A existéncia de pesquisas prévias utilizando macrobfitas
na recuperacédo de rios e lagos poluidos mostra sua eficacia em absorver grandes
quantidades de substancias toxicas, além disso algumas espécies estdo presentes nos
locais de pesquisa do projeto em questéo.

Muitas espécies sao filtradoras e possuem capacidade de absorver diversos
elementos além de terem uma capacidade adaptativa em ambientes de variados gradientes
que compreende desde solos saturados até submersos na coluna d’agua (ESTEVES,
1998; BIANCHINI JR. et al,2002; CAMARGO et al.,2013), podendo auxiliar em programas
de biomonitoramento e fitorremediacéo de ambientes aquaticos.

Por isso, torna-se viavel estudos que busquem o potencial de tolerancia dessas
plantas a poluentes, a fim de que possam ser utilizadas como filtros biologicos, influenciando
as caracteristicas fisico-quimicas dos corpos d ‘agua (PAGIORO e THOMAZ, 1999)

21 METODOLOGIA

2.1 Coleta e Preparacao do Teste (Parte I)

Primeiramente realizou-se uma coleta de 20 litros de 4gua no Lago Igap6 situado
em Londrina- PR (foto 1), no mesmo local, foram coletados exemplares de macréfitas da
espécie Pistia stratiotes (foto Il). A agua coletada foi distribuida em duas bacias, sendo
7,5 litros em cada (foto Ill). As plantas foram lavadas em agua corrente a fim de remover
residuos sélidos e colocadas em uma bacia. Foram enumeradas, e marcagdes com fitas
foram feitas para demonstrar o limite de agua, facilitando assim, sua reposicdo de forma
precisa em caso de evaporagao.

A bacia com as plantas serviu como parametro, a outra permaneceu como controle,
sem presenca das plantas.

2.2 Testes Utilizados

Utilizando testes de aquério, os valores de pH, nitrito, gas carbdnico, oxigénio e
amonia foram quinzenalmente aferidos.
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Foto lll:Bacias do Experimento
Foto I: Lago Igap6 Londrina- PR

Fonte: autora

Fonte: google imagens Foto Il: Pistia stratiotes

Fonte: google imagens

2.3 Coleta E Preparacao Do Teste (Parte Il)

A fim de testar outra espécie de macréfita, o mesmo método foi realizado com
exemplares de E. nuttallii (Foto 1V). Encontrada, diferentemente da P. stratiotes, no corrego
Agua Fresca, Londrina-PR. Amostras desse novo ambiente foram coletadas e distribuidas
com 5 litros em cada, totalizando quatro (4) bacias para os testes:

Bacia 1: 4gua do corrego e macréfitas da espécie Pistia stratiotes (parametro)

Bacia 2: agua do corrego (controle)

Bacia 3: 4gua do corrego e macréfitas da espécie Elodea nuttallii (parametro)

Bacia 4: agua do coérrego (Controle)

Foto V: Testes utilizados

Foto IV: Elodea nuttallii Fonte: Autora

Fonte: Google imagens
ApoOs lavadas, as macréfitas foram separadas e colocadas em 2 bacias, sendo outras

duas bacias somente com agua para servirem de parametros. Todas as bacias foram

enumeradas e marcagdes foram feitas para reposicdo de agua em caso de evaporagéo.
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Por fim, testes de aquario foram utilizados para aferir valores de pH, amoénia e nitrito (foto
V) nas 4 bacias.

2.4 Analise Microbioldgica

Analises microbiologicas de varredura foram realizadas, utilizando amostras de
agua do Lago lgapo e do Corrego Agua Fresca. E também das plantas E. nuttallii e P,
stratiotes. Foram feitas a partir de microscopios 6pticos. Para cada ponto de coleta foram
feitas triplicatas (foto VI) e para as macréfitas uma lamina cada (foto VII).

Foto VI: LAminas para analises do Cérrego e Lago Foto VII: Laminas para andlise da Elodea e Pistia

Fonte: Autora Fonte: Autora

2.5 Anadlises de Proporcao e Resolucao Conama 357

As andlises de proporcao foram realizadas para obter um controle aproximado da
capacidade que uma macréfita apresentaria melhora significativa na qualidade da agua.
Para isso, foi feita a coleta de macroéfitas da espécie P. stratiotes com aproximadamente o
mesmo tamanho (medida feita pela raiz) (foto VII) e massa (medida feita ap6s uma secagem
parcial da planta na balanca de precisao) (foto 1X). Separadas em quatro bacias com
diferentes capacidades: 5L, 10L, 15L e 20 litros de agua do Lago Igapd. Semanalmente os
valores de pH , nitrito e amonia foram verificados, utilizando os testes de aquario e phmetro
(foto X). A Fim de aprimorar as analises ja obtidas, 0 mesmo teste sobre proporcao de agua
e macrdfita, foi repetida para que as amostras iniciais e finais de agua em contato com as
macrofitas pudessem ser enviadas a SANEPAR (Companhia de Saneamento do Parand)
com finalidade de analisar alguns parédmetros da resolucdo CONAMA 357. (tabela I).
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Foto VIII :Medidas das raizes

Foto IX: Pesagem da Foto X: pHmetro
Fonte: Autora macroéfita

Fonte: Autora
Fonte: Autora

Cadmio Total Nitrato (como N)
Chumbo Total Nitrito (como N)
Mercurio Total Nitrogénio amoniacal

Fosforo Total

Tabela |: Parametros selecionados para analise Sanepar

2.6 Teste Preliminar da Cafeina- Cacique (Companhia Cacique de Café Soluvel
Londrina - PR)

Para analisar a cafeina na agua foi feita uma parceria com a Cacique- Londrina PR
(Companhia Cacique de Café Soluvel), foi realizado um procedimento como analise inicial,
ja que criamos um modelo hipotético do ambiente. Coletamos 10L de 4gua do Lago Igapé e
4 exemplares da macrofita Pistia stratiotes com aproximadamente valores iguais da medida
das raizes (5 cm). Dado que foram utilizadas 2 bacias com capacidade de 10L, cada uma
continha 5L de agua do Lago, em uma das bacias foi dissolvido 2,8g de cafeina (Foto XI) e
colocado as 2 macrofitas para servir de pardmetro e a outra bacia de controle s6 com agua
e as outras plantas (Fotos Xll e XIlIl). A primeira amostra foi recolhida no mesmo dia do
procedimento e a segunda foi coletada 2 dias depois. As amostras foram verificadas pela
Cacique que analisou o teste em duas etapas distintas: separagé@o e quantificagcéo.

A separacdo se da no processo entre a fase estacionaria e fase movel onde a

interac@o entre a molécula de cafeina com a fase estacionaria (coluna cromatografia) e a
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fase movel (solucdo organica).

A quantificagdo pela absorvancia na faixa do ultravioleta (272 nm) associado a
curva de calibragdo ou com a comparacgdo entre areas onde uma delas é a do padréao
com concentragdes definida, sendo a separagéo e quantificagdo um processo instrumental
denominado de CLAE (cromatografia liquida de alta performance).

Foto XII: Bacia 1 (Controle)

-

Foto XI: Capsulas de cafeina

Fonte: Autora

Fonte: Autora

Foto XIlI: Bacia 2 (Parametro)

Fonte: Autora

Foto XIV: Amostras

Fonte: Autora
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2.7 Teste Preliminar da Cafeina 2 - Cacique (Companhia Cacique de Café
Soluvel Londrina - PR)

Em duas bacias foram colocados 15L de 4gua do Lago Igapd, em seguida ambas

foram enriquecidas com aproximadamente 5,6g de cafeina. Uma das bacias foi utilizada

como controle e a outra como parametro.

31 RESULTADOS

Os testes realizados com a Pistia stratiotes revelaram melhora nos valores de pH

e nitrito da 4gua do lago, quando comparados as bacias controle. O mesmo resultado

nao foi observado quando colocadas na agua do cérrego, pois ela manteve os valores

da bacia controle. Ja a Elodea nuttallii, ndo apresentou resultados satisfatorios para agua

de ambiente lacustre nem para ambiente corrente, pois seus valores ndo apresentaram

melhora em relag@o as amostras controle. (tabela Il e 1V).

pH 0 - 7 Basico
7 Neutro
8 - 14 Acido

Amonia em temperatura ambiente (25°C)
0,000 - 0,001 Basico (pH de 6 - 7)
0,002 - 0,098 perigoso (pH 6 - 8,5)
0,114 - 1,623 Toxica (pH 7,5 - 8,5)

Nitrito: 0,0 Ideal
0,25 aceitavel
0,5 critico
1,0 - 2,8 Perigoso

Tabela Il: Valores de referéncia expressos em partes por milh&ao (ppm)

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
pH: 7,4 7,0 7,2 7.1
F. stratiotes Aménia: 0,009 0 0,25 0
Lago
Nitrito:0,25 0,25 0,0 0,25
Som pH: 7,4 7,6 7,6 7.,6)
P. stratiotes Amobnia: 0,009 0,50 0 0,25
Lago Nitrito: 0,25 0,5 1,0 0,5
pH: 6,8 6,6 6,8 75
P. stratiotes Aménia:0,25 0,25 0,25 0
Coérrego
Nitrito: 0 1,0 1,0 0,0
Sem pH: 6,8 6,8 7,2 7,5
P. stratiotes Amobnia:0,25 0 0,25. 0,25
Corrego Nitrito: 0 0,5 0,25 0,0
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pH: 6,8 6,8 7,2
E. nuttallii .
Corrego Ambnia:0,25 0 0
Nitrito: 0,5 0,5 0 0)
pH:6,8 75 72 7.5
Sem E. nuttallii N
Corrego Ambnia:0,25 0 0 0
Nitrito:0,5 0,25 0 0
pH: 6,8 6.8 72 7.2
E. nuttallii .
Lago Amobnia:0,50 0,50 0 0
Nitrito: 0,0 0,5 0 0
pH: 6,8 6.8 7.5 7.5
Sem E. nuttali Amonia:0,50 0,50 0 0
ago
Nitrito: 0,0 0,5 1,0 0

Tabela Ill: Resultados dos testes de biomonitoramento com Pistia stratiotes e Elodea nuttallii.

Todos os valores sao expressos em ppm (partes por milhao)

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
pH:7,2 7 7 7,2
F. stratiotes Aménia:0,50 0,25 0,007 0,25
Lago
Nitrito:0,5 1,75 0,5 0
pH:7,2 7,6 7,6 7,6)
Sem
P. stratiotes Amobnia:0,50 0 0,007 0,25
Lago
Nitrito:0,5 1 0 0,25
pH:6,8 7 6,8 6,8
& puttalli Ambnia:0,25 0,5 0,25 0,25
Orrego
Nitrito:0,25 1,75 2,8 0,25
pH:6,8 7,5 7,5 7,2)
Sem
E. nuttallii Amobnia:0,25 0 0 0
Corrego
Nitrito:0,25 0,5 1 0,5
pH:6,8 7 7 6,6
E.nuttalli Ambnia:0,50 1 0,5 0,25
Lago
Nitrito:0,25 1,75 2,8 1
pH:6,8 7,5 7,2 6,8
Sem
E. nuttallii Amonia:0,50 0,25 0 0
Lago
Nitrito:0,25 1 1 0,5
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Tabela IV: Repeticao dos testes de biomonitoramento.

Todos os valores sdo expressos em ppm (partes por milhao)
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Os testes de proporcao e fitorremediacao, ou seja, o quanto uma unica planta pode
fazer a recuperacao biolégica em diferentes quantidades de agua estao descritos na tabela
V.

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5
pH: 6,15 6,7 6,2 5,8 =
Bacia 1 Aménia:1,00 * 0,25 0,25 *
Nitrito:0,25 1 0,25 0 =
pH:6,1 6,8 6,3 6,1 7
Bacia 2 Amonia:1,00 . entre 0 e 0,25 0 0,25
Nitrito:0,25 0,25 12:00 0 0,25
pH:6,2 6,8 6,3 6,2 7,2
Bacia 3 Aménia:1,00 * entre 0 e 0,25 0 0,25
Nitrito: 0,25 0,25 0 0 0,25
Bacia 4 pH:6,15 6,9 6,4 6,3 71
Aménia:1,00 * 0,25 0 0,25
Nitrito:0,25 0,5 0 0,25 0,25

* Falta de material para desenvolvimento dos testes
** Morte dos vegetais
Todos os valores sdo expressos em ppm (partes por milhdo)

Tabela V: Analises de proporgéo de agua por macrofitas.

As analises microbiolégicas realizadas por método de varredura (tabela VI e VII),
permitiram a identificagdo de protozoarios, podendo assim proferir que devido aparigcdo de
ciliados e flagelados, sugere-se grande quantidade de matéria organica no meio ambiente
aquatico de estudo, corroborando com os dados obtidos pela Sanepar das amostras iniciais
(tabela VII), onde verificou-se que havia presenga de nitrogénio amoniacal, composto
quimico encontrado também em ambientes com matéria organica.

Lamina 1 Lamina 2 Lamina 3
Corrego > 4 protozoarios do tipo ciliado 6 protozoarios ciliado 1 flagelado
Lago > 1 protozoario tipo ciliado 4 protozoarios tipo ciliado

Tabela VI: Analise microbiolégica por varredura na agua do cérrego Agua fresca e Lago igapo.

** Nao foi encontrado protozoarios.
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Foto XV: Micro-organismo flagelado

Fonte: Autora. Foto XVII: Micro-organismos ciliados

Fonte: Autora.

n

."74‘:: SANEPAR
SANEPAR
Relatorio de Ensaio

Laboratério: SANEPAR

Amostra: 39327 Versdo: O Origem da Amostra: Exira

Unidade: USIDLD - 660 Localidade: 153 - Londrina USIDLD

Enderago: Lg lgapd - praximo a Fabrica 1

Ponto: O 007 Bairro: Lago Igapd

Elemento: In natura Componente: Pesquisa Externa

Cod. UT: SUT Coletor: Marcio Pinheiro

Data de Coleta: 140092017 Hora da Coleta: Q8:47 Data do recebimente: 14/09/2017

Andlise Obs Data Resultado Unidade Método LM Area

Cadmio Total - 210817 < 0,001 | mgiL ICP-0ES 0,001 CWEBE-MET
Chumbao Tatal - 250917 < 0,005 | mglL ICP-MS 0,005 CWB-MET
Mercirio Tatal - 2000817 < 00002 | malL ICP-OES 0,0002 CWE-MET
Fasforo Total . 2000817 0| malL Colorimétrico - LDA-FQAmM
Nitrate jcame N} - 1BI09MT 5,47 | mgiL Colarimétrica 0,05 LDA-FQA
Nitrite (comeo Nj - 180817 0,041 | malL Colorimétrica 0,005 LDA-FQA
Nitrogénio Amoniacal - 1609/17 0,0626 | mg/L N-NH4 | Colorimétrico - LDA-FQA

Tabela VII: Resultados da amostra inicial obtidos pela parceria da Sanepar. Parametros da resolugéo
conama 357

Os testes preliminares feitos pela Cacique trouxeram bons resultados e constataram
uma reducgdo na concentracéo de cafeina na agua com as macrofitas.

10/09/2018 12/09/2018
Bacia 1(B1): Agua do Lago + macrofitas nao detectado (< 0,3 mg/L) nao detﬁ%/aljo (<038
Bacia 2(B2): Agua dp_ Lago + cafeina + 14,2 mg/L 13,3 mg/L
macrofitas

Tabela VIII: Resultados da amostra inicial e final obtidos pela parceria da Cacique
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Anadlise de cromatografia liquida de alta performance | (Realizada pela
Companhia Cacique de Café Solavel - Londrina - PR)

A Amostra B1 * Amostra B2

140

120

100

80

60

40

20

23/05 29/05 05/06 12/06

* Todos os valores foram medidos em mg/L.
Fonte: Autora.

Tabela IX: Resultados do teste preliminar da cafeina 2 - cacique (companhia cacique de café soluvel
londrina - pr)

41 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos dados que foram obtidos pelas analises verificou-se a melhora do
ambiente, baseado em valores ideais para peixes de agua doce. Os testes realizados com
a P. stratiotes revelaram melhora nos valores de pH e nitrito da agua do lago, quando
comparados as bacias controle. O mesmo resultado néo foi observado quando colocadas
na dgua do corrego, pois ela manteve os valores da bacia controle, sendo assim, indiferente
para ambiente com agua corrente. Ja a E. nuttallii, ndo apresentou resultados satisfatorios
para a agua de ambos ambientes. Mostrando que P. stratiotes € uma espécie com potencial
promissor de programas de fitorremediacao e biomonitoramento de ambientes aquaticos.

Em relacado ao teste de proporcéo, verificou-se que uma Unica macroéfita é capaz de
melhorar o pH de todas as quantidades testadas; 5L, 10 L, 15 L e 20 L. Sendo necessarios
testes com maiores quantidades, a fim de aferir uma quantidade exata que uma unica
macrofita desta espécie consegue fitorremediar.

Por fim, é clara a possibilidade de utilizacdo de macroéfitas como filtros biolégicos
de ambientes aquaticos em degradagdo. Comparando as duas espécies de macrofitas
no presente trabalho, pode-se afirmar que P. stratiotes apresentou maior potencial no
biomonitoramento e fitorremediagcdo de ambientes aquaticos. A E. nuttallii € uma planta,
que segundo pesquisas, apresenta grande capacidade de resisténcia e pode ser colocada
em tanques para descontaminagdo. Porém nos resultados obtidos verificou-se que ela
apenas manteve os valores como na bacia controle, isso pode estar associado a uma
grande degradag@o do ambiente, ja que ndo foi observado presenga de mata ciliar que
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auxilia na qualidade do ambiente. Outro fator importante que pode estar associado, é que,
por esta espécie necessitar de grande quantidade de nutrientes para sobreviver, a planta
que foi retirada do ambiente e deixada sob condi¢des limitadas de espago ndo manteve o
mesmo padréo de nutrientes do local de origem, talvez isto tenha influenciado sua possivel
melhora nos resultados obtidos.

Os testes realizados em parceria com a Sanepar revelaram na amostra inicial uma
quantidade superior dos compostos nitrogénio amoniacal e nitrito, porém a amostra de
agua permaneceu em contato com as macroéfitas por quatro semanas, sendo enviadas
novamente uma amostra final para companhia parceira mas ainda é aguardado o envio dos
resultados finais para comparagéo e estudo. Até o presente momento € possivel afirmar
que a agua do Lago Igap6 apresenta grande quantidade de matéria organica, devido a
presenca do nitrogénio amoniacal e também pode ser prejudicial ao ambiente aquatico ja
que o excesso de nitrato pode provocar um crescimento de algas, cianobactérias e outros
organismos que aproveitam do excesso da oferta de compostos nitrogenados para se
reproduzir. A contaminagéo por nitrato afeta também o processo de respiragédo dos peixes,
0 que leva a varios outros efeitos secundarios como mau funcionamento dos 6rgéos,
reducao do crescimento, estresse e, por consequéncia, redugéo da imunidade e problemas
de osmorregulacao. A fim de que, os parametros criados de acordo com a colorimetria das
folhas, tamanho da raiz, possa servir de auxilio na identificagdo do comportamento das
macrofitas diante a reagéo a diferentes compostos quimicos, como a cafeina.

Como a cafeina se apresenta acompanhada de outras substancias, o projeto
apresentou algumas dificuldades nesta parte da metodologia, entretanto o teste realizado
pela Cacique permite uma afirmagédo de que essa macroéfita pode detectar e recuperar
ambientes degradados.
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