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APRESENTACAO
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analises fisico-quimica foram analisadas em amostras de polpa in natura de carambola
(Averrhoa carambola L.) e goiaba (Psidium guajava), sendo caracterizada também apés
o processo de industrializagdo da polpa; a vitamina C foi avaliada em amostras da polpa
de Tamarindo (Tamarindus indica L.) na forma in natura e industrializada e; a analise
da composicdo quimica de duas espécies dos frutos de Tapereba-cedro (Antrocaryon
amazonicum).

Os capitulos de 7 a 9 apresentam estudos que avaliaram o desenvolvimento de
uma nova massa de macarrao a partir da substituicdo parcial da farinha de trigo por farinha
proveniente da polpa de Baru; a importancia dos micro-organismos fermentadores na
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de métodos para obtengcdo de nanomateriais de natureza inorganica.

Por fim, os capitulos de 10 a 15 avaliaram o enriquecimento de minerais em amostras
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€ 0s potenciais riscos a sua exposicao; identificacdo de analgésicos em matrizes aquosas
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para adsorcéo do corante azul de metileno; remogéo de Cadmio (Il) a partir da biomassa
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Nesta perspectiva, a Atena Editora vem trabalhando de forma a estimular e incentivar
cada vez mais pesquisadores do Brasil e de outros paises a publicarem seus trabalhos
com garantia de qualidade e exceléncia em forma de livros, capitulos de livros e artigos
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CAPITULO 1

ESTUDO DA ATIVIDADE FOTOPROTETORA DE
EXTRATOS DE CAULE, FLOR, RAIZ E FRUTOS
DE CACTO XIQUE-XIQUE (PILOSOCEREUS

Data de aceite: 01/05/2022
Data de submisséo: 11/03/2022

Deyse Maria Dantas Moura

Universidade Nove de Julho - Osasco - SP
http://lattes.cnpq.br/1297181421575900

Jésu Costa Ferreira Junior

Instituto Federal de Alagoas - IFAL - Maceio -
AL

http://lattes.cnpq.br/5859354241648167

RESUMO: Devido a resisténcia das plantas
da Caatinga ao sol intenso, acredita-se no
seu potencial fotoprotetor contra a radiagéo
ultravioleta (UV), capaz de degradar moléculas
da epiderme humana. Tal condicdo pode
progredir ao fotoenvelhecimento e ao cancer de
pele, mais frequente dentre os casos de cancer
registrados no Brasil e no mundo, equivalente no
pais, em média, a 27% dos tumores malignos
diagnosticados (BRASIL, 2020). Assim, o
desenvolvimento de filtros solares, para prevenir
os efeitos dos raios UV, com alto fator de protecéo
solar (FPS), utlizando menos constituintes
quimicos sintéticos, € um dos alvos de interesse
cientifico. Dessa forma, este estudo busca avaliar
a atividade fotoprotetora dos extratos de flor, fruto,
raiz e caule da espécie Pilosocereus gounellei,
cacto xique-xique, a fim de associa-los a filtros
sintéticos em antissolares de baixo custo, além
de incentivar o plantio do cacto para a reversao
de sua exploragao ecologicamente insustentavel.
Na pesquisa, aplicada, experimental e
quantitativa, foram coletadas amostras no

Pesquisas cientificas e o ensino de quimica

GOUNELLEI)

municipio de Igaci, Delmiro Gouveia e Minador
do Negrdo, em Alagoas, Brasil e os extratos
obtidos por maceragdo etandlica. Os extratos
foram avaliados, in vitro, em espectrofotémetro
(UV/VIS), determinando comprimento de onda
e absorbancia maxima. Analisou-se, ainda,
o teor de flavonoides totais dos extratos, sob
metodologia de Chabariberi et al. (2009) em
espectrofotdmetro, obtendo-se baixos valores
frente ao padrdo utilizado. Foi analisado, entéo,
o FPS dos extratos, segundo Mansur et al.
(1986). Os resultados constataram que, com
base no Regulamento Técnico Mercosul sobre
Protetores Solares em Cosméticos (ANVISA,
2012), os extratos de fruto maduro, flor e raiz
de Igaci e de Delmiro Gouveia apresentam alta
atividade fotoprotetora. Ademais, a variagéo dos
resultados quanto ao local do plantio foi diminuta,
garantindo a reprodutibilidade dos metabdlitos do
cacto.

PALAVRAS-CHAVES: Produto natural; Fotopro-
tecdo; Pilosocereus gounellei; Cacto Xique-Xi-
que; Sustentabilidade.

PHOTOPROTECTIVE ACTIVITY OF
EXTRACTS FROM STEM, FLOWER,
ROOT AND FRUITS OF THE XIQUE-
XIQUE CACTUS (PILOSOCEREUS
GOUNELLEI)

ABSTRACT: Due to the resistance of caatinga
plants to intense sun, its photoprotective potential
against UV, which is capable of degrading
molecules of the human epidermis, has been
drawing attention. This condition can progress
into photoaging and skin cancer, more frequent
among the cancer cases registered in Brazil and
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in the world, equivalent in this country, on average, to 27% of the malignant tumors diagnosed
(BRASIL, 2020). Thus, the development of solar filters, to prevent the effects of UV rays, having
a high solar protection factor (SPF), using fewer synthetic chemical contents, is one of the
targets of scientific interest. Hence, this study seek to evaluate flower extracts’ photoprotective
activity of flower, fruit, root and coil estracts pertaining to the species Pilosocereus gounellei,
xique-xique cactus, in order to associate these synthetic filters in antisolares of low cost,
besides stimulating the cactus planting to revert its ecologically unsustainable exploration.
During this research, applied, experimental and quantitative, samples were collected in the
cities of Igaci, Delmiro Gouveia and Minador do Negréo and the extracts were obtained by
ethanolic maceration. The extracts were evaluated, in vitro, in a spectrophotometer (UV/
VIS), determining wavelengths and maximum absorbance. Also, the percentage of total
flavonoids in the extracts was analyzed using a spectrophotometer, methodology previously
reported by Chabariberi et al. (2009), obtaining low values in comparison with the pattern
used. Thus, it was analyzed the SPF of the extracts, following the methodology reported by
Mansur et al. (1986). The results verified that, based on the Mercosul Technical regulation on
solar protection in cosmetics (ANVISA, 2012), the extracts of mature fruit, flower and roots
from Igaci and Delmiro Gouveia presented high photoprotective activity. Moreover, results
divergences considering different planting sites were detrimental, ensuring the production of
cactus metabolites.

KEYWORDS: Natural product, photoprotection; Pilosocereus gounellei, Xique-Xique cactus,
sustainability.

11 INTRODUGCAO

Considerando-se que o clima tropical semiarido & predominante no Nordeste
brasileiro e que a Caatinga abrange enormes extensdes da regido, € possivel entender
a presenga marcante do Pilosocereus gounellei, cacto xique-xique, na mesma. Dentre
os biomas brasileiros, a Caatinga € o menos conhecido cientificamente e vem sendo
tratado com baixa prioridade, ndo obstante ser um dos mais ameacgados, devido ao uso
inadequado e insustentavel dos seus solos e recursos naturais, e por ter apenas cerca
1% de remanescentes protegidos por unidades de conservacao (PROBIO, 2007). A
Caatinga, devastada ha muitos séculos pela agdo antropica, conforma-se numa situagéo
Unica, frente as demais regides semiaridas do planeta. Dentre essas, é a mais biodiversa
e concomitantemente a mais densamente povoada. No entanto, o desmatamento esta
avancgando sobre as areas remanescentes desse bioma, de modo pulverizado. Tal dinamica,
mostra a necessidade de implementar agbes efetivas para coibir o desmatamento ilegal e
para fomentar a conservagao. Desse modo, faz-se imprescindivel, como ressaltado pelo 15°
Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel da ONU', busca pelo uso sustentavel do Bioma,
considerando suas fragilidades e suas potencialidades (Ministério do Meio Ambiente, 2011).

Paralelamente, a degradagédo da camada de ozbnio estratosférico, que atua como

1 Objetivo 15. Proteger, recuperar e promover o uso sustentavel dos ecossistemas terrestres, gerir de forma susten-
tavel as florestas, combater a desertificacdo, deter e reverter a degradacédo da terra e deter a perda de biodiversidade
(PNUD, 2019).
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protetor da Terra de radiagbes solares, como consequéncia do aquecimento global,
permite a passagem de maior quantidade de raios UV, repercussao direta na incidéncia de
cataratas e de cancer de pele (melanoma), dentre outras doengcas (MENDONCA, 2015).
Uma redugéo de 1% do ozénio estratosférico aumenta cerca de 25% a densidade do fluxo
ultravioleta B que chega a superficie do planeta (Besancenot, 2001, p. 119).

Esses maleficios causados a saude humana sdo em sua maioria cumulativos e
irreversiveis, capazes de produzir alteragdes normalmente imperceptiveis em curto prazo.
Essas alteracbes sdo resultantes da acdo da redugédo das espécies reativas de oxigénio
(EROs) que sédo extremamente danosas aos tecidos, tais espécies desencadeiam reducao
brusca da quantidade dos antioxidantes enddgenos causando a oxidagao e alteracdo dos
lipidios de membranas celulares, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos (DA ROSA, et
al. 2008).

Porém, os raios UV sdo também responsaveis por alguns efeitos benéficos como:
a sintese de vitamina D3 (colecalciferol) que é responsavel pela fixacdo de calcio nos
0ss0s, acao fungicida e bactericida, além da sensacdo de bem-estar. Diferentemente dos
seus efeitos nocivos aos individuos, a curto e médio prazos, em que encontra-se: a perda
de agua e o ressecamento da pele, provocando aspecto opaco, perda da elasticidade,
eritema (vermelhidao), edema, descamacao e manchas. Podem ocorrer ainda queimaduras
solares de diferentes graus. A exposigéo solar cronica da pele a radiacao UV leva a uma
variedade de efeitos adversos, incluindo o fotoenvelhecimento (enrugamento, elastose
e irregularidade da pigmentacgéo), a fotocarcinogénese (carcinoma de células basais e
escamosas e melanoma maligno) e a diminui¢édo da imunidade do individuo (RAMOS et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2008).

As radiacdes UV-A e UV-B agem sobre os sistemas vivos provocando alteracdes
fisiologicas nos tecidos, como a indugdo da atividade de algumas enzimas, secrecdo de
citoquinas e reparo ou recombinacao de estruturas. Esses danos s@o considerados pontos
chave nos processos de envelhecimento e da carcinogénese. A busca pela protegéo solar
se intensificou nas Ultimas décadas, quando os efeitos nocivos do sol tornaram-se mais
conhecidos e divulgados. A cada ano, sdo mais de 135 mil novos casos dessa doenca
registrados no Brasil (INCA, 2014). Paralelamente, aumentou a busca por novos produtos
que possam satisfazer o mercado, trazendo a protecdo ideal (DE SOUZA; CAMPOS;
PACKER, 2013).

Os filtros solares podem ser classificados em dois grupos: quimicos e fisicos. Os
filtros solares quimicos ou organicos sdo, geralmente, compostos aromaticos em um
sistema conjugado que absorvem a luz no comprimento de onda na regido UV, com sua
eficacia determinada pelo Fator de Protecdo Solar, relagéo entre o tempo para formar um
eritema com protegdo e sem protegao do filtro solar quimico (WOLF et al., 2011). Na pratica,
significa quantas vezes mais uma pessoa pode se expor ao sol com o filtro, sem que seja
atingida danosamente pelos raios UV, em relagéo ao tempo que passaria para ser atingida,
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de forma prejudicial, por esses raios, sem filtro (MILESI; GUTERRES, 2002). Ja os filtros
solares fisicos ou inorgénicos, geralmente sdo produtos de origem mineral que atuam como
uma barreira fisica e promovendo a reflexao, dispersdo em outras diregdes ou absorgéo da
radiacéo ultravioleta (VIOLANTE et al., 2009).

Diversos extratos e 6leos de plantas tém sido utilizados em produtos cosmeéticos
como filtros solares, devido a agéo fotoprotetora. Entretanto, a absor¢cdo méxima destes
produtos ndo é muito bem definida porque sdo misturas de diferentes moléculas com
concentracbes variadas. Porém, podem ser utilizados como potencializadores da atividade
fotoprotetora, aumentando o fator de protecéo solar (NASCIMENTO, 2014).

Uma das tendéncias do mercado e da industria cosmética € o desenvolvimento
de produtos com maior niumero de componentes de origem natural, especialmente os de
origem vegetal, explorando de forma racional a biodiversidade brasileira. Sendo o bioma
Caatinga detentor de parte da biodiversidade brasileira, numa situagdo Unica frente as
demais regides semiaridas do planeta por ser a mais biodiversa e concomitantemente a
mais densamente povoada, numa area em que se confunde com o semiarido brasileiro
(Ministério do Meio Ambiente, 2011).

Cabe ressaltar que mais de 50% da populagéo brasileira, por falta de recursos, ndo
tém acesso a produtos essenciais para o tratamento ou prevencéo de doencas, tais como
as causadas pela exposicao aos raios UV (BASSANI, 2005). De forma anéaloga, Gatrel
(2002, p. 11-12) destaca que os efeitos decorrentes de episédios climaticos, resultantes
do aquecimento global e das imperfeicbes antrépicas ligadas a camada de ozonio,
possuem uma interacdo direta com as condi¢gdes socioeconOmicas-tecnolégicas das
diversas sociedades humanas; aquelas menos aquinhoadas encontram-se mais expostas
aos riscos e sédo portanto mais vulneraveis que aquelas dos paises ricos e desenvolvidos
(MENDONCA, 2015).

Desse modo, os protetores solares sdo, em muitos casos, inacessiveis a populagao
de baixa renda. Esse aspecto torna notoria a utilidade da presente pesquisa, sob objeto: o
extrato do Pilosocereus gounellei para anélise de seu potencial fotoprotetor.

Sabendo-se que poucos sdo os estudos etnobotanicos desenvolvidos no Brasil
envolvendo as cactaceas da Caatinga e associando a intensa radiagdo solar a qual o P.
gounellei € submetido, compreende-se a necessidade e viabilidade de pesquisas ligadas a
tematica (ANDRADE et al., 2006a; 2006b; LUCENA, 2012), tendo em vista a possibilidade
reversdo do estado de degradacédo da espécie ocasionada pela utilizacao de extratos de P.
gounellei na formulagéo de fotoprotetores de baixo custo.

Reforgando, assim, a necessidade da descoberta de novos antissolares a partir dos
dados expostos. Desenvolveu-se, portanto, a hipdétese de que o Pilosocereus gounellei
possui atividade anti-solar. Sendo o objetivo geral do projeto, avaliar a atividade fotoprotetora
da espécie Pilosocereus gounellei (cacto xique-xique); e 0s objetivos especificos: coletar
amostras de Pilosocereus gounellei em Delmiro Gouveia, Igaci e Minador do Negrao,
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Alagoas; produzir extratos brutos em etanol por maceragéo; avaliar a atividade fotoprotetora
dos extratos.

21 OBJETIVO

Avaliar a atividade fotoprotetora dos extratos de flor, fruto, raiz e caule da espécie

Pilosocereus gounellei (cacto xique-xique).

31 MATERIAIS E METODOS

Os materiais vegetais foram identificados conforme caracterizagéo botanica de Lima
(1996) e Correia (1984) e posteriormente coletados durante o periodo de estiagem. Para
analise laboratorial das amostras, foram removidos os espinhos, raiz, frutos e flores do
cactos, fracionados, pesados e armazenados separadamente. Apds a secagem das coletas
de caule, fruto e flor em estufa com ventilagdo forcada a no maximo 60°C, os materiais
vegetais secos e demais amostras foram armazenadas para extragdo. Os extratos foram
obtidos por maceracao em etanol 99% e posteriormente concentrados em evaporador
rotatério. Cada extrato foi submetido a avaliagdo do comprimento de onda méaximo.

Para determinagdo do comprimento de onda méaximo (A max.) e da absorbéancia
maxima (A max.), os extratos secos foram diluidos em alcool etilico grau espectroscépico
(50,0 mg/L e/ou 100mg/L p/v) e realizada varredura entre os comprimentos de onda de
260 a 400 nm em espectrofotdmetro, em cubeta de quartzo, para verificar a absorgédo nas
regides ultravioleta (UVA e UVB).

Na determinac¢do do teor de flavonoides totais os extratos foram submetidos a
metodologia descrita por Chabariberi et al. (2009) em espectrofotdmetro, para tanto 0,3 g
do material vegetal foi extraido com etanol/agua e diluida com metanol para obtencéo da
concentracdo desejada. As absorbancias a 413 nm destas solu¢des foram comparadas
apbs complexagdo com cloreto de aluminio.

O fator de protecéo solar (FPS) foi determinado segundo a metodologia de Mansur
et al. (1986) com algumas modificagdes. Para tanto, os extratos secos foram diluidos em
alcool etilico grau espectroscopico e as leituras espectrofotométricas foram realizadas no
espectrofotometro UV/VIS em cubeta de quartzo de 1,0 cm caminho éptico, na faixa de 290
a 320 nm com intervalos de 5 nm. As absorbancias obtidas foram adicionadas na equagéo
descrita por Mansur, (1986) para obtengcdo do FPS espectrofotométrico. Os extratos com
melhores resultados foram incorporados a formulagbes antissolar para avaliacdo da

associagdo do filtro solar sintético com o natural.
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41 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacao do comprimento de onda maximo (A max.)

Segundo Bobin et al. (1994), dentre os determinantes da eficacia dos fotoprotetores
naturais, destaca-se a composi¢éo quimica e a absorgcédo do espectro ultravioleta, além do
coeficiente de absortividade molar e da solubilidade. Sabendo disso, os extratos foram
analisados em espectrofotdbmetro UV/VIS, diluidos em élcool etilico grau espectroscopico
(50,0 mg/L e/ou 100mg/L p/v) para a varredura das solugdes entre os comprimentos de
onda de 260 a 400 nm, baseados no espectro UVA e UVB.

Observou-se, entdo, que os extratos das amostras da raiz (Figura 1), sementes
de frutos maduros (Figura 2 e Figura 5), cascas de frutos maduros (Figura 3) e cascas de
frutos verdes a 50 e a 100 ppm, bem como de sementes de frutos verdes (Figura 4) a 100
ppm coletados em Delmiro Gouveia apresentaram altos valores de absorbancia na faixa
de 290 a 320 nm.

Figura 1. Comprimento de onda max. de raiz de Figura 2. Comprimento de onda max. de sementes
Delmiro Gouveia. dos frutos maduros de Delmiro Gouveia a 100 ppm.
Fonte: Autor, 2019. Fonte: Autor, 2019.
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Figura 4. Comprimento de onda méax. de caule de
Figura 3. Comprimento de onda max. de cascas de Minador do Negréo (100 ppm), de Igaci (100 ppm),
frutos maduros de Delmiro Gouveia. sementes de frutos maduros (50 ppm) e sementes

Fonte: Autor, 2019. de frutos verdes (50 e 100 ppm) de Delmiro Gouveia.

Fonte: Autor, 2019.
Os extratos a 50 e 100 ppm de caule (Figuras 5), frutos maduros (Figura 6) e flores

(Figura 7) coletadas em Igaci, assim como os extratos de raizes (Figura 8) a 100 ppm,
apresentaram alto grau de absorgéo entre 320 e 290 nm.

Figura 5. Comprimento de onda méx. de caule (50 e

100 ppm) e raiz (50 ppm) de frutos verdes de lgaci, Figura 6. Max. comprimento de onda de frutos
caule (50 e 100 ppm) e raiz (50 e 100 ppm) de Minador maduros de Igaci.
do Negréo.

Fonte: Autor, 2019.
Fonte: Autor, 2019.
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Figura 7. Comprimento de onda max. de flores de Igaci  Figura 8. Comprimento de onda max. de raizes de
a 50 e 100 ppm. Igaci a 100 ppm.

Fonte: Autor, 2019. Fonte: Autor, 2019.

Assim, as plantas que absorvem na regido UV, apresentam em sua composi¢éao,
moléculas ativas semelhantes aos filtros quimicos sintéticos (Bobin et al., 1994; Rancan
et al. 2002).

4.2 Determinacao do Fator de Protecao Solar (FPS)

A acéo fotoprotetora de um filtro solar é medida universalmente através do fator
de protecédo solar (FPS), sendo o FPS é aplicado exclusivamente a radiacdao UVB, pois
estas sdo as causadoras de eritemas e apresentam maior incidéncia na superficie terrestre
(Tabela 2). Dessa forma, o FPS é calculado pela razao entre a energia UVB suficiente para
a ocorréncia da dose minima eritematosa (DME) na pele fotoprotegida e a pele sem filtro
solar (Equagéo 1).

Equagéo 1. Determinagéo do FPS.
Fonte: <http://abihpec.org.br/2012/04/panorama-do-setor-2011/>.

Acesso em: 30 agosto, 2020.

O FPS é calculado como a razdo entre a energia UVB suficiente para a ocorréncia
da dose minima eritematosa (DME) na pele fotoprotegida e a pele sem filtro solar (Equacgéo
1). ADME é a dose de energia capaz de iniciar a producdo de eritemas nitidos observados
entre 16 e 24 horas apés a exposicdo a radiagdo UVB (Resolugdao RDC, 2012). A forma
mais precisa para a avaliagdo dos valores de FPS se da em seres humanos. No entanto,
essa avaliagdo in vivo requer voluntarios, alto custo, além do acompanhamento de técnicos
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especializados e de médicos (VELASCO et al.,, 2011) para um teste estatisticamente
satisfatério. Por isso, configura-se como o Ultimo estagio em uma bateria de testes de
fotoprotecdo, ainda ndo realizado na presente pesquisa. Dentre os métodos para
determinacao do FPS in vitro, o descrito por Mansur (1986) se destaca pela acessibilidade
e correlagdo com os testes in vivo (DO NASCIMENTO et al., 2014). Com esse, através da
Equacéo 1, obteve-se para cada extrato, valores que variam em comprimento de onda no
espectrofotometro UV/VIS, como os descritos na Tabela 3.

Cilculo FPS
Abs EEx1 Caule de MN 50ppm
320 0,0180 0218
315 0,0839 0.228
310 0,1864 0.24
305 0,3278 0.256
300 0,0180 0274
205 0,0839 0.291
290 0,1864 0316
FPS 2.604285714

Tabela 3. Esquema de obtencéo de resultados para calculo de FPS.

Fonte: Autor, 2019.

Apb6s a aplicagcao dos calculos, observou-se que os extratos de flores e frutos
maduros, coletados apenas em lIgaci, em razdo da dificuldade de acesso as amostras -
cedidas, voluntariamente, por fazendeiros dos municipios estudados -, apresentaram nas
concentracbes de 100 e 50 ppm os resultados mais promissores. Em sequéncia, destacaram-
se, respectivamente, os extratos de raiz de Igaci (100 ppm), de Delmiro Gouveia (100 ppm)
apresentaram fatores de protecéo significativos, seguidos dos extratos de cascas de frutos
verdes a 100 e 50 ppm e cascas de frutos maduros a 100 ppm, coletados de Delmiro

Gouveia.
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Tabela 4. Resultados dos extratos com FPS promissores.

*Resultados mais promissores em negrito e ndo obtido com os extratos de raiz e sementes verdes a 50
ppm, respectivamente de Minador do Negréo e Delmiro Gouveia.

Fonte: Autor, 2019.

Dessa forma, observou-se dentre os resultado que os frutos em maior estado de
maturagéo apresentaram maior atividade fotoprotetora, sendo associados a maior produg¢ao
de constituintes fitoquimico que apresentam alto teor de absorgéo de raios ultravioletas. Por
fim, os extratos produzidos a partir de amostras coletados nos municipios de Igaci e Delmiro
Gouveia apresentaram melhor atividade, em comparagéo com os coletados em Minador do
Negrdo. Ainda assim, ndo houve variacdo acentuada nos resultados quando comparados
de acordo com o local do plantio, garantindo a reprodutibilidade dos metabdlitos da planta
estudada. Sabendo que a resolugdo atual da ANVISA (2012), descrita no Regulamento
Técnico Mercosul sobre Protetores Solares em Cosméticos, sobre protetores solares exige
um FPS de no minimo 6 para formulagbes comerciais, foi possivel constatar a acentuada
atividade fotoprotetora de fruto maduro, flor e raiz do cacto, coletados em Igaci e Delmiro
Gouveia. Paralelamente, Melo (2015) destaca que ha substancias quimicas que funcionam
como filtros que apresentam FPS proximo a 3, tendo como base o FPS de filtros disponiveis
no mercado. Dessa forma, o critério utilizado para decidir se uma fragéo ou extrato pode

ser utilizado para fotoprote¢do expande-se a apresentar FPS > 3. Portanto, os extratos de
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caule, sementes de frutos maduros, cascas de frutos maduros e cascas de frutos verdes
coletados em Igaci, Delmiro Gouveia e Minador do Negrdo também apresentam FPS

adequado para a formulagao de fotoprotetores.

4.3 Determinacao do teor de flavonoides totais

Os flavonoides, de acordo com dados presentes na literatura, sdo considerados
constituintes da espécie P. gounellei. Devido ao poder de absorcdo desse metabdlito,
analisou-se sua presenca nos extratos promissores.

Através da curva analitica, usando como padréo solugdes de rutina em etanol: agua
60% v/v nas concentragdes de 37,5; 75; 112,5; 150; 187 e 225 mg/L, obteve-se o Teor
de Flavonoides Totais (TFT) em rutina (mg de flavonoide/g de planta seca). De acordo
com a absorbancia dos extratos a 413 nm, detectou-se baixos valores de TFT, frente ao
padrao utilizado (Figuras 17 e 18), podendo ser associado a uma possivel degradagéo
dos flavonoides dos extratos por fungos e bactérias no periodo de armazenamento até a
realizagdo do presente teste. Os extratos com maior teor de flavonoides totais foram os de
cascas de fruto maduro de Delmiro Gouveia (100 ppm), fruto maduro de Igaci (100 ppm)
e caule de Igaci (100 ppm). Paralelamente, o alto FPS dos extratos do cacto se da por
sua constituicdo fitoquimica que, tendo em vista os resultados obtidos, esta possivelmente
ligada aos demais metabdlitos secundarios desse.

Figura 17. TFT de caule, fruto e raiz.
*IG - Igaci
**DG - Delmiro Gouveia

Fonte: Autor, 2019.
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Figura 18. TFT de casca de fruto verde de Delmiro Gouveia (50 e 100 ppm), casca de fruto maduro de
Delmiro Gouveia (100 ppm) e flor de Igaci (50 e 100 ppm).

*V DG - Verdes de Delmiro Gouveia
** M DG - Maduras de Delmiro Gouveia
***1G - lgaci
Fonte: Autor, 2019.

51 CONCLUSAO

Com base nestes resultados e considerando o metabodlitos constituintes, tais
como flavonoides, da planta que embasam o seu potencial fotoprotetor, conclui-se que
os extratos de frutos maduros e flores coletados em Igaci, bem como de raizes coletadas
em lgaci e Delmiro Gouveia, de P. gounellei, possuem capacidade de fotoprotecdo. De
modo que o melhores resultados foram associados a cidade de Igaci e Delmiro Gouveia,
possivelmente em razéo do teor levemente mais Umido do solo desses municipios frente
a Minador do Negréo e que houve pouca variagao nos resultados de uma cidade de coleta
para outra, o que assegura a reprodutibilidade de substancias fitoquimicas da planta,
independente do municipio de plantio. Cabe salientar, ainda, que os frutos fracionados
ndo apresentaram atividade tdo significativa, em comparagdo com o fruto por inteiro e
em maior estado de maturagcdo. Sendo assim, com a realizagéo, futuramente, de outros
testes, tais como de toxicidade dos extratos, esses poderdo inserir-se no mercado para
producao de fotoprotetores naturais. Assim, incentivando, através do plantio do cacto, sua
permanéncia, em territorio nacional, além de contribuir para atenuagao de problematicas
como a desertificacdo. Ademais, a utilizagdo do cacto, expandira o uso de fotoprotetores
quimicos a populagdo em estado de maior vulnerabilidade financeira e exposigéo ao sol,
residente da Caatinga, diminuindo casos de doengas vinculadas aos raios ultravioleta.
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RESUMO: A carambola (Averrhoa carambola L.)
pertencente a familia Oxalidaceae e é originaria
da Asia tropical, sendo sua polpa, em geral,
de consisténcia rigida, e consumida em sucos,
doces e de forma in natura. O objetivo deste
trabalho foi realizar andlises de cinco variaveis
fisico-quimicas de polpa de carambola in natura,
produzidas e comercializadas em Belém do
Para. O pH encontrado teve uma média de 2,7. O
valor médio da condutividade elétrica foi de 1,80
mS/cm. Os Sélidos Soluveis Totais (SST) médio
foi de 6,00° Brix. A umidade média foi de 87,52
%. Ja a densidade média foi de 0,99 g/mL. Os
resultados encontrados estdo em conformidade
com relatos da literatura, indicando serem as
polpas de boa qualidade, ou trazem novos dados
ao estudo de polpas de frutas (carambola).
PALAVRAS CHAVES: Amazoénia; frutas; controle
de qualidade.

ABSTRACT: Star fruit (Averrhoa carambola L.)
belongs to the Oxalidaceae family and is originally
from tropical Asia. Its pulp is generally rigid and
consumed in juices, sweets and in natura. The
objective of this work was to carry out analyzes of
five physicochemical variables of fresh star fruit
pulp, produced and marketed in Belém do Para.
The pH found had an average of 2.7. The mean
value of electrical conductivity was 1.80 mS/cm.
The average Total Soluble Solids (SST) was
6.00° Brix. The average humidity was 87.52%.
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The average density was 0.99 g/mL. The results found are in accordance with reports in the
literature, indicating that the pulps of good quality, or bring new data to the study of fruit pulp
(star fruit).

KEYWORDS: Amazon; fruits; quality control.

11 INTRODUGAO

A carambola (Averrhoa carambola L.), Figuras 1, pertencente a familia Oxalidaceae
e é originaria da Asia tropical, mais provavelmente da india, e parece ter sido introduzida,
no Brasil, por volta de 1817, no Nordeste, espalhando-se, a partir dessa regido, por todo o
litoral brasileiro (VENTUROSO et al., 2002). Ela pode atingir até 10 m de altura e apresenta
folhas compostas de cinco foliolos, imparipinadas de coloragéo verde brilhante. As flores
séo pequenas de cor roseo-lilas (CRUZ, 2020).

Figura 1. Arvore de caramboleira (Averrhoa carambola L.), & esquerda, e detalhes das folhas e flores, &
direita.

As formas dos frutos da caramboleira, Figura 2, variam de oblongo a elipséide,
com 6 a 15 cm de comprimento e com 4 a 5 recortes longitudinais, que correspondem aos
carpelos (CAMPBELL; KOCH, 1989). A casca ¢ translicida, lisa e brilhante, e a cor varia
do esbranquicado ao amarelo ouro intenso (WILSON, 1990), com sabor agridoce (GOMES,
1980) e a polpa é, em geral, de consisténcia rigida.
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Figura 2. Frutos da caramboleira (Averrhoa carambola L.).

As formas de consumo da carambola sé&o: fruta fresca ou sucos, geleias, compotas,
doces caseiros e saladas, e o sumo das sementes € utilizado para remover manchas
diversas, enquanto que as flores sdo consumidas em saladas e pratos exéticos, e as
folhas fazem parte da farmacopeia indiana. Ja seu suco, além de um refrigerante saudavel,
também pode ser utilizado como febrifugo, antiescorbutico e antidisentérico (BASTOS,
2004).

Os beneficios atribuidos a estes frutos sdo devido suas vitaminas, rico em Ca,
que pode prevenir a osteoporose, cansago mental, anemia, resfriado etc. Suas folhas
maceradas e aplicadas no local, sendo utilizado em picadas venenosas (CRUZ, 2020).
Além disso, tanta a casca quanto a polpa, é rica em fibras dietéticas sollveis, o que
contribui para a melhora da digestdo e impede a absorgéo do colesterol ruim (LDL) pelo
intestino (CORREA, 1962).

O extrato de forma aquosa da carambola pode apresentar atividade antiglicémica,
sendo utilizada na manutencgéo dos niveis de glicose em diabéticos (PROVASI et al., 2001;
SHAHEREEN et al., 2012), e pode ser também antioxidante (SILVA; SIRASA, 2018).

Com o avango das pesquisas sobre os efeitos toxicos provocados pela fruta
pela Universidade de Sdo Paulo (USP), ocorreu a descoberta de uma toxina que seria
a responsavel pelos efeitos neurotédxicos, provocados pela carambola. Nesse estudo,
a neurotoxina presente na fruta foi isolada e observou-se que ela atua especificamente
desativando o sistema GABAérgico. Os pesquisadores notaram que essa molécula difere
do oxalato, e a denominaram por caramboxina (OLIVEIRA; AGUIAR, 2015).

Além da sintomatologia neurol6gica, € identificado, por método observacional,
em humano-insuficiéncia renal aguda por dano tubular devido a deposicéo difusa de
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oxalato (substancia abundante na fruta), diminuindo a taxa de filtragdo glomerular e morte
programada das células epiteliais renais (FANG et al., 2008; FERREIRA et al., 2008;
ABEYSEKERA et al.,, 2015). Os sinais clinicos encontrados em humanos intoxicados
se resumem a alteragbes gastrointestinais (vOmito, diarreia, anorexia, dor abdominal),
sendo solugos o mais relatado (NETO et al., 2003; OLIVEIRA e AGUIAR, 2015). Alteracéo
neuroldégica como midriase, tremores, paresia, insénia, fraqgueza muscular, convulsédo e

alteragbes de consciéncia também foram observados em humanos (TSAI et al., 2005).

21 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi caracterizar polpas in natura de carambola
comercializadas em Belém do Para, através da determinagdo de cinco variaveis fisico-
quimicas (pH, condutividade elétrica, umidade, densidade e soélido soluveis totais,
empregando-se metodologias oficiais e bem estabelecidas na literatura, de forma a
contribuir com seu controle de qualidade.

31 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Para a realizagcdo das analises, foram adquiridas seis amostras de carambolas
maduras, produzidas e comercializadas no municipio de Belém do Para, no estado do
Estado, que foram levadas ao Laboratério de Fisica Aplicada & Farméacia (LAFFA), da
Faculdade de Farmécia, da Universidade Federal do Para (UFPA), onde foram devidamente
higienizadas com solu¢do de hipoclorito de sodio a 1 %, seguida de lavagem abundante
com agua destilada, e secagem dos frutos. Apdés secos, os frutos foram despolpados
e as amostras, com massa entre 20 g e 40 g, foram armazenadas individualmente em
recipientes escuros e sob refrigeragdo (4° C), até o momento das analises, recebendo as
denominacdes de C1 a C6.

3.2 Analises fisico-quimicas

Foram investigadas as seguintes varidveis fisico-quimicas: pH; condutividade
elétrica (CE); densidade; sélidos soluveis totais (SST); e teor de umidade.

Para as determinacbes de pH e de CE, primeiro foi preparado uma solucéo e,
para isso, cerca de 5 g de polpa de carambola foram pesadas em erlenmeyer de 125 mL,
com o emprego de uma balanga analitica. A massa pesada de polpa, foram acrescidos
exatamente 75 mL de agua destilada, e, entdo, o sistema foi agitado constantemente por
30 min, obtendo-se, no final, uma solu¢do aquosa homogénea.

O pH da polpa foi determinado através do emprego de um pHmetro (PHTEK),
previamente calibrado com solugao tampé&o pH 4 e 7 (AOAC, 1992; ADOLFO LUTZ, 2008),
e o valor do pH do meio (solugdo da polpa de carambola preparada previamente) foi lido
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diretamente no visor do aparelho.

A CE foi medida na mesma solugéo preparada, porém foi utilizado um condutivimetro
portétil, previamente calibrado com solugdo padrédo 143,5 mS/cm e o eletrodo do
instrumento introduzido na solugéo, se tomando a leitura dos valores diretamente no visor
do equipamento.

As determinacdes de densidade, umidade e de sélidos soluveis totais (SST), foram
executadas conjuntamente, pelo método refratométrico, tendo sido utilizado um refratdmetro
portatil (Instrutherm, modelo ATAGO 090), calibrado previamente, e se transferindo uma ou
duas gotas da amostra para o prisma do instrumento, sendo anotado o valor lido na escala
correspondente (° Baumé, % de agua e ° Brix). Umidade e SST verificados diretamente
nas escalas internas do aparelho, ao passo que a densidade foi obtida através da equacao
abaixo, que transforma os graus Baumé (° Be) para a densidade d.

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicatas, sendo que os resultados
dos parametros obtidos foram apresentados como média e desvio padrao, determinados
em planilhas eletrénicas produzidas no Excel 2010.

41 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados obtidos para as cinco variaveis fisico-
quimicas realizadas.

CE SST Densidade Umidade
Amostra pH (mS/cm) (° Brix) (g/mL) (%)
C1 2,68 +£0,04 1,80 +0,17 6,15 + 0,21 0,97 £0,00 87,28 +1,51
Cc2 2,45 +0,18 1,76 +0,13 5,95 + 0,07 0,98 + 0,03 88,97 + 0,25
C3 2,65 +0,07 1,91 £0,05 5,40 £ 0,42 1,01 £0,02 86,31 £ 1,57
Cc4 2,73 £ 0,04 1,77 £0,05 6,00 + 0,42 0,98 + 0,03 86,02 + 2,69
C5 2,73+0,11 1,84 +£0,05 6,85 + 0,21 1,02 + 0,01 87,77 £0,83
Cc6 2,73 +0,11 1,86 + 0,04 6,00 + 0,42 0,99 + 0,00 89,53 + 0,08
Geral 2,7 +0,09 1,80 + 0,06 6,00 + 0,32 0,99 + 0,01 87,52 +1,17

Tabela 1. Valores experimentais encontrados para as cinco variaveis fisico-quimicas estudadas,
expressos em termos de médias e desvios-padrdes de trés replicatas.

O pH médio foi de 2,7, indicando frutos dentro da faixa estudada por Araujo e Minami

(2001), com média de pH, dependendo da caramboleira, variando entre 1,6 e 3,3, e menos
acidos que Averrhoa bilimbi que apresentou valor de pH variando entre 1,1 e 1,6 de acordo
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com o estadio de maturagdo (ARAUJO et al., 2009). Todavia, as polpas investigadas
apresentaram uma acidez maior (menor pH) do que as polpas frescas estudadas por Rigo
et al. (2021), que tiveram uma média igual a 3,66. Na legislagdo nacional o valor de pH
ideal para a para essa polpa é de 3,3 (BRASIL, 2018), indicando que as polpas estédo
mais &cidas do que sugerido. Como o pH da polpa de carambola foi baixo, por mais que
esteja discrepante com a legislacao, ele ainda pode ser considerado um fator que garante
a qualidade das polpas, pois, conforme Janior et al. (2005), ele, ao ser baixo, favorece a
conservagao da polpa, pois evita o desenvolvimento de leveduras que deterioram o produto.

A condutividade elétrica (CE) média foi de 1,80 mS/cm. N&o existe valor estipulado
legalmente para CE na legislag@o nacional, para polpas de frutas, nem valor registrado na
literatura consultada para polpa de carambola.

Os Solidos Soluveis Totais (SST) teve média de 6,00° Brix, possuindo um menor
valor em relagdo a Teixeira et al. (2001), que observaram uma variagéo de 7,9 a 10,3°
Brix para frutos maduros de 6 cultivares de carambola, mas dentro da faixa estimada por
Araljo e Minami (2001), que mencionaram variagcdo na média do teor de SST entre 4,9 e
6,6° Brix em 270 frutos dos tipos doce e acido, coletados de 15 caramboleiras. Também
o valor médio encontrado é inferior ao valor de 7,5° Brix descrito na literatura (BRASIL,
2018). Nos Padrdes de Identidade e Qualidade (P1Q) estabelecidos na legislagdo, a polpa
de carambola apresenta um SST de 7,5° Brix (BRASIL, 2018), o que € superior ao obtido no
presente trabalho, mas, conforme Junior et al. (2005), os SST, por ser uma medida indireta
do teor de agucar e associado ao tipo de fruto, pode apresentar variagbes de acordo com
as condic¢des climaticas, dentre outros possiveis.

A umidade média obtida foi de 87,52 %, indicando existir um grande teor de agua na
fruta, porém, esta inferior aos valores obtidos por outros trabalhos, tais como: Oliveira et
al. (1989), que variaram no intervalo de 89,9 % a 91,7 %; Rigo et al. (2021), com um valor
média de 92,32 %; e Araujo et al. (2018), com um resultado médio de 94,42 %. Mesmo
sendo um valor inferior aos encontrados na literatura, as polpas ainda apresentam uma
porcentagem adequada (JUNIOR et al., 2005).

O valor médio da densidade foi de 0,99 g/mL, estando na faixa dos valores
encontrados por Alvarado e Romero (1989), que foram entre de 1,00 e 0,98 g/mL. Também
o PIQ para essa fruta ndo apresenta tal parametro (BRASIL, 2018).

51 CONCLUSAO

A maioria das caracteristicas fisico-quimicas estudadas esta de acordo com estudos
anteriormente realizados com polpas de carambola, de outras localidades. Apenas pH e SST
estdo presentes no PIQ de polpa de carambola, e, para esses parametros, os resultados
encontrados foram inferiores aos do PIQ, mas um pH menos indica uma maior protegéo do
produto frente a agdo de microrganismos deterioradores, o que eleva o grau de qualidade
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do produto, as variacbes de SST sdo esperadas pelas associacbes dessa varidvel com
outros fatores, como o clima, sendo este bem peculiar na regido de origem das polpas.

As demais variaveis ndo foram relatadas na literatura, para polpa de carambola,
e, desta forma, os presentes resultados evidenciam a importancia do estudo da polpa de
carambola in natura, enfatizando a necessidade da andlise fisico-quimica na elaboracéo
de novas formulag¢des pela industria de alimentos, e o permanente controle de qualidade
das polpas de frutas.
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RESUMO: A goiabeira (Psidium guajava L.)
pertence a familia Myrtaceae A polpa é, em
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GOIABA IN NATURA

geral, de consisténcia rigida, sendo consumida
em sucos , doces e in natura. O objetivo deste
trabalho é realizar a analise fisico-quimica
da poupa de goiaba in natura produzidas e
comercializadas em Belém do Para. O pH
médio encontrado foi de 3,62. O valor médio
da condutividade elétrica foi de 0,59 mS/cm.
Os soélidos soluveis totais foram, em média, de
9,65 °Brix. A umidade média foi de 82,30 %. Ja
a densidade média foi de 1,028 g/m3, sendo tais
resultados conformes com a legislagéo vigente e/
ou a literatura sobre polpas de goiaba, quando
existentes, ou fornecem informagbes ainda néo
muito exploradas.

PALAVRAS CHAVES: Amazoénia; frutas; controle
de qualidade.

ABSTRACT: The guava tree (Psidium guajava
L.) belongs to the Myrtaceae family. The pulp is,
in general, of rigid consistency, being consumed
in juices, sweets and in natura. The objective
of this work is to carry out a physical-chemical
analysis of fresh guava pulp produced and sold
in Belém do Para. The average pH found was
3.62. The mean value of electrical conductivity
was 0.59 mS/cm. Total soluble solids averaged
9.65 °Brix. The average humidity was 82.30%.
The average density was 1.028 g/m3, and these
results are in accordance with current legislation
and/or the literature on guava pulp, when
available, or provide information that has not yet
been explored.

KEYWORDS: Amazon; fruits; quality control.
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11 INTRODUGAO

Com origem nas regides tropicais americanas, a goiabeira (Psidium guajava
L.) pertence a familia Myrtaceae, sendo amplamente cultivada nas regides tropicais e
subtropicais do mundo (SOUZA et al., 2009). Dentre os paises produtores, o Brasil € um
dos maiores, com volume de produgéo de 424,31 mil toneladas, em uma area plantada de
17,60 mil hectares, em 2016 (KIST et al., 2018).

A maioria dos pomares comerciais de goiabeiras & originado por propagagdo
vegetativa, também sdo encontrados pomares estabelecidos por propagacdo seminal. A
forma reprodutiva mais frequente na producdo de frutos em P. guajava é a polinizagéo
cruzada, sendo esta classificada como uma espécie aldbgama (ALVES; FREITAS, 2007).
Este fato, aliado ao modo reprodutivo da espécie, resulta em heterogeneidade das
goiabeiras no pomar, nas caracteristicas dos frutos e das plantas, possibilitando a selecéo
de gendtipos para o melhoramento da cultura (LOZANO et al., 2009; NIMISHA et al., 2013).

Aimportancia econémica desta frutifera é ocasionada devido aos inUmeros métodos
de aproveitamento do seu fruto, podendo ser utilizada na industria, como polpa, suco,
doces, entre outros, também é consumida como fruta in natura. A fruta apresenta alto valor
nutritivo, possuindo elevados teores de vitamina C (acido ascérbico), vitamina A, calcio,
tiamina, niacina, foésforo e ferro (NETO et al., 2001).

O conhecimento das propriedades quimicas e fisicas da goiaba é um fator altamente
relevante, umavez que eles sao utilizados como referéncia para a aceitabilidade das mesmas
no mercado nacional e internacional. Dentre as caracteristicas quimicas, pode-se destacar:
o pH, a acidez titulavel, o ° Brix e os teores de proteina e, dentre as caracteristicas fisicas,
pode-se destacar: peso do fruto, o didmetro longitudinal e transversal, e a resisténcia da
polpa.

21 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo caracterizar polpas in natura de goiaba (Psidium
guajava L.), comercializadas em feiras e supermercados de Belém do Para, no periodo
de maio a junho de 2020, através da determinagdo de cinco variaveis fisico-quimicas
(pH, condutividade elétrica, umidade, densidade e sélido sollveis totais), empregando-se
metodologias oficiais e bem estabelecidas na literatura, de forma a contribuir com seu
controle de qualidade.

31 MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Foram adquiridas dez amostras de goiabas (Psidium guajaval.) maduras, produzidas
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e comercializadas no municipio de Belém do Para, em feiras livres e supermercados, entre
0s meses de maio e junho de 2020. As dez amostras foram denominadas de G 1 a G10,
conforme sua ordem de aquisicédo, e foram levadas ao Laboratério de Fisica Aplicada a
Farmacia (LAFFA), da Faculdade de Farmécia, da Universidade Federal do Para (UFPA),
onde foram devidamente higienizadas com solugao de hipoclorito de sédio a 1 %, seguida
de lavagem abundante com agua destilada, e secagem dos frutos. Ap6s secos, os frutos
foram despolpados e as amostras, com massa entre 20 g e 40 g, foram armazenadas
individualmente em recipientes escuros e sob refrigeracdo (4° C), até o momento das
analises, que foram realizadas em um prazo maximo de 48 h apds aquisicéo.

3.2 Analises fisico-quimicas

Em laboratério, as seguintes variaveis fisico-quimicas foram avaliadas: pH;
condutividade elétrica (CE); densidade; sélidos soluveis totais (SST); e umidade.

As determinagbes de pH e CE foram realizadas em solu¢des aquosas das polpas,
que foram preparadas se pesando, em balanga analitica, cerca de 5 g de polpa de goiaba
em erlenmeyer de 125 mL, e posterior acréscimo de 75 mL de agua destilada. Entao, o
sistema foi agitado, constantemente por 30 min, ou até se obter, no final, uma solugéo
aquosa homogénea (AOAC, 1992; ADOLFO LUTZ, 2008).

Para a leitura de pH, se introduziu o eletrodo de um pHmetro (PHTEK), previamente
calibrado com solugéo tampéo pH 4 e 7 (AOAC, 1992; ADOLFO LUTZ, 2008), e o valor do
pH do meio (solugéo da polpa de goiaba previamente) foi registrado diretamente no visor do
aparelho. Por outro lado, a CE foi medida através de um condutivimetro portatil, previamente
calibrado com solugdo padrdo 143,5 mS/cm e o eletrodo do instrumento introduzido na
solugéo, se tomando a leitura dos valores diretamente no visor do equipamento.

A densidade, a umidade e os solidos sollUveis totais (SST) foram determinados
de forma conjunta, através do método refratométrico (ADOLFO LUTZ, 2008), tendo sido
utilizado um refratémetro portatil (Instrutherm, modelo ATAGO 090), calibrado previamente,
e se transferindo uma ou duas gotas da amostra de polpa para o prisma do instrumento,
sendo, entdo, anotado o valor lido nas trés escalas correspondentes (° Baumé, % de agua
e ° Brix). A umidade e os SST foram verificados diretamente nas escalas internas do
aparelho, ao passo que a densidade foi obtida através da conversédo dos graus Baumé (°
Be) para a densidade d, através da equacgéo abaixo.

Todas as determinagbes foram realizadas em triplicatas, sendo que os resultados
dos parametros obtidos foram apresentados como média e desvio padrdo, determinados
em planilhas eletrénicas produzidas no Excel 2010.
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41 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na tabela 1 estdo os resultados obtidos para as cico variaveis estudadas nas

amostras da polpa de goiaba in natura de goiaba.

Amostra pH CE SST Densidade Umidade
(mS/cm) (° Brix) (g/mL) (%)

G1 3,70 + 0,00 0,69 + 0,05 9,35 +0,13 1,027 + 0,150 81,71 £1,15
G2 3,70 + 0,06 0,57 +0,02 9,80 +0,10 1,031 + 0,004 82,73 +1,12
G3 3,70 + 0,06 0,62 + 0,02 9,80 +£0,10 1,011 £ 0,008 83,25 +£0,35
G4 3,60 + 0,00 0,60 + 0,01 9,70 +0,10 1,051 + 0,011 82,31 £ 0,49
G5 3,60 + 0,00 0,59 + 0,01 9,80 +0,13 1,035 + 0,009 83,30 + 0,00
G6 3,60 + 0,00 0,60 + 0,01 9,65 +0,13 1,052 + 0,727 83,30 £ 0,42
G7 3,60 + 0,00 0,59 + 0,01 9,40 + 0,26 1,016 + 0,004 81,70 £ 1,55
G8 3,60 + 0,00 0,58 + 0,00 9,60 + 0,03 1,035 + 0,003 81,60 + 0,00
G9 3,60 + 0,00 0,57 £ 0,01 9,80 +0,15 0,993 +£0,014 84,25 +1,83
G10 3,60 + 0,00 0,58 + 0,00 9,75 + 0,20 1,083 + 0,017 82,71 £ 0,00
Geral 3,62 + 0,05 0,59 = 0,02 9,65 + 0,19 1,028 + 0,234 82,69 + 1,33
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Tabela 1. Resultados obtidos para as dez amostras de goiaba in natura.

O pH médio foi de 3,62, 0 que se encontra dentro da faixa adotada no Protocolo
de Ildentificagdo e Qualidade (PIQ) para polpas de goiaba, que oscila entre 3,50 e 4,20
(BRASIL, 2000; BRASIL, 2018), sendo assim, as polpas estudadas estdo dentro da norma
brasileira vigente. A média encontrada também esta préxima ao valor de 3,64, apresentado
por Barbosa et al. (2021), em seus trabalhos com polpas congeladas de goiaba de Jodo
Pessoa, e também esta dentro da faixa de 3,31 e 3,64, encontrada por Torres et al. (2020),
em seus estudos com polpas de goiaba de Carajas, no Para.

A condutividade elétrica média da polpa foi de 0,59 mS/cm. Este parametro ndo tem
nenhuma regulamentagéo oficial, no Brasil. Representa, de forma indireta, uma medida
de ions dissolvidos na solugédo da polpa investigadas, e, de certa, a concentragédo de sais
totais existentes em solugéo.

O valor médio da densidade da polpa de goiaba foi de 1,028 g/mL, sendo que
também esse parametro ndo contém valores de referéncias na legislacao nacional, e séo
raros os dados sobre ela na literatura sobre polpa de goiaba.

Os SST teve média de 9,65° Brix, estando de acordo com a norma proposta pela
legislagdo brasileira que preconiza um minimo de 7,00° Brix, sem apresentar um valor
maximo (BRASIL, 2000; BRASIL, 2018). E também superior ao intervalo entre 4,50° Brix a
6,17° Brix encontrada por Torres et al. (2020), em seus estudos com polpas de goiaba de
Carajas, no Para.

A umidade média obtida foi de 82,69 %, sendo que o resultado médio da polpa
estudada é superior ao encontrado na tabela brasileira de composicao de alimentos (TBCA,
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2019) que propde um valor de 80,72 % para umidade, ou seja, ndo estando de acordo com
a norma proposta.

51 CONCLUSAO

O pH foi acido para todas as amostras, e seu valor médio se encontra dentro da
faixa prevista para o PIQ do produto, além de concordar com resultados existentes na
literatura, logo essas polpas podem ser consideradas de boa qualidade, considerando-se
essa variavel.

Em termos de densidade e de condutividade elétrica, os resultados obtidos podem
contribuir para o preenchimento das lacunas existentes na literatura sobre polpas de
goiaba, onde néao se verifica amplamente esses parametros.

Apesar de os SST estarem acima do minimo exigido pela legislagdo, esta nédo
estabelece um maximo permitido, logo, pode se dizer que as polpas investigadas estéao
dentro da norma, além de concordante com a literatura.
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RESUMO: O Brasil € um dos maiores produtores
de goiaba do mundo. Segundo o diario comercial
da industria e servigos (DCI), somente no ano de
2018, e apenas no Estado de Sao Paulo, foram
colhidas 150 mil toneladas da fruta, totalizando
metade da produgéo nacional, que foi 300 mil
toneladas naquele ano. O consumo é voltado
para a fruta in natura ou para a industrializagao.
Esse trabalho analisou algumas variaveis fisico-
quimicas (pH, condutividade elétrica, umidade,
densidade e solidos solUveis totais) relativas
a polpa de goiaba industrializadas, que foram
adquiridas no comércio de .Belém do Para.
Essas polpas foram submetidas as analises
no Laboratério de Fisica Aplicada a Farmacia
(LAFFA) da UFPA, seguindo metodologias
oficiais. Os resultados foram analisados,
tabelados e comparados a outros trabalhos e
a legislagdo pertinente, quando possivel. O pH
médio encontrado foi de 3,84, a condutividade
elétrica média foi de 0,56 mS/cm, a densidade
média foi de 1,103 g/mL, a umidade média foi
de 89,31 % e o valor médio dos sélidos soluveis
totais foram de 8,83° Brix, estando esses valores
em conformidade aos parametros padroes para a
qualidade da polpa.

PALAVRAS CHAVES: Amazonia controle de
qualidade frutas

ABSTRACT: Brazil is one of the largest guava
producers in the world. According to the trade
journal for industry and services (DCI), in 2018
alone, and in the state of Sdo Paulo alone,
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150,000 tons of the fruit were harvested, totaling half of the national production, which was
300,000 tons that year. Consumption is geared towards fresh fruit or industrialization. This
work analyzed some physicochemical variables (pH, electrical conductivity, humidity, density
and total soluble solids) related to industrialized guava pulp, which were acquired in the
market of Belém do Para. These pulps were submitted to analysis at the Physics Laboratory
Applied to the Pharmacy (LAFFA) of UFPA, following official methodologies. The results were
analyzed, tabulated and compared to other works and the relevant legislation, when possible.
The average pH found was 3.84, the average electrical conductivity was 0.56 mS/cm, the
average density was 1.103 g/mL, the average humidity was 89.31% and the average value
of total soluble solids were 8.83° Brix, these values being in accordance with the standard
parameters for pulp quality.

KEYWORDS : Amazon; fruit; quality control.

11 INTRODUGCAO

A goiaba (Psidium guajava) € um fruto originario da regiéo tropical das Américas, e
o Brasil € um dos maiores produtores da fruta, sendo que o estado de Sdo Paulo é o maior
produtor do pais. O fruto é um os mais importantes nas regides tropicais e subtropicais,
ndo sb6 devido ao seu elevado valor nutritivo, mas também pela excelente aceitagdo para
consumo in natura, pela capacidade de desenvolvimento em condi¢des adversas e pela
grande aplicagéo industrial. Nesse sentido, além do seu consumo in natura, ela é utilizada
na fabricac&o de doces, compotas, geleias, frutas em calda, purés, alimentos para criangas,
xaropes, fermentados, entre outros produtos. Ao natural, a goiaba contém bastante vitamina
C, quantidades razoaveis de proé-vitamina A e vitaminas do complexo B, e sais minerais
como Ca, P e Fe (SILVA, 2010).

A goiaba destaca-se pelo seu aroma e sabor caracteristico e alto contetdo em
licopeno, que possui caracteristicas funcionais anticancerigenas. O aumento do consumo
esta associado a grande divulgagédo das qualidades nutricionais da goiaba. A maior parte
da producéo de goiaba é consumida in natura e o restante é processado sob as formas de
goiabada, geleia, sucos, polpa, vinho, néctar e bebidas (BRITO; BOLINI, 2009).

No Brasil, a qualidade de polpas de fruta comercializadas é regulamentada
pela Instrucdo Normativa de N° 1 de 07 de janeiro de 2000 que determina os Padrées
de Identidade e Qualidade (PQI"s). Esta legislagdo define polpa de fruta como sendo o
produto ndo fermentado, ndo concentrado, nao diluido, obtida de frutos polposos, através
de processo tecnolégico adequado, com um teor minimo de soélidos totais, proveniente da
parte comestivel do fruto (BRASIL, 2000; BRASIL, 2018).

Dessa forma, a produgéo de polpa de frutas surge a partir da necessidade de um
aproveitamento integral das frutas no periodo de safra, haja vista que a goiaba € um fruto
tropical, climatérico e apresenta altas taxas de transpiragdo e perda de massa apds sua
colheita (COSTA DOS SANTOS et al., 2014). Além disso, combater os problemas de
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armazenamento e o fornecimento do fruto no mercado consumidor nos periodos entressafra,
sendo a polpa congelada uma excelente alternativa para superar esses empecilhos.

Esse trabalho teve como objetivo a realizagdo de uma analise das propriedades
fisico-quimica da polpa da goiabada industrializada, comercializada na regido da grande
Belém, no Estado do Para, para trazer uma viséo geral, da qualidade da polpa, segundo a

Legislacao presente no pais.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

As dez amostras de polpa de goiaba industrializada, alvo dos estudos do presente
trabalho, foram obtidas no comércio em Belém do Para, no més de setembro de 2019, sendo
pertencentes a uma Unica empresa. Apds a compra, elas foram levadas ao Laboratério de
Fisica Aplicada a Farmacia (LAFFA), da Faculdade de Farmécia, da Universidade Federal
do Pard (UFPA), onde foram armazenadas individualmente em recipientes escuros e sob
refrigeracdo (4° C), até o momento das andlises, recebendo as denominagdes de G1 a
G10.

2.2 Analises fisico-quimicas

Foram investigadas as seguintes varidveis fisico-quimicas: pH; condutividade
elétrica (CE); densidade; sélidos soluveis totais (SST); e teor de umidade.

Para as determinacbes de pH e de CE, primeiro foi preparado uma solucéo e,
para isso, cerca de 5 g de polpa de goiaba foram pesadas em erlenmeyer de 125 mL,
com o emprego de uma balanga analitica. A massa pesada de polpa, foram acrescidos
exatamente 75 mL de agua destilada, e, entdo, o sistema foi agitado constantemente por
30 min, obtendo-se, no final, uma solu¢do aquosa homogénea.

O pH da polpa foi determinado através do emprego de um pHmetro (PHTEK),
previamente calibrado com solugao tampé&o pH 4 e 7 (AOAC, 1992; ADOLFO LUTZ, 2008),
e o valor do pH do meio (solugdo da polpa de carambola preparada previamente) foi lido
diretamente no visor do aparelho.

A CE foi medida na mesma solugéo preparada, porém foi utilizado um condutivimetro
portatil, previamente calibrado com solugdo padrdo 143,5 mS/cm e o eletrodo do
instrumento introduzido na solug¢éo, se tomando a leitura dos valores diretamente no visor
do equipamento.

A determinagao de solidos sollveis totais (SST) foi executada através do método
refratométrico, tendo sido utilizado um refratébmetro portatil (Instrutherm, modelo ATAGO
090), calibrado previamente, e se transferindo uma ou duas gotas da amostra (polpa) para
o prisma do instrumento, sendo anotado o valor lido na escala correspondente (em ° Brix)
(AOAC, 1992).
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A determinacdo de densidade se deu através do método picnométrico, onde se
introduziu a polpa de goiaba em um picndmetro de 25 mL, previamente calibrado e de
massa conhecida, operando-se a 20° C. A massa de polpa contida no picnémetro foi
obtida através de pesagem em balanca analitica. O calculo da densidade foi executado se
dividindo a massa de polpa pelo volume do picnédmetro (25 mL).

A umidade foi determinada pelo método gravimétrico convencional, onde foram
pesados 5 g de polpa em cacarola de porcelana previamente aferida, e sendo o conjunto
cacgarola mais amostra levado a estufa a 105° C, até secura completa (ADOLFO LUTZ,
2008).

Todas as determinagbes foram realizadas em triplicatas, sendo que os resultados
dos parametros obtidos foram apresentados como média e desvio padrédo, determinados
em planilhas eletrénicas produzidas no Excel 2010.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo expostos os resultados obtidos para as cinco variaveis fisico-
quimicas investigadas nas amostras de polpa da goiaba industrializada.

CE SST Densidade Umidade
Amostra pH (mS/cm) (° Brix) (g/mL) (%)
G1 4,10 + 0,26 0,58 + 0,04 8,80 + 0,23 1,312 +0,168 88,55 +0,79
G2 3,90 + 0,06 0,58 + 0,01 8,60 +0,12 1,078 + 0,036 88,67 0,71
G3 3,80 + 0,00 0,54 +0,00 8,90 +0,10 1,012 £ 0,017 91,28 + 2,61
G4 3,80 + 0,00 0,58 + 0,00 8,90 +0,10 1,120 £ 0,125 89,10 +£ 0,88
G5 3,80 + 0,00 0,54 +0,00 9,00 +0,12 1,080 + 0,048 88,66 + 0,39
G6 3,80 + 0,00 0,56 + 0,00 9,00 + 0,21 1,171 £ 0,099 91,39 + 3,39
G7 3,80 + 0,00 0,54 +0,00 8,90 +0,12 1,049 + 0,030 89,03 + 0,20
G8 3,80 + 0,00 0,54 + 0,00 8,70 + 0,06 1,120 £ 0,125 89,28 + 0,53
G9 3,80 + 0,00 0,56 + 0,00 8,80 +0,12 1,078 £ 0,156 88,89 + 0,49
G10 3,80 + 0,00 0,56 + 0,00 8,90 +0,10 1,041 £ 0,016 88,28 + 0,65
Geral 3,84 £0,12 0,56 + 0,02 8,83 0,15 1,103 + 0,116 89,31 +1,62

Tabela 1. Resultados das cinco variaveis fisico-quimicas.

Pesquisas cientificas e o ensino de quimica

Legenda: CE = condutividade elétrica; SST = sélidos soluveis totais. Médias seguidas de seus desvios
padrdes, de 3 replicatas.

O pH médio foi de 3,84, o que se mantém dentro da variagcdo de pH entre 3,5 a
4,2 proposto pela instrugdo normativa n° 01, de 7 de janeiro de 2000 (BRASIL, 2000), e
proximos a faixa entre 3,31 e 3,64, obtida por Torres et al. (2020) para polpas de goiaba
de quatro fabricas, comercializadas na regido de Carajas, no Para. Conforme Benevides
et al. (2008), baixos valores de pH, podem assegurar a conservacdo da polpa sem a
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necessidade de tratamento térmico muito elevado, para que assim nao coloque em risco a
sua qualidade.

A condutividade elétrica média encontrada foi de 0,56 mS/cm, sendo que tal
caracteristica ndo apresenta nenhum limite na legislagcao nacional. Trabalhos apresentando
valores para CE em alimentos, especialmente em polpas de frutas, séo raros na literatura,
a pesar de que essa grandeza dé de forma indireta a concentragao de sais dissolvidos nas
amostras.

Os teores de sélidos sollveis (SST) foram, em média, de 8,83 ° Brix, 0 que se
aproxima dos valores médios de soélidos totais, encontrado por Bueno et al. (2002), que
foi de 8,7 ° Brix. Tais resultados sdo superiores ao proposto pela legislagcdo, que é um
minimo de 7° Brix, mas essa mesma regulamentagdo ndo impde um valor maximo, logo,
pode-se dizer que as polpas analisadas estdo em conformidade com os valores legais
(BRASIL, 200). Castro et al. (2015) verificaram valor médio de 10,00° Brix ao realizarem
a caracterizagao fisico-quimica de polpas congeladas. Ja Fachi et al. (2018) observaram
valor de 5,46° Brix ao avaliar os parametros quimicos em polpa de goiaba.

O valor médio da densidade foi de 1,103 g/mL, sendo que esse parametro ndo
apresenta limites na legislacéo nacional.

A umidade média encontrada foi de 89,31 %, 0 que apresenta proximidade no valor
estabelecido por Bueno et al. (2002), que foi de 89,2 %, e por Santos et al. (2014), que foi
de 88,57 %.

41 CONCLUSAO

Apartir dos resultados encontrados, percebe-se que houve poucas discordancia entre
0s paraméntros analisados quando comparados a trabalhos sobre polpas industrializadas
ja existente. Observa-se também qualidade no produto estudado, pois as divergéncias
apontadas néo inviabiliza este produto, em termos fisico-quimicos, apenas o disfere das
polpas ja estudadas.
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RESUMO: O tamarindeiro (Tamarindus indica
L.) é uma arvore frutifera pertencente a classe
Dicotiledonae, familia Leguminosae, originaria da
Africa Equatorial, dispersando-se posteriormente
para regides tropicais e subtropicais. O fruto
apresenta teor de agua baixo (proximo de 38 %),
mas possui elevado teor de proteinas, glicidios,
elementos minerais como potassio, fésforo, calcio,
magnésio e ferro, e vitaminas. Polpas de frutas séo
alimentos consumidos por serem ricos em fibras,
carboidratos, vitaminas e minerais. Elas podem
ser consumidas in natura ou industrializadas,
sendo este processo desenvolvido para permitir
o consumo em periodos fora da safra. As
polpas de tamarindo utilizadas neste trabalho
eram provenientes da cidade de Belém/Para e
Imperatriz/Maranh&o. Todas as amostras foram
diluidas em acido oxalico 0,4 % e analisadas por
espectrofotometria UV- visivel com comprimento
de onda de 520 nm. As amostras apresentaram
valores de vitamina C superiores aos indicados
pela legislacdo brasileira, com variacdo entre
2,42 mg/100 g e 7,34 mg/100 g da amostra,
sendo que as amostras in natura se mostraram
de teores superiores as amostras de polpas
industrializadas, sendo todas de boa qualidade
ao consumo humano.

PALAVRAS-CHAVE: Controle de Qualidade;
Polpas de Frutas; Fitoquimicos.

ABSTRACT: The tamarind tree (Tamarindus
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indica L.) is a fruit tree belonging to the Dicotyledonae class, Leguminosae family, originating
in Equatorial Africa, later dispersing to tropical and subtropical regions. The fruit has a low
water content (close to 38%), but has a high content of proteins, carbohydrates, mineral
elements such as potassium, phosphorus, calcium, magnesium and iron, and vitamins.
Fruit pulps are foods consumed because they are rich in fiber, carbohydrates, vitamins and
minerals. They can be consumed in natura or industrialized, this process being developed to
allow consumption in periods outside the harvest. The tamarind pulps used in this work came
from the cities of Belém/Para and Imperatriz/Maranh&o. All samples were diluted in 0.4%
oxalic acid and analyzed by UV-visible spectrophotometry with a wavelength of 520 nm. The
samples showed vitamin C values higher than those indicated by Brazilian legislation, with a
variation between 2.42 mg/100 g and 7.34 mg/100 g of the sample, and the in natura samples
showed higher levels than the industrialized pulp samples, all of which are of good quality for
human consumption.

KEYWORDS: Quality control; Fruit pulps; Phytochemicals.

11 INTRODUGCAO

O tamarindeiro (Tamarindus indica L.) € uma arvore frutifera pertencente a classe
Dicotiledonae, familia Leguminosae, originaria da Africa Equatorial, dispersando-se
posteriormente para regides tropicais e subtropicais, com tragcos ornamentais e multiuso,
por sua importancia no ramo alimenticio. Além disso, € uma planta de crescimento lento,
podendo alcancar até 30 m de altura, com didmetro de copa de aproximadamente 12 m e
a circunferéncia de tronco de cerca de 7 m, e, em condigées que sejam favoraveis, pode
chegar aos 200 anos de vida (SANTOS-SEREJO; BARBOSA; LUNA, 2009).

No Brasil, as plantas se mostram bem adaptadas em varios Estados, sendo
encontrada nas Regides Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, em plantacbes nao
organizadas e dispersas, devido a pouca ou quase nenhuma atengcdo dada a cultura.
Mesmo ndo sendo nativo do Nordeste, o tamarindeiro é considerado planta frutifera
tipica da regido, sendo uma cultura ideal para regides semiaridas pela sua rusticidade e
adaptabilidade a diversas condi¢cbes climaticas (SOUSA et al., 2010; SANTOS-SEREJO;
BARBOSA; LUNA, 2009).

Segundo Ferreira et al. (2011), o tamarindo (nome dado ao fruto do tamarindeiro)
é uma vagem alongada, com 5 a 15 cm de comprimento, casca pardo-escura, lenhosa
e quebradica, contendo de 1 a 5 sementes lisas, marrom-escuras e achatadas,
envolvidas por uma polpa parda, fibrosa e de sabor &cido-adocicado (Figura 1).
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Figura 1. Partes do fruto tamarindo (Tamarindus indica L.): a) Cascas de tamarindo; b) Tamarindo
inteiro descascado; ¢) Sementes de tamarindo.

Fonte: Ferreira (2018).

Favet, Frikart e Potin (2011) declaram que o peso médio de um tamarindo esta entre
10 g e 15 g, consistindo em um rendimento em polpa de 30 %, casca e fibras, 30 %, e
sementes, 40 %.

Sua disponibilidade é sazonal, no Brasil ocorre, principalmente, na época seca do
ano (julho a outubro), mas pode estar no mercado durante todo o ano na forma de polpa
congelada (GARCIA et al., 2012).

O tamarindo se destaca dentre as frutas tropicais por apresentar excelentes
qualidades nutricionais e seu fruto apresenta teor de agua baixo (proximo de 38 %), mas
possui elevado teor de proteinas, glicidios, elementos minerais como K, P, Ca, Mg e Fe, além
de vitaminas C e E, do complexo B e fibras dietéticas. Ha também compostos organicos
que o tornam um poderoso antioxidante e um excelente agente anti-inflamatério. Rico em
acUcares, a polpa possui, também, quantidades de acidos organicos dos quais, grande
parte se constitui de acido tartarico, e que conferem a este fruto sabor azedo adocicado,
mesmo quando maduro (FAVET; FRIKART; POTIN, 2011; PEREIRA et al., 2011; URSZULA,
2014).

A polpa do fruto pode ser utilizada na fabricacéo de doces, sorvetes, licores, bebidas
fermentadas, sucos concentrados, geleias, condimentos e molhos (GARCIA et al., 2012;
PEREIRA et al., 2011; SANTOS et. al., 2019).

O rendimento em polpa pode parecer baixo, se comparado a outras frutas utilizadas
na industria de alimentos, cujo percentual deve ser, em geral, de no minimo 70 % para tornar
0 processo economicamente viavel. Deve ser levado em conta, no entanto, que por ser uma
fruta naturalmente desidratada, requer adicdo de agua no processo de despolpamento, o
que incrementa o volume de polpa e equilibra o balan¢o de massa final.

E importante destacar também a facilidade de conservagdo desta matéria-prima,
resultante do teor de acidos organicos presentes. A existéncia do acido tartarico, citrico e
malico conferem-lhe um pH de 2,6, bem abaixo do pH considerado de seguranga para os
alimentos industrializados, que é de 4,5 (LEITE et. al., 2019). Com este pH, associado ao
baixo teor de agua contido na polpa, os frutos do tamarindo podem ser armazenados por
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longos periodos em sistema de refrigeracdo ou mesmo a temperatura ambiente.

A polpa de tamarindo € o produto definido no artigo 19 do Decreto n°6871 de 2009,
obtido da parte comestivel do tamarindo (Tamarindus indicaL.), devendo obedecer a alguns
parametros minimos tais como: pH de 2,3; acidez total em &cido citrico (g/100 g) de 1,9 e
quantidade minima de vitamina C de 0,1 mg/100 g de amostra de polpa (BRASIL, 2018).

Neste trabalho realizamos a determinagé@o de vitamina C em polpas de tamarindo
industrializadas adquirias em supermercados e in natura, obtidas a partir das frutas
comercializadas nas cidades de Imperatriz do Maranh&o e Belém do Para, com a finalidade

de comparar os teores de vitamina C nas duas modalidades de polpa.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

Para a realizacdo deste trabalho, cinco amostras de polpas de tamarindo
industrializadas foram obtidas em supermercados de Belém do Para, sendo essas amostras
denominadas de TI1 a TI5; e cinco amostras de polpas in natura foram preparadas a partir
de frutos obtidos na feira em Imperatriz do Maranhdo, sendo denominadas de amostras
TN1 a TN5. Para o despolpamento dos frutos, estes foram colocados em contato com agua
a temperatura ambiente por 24 h, em seguida despolpados e misturados com Mixer por
uma hora, originando 300 mL de polpa (equivalente a uma amostra).

Todas as amostras foram mantidas congeladas e sob abrigo de luz, até o0 momento
da realizacdo das analises, que foram realizadas no Laboratério de Fisica Aplicada a
Farmacia (LAFFA), da Faculdade de Farmacia, da UFPA.

2.2 Determinacao de vitamina c

A determinacdo de vitamina C foi realizada através do emprego de um
espectrofotometro UV-Vis, operando em comprimento de onda de 520 nm e da construgcéo
de uma curva de calibragdo entre concentragdes conhecidas de vitamina C e absorvancias
correspondentes lidas. As solucdes, num total de seis, utilizadas na construgéo da curva de
calibragéo, foram obtidas a partir da diluicdo de solugdo méae de acido ascérbico, que foram
misturadas a dicloroindofenol, gerando as seis concentragdes obtidas: 0,01 g/100 g; 0,02
g/100 g; 0,038 g/100 g; 0,04 g/100 g; 0,05 g/100 g e 0,06 g/100 g.

A Figura 1 mostra a curva de calibragédo do &cido ascérbico construida, a 520 nm no
espectrofotometro UV-Visivel, com coeficiente de correlacdo de 0,997 e equacgéo da reta
igual ay = 0,1655 X + 0,0051, onde Y é a concentracdo e X a absorvéancia.
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Figura 1. Curva de calibragéo de &cido ascorbico.

Para a determinagéo dos teores de vitamina C nas polpas estudadas, foram pesados
aproximadamente 5 g de cada uma das polpas, que foram diluidos em 50 mL de solugéo
de &cido oxalico 0,4 % e agitado por 30 min, sendo filtrado em seguida. Da solugéo obtida
se transferiu, 1 mL do extraido para tubos de ensaio, e se acrescentou 9 mL de solugdo de
dicloroindofenol na concentragdo de 0,03 mg/mL (OLIVEIRA, 2010).

Os resultados obtidos a partir da equagado da reta (Figura 1) foram calculados
seguindo a seguinte equacao:

onde Y é a quantidade de 4cido ascérbico calculado através da curva de calibra¢do (Figura
1); F é o fator de diluicdo da amostra; V1 é o volume do bal&o volumétrico; 1000 a converséao
da massa obtida em mg de acido ascorbico para grama; m é a massa em g.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata e os resultados expressos em

termos de suas médias, seguidas de seus desvios padroes.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para os teores de vitamina C nas dez polpas de tamarindo
investigadas podem ser observados na Tabela 1, onde sdo apresentados valores médios
de trés repeticdes, seguidas de seus desvios-padroes.
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Amostra Vitamina C Amostra Vitamina C
(mg/100 g) (mg/100 g)

™ 2,42 +0,02 TN1 6,63 +0,03
TI2 2,80 +0,06 TN2 7,34 +0,09
TI3 3,38 +0,03 TN3 7,34 £0,21
Ti4 2,90 0,33 TN4 6,96 + 0,03
TI5 3,38 +0,02 TN5 6,79 +0,03
Geral 2,90 + 0,40 Geral 7,01 £0,32

Tabela 1. Resultados encontrados para os teores de vitamina C

Legenda: TI’s amostras de polpas industrializadas e TN’s amostras de polpas in natura.

Todas as amostras analisadas nesse estudo, industrializadas ou ndo, apresentaram
valores de vitamina C superior a 0,1 mg/100 g, que é a quantidade minima recomendada
pela instrugcdo normativa n° 37 de 08 de outubro de 2018 (BRASIL, 2018).

As amostras de polpas industrializadas apresentaram valores menores que as
amostras de polpas in natura, variando de 2,42 mg/100 g em TI1 a 3,38 mg/100 g em TI3
e TI5, com um teor médio de 2,90 g/100 g. Ao passo que as amostras de polpas in natura
(TN) apresentaram valores entre 6,63 mg/100 g a 7,34 mg/100 g, com um teor médio igual
a 7,01 g/100 g, que corresponde a 2,45 vezes mais vitamina C. Esse resultado apresentado
vai de encontro com resultados obtidos por Santos et al. (2020), que obtiveram em polpas
industrializadas de tamarindo um teor de vitamina C médio igual a 0,26 g/100 g e para as
polpas in natura uma média de 0,46 g/100 g, ou seja, descobriram que as polpas in natura
apresentavam 1,8 vezes mais vitamina C do que as polpas que sofreram industrializagéo.

Aqualidade da polpade frutas estarelacionada a preservacao dos nutrientes e as suas
caracteristicas fisicas, quimicas, microbiolégicas e sensoriais, que devem ser proximas as
da fruta in natura, de forma a atender as exigéncias do consumidor e da legislacdo vigente.
Tais caracteristicas ndo podem ser alteradas pelos equipamentos, utensilios, recipientes e
embalagens utilizadas durante o seu processamento e comercializagéo (BATISTA, 2013).

41 CONCLUSOES

As polpas in natura em geral apresentaram o dobro da quantidade de vitamina C
em relagéo as polpas industrializadas, fatores decorrentes do preparo tais como extragéo,
diluicdo, acondicionamento e transporte podem ter causado oxidagéo do acido ascérbico
nas amostras de polpas industrializadas. Todavia, ambas apresentaram valores superiores
ao minimo exigido, sendo estas de boa qualidade ao consumo humano.
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CAPITULO 6

CHEMICAL COMPOSITION OF THE FRUIT
SMELL OF TWO UNEXPLORED VARIETIES OF
ANTROCARYON AMAZONICUM OCCURRING IN
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ABSTRACT: The present work aimed to
evidence the chemical composition of the
smell of the fruits of two varieties of tapereba-
cedro collected in Curuga, Para. The smell was
obtained by distillation/simultaneous extraction,
using 112 g and 57 g of the pulp of the large
and small fruit, respectively. The chemical
composition was analyzed by GC-MS. The
identification of components was based on time
and linear retention index, on the interpretation
and comparison of mass spectra obtained in
the literature. The major compound identified in
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CURUCA, PARA

the fruit smell was methyl hexadecanoate, with
37% and 23%, respectively. In the large cedro,
methyl linoleate (12%) stands out and in the
small one, hexanoic acid (14%) stands out. There
is no record in the literature on the chemical
composition of cedro smell.

KEYWORDS: Anacardiaceae; methyl hexadeca-
noate; tapereba-cedro.

INTRODUCTION

Fixed and volatile oils and flavors
produced in the Amazon region can be used
as raw materials in the transformation industry,
either by direct application in products such
as perfumes, fragrances and cosmetics, or by
transforming them into structural derivatives
for the use in the pharmaceutical, veterinary
and horticultural (MAIA, 2003; BERG, 1993;
RIBEIRO, et al, 2014). Essential oils and smells
are found in many parts of plants, mainly leaves,
woods and flowers, in specialized structures
such as glandular organs and secretory pouch.
Several fruit species native to the Amazon
and little-known ones have been the target
of intense scientific investigation, due to the
attractive and peculiar sensory characteristics
of flavor and smell. In this context, the richness
and biodiversity of Amazonian fruits, as well
as their exotic flavors, always arouse industrial
interest (Bastos et al., 2008). Antrocaryon
amazonicum Ducke, species belonging to the
family Anacardiaceae, also commonly known as
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tapereba-cedro, is found in tree cover funds in some municipalities in Para. The yellowish
fruits have great potential in the pulp industry, used to make nectar, to flavor ice cream and
in the preparation of artisanal liqueurs (FAO, 1986; Cavalcante, 2010; Sousa et al., 2014;
NYBG, 2014). From observations and preliminary ethnobotanical surveys, which indicated
that the species Antrocaryon amazonicum had two varieties of fruit, the present work aimed
to evidence such differences from the point of view of the chemical composition of the smell
of the pulp of the fruits collected in Curuca, at the Para.

MATERIAL AND METHODS

The collection of fruits was carried out in the Amazonian winter period in the rural
area of the municipality of Curuga, Para. Both varieties were collected in natura (Figure
1). Then, washed separately, in fresh water, dried with paper towels, and placed inside
a paper bag at the ideal temperature to protect their smell. Exsiccates were prepared
according to techniques established in botany with regard to collect, drying, transport for
later identification of the species in which it will be carried out by comparison with authentic
specimens deposited from Embrapa/Eastern Amazon. The smell was obtained by distillation/
simultaneous extraction to obtain its volatile concentration. It was used 112g of the pulp
of the large fruit and 57g of the pulp of the large fruit and, during 1 hour and 30 minutes
(Ribeiro, 2013). The chemical composition was analyzed by CG-EM in system Shimadzu
QP 2010 ultra with the injection in 1uL of solution 3:500 of the mixture (smell and solvent)
in hexane. The oven temperature of CG was programmed from 60°C the 240°C (10 min)
the 3°C/ minutes, the injector temperatures (split 1:20), transfer line and ionization chamber
were 250, 250 e 200°C respectively. Helium was used as carrier gas with flow of 1 mL/
min. The mass specters were obtained by electron impact at 70 eV. The identification of
volatile components were based on time and linear retention index, in the interpretation and
comparison of the mass spectra obtained with the libraries Adams (2006) and Nist (2011).

RESULT AND DISCUSSION

The chemical compositions of different types of smell of large and small cedro fruits
collected in Curuca (figure1) are listed in Tables 1 and 2, respectively. The ion chromatograms
of the large and small fruits are shown in Figures X and Y respectively. The major compound
present in both large and small cedro smell is methyl hexadecanoate with 37% and 23%
respectively. In cedro grande, methyl linoleate also stands out (12%), ethyl hexadecanoate
(6%), hexanoate (8%), Yet in the small cedro, hexanoic acid (14%), methyl linoleate (5%),
and octane (5%), (Figure 2). Barbosa and collaborators (2020) analyzed the pulp and skin
of two varieties of cedro collected in Camet4 and Sao Caetano de Odivelas in the state of
Para. The composition for fixed substances was determined, where high water content was
found (75-89%), total carbohydrates (5-12%) and low total energy value (41- 92 kcal/100g),
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independent of the variety of the analyzed fruit. In the present work, it was not possible to
compare the chemical composition of the smell of Antrocaryon amazonicum collected in
Curuca, as there are no reports in the literature on this topic.

Figure 1.
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CONCLUSION

The smell of the large and small taperebéa-cedro fruits present as a major compound
methyl hexadecanoate with 37% and 23% respectively. In large cedro, methyl linoleate
stands out (12%), while in the small hexanoic acid (14%) There are no reports in the

literature on the chemical composition of smell of Antrocaryon amazonicum.
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RESUMO: Aflora do bioma Cerrado é constituida
por diversas frutiferas, as quais apresentam
potencial biotecnolégico de grande importancia.
Aaplicagé@o dessas no desenvolvimento de novos
produtos contribui para valorizagao das espécies
regionais. Dentre os vegetais caracteristicos da
regido, destaca-se o baru (Dipteryx alataVog.), do
qual a améndoa é amplamente utilizada; porém,
a polpa rica em fibras, € comumente descartada.
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi
desenvolver macarrbes com substituicdes de 10
e 20% da farinha de trigo pela farinha de polpa de
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POLPA DE BARU

baru. Foram realizadas andlises fisico-quimicas
e microbiolégicas. Os resultados demonstraram
que as massas alimenticias com farinha de polpa
de baru podem ser classificadas como alimentos
com alto teor de fibra alimentar e ainda,
apresentaram menor teor de carboidratos que
a amostra controle (100% de farinha de trigo).
Logo, os resultados apresentados possibilitam
a ampliacdo de aplicagédo da polpa de baru na
indUstria alimenticia.

PALAVRAS-CHAVE: Baru; Polpa; Macarrao.

DEVELOPMENT AND
PHYSICOCHEMICAL
CHARACTERIZATION OF NOODLES
WITH PARTIAL REPLACEMENT OF
WHEAT FLOUR BY BARU PULP FLOUR

ABSTRACT: The flora of the Cerrado biome
is made up of several fruit trees, which have
a very impor-tant biotechnological potential.
The application of these in the development of
new products contributes to the appreciation of
regional species. Among the characteristic plants
of the region, the baru (Dipteryx alata Vog.), Of
which the almond is widely used, stands out; ho-
wever, the fiber-rich pulp is commonly discarded.
Therefore, the objective of the present work was
to develop noodles with substitutions of 10 and
20% of the wheat flour for the pulp flour of baru.
Physicochemical, microbiological and sensorial
analyzes were performed. The results showed
that pasta with baru pulp flour can be classified
as foods with high dietary fiber content and
also had a lower carbohydrate content than the
control sample (100% wheat flour). Sensory tests
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resulted in mean scores of 5 to 6 on a 9-point scale for noodles. Therefore, the presented
results allow the expansion of the application of the pulp of baru in the food industry.
KEYWORDS: Baru; Pulp; Pasta.

11 INTRODUGAO

O macarrdao, também denominado de massa alimenticia, € o produto néo
fermentado, obtido pelo amassamento da farinha de trigo, da semolina ou da sémola de
trigo com agua, adicionado ou ndo de outras substancias (BRASIL, 1978). Atualmente,
tem-se observado uma tendéncia a substituicao parcial de farinha de trigo nas formulagbes
por farinhas de diversos frutos (NETO et al., 2016; GABRIEL PEREIRA et al., 2017; NETO
et al., 2013; PIETRO, 2016). A substituicao é justificada pela disponibilidade de macarrdes
desenvolvidos a partir de formulag¢des de baixo valor nutricional, com destaque a deficiéncia
em fibras. Assim, tais deficiéncias nutricionais podem ser compensadas pela adicdo de
outros ingredientes as massas alimenticias, que aliado ao seu baixo custo, podem torna-lo
um item importante na alimentagdo (NETO et al., 2016).

Dentre os frutos disponiveis para substituicao parcial, tem-se o baru (Dipteryx alata
Vogel), especificamente a utilizagédo da sua polpa para tal finalidade. O fruto do baru é do
tipo drupa, ovébide, levemente achatado e de coloragdo marrom, com uma Unica semente
comestivel, a améndoa de baru; apresenta didmetro maior entre 5 a 7cm e o diametro
menor de 3 a 5¢cm, com peso entre 26 a 40g (VERA et al., 2009). A améndoa caracteriza-
se por ser rica em lipideos (41mg/ 100g), proteinas (26mg/ 100g), alto teor de fibra total
(11mg/ 100g) e minerais (3mg/ 100g) (TAKEMOTO et al., 2001). A polpa é do tipo carnosa,
apresentando aproximadamente 300kcal em 100g. Dentre os carboidratos, ha predominio
de amido, fibras insolUveis e agucares (SANO et al., 2004). Porém, essa € pouca inserida na
alimentagéo humana apesar de inimeras possibilidades de aplicagédo alimenticia apés seu
processamento (ROCHA; CARDOSO — SANTIAGO, 2009). Em termos de rendimento, o
barueiro (arvore do baru) produz de 2.000 a 6.000 frutos por planta (CRUZ et al., 2011). Tais
frutos sdo compostos por 30% de polpa, 5% de améndoa e 65% de endocarpo (CARRAZA;
AVILA, 2010).

O barueiro ocorre geralmente nas areas férteis do Cerrado (LEFB, 2021). O Cerrado
€ 0 segundo maior bioma brasileiro (ficando atras apenas da Amazdnia), ocupando quase
toda a area do Brasil central, com aproximadamente 2 milhdes de km2 (KLINK; MACHADO,
2005). Ocorre nos estados de Sao Paulo, Minas gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Tocantins, Bahia, Maranhéo, Piaui e Distrito Federal; além disso, incorpora ainda
partes do territério de paises vizinhos como Bolivia e Paraguai (CAVALCANTI et al., 2012).
Apresentando uma grande variedade de espécies, no tocante a fauna e flora, o cerrado
€ composto por mais de 10.000 espécies de plantas (SILVA et al., 2001; SCARIOT et al.,
2005).
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Percebe-se que o desenvolvimento de novos produtos a partir de matrizes vegetais
nativas da regido constitui uma valorizagdo que contribui para a preservacdo de tais
espécies, uma vez que o Cerrado, depois da Mata Atlantica € o ecossistema que mais
sofreu alterag6es com a ocupacédo humana (WWF, 2021). Ainda, a incorporacao da espécie
citada no desenvolvimento de novos produtos incentiva o desenvolvimento regional
sustentavel, fomentando a agricultura familiar, caracterizada pela produ¢cédo em pequena
escala (CARRAZZA, 2010).

Portanto, o objetivo do trabalho foi desenvolver uma massa alimenticia do tipo
macarréo, a partir de formulagées com substituicdo parcial da farinha de trigo pela farinha
de polpa de baru, propondo-se obter um produto fonte de fibras.

21 METODOLOGIA

O presente trabalho caracteriza - se como documentagéo direta, uma vez que o
levantamento de dados ocorreu no proprio local onde os fenébmenos ocorrem, conforme
apontado por Marconi; Lakatos (2017). Para obtenc&o dos dados, utilizou — se a pesquisa
laboratorial, a qual descreve e analisa 0 que ocorrera em situagdes controladas, com o
objetivo adequado ao que se pretende alcangar (MARCONI; LAKATOS, 2017).

Ainda, o desenvolvimento da pesquisa foi pautado pela utilizagdo de métodos
quantitativos, pois realizou —se a coleta de dados por meio do uso de medi¢cdes e grandezas,
obtendo — se por meio da metrologia, nimeros (resultados) com suas respectivas unidades
(ADRIANA PEREIRA et al., 2018). Como suporte metodoldgico, utilizou — se o trabalho
desenvolvido por Pietro (2016), para direcionamento do desenvolvimento de formulacdes e
escolha das andlises realizadas.

Os frutos da espécie Dipteryx alata Vogel foram adquiridos em outubro de 2017 de
um pequeno produtor, cuja plantagéo esta localizada no municipio de Rio Verde (Estado
de Goias, Brasil). Logo ap6s a aquisi¢édo dos frutos, esses foram lavados em agua corrente
e, na sequéncia, foi realizada a separacgdo entre a castanha de baru e a polpa de baru
juntamente com o endocarpo.

O material permaneceu por dois meses sob refrigeracao a-4°C. Para o processamento
da farinha, a polpa e o endocarpo foram submetidos a secagem a 60°C por 12h e 30min
em forno elétrico. Como parametros para determinacdo do tempo suficiente de secagem,
foram utilizadas a observacao da cor e da textura apresentada pela polpa e endocarpo de
baru (PIETRO, 2016).

Amoagem da polpa e do endocarpo de baru foi realizada inicialmente em liquidificador
industrial e na sequéncia em moinho de facas tipo willye. A analise granulométrica da farinha
de polpa de baru foi realizada a partir da adaptagdo de método AACC 66-20 (American
Association of Cereal Chemistry) (AACC, 1995), utilizando-se peneiras granulométricas
taradas previamente, apresentando aberturas de 16, 32, 70, 100 e 120 mesh (1190,
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450, 210, 190 e 125um), respectivamente; e agitador eletromagnético de peneiras. Para
producdo da massa alimenticia, optou-se por utilizar a por¢éo retida na peneira de 70 mesh,
uma vez que para producdo de macarrdo utiliza-se farinhas com granulometria variando
entre 60 e 70 mesh (GUERREIRO, 2006).

As massas alimenticias foram elaboradas na planta didatica da Escola SENAI Vila
Canaj, localizada no municipio de Goiénia —GO. Foram realizadas trés formulagdes, sendo
uma de controle (contendo somente farinha de trigo tipo 1); e duas formulagdes com farinha
de trigo tipo 1 e farinha de polpa de baru nas proporc¢des de 90:10 e 80:20, respectivamente.

As trés formulagdes desenvolvidas estao representadas na Tabela 1.

Formulagdes
Ingredientes
FT F1 F2
Farinha de trigo 100% 90% 80%
Farinha de polpa de baru - 10% 20%
Ovo 55% 55% 55%

Tabela 1 - Formulagdes das massas alimenticias

Legenda: FT — amostra controle (100% de farinha de trigo); F1 — amostra com 10% da farinha de polpa
de baru; F2 — amostra com 20% da farinha de polpa de baru.

Fonte: Autoria prépria.

Os ingredientes foram misturados em masseira; a mistura resultante foi transferida
para um canhdo extrusor, para obter-se macarrdo extrusado. Durante moldagem ou
trefilagcéo, a massa foi prensada por uma trefila de bucatini e o corte feito manualmente,
com tamanho padronizado de 10cm. Apds a trefilagdo e o seccionamento, os espaguetes
foram secos a 60°C durante 1 hora em estufa com circulagédo e renovacéo de ar. As massas
alimenticias secas foram empacotadas e armazenadas a 6°C para posterior analises,

cocgao e testes sensoriais.

2.1 Analises microbiolégicas

Apobs o desenvolvimento das massas alimenticias, reservou-se uma quantidade
de macarrdao para analise microbiolégica. As andlises microbiologicas realizadas
compreendem: Salmonella sp (ISO, 2002; AOAC, 1997); Bacilus cereus (ISO, 2004);
coliformes a 45°C (ISO, 2004); e Staphylococcus aureus (APHA, 2001). Tais parametros
de andlise microbiol6gica foram estabelecidos conforme preconiza a RDC n° 12 (BRASIL,
2001).

2.2 Analises fisico-quimicas

A determinagdo da composicdo centesimal da farinha de polpa do baru e das
formulagbes desenvolvidas foi realizada no laboratério didatico da Escola SENAI Vila
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Canaa e no laboratério de Analises Fisico-Quimicas do Instituto Federal de Goias Campus
Goiéania. A umidade foi analisada em estufa de secagem com circulacao de ar a 105°C até
obtencao de peso constante (método AOAC n° 925.10 - Association Of Official Analytical
Chemists), e o residuo mineral fixo (cinzas) por incineracdo em mufla a 550°C (método
AOAC n° 923.03) (AOAC, 1997). Os teores proteicos foram obtidos por meio da andlise
de nitrogénio total por Kjeldahl (método NTK), sendo utilizado o fator adequado para
a conversao do nitrogénio em proteina bruta para consumo (método AOAC n° 960.52)
(AOAC, 1997). A fragdo de fibra alimentar total foi analisada pelo método gravimétrico-
enzimatico estabelecido pela Association of Analytical Communities - AOAC, adaptado pela
Embrapa Agroindustria de Alimentos (método AOAC n° 985.29) (FREITAS et al., 2011).
Os lipidios totais foram extraidos pelo método de Bligh-Dyer (método AOAC n° 920.39C)
(AOAC, 1997). Os carboidratos disponiveis foram obtidos por diferenca, subtraindo-se de
cem os valores obtidos de umidade, cinzas, proteinas, lipidios e fibra alimentar total, de
acordo com o estipulado na Resolu¢do RDC n° 360 de 2003 que trata sobre rotulagem de
alimentos (BRASIL, 2003). A acidez e o pH foram determinados conforme estabelecido pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). O valor energético total (VET) foi estimado considerando-
se os fatores de conversao de Atwater, atribuindo 4kcal g para proteinas e carboidratos e
9kcal g para lipideos (ATWATER; WOODS, 1986).

2.3 Tratamento estatistico dos dados

Avaliou-se os resultados obtidos pelos métodos de analise de variancia (ANOVA) e
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia (TEIXEIRA et al.,
1987).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Separacao, moagem e granulometria

Apbs a etapa de higienizagéo, realizou-se a separagdo entre polpa e endocarpo
e, améndoa de polpa de baru. Obteve-se uma extracdo de 8% da améndoa de baru e
de 92% para a extracdo da polpa e do endocarpo de baru. Segundo Martins (2010), tais
rendimentos de extragédo indicam que o beneficiamento do baru apresenta elevados indices
de geracéo de residuos sélidos. O mesmo autor obteve uma extragdo da améndoa variando
entre 7,4 a 8,8%, enquanto que para a polpa e para o endocarpo, um rendimento entre 88 a
95%. Compreende-se como beneficiamento a separagdo da améndoa do baru das demais
estruturas do fruto (CARRAZA; AVILA, 2010).

Na etapa de separagédo do endocarpo do mesocarpo, obteve-se um rendimento de
45%, uma vez que em tal etapa separou-se a polpa do endocarpo do baru.

Na Figura 1, observa-se o grafico representando os resultados de peneiramento.
Ressalta-se que as porcentagens apresentadas referem-se a porcentagem média retida
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das farinhas em cada peneira.

70,00

60,00
g 5000 30,000
40,00

30,00

20,00

Porcentagem retida

10,00

0.00
16 32 70 100 120 >120

Abertura da malha (mesh)

® Farinha de polpa debarn % Farinha de trige

Figura 1 - Distribuicdo granulométrica

Fonte: Autoria prépria.

Observou-se que a granulometria da farinha de trigo tipo 1 é mais fina que a
farinha de polpa de baru, uma vez que 30% da farinha tipo 1 ficou retida na peneira de
70 mesh (Figural), enquanto 37,42% da farinha de polpa de baru ficou retida na peneira
de mesma malha. Na literatura, o tamanho da particula do alimento ap6s a moagem é um
fator determinante no preparo de massas alimenticias, uma vez que a uniformidade da
granulometria na farinha resulta em melhor qualidade sensorial. Ainda, durante o cozimento
o alimento absorve agua de forma homogénea, resultando no cozimento uniforme da massa
(SILVA et al., 2009).

A partir do tratamento estatistico da analise granulométrica, observou-se que para
a farinha de polpa de baru, ha diferenca significativa entre as porcentagens retidas nas
peneiras de 70 e 120 mesh, a nivel de 5% de significancia. O resultado ¢é justificado pela
variacdo entre o tamanho dos grénulos da farinha de polpa de baru, apds a etapa de
moagem. Em contrapartida, 0 mesmo ndo € observado para a farinha de trigo. Para o

desenvolvimento das massas alimenticias, foram utilizadas as farinhas de 70 mesh.

3.2 Analises fisico-quimicas da farinha de polpa de baru e das massas
alimenticias

Os resultados das analises fisico-quimicas da farinha de polpa de baru e das massas
alimenticias desenvolvidas nesse trabalho podem ser observados na Tabela 2.
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Analises FPB FT F1 F2
Umidade (%) 11,30021,200 4,100+0,153° 6,223:0,204° 7,4000,104°
Cinzas (%) 4,975:0,638° 2,18520,856° 4,135:0,147° 3,595+,539°
Proteinas (%) 4,149:0,1212 11,450+0,728° 9,643+0,742¢ 9,533+0,589°
Lipideos (%) 5,250+0,120° 2,460+0,782° 3,1600,495¢ 3,270+0,783¢
Carboidratos (%) 35,362+0,488° 66,437+0,061° 64,878:0,385¢ 61,692+0,926°
Fibra alimentar
total (%) 39,500 5,500 11,960 14,510
Fibra alimentar 0,6100 2,610 9,660 12,020
soluvel (%) ’ ’ ’ ’
Fibra alimentar 38,890 2,890 2,300 2,490
insoltvel (%)
pH 5,4330,058° 6,1670,058° 5,7000,100° 5,6330,058¢
Ac'dezgﬂ")”g 100 8,10810,125¢ 3,05120,513 2,02710,027° 5,025:0,824¢
Va'(;j(ggfg%*;m 223,935:0,333¢ 405,6930,282° 326,527+0,851° 323,713+0,081¢

Tabela 2 - Resultados das analises fisico-quimicas

Legenda: FPB — farinha de polpa de baru; FT — amostra controle (100% de farinha de trigo); F1 —
amostra com 10% da farinha de polpa de baru; F2 — amostra com 20% da farinha de polpa de baru.

a, b, c e d - médias seguidas de mesma letra ndo apresentam diferenca significativa entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Autoria propria.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 2, pode ser observado que o
teor de umidade apresentado pela farinha de polpa de baru se encontra dentro do limite
estabelecido pela RDC n° 12 (BRASIL, 1978), a qual enuncia que o limite maximo é de
14%. A mesma observagao pode ser estendida a umidade das massas alimenticias, uma
vez que a RDC n° 93 estabelece o limite maximo de 13,0% para massa alimenticia seca,
a qual é caracterizada por ser submetida ao processo de secagem (BRASIL, 2000). Como
as massas alimenticias desenvolvidas no presente trabalho foram secas ap6s trefilagao,
sé@o classificadas como massas secas. Os mesmos resultados ndo foram encontrados
em alguns trabalhos que compdem a literatura (NETO et al., 2016; GABRIEL PEREIRA
et al., 2017; PIETRO, 2016), nos quais se observa que os teores de umidade variaram
de 28 a 35%. A diferenca entre os resultados encontrados e os resultados obtidos por
demais autores pode ser justificada pelo tipo de massa elaborada nos trabalhos, a qual
apresenta caracteristica de uma massa alimenticia fresca, que pode ou ndo ser submetida
ao processo de secagem parcial, de forma que o produto final apresente umidade maxima
de 35,0% (BRASIL, 2000).

Em relacdo aos teores de cinzas, observou-se que a farinha de polpa de baru
apresenta teor de 4,975%, dos quais segundo Silva (2017), estdo presentes potassio,
célcio, fésforo, magnésio como macrominerais. O mesmo autor destaca que em farinhas
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de polpa de baru, o macromineral potassio € o que se apresenta em maior concentracéo
(SILVA, 2017). Ainda, observa-se que as massas alimenticias com farinha de polpa de baru
apresentam teores de cinzas maiores que 0 macarrédo controle (100% de farinha de trigo),
conferindo assim melhor conteudo nutricional ao alimento.

Os nameros encontrados para proteina se aproximam aos determinados por Pietro
(2016) para as massas alimenticias com 10 e 20 % de substituicdo parcial da farinha
de trigo por polpa de baru, trabalho no qual observou-se 11,86 e 10,99% de proteinas,
respectivamente. Ainda, ressalta-se que consumindo as massas com substituicdo parcial
de 10 e 20% supre-se parte da necessidade diaria de ingestao protéica, a qual é necessaria
para o crescimento, conservagao e reparagdo de 6rgéos, tecidos e células (NETO et al.,
2016).

Para os valores de lipideos, nota-se que as massas alimenticias desenvolvidas com
farinha de polpa de baru apresentam teor acima de 3%. Assim, de acordo com a RDC 54/
2012, essas ndo podem ser consideradas como alimentos de baixo teor lipidico, uma vez
que tal classificacdo se restringe a alimentos com no maximo 3% de lipideos (BRASIL,
2012).

A analise de teor de carboidratos mostrou que todos os macarrées desenvolvidos
apresentaram percentuais variando de 66 a 60%, aproximadamente, para cada 100 gramas
do produto. Segundo a OMS (2003), a quantidade minima de carboidrato necesséria para
promover glicose as células cerebrais é estimada em 130g/ dia para adultos com idade
superior a 19 anos. Assim o consumo de 100 gramas das massas desenvolvidas com
farinha de polpa de baru fornece, aproximadamente, 50% das necessidades diarias. O valor
de carboidratos obtido para a farinha de polpa de baru corrobora com o valor encontrado
por Mendonga (2008), que foi de 58,04%. Incluso nesses 50% de carboidratos estdo o
amido (componente majoritario) e agucares (SANO et al., 2004).

Os teores de fibra alimentar total apresentado pelas massas alimenticias estao
acima de 3%. De acordo com a Resolugdo n° 54 da ANVISA/ 2012 (BRASIL, 2012),
um alimento soélido é considerado como fonte de fibra alimentar se apresentar em sua
composigdo no minimo 3%; caso apresente no minimo 6% de fibra alimentar total pode ser
classificado como um alimento com alto contetdo de fibra alimentar. Portanto, o macarrdo
desenvolvido com 100% de farinha de trigo é classificado como um alimento fonte de
fibra alimentar, enquanto que as massas alimenticias com substituicao parcial da farinha
de trigo podem ser classificadas como alimentos com alto contetdo de fibra alimentar.
Ressalta-se que as fibras solUveis sdo responsaveis pelo aumento da viscosidade do
conteudo gastrointestinal, retardando o esvaziamento e a difusdo de nutrientes, além de
tornarem mais lenta a absorcado de glicose e retardarem a digestdo do amido (IAL, 2008).
Em contrapartida, as fibras insoluveis, como a lignina, celulose e algumas hemiceluloses,
aceleram o transito intestinal, aumentam o peso das fezes e contribuem para a redugao do
risco de alguns males do célon (NETO, 2012).
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O pH apresentado pela farinha de polpa de baru corrobora com o resultado obtido
por Silva (2017), onde a média de pH para a farinha de endocarpo e mesocarpo de baru
seca a 60°C foi de 5,66+0,17. A constatacédo se estende para acidez, uma vez que obteve -
se um valor de 8,108+0,125mg/ 100 g em compara¢édo com 8,61+0,17mg/ 100g obtido por
Silva (2017). A legislacéo brasileira ndo estabelece limite maximo de acidez para farinhas
de frutas; porém, a RDC n° 12 estabelece um limite maximo de 3% de acidez para a farinha
de trigo (BRASIL, 1978). Portanto, observa-se que a farinha de polpa de baru processada
no presente trabalho apresenta carater acido. Os niveis de acidez de um alimento podem
ser resultantes de compostos naturais presentes no alimento (FERNANDES et al., 2008).
Alimentos &cidos apresentam vantagens em relacdo a conservagdo, uma vez que a
acidificacao inibe o crescimento de microrganismos (PEREDA et al., 2005). Em relagdo
as massas alimenticias, a legislacdo (BRASIL, 2000) estabelece limite méximo para o
parametro acidez, o valor de 5% (5mg/ 100g). Portanto, observou-se que os macarrées com
100% de farinha de trigo e com 10% de farinha de polpa de baru atendem ao parametro da
legislacé@o vigente. Ainda, a mesma Resolucéo ndo estabelece limites para os valores de
pH. De acordo com a literatura, dependendo da natureza do alimento (composi¢cao quimica
e pH), este pode ser classificado em alimentos &cidos (pH < 4,6) e aqueles de baixa acidez
(pH > 4,6) (AGUIRRE; GASPARINO FILHO, 2002). Assim, as massas alimenticias podem
ser consideradas como alimentos de baixa acidez.

Por fim, notou-se a redugédo do valor energético a medida que substituiu - se a
farinha de trigo pela farinha de polpa de baru. Tal reducgéo é resultado do aumento de fibras
nas formulagcbes desenvolvidas (PEREDA et al., 2005).

3.3 Analises microbioldgicas da farinha de polpa de baru e das massas
alimenticias

A partir das anélises microbiol6gicas utilizando-se os paradmetros exigidos pela RDC
n°® 12 (Brasil, 2001), obteve-se os resultados apresentados na Tabela 3.

A Limite segundo
Parametros RDC N° 12 FPB FT F1 F2
Bacillus cereus 5
(UFC/ g) 3x10 Ausente Ausente | Ausente | Ausente
Coliformes a 45°C 102 Ausente 1,000 3,000 Ausente

(NMP/ g)
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- Nao especificado
Staphylococcus para farinha
aureus (UFC/ g) - 5,00x10°® para
massa alimenticia

1,00x102 1,00x102 | 1,00x10% | 1,00x102

Salmonella sp
(Salmonella sp / Auséncia Ausente Ausente | Ausente Ausente
25g)

Tabela 3 - Resultados das analises microbiolégicas

Legenda: FPB — farinha de polpa de baru; FT — amostra controle (100% de farinha de trigo); F1 —
amostra com 10% da farinha de polpa de baru; F2 — amostra com 20% da farinha de polpa de baru.

Fonte: Autoria prépria.

Os resultados para Bacillus cereus sugerem que as matérias-primas, bem como os
processos utilizados para a produgéo da farinha de polpa de baru e das massas alimenticias
néo apresentam riscos a satde dos consumidores, pois ndo observou - se 0 desenvolvimento
de tal patégeno. Em relagdo a Salmonella sp, tal microrganismo é encontrado no trato
gastrointestinal do homem e dos animais; sua transmissdo por alimentos, bem como
as enfermidades causadas é de grande preocupagdo da saude publica. Portanto, os
resultados encontrados séo um indicativo de que as condic¢des higiénico-sanitarias em todo
o processamento das massas alimenticias desenvolvidas foram adequadas (CARDOSO;
CARVALHO, 2006).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados apresentados, conclui-se que foi possivel o desenvolvimento
de um novo extrusado a partir da polpa de baru, uma vez que foram desenvolvidas massas
alimenticias com substituicdo parcial de farinha de trigo pela farinha de polpa de baru;
ainda, a partir da analise de fibras, observou-se que as mesmas massas alimenticias
podem ser classificadas como alimentos com alto conteudo de fibra alimentar.

Os resultados apresentados possibilitam a ampliacdo de aplicagdo da polpa de
baru na indastria alimenticia e nos segmentos da agroindustria familiar (associacdes e
cooperativas de produtores), uma vez que a améndoa do fruto ja & amplamente utilizada.
Por fim, a esséncia da pesquisa foi integralmente alcancada, a partir dos resultados que
mostraram o aproveitamento da massa residuéria da polpa do baru no processo de extracdo
da castanha.
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RESUMO: Micro-organismos fermentadores
de pentose formam um grupo heterogéneo de
espécies microbianas com aplicagéo potecial em
industrias de base biotecnoldgica. Para aindustria
do etanol de 22 geracdo esses micro-organismos
representam a possibilidade de aumentar entre
20% e 50% a produtividade do etanol a partir da
mesma tonelagem de biomassa lignocelulosica
processada. A dissemina¢do do conhecimento
sobre a evolugdo das pesquisas com micro-
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LIGNOCELULOSICO

organismos fermentadores de pentoses coopera
para a construcédo e consolidacido da cadeia de
producédo de bioetanol lignoceluldsico. Nesta
revisdo da literatura cientifica, detacam-se a
cronologia dos estudos sobre micro-organismos
fermentadores de pentose desde os anos
50; seu metabolismo peculiar; as estrategias
empregadas para contornar a presenga de
inibidores nos hidrolisados lignocelulésicos;
e a importancia de fatores fisico, quimicos e
nutricionais que condicionam a eficiéncia do
processo fermentativo.
PALAVRAS-CHAVE:Biocombustiveis, Bioetanol,
Xilose, Arabinose, Fermentacao alcodlica.

ABSTRACT: Pentose fermenting microorganisms
are a heterogeneous group of microbial species
with potential application in biotechnology-based
industries. For the 2nd generation ethanol industry,
these microorganisms represent the possibility to
increasing ethanol productivity between 20% and
50% from the same ton of processed lignocellulosic
raw-material. The dissemination of knowledge about
the evolution of research with pentose fermenting
microorganisms cooperates for the construction
and consolidation of the lignocellulosic bioethanol
production chain. In this review of the scientific
literature are addressed the chronology of studies
on pentose fermenting microorganisms since the
1950s, its peculiar metabolism, the strategies
used to circumvent the presence of inhibitors in
lignocellulosic hydrolysates and the importance of
physical, chemical and nutritional factors that affect
the efficiency of the fermentation process.
KEYWORDS: Biofuel, Bioethanol, Xylose,
Arabinose, Bioethanol, Alcoholic fermentation.
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11 INTRODUGAO

Etanol lignocelulésico é aquele proveniente da converséo bioquimica de agucares
recuperados de celulose e hemicelulose presentes em quaquer biomassa vegetal. O etanol
lignocelulésico é considerado um biocombustivel avangado, pois reduz significativamente as
emissOes de gases do efeito estufa se comparado aos combustiveis fésseis; ndo compete
com a producédo de alimentos; e, ainda, pode influenciar de forma positiva a economia
agroindustrial ao agregar valor a residuos agricolas e florestais (LIU et al., 2020).

Aconsolidagdo do uso do etanol lignocelulésico ainda é comprometida por obstaculos
técnicos e econémicos associados, principalmente, a dificuldade com o processamento e
pretratamento das biomassas vegetais heterogéneas; ao custo da sacarificagcdo enzimatica
da celulose; e as limitagdes da conversao microbiana das pentoses, originadas da hidrélise
da frag&do hemiceluldsica, em etanol (TOOR et al., 2020).

Na literatura sdo poucos os relatos de micro-organismos que apresentam a
capacidade de converter eficientemente as pentoses provenientes do pré-tratamento de
biomassas lignocelulésicas em etanol. A levedura da espécie Sheffersomyces (Pichia)
stipitis € o micro-organismo mais estudado para a conversdo de pentoses em etanol.
Entretanto, essa especie é susceptivel a toxicidade dos hidrolisados hemiceluldsicos
e possui baixa tolerdncia a concentragcbes elevadas de etanol, o que compromete o
rendimento da fermentagéo alcodlica.

Neste cenario, para que ocorra consolidacéo da produgao de etanol lignoceluldsico,
também chamado etanol de segunda geragéo ou etanol 2G, é relevante que avancem as
pesquisas sobre micro-organismos capazes de fermentar agucares de cinco carbonos e
que sejam, ao mesmo tempo, resistentes aos compostos toxicos presentes no hidrolisado
hemicelulésico e, também, capazes de suportar o extresse fisico, quimico e a competicao
microbiana encontrada em condi¢des industriais de fermentacéo.

21 M!CRO-ORGANISMOS FERMENTADORES DE PENTOSES: BREVE
HISTORICO

Um dos primeiros relatos sobre micro-organismos fermentadores de pentoses
surgiu no inicio dos anos 20 com a descrigao de um fungo filamentoso capaz detransformar
xilose e arabinose em etanol, o Fusarium oxysporum lini (WHITE et al., 1928). Nessa
mesma década, Peterson et al. (1929) relataram pela primeira vez a aplicagdo de uma
bactéria, Lactobacillus pejatoaceticus, na produg¢édo de etanol utilizando xilose como fonte
de carbono. A descoberta dessa habilidade incentivou a investigagdo de outras bactérias,
fungos filamentosos e leveduras com a mesma capacidade de bioconversao (MCMILLAN
et al., 1993). Nas décadas de 60 a 90 deste mesmo século, as investigagdes em torno dos
micro-organismos fermentadores de pentoses resultaram no registro de novos fungos
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filamentosos, sendo estes pertencentes aos géneros Fusarium, Monilia, Mucor, Neurospora,
Paecilomyces, Polyporus e Rhizopus (GONG et al., 1979; KRULL et al., 1980; GONG et al.,
1981; UENG et al., 1982). Além destes, no inicio dos anos 80, novas espécies de bactérias
fermentadoras de pentoses foram descritas, tais como, as mesofilicas, pertencentes
aos géneros Aerobacter, Aeromonas, Bacillus, Bacteroides, Erwinia e Klebsiella e, as
termofilicas, dos géneros Clostridium e Thermoanaerobacter (IWIEGEL et al, 1981).
Nesse mesmo periodo, Scherneider et al. (1981) descobriram a habilidade de conversao
da xilose em etanol pela linhagem Pachysolen tannophilus, sendo este o primeiro relato
de uma levedura capaz defermentar pentoses. Trés anos apoés, outra levedura capaz de
metabolizar xilose foi descritapor Toivola et al. (1984), a espécie Pichia stipitis, renomeada
recentemente como Sheffersomyces stipitis (KURTZMAN et al., 2010). Essa espécie foi
isolada originalmente de larvas pertencentes a diferentes géneros de besouros da familia
Scarabaeidae, bem como de dipteras da familia Asilidae presentes em troncos de arvores
em decomposicéo (PIGNAL et al., 1967).

Na década de 1980, diante dos relatos das baixas taxas de conversao de pentoses a
etanol pelos fungos filamentosos e bactérias até entdo avaliados, os estudos se concentraram
em torno das leveduras (UENG et al,, 1982). A partir desta década, novos géneros de
leveduras fermentadoras de pentose foram reveladas, tais como Brettanomyces, Candida,
Clavispora, Kluyveromyces e Schizosaccharomyces (MCMILLAN et al., 1993; TOIVOLA et
al., 1984).

Em meados dos anos 1980, a industria despertou para a importancia desse processo
de bioconversado e incentivou a busca por conhecimentos sobre as vias metabdlicas e
mecanismos de transporte celular envolvidas no processo de producao de etanol (JEFFRIES,
1985; MAGEE et al., 1985; MANDERSON et al., 1987; SKOOG et al., 1988; SCHNEIDER et
al., 1989). A compreensao desse metabolismo e do transporte das pentoses para o interior
das células microbianas instigaram os pesquisadores nos anos 90 a desenvolver micro-
organismos capazes de fermentar pentoses se valendo de ferramentas de engenharia
genética (LAWFORD et al., 1991; POSNO et al., 1991; OLSSON et al., 1992). Esses
ensaios foram fundamentados principalmente pela transferéncia dos genes descobertos
em micro-organismos silvestres fermentadores de pentoses para micro-organismos de
uso industrial, como a espécie Saccharomyces cerevisiae, que embora consagrada por
seu uso em usinas alcooleiras ndo possui a capacidade natural de transformar pentoses
em etanol (CHIANG et al., 1981; MORARD et al., 2019). O avango do conhecimento dos
genes reponsaveis pela conversao de xilose a etanol evidenciaram enzimas chave, como
a xilose desidrogenase, a xilitol desidorgenase, a xilose isomerase, e transportadores de
membrana que permitem a entrada de pentoses no citoplasma (SCHNEIDER et al., 1989;
LAWFORD et al., 1991; POSNO et al., 1991; OLSSON et al., 1992; CHIANG et al., 1981;
SARTHY et al., 1998; MORARD et al., 2019).

Nos anos 2000, novas linhagens naturalmente capazes de fermentar pentoses
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foram descritas, tais como Spathaspora passalidarum (NGUYEN et al., 2006; HOU, 2012)
e Spathaspora arboriae (CADETE et al., 2009; CUNHA-PEREIRA et al., 2011), isoladas
de besouro da espécie Odontotaenius disjunctus em Louisiana, nos EUA, e de madeira
em decomposi¢éo provenientes da Mata Atlantica e do CerradoBrasileiro, respectivamente.
Ainda neste periodo, varios pesquisadores descreveram outras espécies com a habilidade
de fermentar pentoses para producdo de etanol, tais como Kluyveromyces marxianis,
Candida subhashii, Dekkera bruxelliensis, Ambrosiozuma mondspora, Hansenula
polymorpha, Spathaspora brasiliensis, Spathaspora sushii, Spathaspora roraimanensis,
Spathaspora xylofermentans, Neurospora crassa, Meyerozuma caribbica, Candida
guilliermonatii, Candida tropicalis, Candida intermedia, Candida saraburiensis, Candida
prachuapensis, Pichia terricola, Trichosporan Mycotoxinivorans, Galactomyces geotrichum
e Candida akabanensis (RYABOVA et al., 2003; DMYTRUK et al., 2008; GALAFASSI et al.,
2011; NITIYON et al., 2011; RODRUSSAMEE et al., 2011; VERHO et al., 2011; WATANABE et
al., 2012; CADETE et al., 2013; DOGARIS et al., 2013; LORLIAM et al., 2013; KALHORINIA
et al., 2014; SUKPIPAT et al., 2017; MATOS et al., 2017; VALINHAS et al., 2018). Nesta
mesma década, Barbosa (2017) fez o primeiro relato na literatura da espécie Sporothrix
schenckii, anteriormente mencionada apenas como causadora de doeng¢a, como sendo
capaz de converter xilose em bioetanol.

Dentre as leveduras nativas estudadas até aqui a espécie Sheffersomyces stipitis
tem sido mencionada como a de maior habilidade em fermentar xilose a etanol com alto
rendimento (RUCHALA et al., 2020; GEHLOT et al, 2022). Essa levedura, além de utilizar
a xilose tem a capacidade de usar também a glicose, os dois principais monossacarideos
provenientes da hidrdlise de material lignocelulésico (MUSO CACHUMBA et al., 2019;
PHAM et al., 2020).Todavia, cabe rassaltar sua baixa tolerancia ao etanol e inabilidade de
crescer em condicbes de anaerobiose, fato que constitui um dos gargalos da cadeia de
producao do etanol lignocelul6sico (RUCHALA et al., 2020).

31 METABOLISMO NAS LEVEDURAS FERMENTADORAS DE PENTOSES

Fermentagéo alcodlica € o nome dado ao processo metabdlico no qual a energia e
o etanol sdo produzidos por meio da oxidagao parcial de compostos organicos, geralmente
acucares, utilizando outros compostos organicos como doadores e aceptores de elétrons
(WOLFE, 2015). Os processos fermentativos para a obtencdo de etanol a partir de
hexoses sdo bem conhecidos (CHANDEL et al., 2011). Todavia, o conhecimento sobre o
metabolismo dos micro-organismos capazes de converter pentoses a etanol ainda € pouco
difundido ou ainda ndo completamente elucidado (JUGWANTH et al., 2020). O interesse
econdmico no desenvolvimento de processos para a conversdo de pentoses presentes
em biomassas lignocelul6sicas em combustiveis e outros produtos quimicos continua
motivando a prospecc¢ao e estudos com novos micro-organismos (VERAS et al., 2019).
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A D-xilose (C,H,,O,) € uma das principais unidades monossacaridicas que compoem
as hemiceluloses e a mais abundante pentose encontrada nos vegetais (JUGWANTH et al.,
2020; LACHKE, 2002; MAURYA et al., 2015). Os processos hidroliticos para a obtencéo
de D-xilose a partir de biomassas lignocelulésicas utilizam catalisadores que podem ser
acidos, alcalis, enzimas e agua subcritica ou supercritica (CHENG et al., 2020).

A L-arabinose € outra pentose presente na fracdo hemiceluldsica de biomassas
vegetais, todavia existe em propor¢gdo menor que a D-xilose (JEONG et al., 2020). Esse
acucar, se convertido a etanol, contribui também para o rendimento geral do processo
fermentativo (BETTIGA et al., 2009; YE et al., 2019). A L-arabinose € um monossacarideo
de baixa caloria obtido principalmente por hidrélise quimica ou enzimatica da hemicelulose
(BETTIGA et al., 2009).

Nos micro-organismos, o transporte de monossacarideos para o citoplasma celular
consiste em etapa preliminar ao metabolismo das pentoses e pode ocorrer por dois
diferentes sistemas de transportes (KILIAN et al., 1988). Um deles utiliza a difuséo facilitada
e conta com auxilio de canais proteicos de membrana que permitem a passagem do agucar
a favor de um gradiente de concentracdo (KILIAN et al., 1988; FONSECA et al., 2007); o
outro, utiliza sistemas de cotransporte com protons de alta afinidade (co-transporte H*/
agucar) (SPENCER-MARTINS, 1994; STAMBUK et al., 2000; HAHN-HAGERDAL et al.,
2007) em que agucares, juntamente com prétons, atravessam a membrana plasmatica
na mesma direcdo (simporte) ou em direcdo contraria (antiporte) (KILIAN et al., 1988;
BALDWIN, 2000; KHANSUWAN, 2000).

A entrada de pentoses nas principais vias metabdlicas que levam a formacgéo de
etanol passa por sua transformagcdo em D-xilulose. Em bactérias e em alguns poucos
fungos, a D-xilose é transformada em D-xilulose em uma Unica etapa reacional (Figura 1-A),
catalisada pela enzima Xilose Isomerase (XI) (KARHUMAA et al., 2007; BRAT et al., 2009;
DEMEKE et al., 2013). Embora a enzima Xilose Isomerase seja encontrada principalmente
em bactérias, algumas espécies de fungos também a possuem (BRUINENBERG et al., 1984;
LACHKE, 2002; TANIMURA et al., 2012) tais como Neurospora crassa (RAWAT et al., 1996),
Malbranchea pulchella (BANERJEE et al., 1994), Candida utilis (VONGSUVANLER, 1988)
e Candida boidinii (VONGSUVANLER, 1988). Ja para a maioria dos fungos filamentosos
e leveduras, essa transformagcé@o acontece em duas etapas reacionais (WOHLBACH et
al., 2011; CAMPOS et al., 2017; BONAN et al., 2020; SELIM et al., 2020). A D-xilose é
convertida em xilitol, numa reacédo de reducdo, catalisada pela Xilose Redutase (XR)
NAD(P)H dependente e, posteriormente, ocorre a oxidagéao do xilitol a D-xilulose por agao
da enzima Xilitol Desidrogenase (XDH) NAD+ dependente (Figura 1-B e 1-C) (RIZZI et al.,
1988; JEFFRIES et al., 2006; WATANABE et al., 2007; MOYSES et al., 2016). Finalmente,
nos dois casos, a D-xilulose acessa a via das pentoses-fosfato como D-xilulose-5-fosfato
por acdo da Xilulocinase (XK) que utiliza ATP como fonte de fosfato e energia.
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A B C

D-Xilose D-Xilose D-Xilose
NADPH> Xilose Q NADPH /NADH
Xilose NADP* Reg;m ¢ ;= NADP*/NAD"
Isomerase Xilitol AR) Xilitol
(X7) NAD™ Xilitol NAD™
> Desidrogenase <
NADH " (XDH) r NADH
\D-Xilulose D-Xilulose D-Xilulosg
g
ATP
Xilulocinase <
(XK) ADP

D-Xilulose-5-fosfato

Figura 1. Vias de conversao de D-xilose em D-xilulose-5-fosfato. A- via tipica encontrada em bactérias;
B- rota encontrada em fungos/leveduras, em que a Xilose Redutase apresenta especificidade por
NADPH; C- rota encontrada em fungos/leveduras que possuem Xilose Redutase com dupla afinidade
(NADPH e NADH) e preferéncia variavel, ou que apresentam duas ou mais XR com especificidades
diferentes (NADPH ou NADH).

A conversao de L-arabinose em xilulose-5-fosfato ocorre de forma semelhante a via
de metabolizagéo da xilose, ou seja, também pode seguir uma via oxidorredutiva (Figura
2-A) ou uma via de isomerizacdo (Figura 2-B) (BETTIGA et al., 2009; YE et al., 2019;
KILIAN et al., 1988; FONSECA et al., 2007; KUYPER et al., 2013). A via oxidorredutiva
€ utilizada principalmente por fungos e a via da isomerase, por bactérias (LI et al., 2019).
A via oxidorredutiva, na maioria dos fungos, converte naturalmente L-arabinose em
L-arabitol através da reacdo de redugdo catalisada pela enzima Aldose Redutase (AR)
que é dependente do cofator NADPH. Em seguida ocorre a oxidagdo do L-arabitol em
L-xilulose por acdo da enzima L-Arabitol-4-Desidrogenase (LAD), dependente de NAD-*.
A L-xilulose é entdo convertida pela enzima Xilose Redutase (LXR) em xilitol, que logo &
oxidado a D-xilulose por agdo da enzima Xilitol Desidrogenase (XDH) (HAHN-HAGERDAL
etal., 2007; YE et al., 2019). Essas conversoes sao estritamente dependentes de cofatores
NADPH e NAD*(YE et al., 2019). A D-xilulose é fosforilada por agéo da enzima Xilulocinase
a xilulose-5-fosfato (XK) (HAHN-HAGERDAL et al., 2007) e incorporada a via das pentoses
fosfato. Avia da isomerase ocorre em bactérias a partir da conversao do agucar L-arabinose
em xilulose-5-fosfato (SILVA et al., 2020). Essa conversdo ocorre em trés etapas. A
L-arabinose éconvertida em L-ribulose por acdo da enzima L-Arabinose Isomerase (Al),
depois a L-ribulose é convertida em L-ribulose-5-fosfato pela enzima L-Ribulocinase (RC)
e, na sequéncia, a L-ribulose-5-fosfato & convertida em a D-xilulose-5-fosfato por uma
reacao de epimerizacdo (RFE), dando inicio a via pentoses fosfato ndo oxidativa (Figura 3)
(ANDERSON, 1962; BALDWIN, 2000; YE et al., 2019).
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A

L-arabinose B
NADPH
AR FC- NADP™ L-arabinose
L-arabitol Al
NAD™ L
LAD f NADH L-ribulose
L-xilulose RC ATP
NAD(P)H \ ADP
LXR ,<;' NAD(P)* L-ribuloge-5-fosfato
Xilitol . RFE
XDH NAD 1
y NADH D-xilulose-5-fosfato
D-xilulose
XK <: ALP
, ADP

D-xilulose-5-fosfato

Figura 2. Reagbes de conversao de L-arabinose em D-xilulose-5-fosfato. A- Via encontrada em fungos;
B- Via encontrada em bactérias.

AR - L-Arabinose (aldose) Redutase NADPH dependente; LAD- L-Arabitinol 4-Desidrogenase NAD+
dependente; LXR- L-Xilulose Redutase NAD(P)H dependente; XDH- Xilose Desidrogenase NAD+
dependente; XK- Xilulose Cinase; Al- L-Arabinose Isomerase; RC- Ribulocinase; RFE- Ribulose-5-

Fosfato-4-Epimerase.

A partir da xilulose-5-fosfato resultante das conversbes da D-xilose e L- arabinose,
quer em fungos quer em bactérias, ingressa-se na etapa nao oxidativa da via das pentoses
fosfato, como descrito a seguir (Figura 3): a xilulose-5-fosfato, um intermediario da via da
pentose fosfato, & convertida em ribulose-5-fosfato por agéo da enzima ribulose-5-fosfato-
3-epimerase e, por a¢do da enzima ribose-5-fosfato isomerase, é convertida em ribose-5-
fosfato. A ribose-5-fosfato e a xilulose-5-fosfato séo convertidas em gliceraldeido-3-fosfato
e sedoheptulose-7-fosfato por agdo da transcetolase e posteriormente metabolizadas
pela enzima transaldolase em eritrose-4-fosfato e frutose-6-fosfato. A eritrose-4-fosfato e
xilulose-5-fosfato sdo convertidas ainda, em gliceraldeido-3-fosfato e frutose-6-fosfato por
acdo da enzima transcetolase.
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Frutose-6-fosfato —— Glicose-6-fosfato
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2
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Sedohepﬂllose-?-fosfato> Gliceraldeido-3-fosfato]

Eritrose-4-fosfato & Frutose-6-fosfato
¢+ Via Embden-Meyerhof-Parnas

Xilulose-5-fosfato Frutose-6-fosfato

l Gliceraldeido-3 -fosfato

A

Fermentacio Heterolatica

Figura 3. Via das Pentoses-fosfato e sua conexdo com o metabolismo fermentativo de agucares.

As pentoses, transformadas em intermediarios da via das pentoses-fosfato (Figura
3), quer na forma de xilulose-5-fosfato ou, mais adiante, como gliceraldeido-3-fosfato e
frutose-6-fosfato, seguirdo por vias que as conduzirdo a formagao do etanol em espécies
microbianas que reinem as condi¢cdes metabdlicas adequadas. Alguns fungos e a maioria
das bactérias também sintetizardo, em maior ou menor escala, acido acético, &cido latico,
acido butirico, acido férmico, glicerol, 1,2-propanodiol, 2,3-butanodiol, acetona, isopropanol,
n-butanol e/ou succinato a partir de pentoses (ROSENBERG, 1980; MCMILLAN, 1993;
ISERN et al., 2013; OURIQUE et al., 2020).

Existem, entre os micro-organismos, trés principais vias metabélicas responsaveis
pela dissimilagdo de agUcares que, eventualmente, conduzirdo a produgéo de etanol: a) a
via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), usada por alguns procariotos e pela maioria dos
eucariotos, incluindo as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Scheffersomyces stipitis; b)
a via Heterolatica ou da Fosfocetolase (PPK), comumente encontrada em bactérias acido-
laticas do género Leuconostoc, Lactobacillus e Oenococcus; e c) a via de Entner-Doudoroff
(ED), associada ao metabolismo oxidativo de algumas bactérias Gram-negativas do género
Rhizobium, Pseudomonas e Agrobacterium, por exemplo, e que encontra na espécie
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Zymomonas mobilis a Unica representante que a utiliza em anaerobiose para producéo
de etanol (SANTOS et al., 2021). Essas vias metaboélicas ocorrem de forma exclusiva ou
combinada, em espécies microbianas diferentes. Além do etanol, essas rotas metabdlicas
dao origem a varios outros produtos. Por esse motivo o rendimento alcodlico varia muito
entre as vias metabolicas de que cada espécie utiliza e também varia com o tipo de agucar
utilizado e as demais condi¢des do bioprocesso. A via de Embden-Meyerhof-Parnas (Figura
4) é a via mais recorrente nos micro-organismos fermentadores de pentoses. E ndo ha
relato de produgé@o de etanol por fermentacdo de pentoses em bactérias selvagens que

utilizam exclusivamente a via de Entner-Doudoroff para dissimilar aglcares.

Glicose

Xilose lC: DD
Arabinose . ADP
ATP Glicose-6fosfato

\C; ADP i

Fmt ose-6-fosfato

e

\ Frutose-1.6-bifosfato

AD* Gliceraldeido-3-fosfato - Dihidroxicetona-fosfato
NADH + }r /f_\ Pi

1.3-Difosfoglicerato

ATP

3-Fosfoglicerato

2-Fosfoglicerato

i\,. H,O
Fosfoenolpiruvato
ADP
ATP Di
Piruvato

i\-' CO2

Acetaldeido
l NADH +H™

NAD+
Etanol
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Figura 4. Via de Embden-Meyerhof-Parnas e Fermentacgéo alcodlica, integradas com a assimilagéo de
pentoses.

Veras et al. (2019) reportam que em ensaios enzimaticos para xilose redutase em
espécies de leveduras como Sheffersomyces stipitis, Spathaspora arborariae e Spathaspora
passalidarum observaram que ha uma maior atividade enzimatica na presenca do cofator
NADH/NAD* promovendo assim, uma melhoria na producéo de etanol de xilose. De acordo
com Fonseca et al. (2007) e Jeong et al. (2020) na conversao de L-arabinose em etanol
existe a necessidade de superar o duplo equilibrio de cofatores encontrados nas etapas da
via oxidorredutiva do sistema de metabolizacdo da L-arabinose. Estes autores reportam,
ainda, que para converter a L-arabinose em etanol é necessério que o micro-organismo
supere a dindmica dos cofatores da via oxidorredutiva, fato este que, provavelmente, se
constitua na maior dificuldade de encontrar linhagens naturais capaz de apresentar esta
habilidade. Os mon6émeros de D-arabinose e L-arabinose ocorrem em baixas quantidades
na natureza, fato que pode justificar quantidas baixas de cepas microbianas nativas
capazes de metabolizar a L-arabinose.

Ao longo dos anos, novas técnicas capazes de estimular o metabolismo das
pentoses vém sendo relatadas (O’BRIEN et al., 2015; PLUSKAL et al,, 2016). Dentre
estas se destacam aquelas capazes de estimar o fluxo metabdlico intracelular e identificar
algumas caracteristicas bioldgicas, tais como as reagdes limitantes do metabolismo e as
vias metabolicas mais ativas (O’'BRIEN et al., 2015; PLUSKAL et al., 2016). Neste sentido,
Campos et al. (2017) estudando a levedura Spathaspora arborariae relataram que a técnica
de cromatografia liquida de ultra-eficiéncia (UHPLC) acoplada a espectrometria de massa
proporcionou estabelecer um protocolo metabolémico. Esses autores afirmam que esse
novo protocolo pode ser aplicado para outras espécies de leveduras, e, que, os dados

gerados, podem ser usados para identificar etapas limitantes no metabolismo da xilose.

41 INIBIDORES NA FERMENTACAO DE BIOMASSAS LIGNOCELULOSICAS

Um evento colateral do pretratamento do material lignocelul6sico para a remogao
da lignina e hemicelulose, polimeros que recobrem a celulose, é a formagéao de compostos
toxicos para as leveduras ou inibidores fermentativos que afetam a produgéo do bioetanol
lignocelulosico (MUSSATTO, ROBERTO, 2004; JONSSON et al., 2016; PANDEY et al.,
2022). A formagdo e a concentragcdo de tais compostos inibidores no hidrolisado varia
em fungdo da matéria-prima e da severidade do pré-tratamento utilizado (JONSSON
et al., 2013; KO et al., 2015; KLINKE et al., 2004). Temperatura, tempo, pressao e pH
aplicados no pré-tratamento s&o os principais fatores na geragdo dos compostos inibidores
(KLINKE et al., 2004; PALMQVIST, HAHN-HAGERDAL 2000). De acordo com Mussatto;
Roberto (2004) as substancias inibidoras formadas durante o prétratamento de biomassas
lignocelulésicas funcionam sinérgicamente sobre os micro-organismos, resultando em
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inibicdo da conversao dos agucares presentes no hidrolisado lignocelul6sico em etanol. Os
compostos inibidores celulares podem ser divididos em trésgrupos principais: os derivados
de furanos, os acidos alifaticos e os compostos fenélicos (ZABED et al., 2017; LIU et al.,
2020).

Os derivados furanos s&o compostos provenientes da desidratacdo dos
monossacarideos liberados durante o pré-tratamento hidrolitico do material lignocelul6sico
em condi¢des de alta temperatura e na presenca de catalisadores acidos. Os principais
derivados de furanos gerados sdo o furfural, formado pela desidratacdo de pentoses, e
o 5-hidroximetil-furfural (HMF), derivado da desidratacdo de hexoses (MCKILLIP et al.,
2002). O HMF é considerado um composto com menor toxicidade que o furfural e esta
presente em menor concentragdo nos hidrolisados hemicelulésicos (SUN et al., 2011). Os
derivados de furanos afetama via glicolitica pela inibicdo de desidrogenases, tais como a
alcool desidrogenase, a aldeido desidrogenase e a piruvato desidrogenase (VAN DER POL
et al.,, 2014).

Acidos alinfaticos, como o 4cido acético, formado pela deacetilacdo da hemicelulose,
e os acidos férmico e levulinico, produtos da decomposi¢cdo do HMF (CASEY et al., 2010)
afetam a membrana celular microbiana e diminuiem seu pH interno, aumentando a presséo
de turgor e, por consequéncia, causando lise cellular (HASUNUMA, KONDO, 2012). A
forma néo dissociada do acido acético pode penetrar, por difusédo simples, na membrana
plasméatica das células ocasionando alteracédo na sintese de diversas proteinas (CASAL et
al., 1998) e ainda, promover a fragmentagdo do DNA (MATSUSHIKA, SAWAYAMA 2012).
A formacgéo do &cido acético durante o pré-tratamento com &cidos inorgénicos ou por
auto-hidrolise em temperaturas elevadas, ndo pode ser evitada, no entanto, processos
conduzidos com pH em torno de 5 ou 6 minimizam os efeitos inibitérios desse acido organico
(LEE et al., 2011; CASEY et al., 2010). Outra acdo que pode contribuir para minimizar os
efeitos do acido acético seria a adicdo de compostos neutralizantes, como hidréxidos de
metais alcalinos ou alcalino-terrosos (ROQUE et al., 2019).

Os compostos fendlicos sdo formados principalmente a partir da depolimerizagao
da lignina que, mesmo quando em baixas concentragdes, sdo mais citotoxicos que o
furfural e o HMF para a célula (SHI et al., 2020). O tempo e a temperatura do processo
de pré-tratamento sédo os principais fatores que influenciam na sua formagédo (MCKILLIP
et al., 2002). Em temperaturas inferiores a 180°C, a concentracdo desses compostos é
considerada negligenciavel, mesmo na presenca de acidos e ou bases (PALMQVIST, HAHN-
HAGERDAL, 2000). De acordo com Oliveira et al. (2017) os compostos fenélicos com menor
peso molecular (fenol, guaiacol e syringol) sdo os mais toxicos para 0s micro-organismos
quando comparados aos compostos de maior peso molecular (alcool p-coumarilico, alcool
coniferilico e alcool sinapilico) e afetam a permeabilidade e seletividade das membranas
celulares, além de inibirem enzimas celuloliticas.

O etanol, principal produto da fermentacéo alcodlica, também pode atuar como um
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agente citotoxico para os micro-organismos fermentadores de pentoses. Segundo Birch;
Walker (2000), o etanol atua como um inibidor das enzimas glicoliticas e de numerosos
processos biologicos, muitos dos quais estdo associados aos lipidios da membrana. De
acordo com Hallsworth et al. (1998) em altas temperaturas, a presenca do etanol na célula
pode levar a diminuicdoda disponibilidade de agua, resultando na desativagdo de enzimas
chaves das viasmetabdlicas.

Visando um maior aproveitamento dos acucares liberados durante a hidrélise de
materiais lignocelul6sicos, bem como uma maior eficiéncia e rendimento do processo
fermentativo, inumeras estratégias tém sido aplicadas, especialmente quando envolvem
micro-organismos com habilidade para utilizar os agUcares de cinco carbonos (MUSO
CACHUMBA et al., 2019; MISHRA et al., 2020). Dentre as estratégias utilizadas estéao:
1. Destoxificagdo; 2. adaptacdo das linhagens as condi¢gdes adversas do hidrolisado
lignocelulésico; 3. modificagdo genética de micro-organismos; e a cocultura com micro-
organismos com capacidade destoxificante.

A destoxificaga@o foi uma das primeiras estratégias descritas na literatura e data dos
anos 1940 (PERLMAN, 1944; LEONARD, 1945). Esse método tem como principal objetivo
eliminar ou diminuir a concentracdo de substancias citotoxicas ou inibidores provenientes
da etapa de pretratamento da lignocelulose através do uso de materias adsorventes (carvao
ativado, zedlita, bentonita e diatomita) e agentes quimicos neutralizantes (hidroxido de
sédio, carbonato de célcio, hidréxido de bario, hidroxido de calcio, hidroxido de magnésio,
hidroxido de potassio e sulfato de calcio) (LARSSON et al., 1999; MILLATI et al., 2002;
ANDARY et al., 2012; MATEO et al., 2013; WANG et al., 2019; KUMARA et al., 2020; PHAM
et al., 2020)

Nos anos 1980, estudos utilizando a destoxificagcdo bioldgica, demostraram a
existéncia de trés micro-organismos, Rhizoctonia praticola, Trichoderma reesei e
Clostridium acetobutylicum, com a habilidade de metabolizar e degradar eventuais
substancias toxicas no meio fermentativo, provenientes do pré-tratamento de matérias-
primas lignocelulésicas (MADDOX et al., 1983; MES-HARTREE et al.,, 1983; BOLLAG et
al., 1988). Todavia, trabalhos subsequentes apontaram algumas desvantajens a utilizacao
dessa estratégia de destoxificacdo, pois exigem tempos maiores de incubacéo e, ainda,
diminuem a disponibilidade dos aglcares presentes no meio fermentativo (PARAWIRA et
al., 2011), o que reduziria o rendimento do etanol.

Considerando a necessidade de aumentar o rendimento do etanollignocelulésico,
nos anos 1980, alguns autores se dedicaram aos estudos de adaptacédo das linhagens
naturalmente fermentadoras de pentoses e hexoses em meios fermentativos contendo
compostos inibidores (BANERJEE et al.,1981; CHUNG et al., 1984; FEIN et al., 1984).
Esses estudos, denominados de aclimatagcdo metabdlica, revelaram que algumas
linhagens adquiriam mais resiliéncia aos inibidores, porém com resultados ainda ndo muito
satisfatérios (FEIN et al., 1984; JONES et al., 1987). Na década seguinte, anos 1990,
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alguns autores revelaram que a aclimatacdo acontecia por dois diferentes mecanismos:
o primeiro relacionado ao aumento da tolerénica aos inibidores presentes no hidrolisado
lignocelulésico e, o segundo, relacionado ao aumento da expressdo génica de enzimas
chaves que favoreceriam a produgéo de etanol (HAHN-HAGERDAL et al., 1991; OLSSON
et al., 1996; RIVARD et al., 1996; KELLER et al., 1998; ALMEIDA et al., 2009; JEFFRIES
et al., 2009; OBEROI et al., 2010 HUANG et al., 2012). Nos anos 2000, o conhecimento
sobre as habilidades naturais de micro-organismos em metabolizar e degradar inibidores
fermentativos se tornou foco dos estudos (WAHLBOM et al., 2002; NILSSON et al., 2005).
Esse conhecimento possibilitou aos pesquisadores a modificagcdo genética de micro-
organismos industriais, com aintrodugéo de genes que codificavam enzimas que produziriam
resisténcia a inibidores especificos e/ou aqueles que alteravam o balango de cofatores na
célula microbiana (GORSICH et al., 2006). A obtengdo de micro-organismos modificados
geneticamente com a capacidade de realizar simultaneamente a destoxificagéo biolégica e
a fermentacéo reduziria as etapas operacionais para a producéo de etanol (LARSSON et
al., 1999; NICHOLS et al., 2008; SANDA et al., 2011; JIMENEZ et al., 2017).

Nos dltimos anos, o processo de aclimatagcdo metabdlica de micro-organismos
fermentadores de pentoses a inibidores provenientes dos hidrolisados lignocelulésicos por
extresse seletivo ou através de ferramentas genémicas continuam sendo investigados em
busca de resultados mais consistentes e que contribuam para a melhoria das taxas de
producéo de etanol 2G (HASUNUMA et al., 2015; SHAFIEI et al., 2019; BIANCHINI et al.,
2021).

Outra estratégia que tem sido utilizada para as etapas de destoxificacdo e
fermentac@o € a co-cultura de micro-organismos fermentadores de pentose com outros
possuidores de habilidades destoxificantes (FERNANDEZ-SANDOVAL et al., 2019). Para
tanto, € necessario avaliar a compatibilidade entre esses organismospara que consigam
coexistir sob condi¢gdes semelhantes de fermentacao, tais como pH, temperatura e aeracéo
(PARAWIRA et al., 2011).

Mesmo com o conhecimento que se acumulou até aqui, a obtencdo de micro-
organismos capazes de fermentar eficientemente todos os agucares liberados no processo
de hidrélise de polissacarideos lignocelulésicos, mesmo que na presenga de inibidores
gerados na etapa de pré-tratamento, ainda é um dos principais desafios da cadeia produtiva
do etanol lignocelul6sico (SCHWARTZ et al., 2010; OSIRO et al., 2017; KWAK et al., 2019).

51 INFLUENQIA DOS PARAMETROS FiSIQOS, QUIMICOS E NUTRICIONAIS
NA PRODUCAO DE ETANOL LIGNOCELULOSICO

A alteracdo da dindmica metabdlica dos micro-organismos fermentadores de
pentoses constitui uma estratégia eficiente para a melhoria da conversao desses agUcares
em etanol (PITKANEN et al., 2005). Essa estratégia é realizada principalmente através da
modificagcdo dascondi¢des operacionais da fermentagéo (temperatura, pH, disponibilidade
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de oxigénio, complementacdo nutricional), de processos de adaptagdo microbiana a
presenca de inibidores (WARD, 1991) e de modificagbes genéticas (CALLI et al., 2008).

Atemperatura afeta o crescimento dos micro-organismos, perturba a estabilidade de
proteinas e interfere na atividade de enzimas, afetando a fermentacéo alcodlica (BIDEAUX
et al., 2016). Sanchez et al. (2004) investigando a espécie de levedura Pachysolen
tannophilus, observaram que a temperatura foi capaz de influenciar nos parametros
cinéticos da fermentacé@o para a producdo de etanol e xilitol. Phisalaphong et al. (2006)
também relataram que temperaturas elevadas provocaram desnaturacéo dos ribossomos e
de algumas enzimas, bem como problemas associados a fluidez das membranas. Segundo
Ribeiro et al. (2019), altas temperaturas afetam negativamente o processo fermentativo
uma vez que podem promover a perda do etanol por evaporacao e favorece o aparecimento
de espécies contaminantes.

O pH é outro parametro importante que pode afetar a fermentagdo dos agucares
presentes em hidrolisados lignocelulésicos, principalmente quando este fator é alterado
pela presenca de acidos organicos, como o acido acético (MATSUSHIKA, SAWAYAMA,
2012). Valores de pH muito 4cidos afetam o potencial de membrana plasmatica, inibindo o
crescimento microbiano e reduzindo o rendimento do processo fermentativo (SANCHEZ et
al, 1997; MATSUSHIKA, SAWAYAMA, 2012).

A disponibilidade de oxigénio também afeta o metabolismo celular, pois, interfere
no transporte de agucares, bem como na regeneragdo de coenzimas e producdo de
ATP durante a etapa de fosforilacdo oxidativa dos micro-organismos fermentadores de
pentose (DUSSAN et al., 2016). Slininger et al. (1982) e Jefiries et al. (2006) reportam
que altas concentragdes de oxigénio favorecem a formacéo de biomassa celula e baixas
concentracbes do mesmo gés estimulam a producédo de etanol lignocelulésico. A maioria
dos aurtores concorda em afirmar que condi¢gdes de microaerobiose favorecem a produgéo
de etanol lignocelulésico (OH et al., 1998; HAHN-HAGERDAL et al., 2007; VIDAL et al.,
2011).

As substancias provenientes do pré-tratamento, tais como os acidos alifaticos (acido
acético, acido formico e acido levulinico), derivados de furanos e compostos fendlicos,
como ja mencionado, atuam negativamente nas células microbianas afetando sua estrutura
e metabolismo celular (ZABED et al., 2017; ROQUE et al., 2019)

Um fato a mencionar em relagéo ao metabolismo trata-se do aspecto nutricional, pois
meios provenienetes de hidrolisados lignocelul6sicos geralmente apresentam caracteristicas
nutricionais insuficientes para o bom desempenho do bioprocesso (BRANDBERG et al.,2004;
LUO et al., 2019). Acomposicao do hidrolisado depende do tipo de matéria-prima, bem
como da técnica de pré-tratamento empregada, o que influencia na composicao do meio
de fermentacao (GiRIO et al., 2010; SMULLEN et al., 2019). Neste sentido, alguns estudos
sugerem a necessidade de suplementag¢do do hidrolisado com a adicdo de micro e/ou
macronutrientes para um melhor desempenho do processo fermentativo. A suplementacao
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nutricional € uma estratégia que pode auxiliar no crescimento celular e na producdo de
metabdlitos durante a fermentacédo (WHEALS et al., 1999; KRISTENSEN et al., 2008; LIU
et al., 2020)

A relacdo C:N (carbono:nitrogénio) € um dos fatores mais importantes para o
crescimento microbiano, pois tanto o excesso quanto a falta de nitrogénio séo fatores
limitantes para o desenvolvimento do micro-organismo, além de afetar o seu perfil enzimatico
(BENTIL et al., 2019). O nitrogénio é um componente béasico na formacéo de aminoacido,
e um importante nutriente na sustentagéo do crescimento microbiano (MCMILLAN, 1993;
LEAN et al., 1987; CARMOUZE et al., 1994). De acordo com Carmouze (1994) e Su et al.
(2020) a célula microbiana assimila com maior facilidade o nitrogénio na forma amoniacal
(NH4+), enquanto as demais fontes de nitrogénio necessitam ser transformadas em ions
amdnio no interior da célula para serem assimiladas.

De acordo com Slininger et al. (2006) e Inokuma et al. (2018) a levedura
Scheffersomyces spitis nao apresenta a capacidade de fermentar xilose em etanol sem a
adi¢cao de uma fonte de nitrogénio, como por exemplo, aminoacidos (N-acetil-D-glucosamina,
metionina, triptofano, leucina, alamina e arginina). Esses pesquisadores relataram ainda,
que observaram em seus experimentos, realizados com varias concentracdes de nitrogénio,
que a medida que a concentragéo de nitrogenio aumentava,maior era a produgéo de etanol.

Lonardo; Boer (2020) investigando a influéncia de diferentes concentragdes de
nitrogénio na eficiéncia do crescimento das espécies de Trichoderma harzanium e Mucor
hiemalis, observaram que quanto menor a relagdo C:N (carbono:nitrogénio), maior era a
taxa de crescimento. Aon; Cortassa (2001) também apresentaram evidéncias de que o
gatilho para a producdo de etanol pela levedura Saccharomyces cerevisis é dependente
do tipo de nitrogénio disponivel (amdnia, ureia, glutamato ou glutamina) e da relagéo C:N.

InUmeros estudos tém sido realizados em torno da tematica do uso da xilose como
fonte de carbono para produgéo de etanol (GIBBS et al., 1954; TURNER et al., 1979; PREEZ
et al., 1994; DIAZ et al., 2019; MORENO et al., 2019; SEIKE et al., 2019). Preez et al.
(1986) examinaram os efeitos de diferentes concentrac¢des deste agucar no desempenho do
processo fermentativo para produgéo de etanol utilizando as leveduras Candida shehatae
e Sheffersomyces spitipis e constataram que em concentragdesiniciais superiores a 90 g
L, ocorria a inibicdo da capacidade desses micro-organismos em metaboliza-la. McMillan
(1993) reporta em seus estudos que a concentracédo de D-xilose pode ser considerada um
fator crucial para o crescimento das linhagens Sheffersomyces spitipis, Candida shehatae
e Pachysolen tannophilu, pois, influencia de forma direta na bioconversao desse aglcar a
etanol.

Codato et al. (2018) também reportaram ter observado em seus estudos de produgéo
de etanol utilizando a linhagem de levedura Dekkera bruxellensis a inibicdo docrescimento
emaltas concentragfes de pentoses. Estes autores relataram também que em concentragbes

de pentoses acima de 100 g L' ndo houve crescimento e que nenhum produto foi formado
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por essa levedura. No estudo realizado por Pham et al. (2020), utilizando hidrolisado de
residuo de mandioca contendo concentragcdo de 150 g L' de agucares fermentesciveis
(glicose, xilose e arabinose) e a levedura Blastobotrys adeninivorans como agente
fermentativo, foram obtidos resultados insatisfatérios devido ao baixo rendimento em etanol
do bioprocesso.

Considerando a importancia dos micronutrientes para as células de leveduras, o
magnésio é o mais requerido devido ao seu envolvimento em diversas vias metabolicas e
fungdes fisiologicas, relacionadas ao crescimento, divisdo celular e atividade enzimatica,
e ainda, a sua importancia na protecao das células aos niveis toxicos de etanol (UDEH et
al., 2013).

Slininger et al. (2006) estudando a necessidade nutricional da levedura
Sheffersomyces spitipis observaram que quando os minerais, ferro, magnésio e sédio
estdo em niveis satisfatorios, ocorre uma melhoria na produgéo de alcool durante a fase
estacionaria e, que, 0 magnésio é um elemento chave sendo o responsavel pela eficacia
dessa producgéo. Além dos minerais, as vitaminas, tais como &cido pantoténico, biotina e
mio-inositol sdo importantes fontes que auxiliam no crescimento celular e no desempenho
do processo fermentativo refletindo nas taxas de producgéo de etanol (ALFENORE et al.,
2002).

61 CONCLUSAO

Ap6s quase um século de estudos sobre e com microorganismos fermentadores
de pentoses, estabeleceu-se uma colecdo extensa de espécies bacterianas e fingicas
fisiologicamente capazes de converter pentoses em etanol. Remanescem, entretanto,
muitas lacunas cientificas e todo um universo de micro-organsimos ainda pouco estudados
e outro paracela completamente desconhecida. Ano a ano novas espécies sao reconhecidas
como capazes de converter pentoses a etanol.

Desde os anos 50 e ainda hoje, a obtencéo de linhagens microbianas fermentadoras
de pentoses capazes de alcacar rendimentos de etanol proximos aqueles registrados
para a fermentacdo de hexoses segue sendo um desafio. Neste sentido, a prospeccéo, a
compreensao do metabolismo e o melhoramento de linhagens fermentadoras de pentoses,
bem como o desenvolvimento de processos fermentativos, o que inclui especificacdo de
condigbes operacionais e a engenharia dos bioprocessos, € um caminho necessario a ser
trilhado para o aproveitamento eficiente da fracdo hemicelul6sica presente em biomassas
vegetais pela indUstria de etanol de 22 geragéo.
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RESUMO: Devido ao grande avango das
pesquisas no que se refere a sintese de
nanoestruturas inorganicas, levando em conta
suas inumeras aplicagcbes advindas de suas
propriedades Opticas, elétricas e fotoelétricas,
se faz necesséario o estudo das condicbes e
possiveis rotas para fabricagdo de tais produtos.
Contudo, o presente material consiste de uma
revisdo de literatura que aborda algumas das
possiveis rotas de sintese para tais materiais,
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com vista para efeitos morfoldgicos e estruturais.
PALAVRAS-CHAVE: Sintese, Fases Inorganicas,
Sol-gel, Hidrotermal, Micro-ondas.

REVIEW: SYNTHESIS METHODS IN
INORGANIC NANOMATERIALS
ABSTRACT: Due to the great advance of
research regarding the synthesis of inorganic
nanostructures, taking into account their
numerous applications arising from their optical,
electrical and photoelectric properties, it is
necessary to study the conditions and possible
routes for the manufacture of such products.
However, the present material consists of a
literature review that addresses some of the
possible synthesis routes for such materials, with

a view to morphological and structural effects.
KEYWORDS: Synthesis, Inorganic Phases, Sol-
gel, Hydrothermal, Microwave.

11 INTRODUGAO

Um  crescimento  exponencial de
estudos em nanociéncia e nanotecnologia,
preponderante nas Ultimas décadas, asseveram
um impacto importante nas areas de Engenharia
e Ciéncias Naturais (Chen & Mao, 2007).
Profusas pesquisas na area de nanomateriais
(NM’s) perscrutam suas propriedades fisicas,
quimicas, morfolodgicas, térmicas, Opticas,
magnéticas e adsortivas através de distintas
técnicas de fabricagdo e dopagem de suas
performance

estruturas, permitindo uma

excepcional em diversas aplicagdes, tais como:
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nanosensores, nanosorventes, aplicagdes fotocataliticas e em células combustiveis (Mazari
et al., 2021).

No que se concerne a materiais semicondutores em escala nanométrica, além
da presenca de efeitos de aumento da superficie de contato devido a escala reduzida,
ha a ocorréncia de fendbmenos de formacdo de pares elétron/buraco, caracteristico do
confinamento quéntico e que contribuem para eventuais reagbes radicalares e formacgéo de
agentes altamente oxidantes (Lotfi et al., 2020), quando aplicados em Processos Oxidativos
Avancados (Neto et al., 2020), sendo uma op¢éo viavel e de baixo custo no tratamento
de efluentes e aguas residuais contaminadas por poluentes organicos biorrecalcitrantes
(Kamarudin et al., 2021). A sintese desses materiais € realizada por meio de diferentes
métodos e deve ter em vista a demanda de propriedades presentes no produto final e,
usualmente, obedece a duas abordagens principais: a primeira denominada “de cima para
baixo” (top-down), onde moléculas grandes séo reduzidas a escalas nanométricas e uma
segunda intitulada “de baixo para cima” (bottom-up), em que pequenas moléculas e atomos
sdo combinados para produzir NM’s, podendo ambas envolverem varios métodos, sejam
de origem quimica, fisica, bioldgica e/ou mecéanica (Prasad et al., 2018).

Comumente, os Processos Oxidativos Avancados (POA), uma tecnologia emergente
no tratamento de agua, podem fazer uso de nanoestruturas baseadas em semicondutores
para degradacgéo e mineralizagdo de compostos organicos em diéxido de carbono, agua e
ions inorganicos (Akyol et al., 2004). Para melhor proficuidade dos NM’s aplicados a essas
tecnologias, € inescusavel investigar diversos meios de sintese e dopagem destes, uma
vez que a literatura existente indica que, ao sintetizar esses nanocompdsitos, diferentes
estruturas e formas s@o passiveis de ocorréncia, influindo em sua relagéo superficial,
propriedades elétricas, magnéticas e Opticas e, consequentemente, na eficiéncia de
mineralizagdo dos contaminantes organicos (Feng et al., 2016; Ambigadevi et al., 2021).
Diante do contexto apresentado, o presente material trata-se de uma revisao bibliografica
que busca reunir alguns dos métodos de sintese de semicondutores fotocatalisadores mais
comuns, se fazendo essencial para melhor compreensao dos produtos de formagéo, suas
caracteristicas e propriedades.

SINTESE DE FASES INORGANICAS SOLIDAS

Ao mencionarmos a sintese de materiais inorganicos nao-metalicos & usual
nos deparamos com métodos de sintese no estado sélido, uma vez que oferece baixo
custo e uma rota simples de reacdo. Tal método sintético, assim, possui como principais
caracteristicas uma operagéo simples, em condigdes amenas e de baixa polui¢cdo, podendo
ser aplicado para a aquisicdo de materiais nanométricos e unidimensionais, contando com
uma rota direta de mistura dos precursores, com posterior trituracdo dos mesmos em meio
adequado, podendo haver banho-maria para garantia de reagéo e calcinagdo do produto
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obtido, conforme demostrado na Tabela 1 (Sheng et al., 2021).

No entanto, ainda que esse procedimento seja normalmente aplicado para a
obtencédo de pos, apresenta uma série de desvantagens que acabaram por fazé-lo cair
em desuso, tal qual baixa pureza e formagéo de particulas com dimensdes variadas e, em

partes, muito grandes para determinadas aplicagdes (Suvaci e Ozel, 2021).

Método Empregado Composto sintetizado Ref.

Sintese no estado solido assistida por

banho-maria MnMoO, Sheng et al., 2021

Tabela 1: Sinteses no estado sélido

2| SINTESE SOL-GEL

Hodiernamente, a utilizagdo do dioxido de titanio (TiO,) como semicondutor em
processos de fotocatalise heterogénea se tornou algo bastante comum (Han et. al., 2016)
e sua sintese em laboratério oferece diversas vantagens, entre as quais temos controle da
estequiometria, do tamanho e da forma das nanoparticulas e até mesmo na obtencgéo de
um produto homogéneo. Segundo Feltrin e colaboradores (2013), a sintese controlada de
materiais inorganicos como o TiO, proporciona o controle de sua atividade fotocatalitica,
area superficial, cristalinidade e estabilidade da fase. A técnica mais comumente utilizada
€ sol-gel a partir de um precursor como tetraisopropéxido de titanio (Piworiski et. al., 2011;
Seabra et. al., 2011; Gelover et. al., 2004).

A designacao sol-gel é empregada para denominar uma dispersédo de particulas
coloidais estavel em um fluido (sol), enquanto que o gel é interpretado como o sistema
formado pela estrutura rigida de particulas coloidais, fazendo com que esses géis coloidais
resultem da agregacéo linear de particulas primarias, permitindo o preparo de materiais
nanométricos com estruturas singulares através do controle de variaveis de cinética de
transformacgé&o. Tal método pode ser aplicado de diversas maneiras, dependendo de como
se desencadeia as etapas reacionais, assim orientadas (Hiratsuka et al., 1995; Anfsten et.
al., 1984):

1. Hidrolise do precursor, resultando em ligagdes M-OH. A hidroxilagdo de precursores
inorganicos, geralmente obtida por alteragcéo de pH, sucedendo em:

- protonacéo de oxo-ions anidnicos (Equacéo 1):

MO * + H* — HMO *'r (1)
- ou desprotonacgao de aquo-ions catidnicos (Equacgao 2):

M(OH,), — M(OH)(OH,), Ji=" + H* @
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2. Processamento das reagBes de condensacdo, que podem se processar por
olacéo ou oxolagéo, ainda podendo ser catalisada por &cidos e bases, com diferentes
estudos para os possiveis efeitos do pH (Dorosheva et. al., 2017; Jaramillo et. al., 2016). A
Tabela 2 apresenta determinados estudos acerca da sintese de materiais inorgénicos pela
rota sol-gel.

Método Empregado scigtn;E::ctl?) Ref.

Sol-gel convencional TiO, Seabra et al., 2011
Sol-gel convencional TiO, Anton et al., 2015
Revestimento por imerséo em sol-gel AgNP/TIO, Piwonski et al., 2011
Sol-gel convencional com estudo de pH TiO, Dorosheva et al., 2017

Tabela 2: Sinteses Sol-gel.

31 SINTESE HIDROTERMAL

No interim das Ultimas duas décadas, a sintese hidrotérmica tornou-se um método
de sintese chave para materiais em p6. Esta técnica € bastante utilizada para a aquisi¢do de
propriedades superiores, como alta pureza, estabilidade de fase (estequiometria), tamanho
de particula adaptavel, tamanho e morfologia controlaveis de acordo com as aplicagbes
desejaveis, além da adaptacdo de caracteristicas fisicas segundo a demanda do material.
A sintese hidrotérmica envolve a formacao direta de cristais a partir de solu¢gdes em meio
aquoso a temperatura e pressao elevadas (T > 25°C, P > 100 kPa). Neste método, os p6s
nucleados crescem de maneira controlada e, subsequentemente, resultam em particulas
cristalizadas com tamanho e morfologia controlados, bem como baixo grau de agregagéo/
aglomeracéo (Suvaci e Ozel, 2021).

Dessa maneira, a sintese hidrotérmica é normalmente conduzida em tanques de
aquecimento hermeticamente fechados denominados autoclaves com ou sem revestimento
de Teflon, com as reagbes quimicas ocorrendo em solu¢des aquosas sob pressdo e/ou
temperatura controlada, com capacidade de se alcancgar pressdo de saturacéo de vapor
elevando-se a temperatura acima do ponto de ebulicdo da agua, tendo a quantidade de
solugcdo como determinante essencial da pressado interna produzida juntamente com a
acao da temperatura, sendo amplamente utilizada na produgéo de pequenas particulas na
industria ceramica (Chen e Mao, 2007).

A preparacéo de particulas de TiO, por utilizagéo de hidrotermal € investigada por
varios pesquisadores da area de nanomateriais, com vista para ensaios de autoclave em
diferentes condi¢cbes (Castro et al., 2008). A metodologia de sintese ainda € descrita na
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obtencéo de heteroestruturas de nanocompositos, como realizado por Li e colaboradores
(2021), onde uma rota tipica de duas etapas com posterior calcinacdo é aplicada na
obtengdo de TiO,/C/FeS,, demonstrando alta performance como material anédico em
baterias de ions de litio. A técnica hidrotérmica ainda & descrita em pesquisas acerca da
utilizacdo de nanocompésitos na area de Fotocatalise Heterogénea para degradacéo de
poluentes orgénicos (Dhal et al., 2015; Das et al., 2020; Sanchez-Albores et al., 2020).

Dentre os inUmeros trabalhos em que € explicitada a técnica hidrotérmica para
sintese de nanomateriais inorganicos, varias metodologias sdo incrementadas a fim de
produzir novos s6lidos com caracteristicas especificas em termos de tamanho, composicéo
e forma, influindo em fatores internos relacionados ao sistema de reacao, onde é possivel
destacar a utilizagdo de aditivos organicos, utilizacdo de micro-ondas (Marinho et al., 2015),
campo elétrico e campo magnético, com diversas contribui¢cdes e efeitos nas propriedades
das nanoparticulas geradas (Suvaci e Ozel et al., 2021; Yang e Park, 2019). A Tabela
3 apresenta a sintese de diferentes nanomateriais por meio da utilizagdo de rotas que
abordam o hidrotermal.

) Composto
Método Empregado sintetizado Ref.
Hidrotermal em duas etapas TiO,/C/FeS, Li et al., 2021
Hidrotermal assistido por micro-ondas (BiO),CO, Marinho et al., 2015

Nanotubos de Titanato

Hidrotermal Convencional Xiong et al., 2011

(TNT)
Hidrotermal assistido por micro-ondas BiVO,/ALO, Séanchez- Albores et al., 2020
Hidrotermal convencional TiO, anatase Castro et al., 2008

Tabela 3: Sinteses Hidrotérmicas.

41 SINTESE EM SISTEMA MICRO-ONDAS

A promocdo da utilizacdo da tecnologia de micro-ondas na preparagdo de
nanomateriais, principalmente aqueles adsorventes, ocorreu uma vez que as tecnologias
convencionais de aquecimento, como o forno, consomem parte consideravel do tempo e
energia em trabalhos de sintese, requerendo equipamentos de grande porte e com taxa
de aquecimento inadequada, fator que pode acarretar em efeitos adversos a estabilidade,
propriedades fisico-quimicas, capacidade de adsor¢cdo e morfologia do material em
tratamento (Ewis e Hameed, 2021), enquanto acbes em reatores de micro-ondas

ocorrem de maneira mais agil e seletiva, caracterizados por uma produtividade superior
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e menor ocorréncia de formagédo de subprodutos, apresentando uma tecnologia atrativa
em processos de separagdo quimica, como extracdo de drogas, secagem de produtos,
destilagédo, separacdo de membranas e regeneragédo adsorvente, entre outras (Dlugosz e
Banach, 2020; Li et al., 2019).

A energia de micro-ondas (MW) pode ser entendida como uma radiacdo nao
ionizante que induz o movimento molecular através da migracdo de ions e rotagdo de
dipolos sem alteracéo da estrutura molecular, acarretando em um rapido aquecimento dos
materiais dielétricos (Li et al., 2019), com diversos estudos apontando para os efeitos do
emprego de sinteses assistidas por micro-ondas, como feito por Wang e colaboradores
(2016), cujo indicou uma melhoria na capacidade de degradagédo de compostos orgénicos
para um nanocomposito de MrGO/TiO, fabricado via reducéo assistida por micro-ondas,
fator atribuido a ndo sobreposi¢do das camadas e distribuicdo uniforme de nanoparticulas
em comparagdo com material semelhante tratado sem a presenca de MW. A Tabela 4

retne trabalhos de pesquisa acerca da utilizacdo de micro-ondas em sinteses de materiais

inorgéanicos.
Método Empregado Composto sintetizado Ref.
Sintese por redugéo assistida por micro- MrGO/TiO Wang et al., 2019
ondas 2
Sintese em reator de micro-ondas CuO, SnO Dtugosz e Banach, 2020

Tabela 4: Sinteses em sistema micro-ondas.

51 CONCLUSAO

No decorrer das ultimas décadas, um enorme esfor¢o foi despendido na tentativa
de descricdo de rotas de sintese de materiais nanoestruturados inorgénicos de maneira
a potencializar suas inumeras aplicagées na industria moderna, resultando em um rico
banco de dados que abrange distintas e Unicas propriedades, modificagées e morfologias.
A busca por melhores tecnologias, de baixo custo e mais sustentaveis motiva diariamente
a inovacéo na area de Nanotecnologias, fazendo com que apanhados literarios como aqui
apresentado representam suma importancia para a atualiza¢do dos pesquisadores da area.
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RESUMO: Os macroelementos compreendem
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AMAZONICO

maior parte da crosta terrestre, sendo
importantes constituintes da fauna e da
flora dos ecossistemas. No ambiente

aquatico, participam de variados processos
biogeoquimicos, principalmente nos sedimentos
onde se processam acumulag¢do, redisposicéo
e transferéncia para coluna d’agua. Em regibes
geologicamente anémalas, suas concentragdes
sd0 mais elevadas em decorréncia da grande
variabilidade de depoésitos minerais. O objetivo
deste trabalho é avaliar o enriquecimento de Ca,
Mg, K, e Na em sedimentos de fundo das bacias
hidrograficas do Sudeste do Craton Amazoénico.
As areas de amostragens estdo inseridas nas
bacias dos rios Tapirapé, ltacaitnas, lgarapé
Gelado e Parauapebas. Foram coletadas 5009
de sedimentos por dragagem (tipo Ekman-
Birge) em cada area analisada, posteriormente,
foi realizada a abertura com &cido nitrico e
cloridrico. Os teores Ca, Mg, K, e Na foram
quantificados por espectrometria de emisséo
optica de plasma acoplada indutivamente. Os
resultados determinaram uma variagdo superior
a 30 % e indicam grande variabilidade dos
macroelementos nas areas de estudo e o fator
de enriguecimento revelou que as concentracbes
dos elementos estudados sé&o de origem natural,
mostrando que a geologia local exerce forte
influéncia sobre suas concentracdes.
PALAVRAS-CHAVE: Acado antropica, Metais
alcalino terrosos, Provincia mineral de Carajas
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MACROELEMENT ENRICHMENT FACTOR IN BOTTOM SEDIMENTS IN
HYDROGRAPHIC BASINS OF THE SOUTHEAST OF THE AMAZON CRATON

ABSTRACT: Macroelements comprise most of the earth’s crust, being important constituents
of the fauna and flora of ecosystems. In the aquatic environment, they participate in various
biogeochemical processes, especially in sediments where accumulation, rearrangement and
transfer to the water column take place. In geologically anomalous regions, their concentrations
are higher due to the great variability of mineral deposits. The objective of this work is to
evaluate the enrichment of Ca, Mg, K, and Na in bottom sediments of the Southeastern
Amazon Craton hydrographic basins. The sampling areas are located in the basins of the
Tapirapé, ltacailnas, Igarapé Gelado and Parauapebas rivers. 500g of sediments were
collected by dredging (Ekman-Birge type) in each area analyzed, subsequently opening with
nitric and hydrochloric acid. Ca, Mg, K, and Na contents were quantified by inductively coupled
plasma optical emission spectrometry. The results determined a variation greater than 30%
and indicate great variability of macroelements in the study areas and the enrichment factor
revealed that the concentrations of the elements studied are of natural origin, showing that the
local geology exerts a strong influence on their concentrations.

KEYWORDS: Anthropogenic action, Alkaline earth metals, Carajas mineral province.

11 INTRODUGCAO

Os microelementos e metais correspondem a cerca de 1% da litosfera, enquanto
que os macroelementos sdo aproximadamente 99% e possuem importantes fungbes
quimicas (OLIVEIRA, 2007). Apesar da sua abundancia e participacdo em reacdes e
processos bibticos e abibticos, estudos avaliando as concentragbes dos macroelementos
ainda sdo pouco difundidos, principalmente em sedimentos de ambientes aquaticos da
Amazdnia Oriental. Por outro lado, o conhecimento de suas concentragbes nos sedimentos
€ importante para caracterizagdo e compreensdo da geoquimica atual e futura, assim
como, entender seus efeitos sobre interagbes ecolbgicas e toxicolégicas nos ambientes
amazonicos._

No ambiente natural, esses elementos estéo distribuidos nos seres vivos e diversos
ecossistemas, tais como, solo, agua e sedimentos. Os sedimentos tém sido reconhecidos
como um dos maiores repositérios de elementos (poluentes) no ambiente aquatico, mesmo
quando as concentragcfes na agua séo baixas ou inexpressivas. Por isso, a contaminagéao
dos sedimentos é utilizada como um importante indicador ambiental de polui¢édo, servindo
para mapear, tracar e monitorar fontes antropogénicas de contaminagéo e/ou anomalias
causadas por processos geoquimicos naturais (HORTELLANI et al. 2005).

Além disso, os elementos minerais sdo constituintes necessarios para 0s processos
naturais da vida, e todos os animais, incluindo peixes, necessitam desses elementos.
Os peixes podem retirar esses elementos da dieta e também do ambiente aquatico. De
acordo com Watanabe et al. (1997) s&o responsaveis pela formagédo 6ssea, manutengéo
de sistemas coloidais, regulagdo do equilibrio acido-base e para compostos biologicamente
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importantes, tais como horménios e enzimas. Deficiéncias podem causar patologias
bioquimicas, estruturais e funcionais que dependem de vérios fatores, incluindo a duracéo
€ o grau da deficiéncia deles.

O célcio é de vital de grande importancia em sistemas hidricos, logo que sua
presenca influencia a ciclagem de elementos como os fosfatos, geralmente acham-se
sobre duas formas principais: bicarbonato e carbonato de calcio (ESTEVES et al. 2011).

O magnésio é essencial como cofator de muitas reagdes enzimaticas no
metabolismo, assim como desempenha papel importante na respiracdo de peixes de agua
doce. Assim como célcio atua no sistema esquelético no metabolismo do tecido, além da
osmorregulagéo e transmissao neuromuscular (NRC, 1993). O potéassio € um elemento em
grande abundéncia na crosta terrestre, presente em rochas, solos, oceanos e lagos, além
disso oxida-se com o oxigénio e é bastante reativo com a agua (PEIXOTO, 2004). O sédio
assim como o potassio € um eletrolito abundante no organismo, juntamente com o cloro
séo cations e anions, respectivamente que atuam no fluido extracelular corpéreo. Algumas
espécies de peixes demandam suplementagcédo de sodio, entretanto em excesso afeta o
crescimento e a eficiéncia alimentar (NRC, 1993).

O objetivo desde estudo foi avaliar enriquecimento de macroelementos em
sedimentos de fundo em bacias hidrograficas do sudeste do Craton Amazdnico.

21 MATERIAL E METODOS

A area de estudo esté localizada na Regido de Integracéo de Carajés, sudeste do
estado do Para, marcada por terrenos montanhosos, com area aproximada de 120 mil
quilémetros quadrados (PARADELLA; CHENG, 2013), vem experimentando prolongados
periodos de clima quente e Umido, tipo Aw definido por Képpen (SALVARES, 2013), com
alta precipitacdo anual e um periodo claramente definido de seca, com precipitacdo de
2,033 mm e temperaturas mensais entre 25,1° C e 26,3° C (VIANA et al. 2016).

Os principais cursos hidricos que banham os municipios de Canaa dos Carajas,
Parauapebas e Maraba séo as bacias dos rios Parauapebas e Itacailnas, além de outros
rios de menor expressividade em termos de extensdo como o lgarapé Gelado e rio
Tapirapé. O rio Igarapé Gelado, oriundo da regido montanhosa de Carajas, € um afluente
do rio Parauapebas muito utilizado para recreagéo e pesca. O rio Parauapebas micro bacia
do Tapirapé sdo importantes afluentes do rio Itacailnas. A micro bacia do rio Tapirapé
encontra-se a oeste do rio ltacailnas, margeando a Reserva Biol6gica do Tapirapé (ReBio),
municipio de Maraba (LIMA, 2019).

Os sedimentos foram coletados nos rios da regido (Figura 1) com uso de uma draga
do tipo Ekman-Birge, realizando-se amostragens compostas de aproximadamente 500 g
por dragagem. Para determinar as concentra¢des de macroelementos foram utilizados 0,5
g de amostras de sedimento (<0,15 mm) com 9 mL de HNO, e 3 mL de HCI concentrado,
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digerido em um forno de microondas de acordo com a EPA 3051A (USEPA, 2007). Os
extratos digeridos foram diluidos com agua deionizada até um volume final de 50 mL e filtrada
(0,45 pm de PTFE). Os teores de Ca, Mg, K e Na foram quantificados por espectrometria
de emisséo optica de plasma acoplada indutivamente (ICP-OES), modelo Vista- MPX CCD
simultaneo, axial da VARIAN, com um sistema de amostragem automatico (SPS- 5). Para
confiabilidade dos dados, as amostras foram analisadas em ftriplicata e, uma amostra em
branco, juntamente com uma amostra certificada do material de referéncia ERM-CC141 foi
incluido em cada bateria de 22 amostras.

Figura 1. Mapa de localizagéo das coletas de sedimentos de fundo nos rios das areas investigadas.

Foi calculado o fator de enriquecimento (FE) para avaliar a contribuicdo geoquimica
de Ca, K, Na e Mg, de acordo com a equagéo 1. Para material de referéncia foi utilizado
as concentracbes do elemento (mg kg-1) na Crosta Continental Superior (WEDEPOHL,
1995). O Al foi usado para a normalizagdo geoquimica, por ser considerado um elemento
conservador (BHUIYAN et al., 2010).

Equacéo 01

Onde, X1 é a concentragdo do elemento (mg kg') na amostra; Y1 é a contragédo de
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Al (mg kg') na amostra; X2 é a concentragdo média do elemento na Crosta Continental
Superior () e Y2 é a concentragcdo média de Al (mg kg') na Crosta Continental Superior.

Por convencéo, se o valor 0,5 < FE<1,5 considera-se que os EPTs sdo provenientes
da contribui¢do crustal (produto de intemperismo), por outro lado, se FE > 1,5 é indicativo
de que a fonte principal € a contribuigdo antropica (ZHANG et al., 2002).

Para as analises estatisticas, foram aplicados o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e calculados a estatistica descritiva dos dados. As correlagbes de Pearson foram
calculadas entre o conjunto de macroelementos analisados nos sedimentos de fundo.
Nesse trabalho considerou-se como correlagé@o significativa os valores: correlacdo bem
fraca (0,0 a 0,19), fraca (0,20 a 0,39), moderada (0,40 a 0,69), forte (0,70 a 0,89) e muito
forte (0,90 a 1,00). Portanto indicam que valores apresentam forte correlagdo quando estéao
mais prdéximos de 1 ou -1, sendo correlagéo positiva quando r>0 e negativa quando r<0. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software PAST 4.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores obtidos para o coeficiente de variagao foram superiores a 30 % e indicam
grande variabilidade dos macroelementos. O magnésio foi o elemento que apresentou maior
média. E valido ressaltar que os rios da regido se situam em areas de grande diversidade
mineralOgica e isso pode refletir na distribuicdo dos elementos nos sedimentos dos rios.

As concentracdes de célcio obtidas tiveram concentragédo média de 642,93 mg kg™'.
As concentragdes mais elevadas foram verificadas no rio Parauapebas (1146,16 mg kg™),
enquanto que, as menores no Igarapé Gelado (274,97 mg kg'). Para o magnésio, foram
verificadas concentragbes mais elevadas no Igarapé gelado (6717,06 mg kg') e mais
baixas no rio Tapirapé (166,39 mg kg), conforme verificado na Tabela 01.

Elementos Ca (mg kg™) K (mg kg) Mg (mg kg™) Na (mg kg™)
N° Pontos 14 14 14 14
Min 274,97 147,08 166,39 109,41
Max 1146,16 1094,86 6717,06 7298,93
Média 642,93 503,47 963,70 649,88
E.P.* 74,01 86,61 449,49 511,48
D.P.** 276,92 324,08 1681,83 1913,78
Mediana 591,17 437,75 398,89 138,14
25 percentil 413,49 207,28 333,13 128,36
75 percentil 881,94 714,22 954,80 154,58
C.V. (%)** 43,07 64,37 174,52 294,48

Tabela 1 Andlise descritiva da concentragcdo dos macroelementos nos sedimentos.

*E.P.: Erro Padrao; **D.P.; Desvio Padrao; ***C.V.; Coeficiente de Variagéo.
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Possivelmente as descargas dos diversos tipos de tributarios langadas nestes rios
estejam contribuindo para essa grande variagcdo entre os pontos. O célcio e 0 magnésio
possuem relagdo direta com a dureza das aguas, dureza é a concentragdo de cations
multimetalicos em solucdo. Os cétions frequentemente associados a dureza sédo célcio e
magnésio (Ca?*, Mg*), e em menor escala ferro (Fe?*), manganés (Mn2?*), estréncio (Sr?*)
e aluminio (AP*) (USEPA, 2015; BRASIL, 2006). Segundo a UNEP (2008) a dureza &
influenciada pela geologia da bacia de drenagem e por atividades antropicas. As principais
fontes de dureza séo a dissolugcdo de minerais contendo calcio e magnésio, exemplificando,
as rochas calcarias e os despejos industriais (VON SPERLING, 2007).

O potéssio apresentou concentragdo média de 503,47 mg kg™'. A concentragdo mais
elevada foi verificada no rio ltacaiunas (1094,86 mg kg') e a menor no rio Parauapebas.
(147,08 mg kg'). O potassio € um elemento que possui geralmente baixas concentragdes
nas aguas naturais, consequentemente nos sedimentos superficiais, sendo a lixiviagdo das
rochas a sua principal fonte natural. (ZUIN et al. 2009). Isso revela que suas concentragdes
estdo associadas a geoquimica local, por ser uma regido metalogénica altamente
influenciada por fatores ambientais tropicais que favorecem processos erosivos nas rochas
e solos.

O sodio apresentou teve concentragdo média de 649,88 mg kg'. As concentragdes
mais altas (109,408 mg kg') foram obtidas no Igarapé Gelado, enquanto que, as menores
concentragdes (109,408 mg kg') no rio Parauapebas. O sodio pode entrar nos corpos
d’agua por fontes naturais ou antrépicas. No primeiro caso pode ser por lixiviagdo das
rochas e no segundo caso por esgotos sanitarios, efluentes industriais e/ou atividades
agricolas (VON SPERLING, 2007; CETESB, 2012).

Segundo a CETESB (2012), as concentragcbes de sbédio em aguas superficiais
variam consideravelmente por fatores como a geologia do local, as descargas de efluentes,
0 uso sazonal de sais nas rodovias e o uso de fertilizantes na agricultura. O aumento das
concentracdes de sodio no rio Igarapé Gelado pode estar associado a sua localizagéo
em relacdo ao relevo e geologia local. Além disso, nas &reas onde ocorreram maiores
concentracbes ocorrem grandes perturbacdes nas rochas e solos como resultado da
atividade industrial e isso favorece a liberagdo e incremento de véarios elementos para os
ambientes adjacentes.

O Fator de enriquecimento foi calculado para avaliar a contribuicdo natural ou
antrépica de calcio, magnésio, potassio e sbdio para todas as areas analisadas. Foi
constatado que o calcio, magnésio, potassio e s6dio ndo apresentaram enriquecimento
superior a 1,5 (FE> 1,5) o que sugere que a presenca desses elementos nos sedimentos
de fundo dos rios analisados € proveniente da contribui¢cdo crustal (intemperismo natural).

Por outro lado, mesmo o fator de enriquecimento (Tabela 2) sugerindo que as
concentracbes dos elementos analisados s@o naturais, foi possivel identificar os rios onde

esses elementos sdo mais enriquecidos. Partindo desta analise, 0 magnésio e sédio foram

Pesquisas cientificas e o ensino de quimica Capitulo 10 m



ligeiramente mais enriquecido no rio lgarapé Gelado, por outro lado, calcio e sédio no rio

Parauapebas.
Areas Ca K Mg Na
Rio Tapirapé
01 0,03 0,06 0,08 0,02
02 0,11 0,07 0,14 0,06
03 0,07 0,06 0,11 0,02
Rio Itacaiunas
04 0,15 0,08 0,23 0,04
Rio Igarapé Gelado/Piscicultura
05 0,01 0,05 0,04 0,01
Rio Igarapé Gelado
06 0,02 0,03 0,04 0,01
07 0,06 0,01 0,84 0,48
Rio Parauapebas/area urbana
08 0,18 0,12 0,39 0,05
Rio Parauapebas/area rural
09 0,15 0,18 0,43 0,03
10 0,14 0,09 0,30 0,02
1 0,17 0,26 0,58 0,04
12 0,37 0,06 0,23 0,06
13 0,18 0,05 0,17 0,05
14 0,11 0,05 0,13 0,03

Tabela 2 Fatores de enriquecimentos nos sedimentos.

O calcio ocorre predominantemente como silicatos, carbonatos, fosfatos, sulfatos
e boratos. O calcio esta presente nos carbonatos, mais comumente na calcita e na
dolomita e nos minerais acessorios apatita e fluorita (WEDEPOHL, 1978). Isso revela que
as concentracdes desse elemento sdo naturais e estdo associadas a mineralogia local.
O magnésio participa da composicdo de minerais de varios grupos: 0xidos e hidroxidos;
silicatos; carbonatos; sulfatos; fosfatos, arseniatos; boratos, haloides e outros minerais.
Nos sedimentos, além dos minerais evaporitos, que é um caso especial, esta presente
principalmente na dolomita e nos filossilicatos (WEDEPOHL,1978). Os minerais que
contém potassio como principal constituinte sdo os feldspatos, micas (moscovitas), leucita e
nefelina. (WEDEPOHL, 1978). O maior resultado do fator de enriquecimento (FE= 0,6) para
sodio, no ponto 07, sendo a amostra mais enriquecida, no entanto, ainda € caracterizada
de origem natural e ndo antrépica.

Foi utilizado o célculo de correlagdo de Pearson (Tabela 3) para analisar o grau de
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correlacéo entre dois resultados obtidos dos macroelementos estudados.

Elementos Ca K Mg Na

Ca - 0,50* 0,05 0,09

K -0,20 - 0,64* 0,38

Mg 0,53* -0,14 - 2,32e-10
Na 0,46* -0,26 0,98** -

Tabela 3 Correlagdo de Pearson entre os macroelementos em sedimentos.

*Moderada **Muito forte

A correlacdo mais significativa foi caracterizada por “muito forte” entre sédio-
magnésio (0,98). Os demais elementos se correlacionaram “moderadamente” entre célcio-
potassio (0,50), potassio-magnésio (0,64), magnésio-calcio (0,53) e sédio-calcio (0,46).

41 CONCLUSAO

As concentragdes dos macroelementos apresentaram grande variabilidade nos
sedimentos de fundo das areas analisadas, com valores ligeiramente elevados de Ca,
Mg e Na na regido de Carajas. Por outro lado, o fator de enriquecimento revelou que
as concentracdes dos elementos estudados sdo de origem natural, o que mostra que a
geologia local exerce forte influéncia sobre suas concentracges.

A andlise estatistica indicou que os macroelementos analisados estdo moderada-
mente a fortemente correlacionados e suas associa¢cdes podem estar ligados a composi-
¢do mineralbgica das areas de amostragens.

Apesar de ndo serem estipulados valores méaximos para a concentracdo de
macroelementos pela legislacdo, os resultados encontrados constituem uma importante
ferramenta para desenvolvimento de politica ambiental regional para areas de exploracéo

mineral.
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ABSTRACT: Gas stations are establishments
which carry out resale activities of liquid fuels
derivate petroleum, fuel alcohol and other
automotive fuels. This activity is an important
emission source of benzene (CH,), toluene
(C,H,), ethylbenzene (C/H, ), and ortho, meta

and para-xylene (C_H. ) - better known by the
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acronym BTEX. The objective of this study
was to determine the concentrations of BTEX
compounds in the ambient air of ten gas stations
in the cities of Salvador and Feira de Santana,
Bahia, Brazil, as well as to evaluate the health risks
to the workers. Passive samplers diffusive of the
Radiello® were used containing activated carbon
as adsorbent. The samplers were exposed for 8
h and the analytes were recovered by chemical
desorption with CS, and determined by GC-FID.
The concentrations of BTEX found in the ambient
air of gas stations ranged from 46.72 - 435.43
mg m* for benzene; 25.54 - 342.46 mg m, for
toluene, 7.10 - 30.07 mg m® for ethylbenzene,
9.36 - 89.73 mg m? for m, p-xylene and 9.79 -
52.29 mg m? for o-xylene. The concentrations of
toluene, ethylbenzene and xylenes found in gas
stations were lower than the limits recommended
by the US NIOSH and NR-15 of the Ministry of
Labour of Brazil, however, should be considered
the risks due to chronic exposure of workers.
Concentrations of benzene in three gas stations
were above the recommended exposure limit
by NIOSH (320.0 mg m?). Samplings were
also carried out in outdoor environments 250
m from two gas stations. The concentrations of
the BTEX compounds were equal to 24.97 and
35.51 ug mein these sites, and concentrations
of benzene were about 3-4 times higher than the
annual pattern of 5.0 pg m=established by Union
European, as limit for outdoor environments.
This data confirms that areas near gas stations
are subject the effects of volatilization of these
compounds. Additionally, the values found in the
10 gas stations for the cancer risk varied between
4.06x10°% - 3.78x10* (mean of 1.82 x10%) for
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workers exposed to benzene for 30 years (acceptable limit - 1.00x10%). The cancer risk is
very high, because the values found are about 40-378 times above the acceptable limit and
reinforces the need to adopt urgent measures to reduce or eliminate exposure of workers to
the BTEX compounds. The average non-carcinogenic risk to benzene, toluene, ethylbenzene
and xylenes compounds were 1.84, 5.76x10%3, 4.59x10° and 1.37x10", respectively
(acceptable limit <1). Only for benzene the average value this risk is above 1, thus confirming
non-carcinogenic risks on workers’ health due exposure to this compound.

KEYWORDS: BTEX, Gas stations, Passive sampling, Health risk

11 INTRODUCTION

In recent decades, the global concern about air quality degradation has been
increasing, and many studies have shown the impacts on the environment and human
health resulting from gas emissions and potentially harmful particles into the atmosphere.
In occupational environments, air pollution is directly related to the specific activities carried
out on site and reaches direct way workers due to the long exposure time.

Gas stations are establishments which carry out resale activities of liquid fuels
derivate petroleum, fuel alcohol and other automotive fuels [1]. These activities, added with
the high rate of evaporation fuels and evaporative losses from vehicle emissions are the
main sources of change in the air quality in these occupational environments.

Gasoline is one of the most important petroleum fuels, and it is chemically composed
of hydrocarbons containing 4 to 12 carbon atoms, which mainly belong to the classes of
paraffins (normal and branched), olefins, naphthenics and aromatics [2]. The gasoline
Brazilian type Ais produced by refineries and delivered directly to the distributing companies,
and the gasoline type C marketed in the gas stations is a mixture of gasoline type A with
27% v/v anhydrous ethyl alcohol used as additive and at most 1% v/v of benzene and 45%
v/v aromatic hydrocarbons [3] [4].

Among the aromatic hydrocarbons present in gasoline are compounds benzene
(C,H,), toluene (C.H,), ethyloenzene (C,H, ), and ortho, meta and para-xylenes (C,H,)
- known by the acronym BTEX. These compounds are emitted into the atmosphere by
the vehicle fleet (fossil fuel combustion and evaporative losses), gas stations (distribution
and storage of fuels) and industrial processes [5] [6] [7], and are classified as priority
environmental pollutants because of the high toxicity and mobility [8]. Among the BTEX
compounds, benzene is considered the most dangerous and has become one of the most
intensely regulated substances in the world to be classified as carcinogenic to humans
(group 1) by the International Agency for Research on Cancer - IARC [9]. The WHO
estimated that benzene concentration of 1.7 mg m= can cause leukemia in 10 cases per 1
million people [10].

Health effects from exposure to compounds BTEX depends on the dose and duration
of exposure as acute or chronic effects. Chronic exposure primarily to benzene can lead
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to neurological, endocrine, immunological and hematological disorders such as aplastic
anemia and myeloid leukemia. The increased incidence of reproductive problems, birth
defects, including cleft lip are also associated with exposure to benzene [8] [11] [12] [13]. In
gas stations, adverse health effects of workers are reported due to acute exposure to BTEX,
such as: headache, cough, fatigue, skin irritation and eyes, nausea, dizziness, depression
and asthma [14] [15] [16].

Few recent studies on emissions of BTEX in gas stations have been reported in the
world, to evaluate the air quality in these establishments [17 [18] [19] [20], and the health
risks to workers associated with these compounds [5] [15] [21] [22] [23] [24] [25], but no
study has been carried out previously in the Bahia state, Brazil. In addition, most of the
work uses active air sampling techniques, where a vacuum pump is used to suck air into the
sampling device. The application of such techniques is often ineffective, mainly due to the
high cost of equipment and the need for continuous supply of electricity [26].

Passive sampling is based on physical processes such as diffusion and permeation,
without involving the active movement of air through the sampler, not requiring suction
pump to force air into the sampler. The application of passive samplers when compared
to conventional active techniques also have other advantages, such as simple are small
and portable, easier handling and transportation to places of difficult access, and the use
by workers in occupational environments; They do not need to use pumps and electricity.
These features make these samplers suitable for applications in air monitoring indoor and
outdoor environments [27] [28] [29].

Thus, the objective of this study was to determine the concentrations of BTEX in
the air of ten gas stations using passive samplers, as well as to evaluate the health risks
to workers associated with occupational exposure to these compounds by inhalation. In
addition, outdoor environments 250 m from two gas stations were chosen to verify the
influence of these compounds in the surrounding areas.

21 MATERIALS AND METHODS

2.1 Description of the study areas

The data were obtained in 10 gas stations in the city of Salvador, capital of the
state of Bahia, and in the city of Feira de Santana located 100 km from city of Salvador
(Figure 1). Two gas stations are located near highways (S1 and S2), four are located in
commercial areas (S3, S4, S6 and S7) and four are located in residential areas (S5, S8, S9
and S10). The samplings occurred after request to the respective managers of gas stations
for access to the physical space, through the terms of agreement previous and research
intent. Outdoor environments 250 m from two gas stations (S5 and S7) designated L1 250
and L2 250, and near hospitals, medical centers, schools, universities and / or residences
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were also chosen for sampling in order to check the dispersion of BTEX compounds in the
areas surrounding the gas stations.

Figure 1. Location of ten selected gas stations in cities of Salvador and Feira de Santana, Bahia, Brazil.

2.2 Sample Collection and Analytical Method

The samplings of the BTEX compounds in the gas stations were performed using
Radiello diffusive passive samplers patented by Foundation Salvatore Maugeri (http://www.
radiello.com). These samplers consist of a cylindrical diffusive surface of microporous
polyethylene having thickness of 1.7 mm, medium porosity 25 + 5 mm and a diffusive path
of 18 mm, and a cylindrical adsorbing cartridge of stainless steel, opening 100 mesh and a
diameter of 5.8 mm, filled with approximately 530 + 30 mg of activated carbon with particle
size 35-50 mesh.

The passive samplers were exposed in gas stations near the supply pumps, in local
free of barriers, at a minimum height of 2 m, for periods of 8 h (hours daily of workers).
After the exposure period, the samplers were removed, sealed with Parafilm, packed in box
thermic with ice and immediately transported to the laboratory.

The analytes were subsequently recovered by desorption chemical with 1.0 ml of
carbon disulfide (CS,) in an ultrasound bath Bransonic 3510 R-MT with ice water (T= 10 °C)
to avoid any possibility of evaporation of BTEX or CS, for 10 min with manual agitation every
2 min to ensure that the solvent keep in touch with the analytes contained in the cartridge.
The gas chromatography (GC) with ionization detection (FID) was used for determination of
the BTEX compounds, under the following analytical conditions: gas chromatograph (7820A
GC System, Agilent), using a HP-5 Agilent column (5% phenyl, 95% dimethylpolysiloxane),
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with 30 m length x 0.32 mm ID x 0.25 mm thick film; the initial oven temperature was
maintained at 40 °C for 3 min, then high to 140 °C at a heating rate of 8 °C min-' and raised
to 220 °C at a heating rate of 20 °C min' lasting for 4.5 min at this temperature; injector
with flow division (split) in the ratio 1:20, using as carrier gas helium at a rate of 1.5 mL min*
and nitrogen as make-up gas, with the arrival of both the detector at a flow rate of 30 mL
min-', the flame detector maintained with synthetic air at 300 mL min' and hydrogen at 30
mL min™.

Calibration curves were constructed using with a standard mixture UST HC BTEX
MIX (2000 mg mL™" in methanol, Sigma-Aldrich) for obtaining a response signal (peak area
in the chromatogram) as a function of concentration known of standard. The curves were
composed of 7 points (0.7 to 20 mg mL") with the following correlation coefficients: Benzene
(R =0.9993), toluene (R = 0.9987), ethylbenzene (R = 0, 9996), m, p-xylene (R = 0.9996)
and o-xylene (R = 0.9998). The precision of the method was evaluated by triplicate of the
standard mixture of BTEX in three different levels, and results expressed in terms of relative

standard deviation were less than 5%.

2.3 Health Risks Calculation

The health risk assessment is used to estimate the potential carcinogenic and non-
carcinogenic adverse health effects [30]. The risks were calculated based on recommended
reference doses and in working conditions of the workers of the gas stations studied (Table
1). The cancer risk was calculated according to the equation (1):

(1

where CDI_is the chronic daily intake average lifetime calculated based on the equation (2)
and SF is the slope factor (the slope of the dose-response curve at very low exposures).
According to the Integrated Risk Information System (IRIS) the slope factor for benzene is
equal 0.029 mg kg day'[31]. A cancer risk > 1.00x10-was considered carcinogenic effects
and a value < 1.00x10® was considered an acceptable level.

Variable Description Value Unit
CA Contaminant concentration - mg m?
IR Inhalation rate, adult 0.83 m? h!
ED Exposure duration, adult 8 hours day™
EF Exposure frequency 48 week year’

L Length of exposure 30 years
ATL Average lifetime 75 years
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BW Body weight 70 kg

NY Number of days per year 365 days

D Days of work 6 days
SF g zene Slope factor 0.029 mg Kg' day™
RDg. sene Reference dose to benzene 0.00855 mg Kg' day
RID_ene Reference dose to toluene 1.43 mg Kg' day™!
RfDeyyienzene Reference dose to ethylbenzene 0.286 mg Kg' day™
RfD Reference dose to xylene 0.029 mg Kg' day™

Xylene

Table 1. Description of the variables used in the calculation of cancer and non-cancer risks.

The non-cancer risk is expressed in terms of the hazard quotient (HQ). The HQs
were calculated based to the following equation:
3)
Where CDI, is the chronic daily intake average yearly and RfD is the reference dose
(a level below which adverse health effects are not likely to occur) [30]. Values RfDs for
benzene, toluene, ethylbenzene and xylene were showed in Table 1 [31] [32] [33] [34].
A value of HQ > 1 was considered non-carcinogenic risks and a value of HQ < 1 was

considered acceptable level.

31 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Concentrations of BTEX compounds in the air of the gas stations and
outdoor environments

The concentrations of BTEX compounds present in the air of the gas stations are
shown in Figure 2. The variation of the results can be attributed to the different conditions in
each gas station as: volumes of fuel sold, flow of cars, heavy traffic nearby and meteorological
parameters.

A previous study shows that volume of fuel sold is one of the variables that can
affect the concentrations of BTEX in the air of gas stations, because during the process of
supply, saturated air stream with gasoline vapor is released from automobile fuel tank, and
the volume of air is exactly equal to the volume of fuel pumped, which may have a decisive
influence on air pollution in these establishments [35].

Inthis study could not getthe exact volume of fuel sold at each gas station due to market
competition and only an estimated sale was informed. Thus, higher total concentrations of
BTEX (871.8, 644.8 and 609.9 ug m, respectively) found in gas stations S1, S6 and S8
are compatible with the fact that these have the largest volumes of commercialized fuels (>
500,000 Lmonth™).

Current Brazilian environmental legislation which treats of gas stations (CONAMA
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Resolution 273/2000) [1] only establishes guidelines for environmental licensing and
provides for the prevention and control of pollution, focusing on possible accidents involving
fires and leaks into the ground and in groundwater, but no reference is made to air pollution.
For occupational environments, as gas stations, are used the tolerance limits established in
the Regulatory Standard Number 15 (NR 15) of the Ministry of Labor - unhealthy activities
and operations [36], as shown in Table 2. A Brazilian national agreement established that
after 1 January 1997 it is forbidden to use benzene for any activity, except in industries and
laboratories that produce or use it in chemical synthesis, chemical analysis and in petroleum
fuels. Thus, in this study for benzene was used recommended exposure limit (REL) by the
National Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) [37] (Table 2).

Figure 2. Average concentrations of BTEX (mg m) in ambient air of the gas stations studied.

BTEX Maximum Minimum Average NR- 15 NIOSH
Benzene 435.43 46.72 211.87 0 3.20x10?
Toluene 342.46 25.54 107.50 2.90x10° 3.75x10°

Ethylbenzene 30.07 7.10 17.48 3.40x10° 4.35x10°
Xylenes 142.02 19.15 52.99 3.40x10° 4.35x10°

Table 2. Maximum, minimum and average concentrations of BTEX (mg m) in ambient air of the gas
stations and exposure limits established by NIOSH and NR-15.

The concentrations of toluene, ethylbenzene and xylenes found in the air of the
gas stations in this study did not exceed the limits established by NIOSH and NR15 (Table
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2). However, comparing the concentrations of benzene (compound carcinogen group 1 by
IARC) found in the gas stations S1, S6 and S8 (356.3; 435.5 and 385.4 mg m, respectively),
with the exposure limits established by NIOSH for this compound (320.0 mg m®), it appears
that concentrations are above this limit (Figure 2), contributing to increase the cancer risk
among workers.

Comparing the concentration levels of BTEX obtained in this study with other cities in
Brazil and the world (Figure 3), the concentrations found these compounds were generally
higher those obtained in Rio de Janeiro/ Brazil [18], but much smaller those obtained in
Bangkok/Thailand [15], Ardabil/lran [20] and Murcia/ Spain [35]. These variations can be
attributed to differences in the composition of the fuels used in other countries, and the
influence of seasonal and/or weather local factors. The direct comparison between different
studies is difficult due to the use of different experimental conditions, sampling and analysis
methods. In the study conducted in the city of the Rio de Janeiro [18] the authors affirm that
the concentrations of BTEX obtained were lower than those found in gas stations from other
countries, because the Brazilian gasoline is mixed with 27% v/v of anhydrous ethanol, what
contributes to change the volatility of BTEX and reducing emissions of these compounds
to into the atmosphere, which certainly can be considered as an advantage of the gasoline

commercialized in Brazil.

Figure 3. Average concentrations of BTEX (mg m?) in gas stations of other localities compared to this
study.

Current Brazilian environmental legislation (CONAMA 2018) [38], which establishes
national air quality standards in outdoor environments, does not define standards for BTEX
compounds. The outdoor environments (L1 250 and L2 250) located 250 m of the gas stations
(S5 and S7), the concentrations of BTEX found were 24.97 and 35.51 mg m, respectively,
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being that for benzene the concentrations were 3 - 4 times higher what annual standard of
5.0 ug m- established by European Union by Directive 2008/50/EC [39], as limit for outdoor
environments (Figure 4). In these sites there are in the vicinity of the gas stations, hospitals
including maternity hospitals, medical centers, schools, universities and/or residences. In
Brazil, no restrictions regarding the location of gas stations allowing the installation these
establishments near residential and commercial areas. These data reinforce the need of
a revision the current Brazilian legislation, aiming to restrict the installation of gas stations
mainly near these areas, and to set standards for the BTEX compounds in occupational and
outdoor environments.

The concentrations of the BTEX compounds obtained in outdoor environments 250
m from two gas stations in this study were compatible to values obtained in Rio de Janeiro
[18] e Murcia [40] in similar studies confirming the dispersion these pollutants emitted
from gas stations to nearby areas. Other study reports that people in the vicinity of these
establishments have an increased cancer risk 3-21% [41], confirming the influence of the
emission of BTEX for upcoming sites.

Figure 4. Concentrations of BTEX (mg m-3) in outdoor environments 250 m from two gas stations.

3.2 Health Risks Assessment

The results of cancer risk (CR) and non-carcinogenic risk (HQ) for workers using
the BTEX concentrations in the air of the gas stations in this study, in the 30-year period
are shown in Table 3. It is noted that except benzene, other compounds showed a non-
carcinogenic risk lower than 1 (HQ <1), indicating that no health adverse effect of the
workers will be observed during the exposure time. In contrast, HQ values for benzene is
above 1 in 7 of the 10 gas stations (70%), revealing health adverse effects of workers due
exposure to benzene emitted of the gas stations.
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Table 3. Risks assessment due to exposure to the BTEX compounds of workers in gas stations studied.

The values found for cancer risk in 10 gas stations are range from 4.06x10% - 3.78x10"
4 (mean of 1.82x10*) for workers exposed to benzene by 30 years are above the acceptable
limit established by USEPA of 1.00x10¢ (Table 3). These results show that the cancer risks
are very high in all gas stations because the values found are 40-378 times above the
limit, reinforcing the need to adopt measures to minimize these risks as mandatory use of
personal protective equipment (PPE) by workers, accompanied by oversight by agencies
responsible and carrying out monitoring of personal exposure. Furthermore, as suggested
in other study [18] the use of self-service and vapor recovery technology systems during
the supply of the cars not yet implemented in Brazil would help to reduce or eliminate the
exposure of workers to BTEX compounds in gas stations. Similar results for cancer risk
were reported by other authors [15], which determined the cancer risk for workers in gas
stations in Bangkok/Thailand equal to 1.75x10* for exposure period also of 30 years.

The USEPA [42], by cancer risk assessment, estimates that an exposed individual to
benzene levels between 13-45 mg m?3, the risk of developing cancer, particularly leukemia,
is 1/1000. Benzene concentrations in the samples collected in gas stations in this study are
2 to 10 times larger than these levels confirming the most likely risk of workers of contracting

cancer.

41 CONCLUSIONS

Concentrations of BTEX compounds found showed that gas stations are potentially
dangerous locations, especially considering exposure to benzene. The concentrations of
toluene, ethylbenzene and xylenes found in the air of the ten gas stations did not exceed the
limits established by national and international agencies. The concentrations of benzene
exceeded the recommended exposure limit by NIOSH in three gas stations. The continuous
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exposure to these compounds mainly benzene, causes a physiological accumulation
promoting long term damage such as cancer, mutations and cellular changes.

The values obtained in two outdoor environments near of gas stations showed
concentrations of benzene 3 - 4 times higher what annual standard of 5.0 mg m- established
by the European Union, confirming the dispersion of pollutants emitted from gas stations to
nearby areas.

The estimated cancer risk is very high, because the values found in the gas stations
are about 40-378 times above the acceptable limit set by the USEPA and reinforces the
need to adopt urgent measures to reduce or eliminate the exposure of the workers to BTEX

compounds.
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RESUMO: Dentro do Programa das Olimpiadas
de Ciéncias, organizado pela Academia
Mexicana de Ciéncias e pela Faculdade de
Quimica da UNAM, foi realizada a X| Olimpiada
Nacional de Quimica. Dentro dos exames
realizados pelos alunos do ensino médio, foi
realizado um experimento no qual eles tiveram
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que identificar por meio de testes de queda trés
compostos padrdo, desconhecidos por eles e
que eram o acido acetilsalicilico, o paracetamol
e a cafeina. Uma vez identificados estes
compostos, tiveram de deduzir, através de uma
analise por Cromatografia em Camada Fina,
quais foram as duas amostras probleméticas
que lhes foram dadas, sendo uma delas Aspirina
(acido acetilsalicilico) ou Panadol (paracetamol).
A outra amostra poderia ser Cafiaspirina (acido
acetilsalicilico + cafeina) ou Saridon (paracetamol
+ cafeina). Os resultados obtidos pelos alunos
foram muito satisfatorios.

PALAVRAS-CHAVE: Analgésico, testes de
gota, cromatografia de camada fina, olimpiadas
quimicas.

IDENTIFICATION OF THE MOST USED
ANALGESIC DRUGS IN MEXICO,
THROUGH IDENTIFICATION REACTIONS
AND THIN-LAYER CHROMATOGRAPHY

ABSTRACT: Within the Programa Olimpiadas de
la Ciencia, organized by Academia Mexicana de
Ciencias y la Facultad de Quimica at UNAM, the
Xl National Chemistry Olympiad was held. Among
the tests performed students of high school level,
it was conducted an experiment through which
they had to identify by testing to drop three
compounds patterns, unknown to them and which
were aspirin, paracetamol and caffeine. Once
identified these compounds, they had deduced
through analysis by Thin Layer Chromatography,
what were the two samples problems were given,
one of which aspirin (acetylsalicylic acid) or
Panadol (paracetamol). The other sample could

Capitulo 12


https://orcid.org/my-orcid?orcid=0000-0003-1521-1874

be Cafiaspirina (acetylsalicylic acid + caffeine) or Saridon (paracetamol + caffeine). The
results obtained by the students were very satisfactory.
KEYWORDS: Analgesic, drop tests, thin layer chromatography, chemical olympics.

IDENTIFICACION DE LOS ANALGESICOS MAS UTILIZADOS EN MEXICO, POR
MEDIO DE REACCIONES DE IDENTIFICACION Y DE LA CROMATOGRAFIA EN
CAPA FINA

RESUMEN: Dentro del Programa Olimpiadas de la Ciencia, organizadas por la Academia
Mexicana de Ciencias y la Facultad de Quimica de la UNAM, se realizé la XI Olimpiada
Nacional de Quimica. Dentro de los examenes que realizaron los alumnos de nivel medio
superior, se llevd a cabo un experimento a través del cual tuvieron que identificar por medio
de pruebas a la gota tres compuestos patrones, desconocidos para ellos y los cuales
eran el acido acetilsalicilico, el paracetamol y la cafeina. Una vez que identificaron estos
compuestos, tuvieron que deducir por medio de un analisis por Cromatografia en Capa Fina,
cuales fueron las dos muestras problemas que se les entregaron, siendo una de ellas la
Aspirina (acido acetilsalicilico) o el Panadol (paracetamol). La otra muestra podria ser la
Cafiaspirina (acido acetilsalicilico + cafeina) o el Saridon (paracetamol + cafeina). Los
resultados obtenidos por los alumnos fueron muy satisfactorios.

PALABRAS CLAVE: Analgésicos, pruebas a la gota, cromatografia en capa fina, olimpiada
quimica.

11 ANTECEDENTES

Dentro del Programa Olimpiadas de la Ciencia, organizadas por la Academia
Mexicana de Ciencias y la Facultad de Quimica de la UNAM, hasta el momento se han
realizado 25 Olimpiadas Nacionales de Quimica. Estos eventos académicos han permitido
seleccionar a los 15 mejores alumnos de nivel medio superior de todo México, para integrar
la seleccidbn mexicana que representd y/o va a representar a México en las Olimpiada
Internacionales de Quimica en las que participa México, la International Chemistry Olympiad
(IChO) y la Olimpiada Iberoamericana de Quimica. En tres de ellas: a) La Xl en la Ciudad de
Xalapa, Veracruz en 2002. b) La XVII en la Ciudad de Oaxaca, Oaxaca en 2008 y c) La XXV
en la Ciudad de Guanajuato, Guanajuato, en 2016, dentro de los examenes que realizaron
los alumnos, se llevé a cabo un experimento a través del cual tuvieron que identificar por
medio de pruebas a la gota tres compuestos patrones, desconocidos para ellos y los cuales
eran el acido acetilsalicilico, el paracetamol y la cafeina. Una vez que identificaron estos
compuestos, tuvieron que deducir por medio de un andlisis por Cromatografia en Capa
Fina, cuales fueron las dos muestras problema que se les entregaron, siendo una de ellas
la Aspirina (acido acetilsalicilico) o el Panadol (Tylenol o paracetamol). La otra muestra
podria ser Cafiaspirina (acido acetilsalicilico + cafeina) o Saridén (paracetamol + cafeina)
(Lebn-Cedefio, 2002).

En la actualidad entre los analgésicos que mas se utilizan en México y que se
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encuentran en cualquier farmacia de México, contienen en su formulacién alguno de los

siguientes compuestos:

Figura 1. Estructura de los tres compuestos activos que forman parte de las formulaciones de los
analgésicos.

Dentro de las marcas comerciales que se pueden encontrar en estos momentos en

México, se muestran en la tabla 1.

NOMBRE _ . _
COMERCIAL PRODUCIDO POR: COMPOSICION POR TABLETA:
ASPIRINA Bayer de México, S.A. de C.V. ACIDO ACETILSALICILICO 500 mg
N ACIDO ACETILSALICILICO  |500 mg
CAFIASPIRINA | Bayer de México, S.A. de C.V. CAFEINA 30 mg
PANADOL Smitn\iline Beecham, México, S-A- | paracETAMOL 500 mg
TYLENOL Janssen Cilag, S.A. de C.V PARACETAMOL 500 mg
XL-DOL Selder, S.A. de C.V. PARACETAMOL 500 mg
. PARACETAMOL 500 mg
SARIDON Productos Roche, S.A. de C.V. CAFEINA 30 mg

Tabla 1. Nombres comerciales de los principales analgésicos utilizados en México y composicién de los
mismos.

En todas las presentaciones se utiliza como excipiente al almidon o bien la
metilcelulosa, en la cantidad suficiente para formar la tableta (cbp).

21 OBJETIVOS

(1) Que el alumno identifique por medio de pruebas a la gota, los siguientes grupos
funcionales: un acido carboxilico, un fenol y por pruebas de solubilidad en medio
acido un grupo amino.

(2) Que conozca y aplique la técnica de Cromatografia en Capa Fina, para realizar
un andlisis cualitativo con el fin de identificar 2 muestras problema.
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(3) Que el alumno compruebe que, en los analgésicos de uso comudn, y que muy
probablemente él ha llegado a utilizar, se encuentran los principios activos ya
mencionados.

31 PARTE EXPERIMENTAL (PAVIA, 1988; MAYO, 2000)

En este experimento, el alumno tuvo que identificar, por medio de reacciones
caracteristicas de un grupo funcional (pruebas a la gota), pruebas de solubilidad y un
andlisis por cromatografia en capa fina, los 5 sélidos que se encontraban en su mesa de
trabajo, en los recipientes de plastico que tenian las letras A, B, C, Dy E.

Los compuestos A, B y C, se encontraban puros y podrian ser cualquiera de los ya
indicados en la figura 1.

El sélido D era una tableta, que podria ser de Aspirina o Panadol.

Y finalmente el sélido E era una tableta que podria ser de Saridon o Cafiaspirina.

3.a. Primera parte
IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS A, By C:

El alumno sigui6é cada uno de los siguientes pasos, para que tuviera las evidencias
necesarias para que pudiera identificar a los compuestos A, B y C (Shriner, 1995).

Para lograr lo anterior, el alumno colocé una pequefia cantidad de cada uno de
compuestos, por ejemplo, del compuesto A, en tres tubos de ensayo (tubos 1,2y 3) y se le
pidi6 que anotara sus observaciones y completara con ellas la tabla 2.

1. Al tubo No. 1 agregé 15 gotas de solucion de HCI 5% y agito.
2. Al tubo No. 2, agreg6 15 gotas de solucion NaHCO, 5% y agito.

3. Al tubo No. 3, agreg6 15 de gotas de agua y adiciona 5 gotas de una solucion de
cloruro férrico al 3%. (NOTA: un fenol da una coloracion azul intensa).

Pruebas de COMPUESTO
identificacion (+) se disolvié o dio reaccion OBSERVACIONES
colorida
A B C
a) HCI 5%

b) NaHCO, 5%

c) Prueba con FeCl,
(cloruro férrico)

Tabla 2. Pruebas que tenia que realizar el alumno.

3.b Segunda parte
IDENTIFICACION DE LAS TABLETAS D y E:
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INTRODUCCION TEORICA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

No hay que olvidar que de los alumnos que participan en las Olimpiadas Nacionales
de Quimica, son alumnos de Nivel Medio Superior, y que el tema de CROMATOGRAFIA
EN CAPA FINA lo pudieron estudiar durante su entrenamiento en su Estado de origen o
en el peor de los casos no lo habian visto hasta el dia del examen practico. Por esta razén
antes de ir al laboratorio, se les proyect6 un video en el que se les daban los fundamentos
de esta técnica experimental y se les ilustraba cada uno de los pasos a seguir empleando
esta técnica de analisis. Posteriormente pasaron a trabajar en el laboratorio.

Para identificar las tabletas D y E, se debe de extraer el principio activo de la tableta
problema. Para esto todo el contenido molido de cada una de las dos tabletas se coloca
por separado en los matraces Erlenmeyer de 50 ml. En cada uno de ellos se adicionan 10
ml de acetona y se agita la mezcla durante 5 minutos. La mezcla se filtra por gravedad por
medio de un embudo de vidrio con tallo corto, recibiéndose el filtrado de cada tableta en sus
respectivos tubos de ensayo (disoluciones D y E).

En la parte superior e inferior de la placa se trazan con un lapiz dos lineas a 0.5
cm de los bordes. La linea inferior se divide en 5 partes equidistantes entre si, se marcan,
y sobre las tres primeras marcas se aplican las soluciones de los tres estandares (se
le proporcionaron a cada alumno sus disoluciones en acetona) de acido acetilsalicilico,
paracetamol y de cafeina. En los siguientes dos puntos el alumno aplicé las soluciones en
acetona de las tabletas D y la E respectivamente.

Una vez que el alumno aplic6 todas las disoluciones sobre la fase estacionaria (tanto
de los 3 estandares como las de las dos tabletas), se dejé evaporar la acetona y la placa
la introdujo en la camara de elucién (frasco con tapa de 8 cm de alto) el cual contenia
una mezcla de hexano-acetona (40:60). Dejé eluir la mezcla de disolventes hasta la parte
superior de la placa (la cual esta marcada con lapiz), con cuidado sacé la cromatoplaca y
dej6 evaporar la mezcla de disolventes. Se dejo6 revelar la placa con vapores de yodo. El
alumno determiné los valores de Rf, los cuales reportd y asi mismo tuvo que deducir con
base a los datos de las pruebas a la gota y el analisis por cromatografia en placa fina, la
composicién de las dos tabletas Dy F.
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Figura 2. Dibujo de la cromatoplaca una vez que se marcaron las lineas de aplicacion de las muestras
y la marca superior marcando el limite de la elucion del eluyente.

Figura 3. Pasos a seguir: 1) Aplicar la muestra sobre la cromatoplaca. 2) Elucion de la mezcla de
disolventes. 3) Determinar el Rf de cada uno de los compuestos de referencia de los problemas.
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41 RESULTADOS OBTENIDOS.

De los 60 alumnos que realizaron este experimento, 50 acertaron correctamente

cuales eran sus compuestos A, B y C. Y de los mismos 60 alumnos, 40 acertaron

correctamente cuales eran sus compuestos D y E.

En cuanto a las pruebas a la gota, el resumen de las pruebas se muestra en la tabla

Pruebas de COMPUESTO
identificacion (+) se disolvié o dio OBSERVACIONES
reaccion colorida
A B C
a) HCI 5% + Se disolvié
b) NaHCO, 5% + Desprendimiento de un gas (CO,)
¢) Prueba con FeCl, + Coloracion azul intensa
(cloruro férrico)

Tabla 3. Resultados de las pruebas realizadas por el alumno.

Los valores de los Rf de los 3 compuestos se muestran en la figura 4.

Figura 4. Estructura de los tres compuestos activos y sus respectivos valores de Rf determinados

experimentalmente (ver parte experimental).

51 CONCLUSIONES

Este es un experimento que ha resultado ser interesante para los alumnos. Se

hace uso de dos técnicas analiticas, como lo son las pruebas a la gota y el andlisis por

cromatografia en capa fina. Se les hace patente a los alumnos que en los analgésicos

comerciales estan los principios activos que ya se mencionaron.
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RESUMO: No presente estudo buscou-se avaliar
a capacidade de adsorcdo de um biocarvéo
produzido a partir de residuos do processamento
da macadamia (BNM) frente ao corante modelo
azul de metileno (AM) presente em solucéo
aquosa. Para tanto, estudos foram conduzidos
visando investigar a cinética e o equilibrio
pertinentes ao processo de adsor¢éo. Os modelos
cinéticos de pseudoprimeira e pseudossegunda
ordem foram tomados para as investigacdes
cinéticas. Além disso, os modelos de Langmuir
e Freundlich foram aplicados para validar o
equilibrio de adsorgéo. Os resultados mostraram
que os dados experimentais se ajustaram melhor
ao modelo cinético de pseudossegunda ordem;
e o equilibrio de adsor¢do do AM no biocarvéo
foi melhor descrito pelo modelo de Langmuir,
com capacidade méaxima de adsorcdo de 3,044
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mg/g. Além disso, estudos cinéticos conduzidos em diferentes temperaturas permitiram
elucidar a energia de ativagdo do processo de adsorcédo, sendo essa de +24,240 kJ mol™,
com processo governado majoritariamente por quimissorgao. Com isso foi possivel observar
que o biocarvao é adequado para ser utilizado como adsorvente. Entretanto, investigacdes
futuras serdo necessarias para se otimizar as caracteristicas do material adsorvente afim
de se melhorar sua capacidade de remocgéao frente a diversos corantes presentes em meio
aquoso.

PALAVRAS-CHAVE: Remocéao, Corante, Macadamia, Biocarvéo, Adsorgéo.

EVALUATION OF EQUILIBRIUM AND KINETICS ADSORPTION OF METHYLENE
BLUE, A STANDARD DYE, USING MACADAMIA BIOCHAR AS ADSORBENT

ABSTRACT: In this study, the adsorption capacity of biochar produced from macadamia
processing residues (NMB) was evaluated using methylene blue (AM) as a model dye present
in aqueous solution. Therefore, studies were addressed to investigate the kinetics and
equilibrium relevant to the adsorption process. Pseudo-first and pseudo-second order kinetic
models were taken for the kinetic investigations. Moreover, the Langmuir and Freundlich
models were applied to validate the adsorption equilibrium. The results showed that the
experimental data fit better to the pseudo-second order kinetic model; and the equilibrium
of AM adsorption on biochar was best described by the Langmuir model, with a maximum
adsorption capacity of 3.044 mg g'. Furthermore, the kinetic studies performed at different
temperatures allowed us to calculate the activation energy of the adsorption process (+24.240
kdJ mol"), which is governed mainly by chemisorption. Thus, it was possible to observe that
the biochar is suitable to be used as an adsorbent. Nevertheless, future investigations will
be necessary to optimize the characteristics of the adsorbent material in order to improve its
removal capacity against various dyes present in aqueous media.

KEYWORDS: Removal, Dye, Macadamia, Biochar, Adsorption.

11 INTRODUGCAO

A industria de transformacéo téxtil exibe um elevado potencial poluidor e degene-
rativo ao contexto ambiental, sobretudo quando seus residuos de processamento néo re-
cebem atencdo necesséria. Partindo disso, os frequentes despejos de efluentes liquidos
em corpos aquosos, 0s quais contém altas cargas de contaminantes de grande toxicidade
como, por exemplo, metais pesados, poluentes organicos persistentes (POPs), corantes e
pigmentos, representam um substancial risco a biota aquatica, em primeiro plano, e aos
subsequente niveis troficos posteriormente (RAJKUMAR; KIM, 2006; STETER; BRILLAS;
SIRES, 2016).

Nas indUstrias téxteis, a agua é aplicada em diversas etapas do processo de
confecgdo/tinturaria, sendo usada principalmente como veiculo para os produtos quimicos
no processamento de fibras, bem como na remocéo dos excessos de espécies consideradas
indesejaveis para o produto final (GUARATINI; ZANONI, 2010). Dentre os produtos
quimicos usados na producao téxtil, destacam-se os corantes e pigmentos, os quais séo
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considerados como as substancias mais prejudiciais presentes nas emissées de efluentes
liquidos industriais. Corantes sao substancias quimicas que conferem cor as superficies,
sendo moléculas organicas complexas oriundas de fontes naturais ou sintéticas.

Em virtude de apresentarem sua estrutura quimica complexa, moléculas de
corantes sdo resistentes a desagregacéo/degradacao por tratamentos quimicos, fisicos
ou biolégico. Além disso, devido aos seus efeitos toxicos e teratogénicos, essas espécies
tém gerado grande preocupacdo quanto a sua utilizacdo e descarte no meio ambiente,
tendo em vista que o consumo dessas substancias em todo o mundo ultrapassa 10.000
toneladas/ano. De acordo com pesquisas recentes, estima-se que cerca de 100 toneladas
de corantes e pigmentos sdo despejadas diretamente em cursos d’agua (YAGUB; SEN;
ANG, 2012). Mesmo estando presentes em pequenas quantidades, os corantes podem
ser prejudiciais a hidrosfera, ja que além de causar severos danos aos organismos vivos,
como impedir a penetra¢do de luz solar e, consequentemente, diminuir a disponibilidade de
oxigénio (oxigénio dissolvido); também representam perigo a satde humana, podendo ser
mutagénicos e carcinogénicos (SAHU et al., 2020; PAPIC; KOPRIVANAC; METES, 2000).

Nesse contexto, o azul de metileno (AM) é um corante pertencente ao grupo dos
corantes catiénicos, e possui uma variedade de aplicagdes, sendo utilizado no tingimento
de algodéo, las e papel, tinturas temporarias para cabelos (SARKAR; ACHARYA;
BHATTACHARYA, 2003). Devido a sua forte adsorgao em suportes sélidos, o AM, pode servir
como um composto modelo para a remogéo de corantes e de contaminantes organicos a
partir de solugbes aquosas. Ainda que o AM nao seja tao toxico quanto os metais pesados,
a exposicdo aguda pode causar efeitos prejudiciais a saide como aumento do batimento
cardiaco, dor de cabeca intensa, nauseas, vomitos, diarreia e necrose do tecido humano
(SARKAR; ACHARYA; BHATTACHARYA, 2003).

Uma vez que a remogédo de corantes de aguas residuais é considerada um desafio
ambiental e a legislagdo governamental exige que os efluentes téxteis sejam tratados, ha
necessidade de um processo eficaz que possa remover esses corantes de forma eficiente.
Em comparac¢do com os métodos convencionais de tratamento de agua como coagulacéo,
floculagédo, sedimentacéo e filtragdo, a adsorgdo surge como alternativa (SALLEH et al.,
2011). A adsor¢éo é um fenédmeno de transferéncia de massa, no qual um soluto existente
em um fluido liquido ou mesmo gasoso, se concentra na superficie de espécies soblidas. A
espécie que se acumula na interface do material € normalmente denominada de adsorvato;
e a superficie sélida na qual o adsorvato se acumula, é chamada de adsorvente (RUTHVEN,
1984). O fendbmeno de adsorg¢do pode ser classificado como quimico ou fisico de acordo
com a natureza das forcas envolvidas no processo. A adsorcdo fisica, ou fisissor¢éo
consiste na ligagdo do adsorvato a superficie do adsorvente. Ja na adsor¢éo quimica, ou
quimissorcdo, envolve o compartiihamento de elétrons entre essas espécies, resultando
em uma reacao quimica (YAGUB; SEN; ANG, 2012) — &€ preciso esclarecer que nenhum
desses processos ocorre de maneira independente.
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Desse modo, o método de adsorgdo pode ser uma alternativa viavel ao tratamento
de aguas residuais, pois além de constituir uma técnica de baixo custo/eficiéncia e de
ser de simples operagédo, também pode empregar o uso de materiais alternativos (e.g.,
compésitos e biocarvbes oriundos de residuos agroindustriais) como adsorventes para
remocdo desses contaminantes. Em relagdo aos materiais adsorventes alternativos, os
biocarvbes sdo materiais que provém do beneficiamento e conversao pirolitica de materiais
organicos ou biomassas provenientes de diversas fontes como, por exemplo, de residuos
agricolas.

Nesse sentido, a pirolise esta entre as técnicas mais promissoras aplicadas na
conversao de biomassas em carbonos. Esta técnica consiste em submeter a biomassa
a um processo de decomposicdo térmica, sob uma atmosfera de gas inerte, ou seja, em
condi¢bes limitadas ou em auséncia de oxigénio (LEHMANN; JOSEPH, 2015).

Em relagdo as biomassas, a casca da macadamia, em especial, € um tipo de
residuo (biomassa) que pode ser usado como material de partida para produgédo de
biocarvdes, ja que a sua produgéo e consumo vem crescendo de maneira significativa nos
ultimos 20 anos e os residuos de seu processamento ndo tém destinacéo especifica (DE
TOLEDO PIZA; MORIYA, 2014). Com isso, o biocarvéo proveniente do processamento da
noz da macadamia (BNM) tem um grande potencial para transformar-se em um material
residual de valor agregado, bem como num recurso a ser utilizado no campo de controle e
tratamento de poluentes (FAN et al., 2017)biochar was produced from municipal sludge and
was characterized by Surface area and porosity analysis, Scanning Electron Microscope—
Energy Dispersive Spectrometer (SEM-EDS. Nesse sentido, o presente estudo buscou
investigar a possibilidade de utilizacdo de biocarvdes produzidos por pirélise da casca da
macadamia como material adsorvente para remocéo do corante modelo azul de metileno
presente em meio aquoso. Para este propésito, estudos acerca da cinética e do equilibrio
de adsorgcédo foram conduzidos em batelada empregando o sistema (BNM + AM) sob
condicGes otimizadas de pH, tempo e faixa de concentracéo.

21 METODOLOGIA

2.1 Reagentes e Solucées

Todos os reagentes utilizados nesse trabalho sdo de grau analitico. A solucéo
estoque do corante azul de metileno (Synth Produtos Quimicos, 95%) foi preparada pela
dissolucdo do corante em agua deionizada na concentragdo de 1000 mg L. As solugbes
de trabalho foram obtidas por diluicdo da solugcdo estoque. Todas as solugbes foram
preparadas com agua ultrapura (18 MQ.cm™), obtida a partir do sistema purificacdo de
agua da marca Megapurity RO/UP.
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2.2 Obtencao e Preparacao do biocarvao da macadamia

A matéria-prima que utilizada na produgdo do biocarvdo foi o residuo de
processamento de macadamia, composto majoritariamente pela casca (endocarpo),
fornecido por uma industria localizada no norte do estado do Espirito Santo. O residuo
da macadamia foi submetido, de forma fracionada, a um processo de pirélise lenta. Este
processo foi conduzido em um forno tubular em atmosfera de gas nitrogénio (N,), a uma
temperatura de 600 °C, com tempo de permanéncia nessa temperatura de 180 minutos,
sob uma taxa de aquecimento de 10 °C min'. Ap6s decorrido o tempo de permanéncia, o

carvao produzido foi triturado e uma classificagéo granulométrica adequada foi conduzida.

2.3 Efeito do pH inicial

O efeito do pH inicial foi estudado variando seu valor de 2,0 a 10,0. Solugdes 0,1
M de NaOH e HCI foram usadas para o ajuste do pH. Todas as medidas de pH foram
realizadas com pHmetro (Digimed, DM-22). A concentragéo inicial da solu¢cédo de AM foi de
50 mg L' e as suspensobes de foram mantidas sob agitagéo constante a 100 rpm durante 24
horas em uma temperatura de aproximadamente 25 °C. Por fim, 0 adsorvente foi separado
das solugdes por filtragdo com membrana e a concentragdo residual de AM foi determinada
por espectrofotometria na regido do UV-Vis (ThermoScientific™ GENESYS™ 10S) a um
comprimento de onda de 665 nm (regidao de maxima absorc¢ao na regido do visivel). Para
este ensaio, a capacidade de adsorcdo do BNM foi avaliada com base na porcentagem de
remocgéao, a qual pode ser apresentada pela equagéo (1).

(1)

Onde, € a concentragdo inicial de AM (mg L") e & a concentragdo de AM no
equilibrio (mg L™).

2.4 Ensaios de Adsorcao

Experimentos em batelada foram conduzidos visando avaliar a capacidade de
adsorgdo do biocarvao proveniente de residuos da produgdo de macadamia em presenca
do corante modelo AM. A razéo entre a massa adsorvente e a solugao de adsorvato foi
mantida em 10 g L' (m/v), ou seja, 0,1 g de biocarvao para 10 mL de solugéo aquosa de
AM em erlenmeyers de 125 mL. A agitacéo foi mantida em 100 rpm. Essas variaveis foram
mantidas constantes para todos 0s ensaios.

Para os experimentos intrinsecos a cinética de adsorc¢ao, foram montados sistemas
constituidos pela utilizacdo de uma dosagem de adsorvente de 10 g L ' adicionados a
erlenmeyers de 125mL, seguido pelo acréscimo de 10,0 mL de solugéo de azul de metileno
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(AM) na concentracgéao fixa de 50 mg L -'. Apds, o sistema (corante + adsorvente) foi levado
a uma mesa agitadora orbital (Lucadema, luca-223) com ciclos de 100 rpm, a uma faixa de
temperatura de 25°C — 55°C. Nesse sentido, para essa analise as amostras foram retiradas
do agitador em intervalos de tempo pré-determinados (1-540 min), filiradas e analisadas
por espectrofotometria de absor¢éo no UV-Vis (Thermo Scientific™ GENESYS™ 10S) em
comprimento de onda de 665 nm. Os dados de absorbancia obtidos foram convertidos em
medidas de concentracdo por meio do método da curva de calibragéo.

Para o equilibrio de adsor¢éo, os experimentos foram conduzidos pela medida da
concentracdo residual de AM ap6s um tempo de 24 horas, variando-se as concentracbes
iniciais das solugbes AM de 40 a 200 mg L -, para uma temperatura de 25 °C. Em todos os
experimentos, as suspensodes foram separadas por filtragdo com membrana. A concentracéo
residual de AM foi analisada por espectrofotémetro UV-Vis (ThermoScientific™ GENESYS™
10S) a um comprimento de onda de 665 nm (maxima absorcao do corante). A capacidade
de adsorgéo (q,) pode se evidenciada pela Equagéo (2).

(@)

onde g, é a capacidade de adsorgcdo (mg g'); € a concentragéo inicial de AM (mg L"); é
a concentragdo de AM no equilibrio (mg L'); m & a massa de biocarvéo (g); e V € o volume
da solugéo de AM (L).

2.5 Tratamento de dados

Apos estabelecer umarelagédo entre g, e C,, e entre g,e t, foram empregados modelos
matematicos lineares de equilibrio (Langmuir e Freundlich) e de cinética (Pseudoprimeira
Ordem e Pseudossegunda Ordem) para descrever o comportamento do processo de
adsorgao. Os tratamentos estatisticos conduzidos no estudo da adsorgdo envolveram
0 uso dos coeficientes de determinagdo (R?) nos casos de regressao linear. A Tabela 1
apresenta os modelos lineares empregados no presente estudo.

Modelo Equacao Parametros

4, Quantidade maxima adsorvida
Langmuir (mgg™)
K. : Constante de Langmuir (L mg™)

K;: Constante de Freundlich
Freundlich n: Grau de Heterogeneidade da su-
perficie
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q,: Capacidade de adsorg&o no ins-
tante t (mg g)
L q,: Capacidade de adsorgdo no
Pseudoprimeira Ordem equilibrio (mg g-')
k,: Constante de velocidade de

p1seudoprimeira ordem (min)

q,: Capacidade de adsor¢&o no ins-
tante t (mg g)
Pseudossegunda q,: _(,)apacidadt_e1 de adsorgdo no
Ordem equilibrio (mg g™) .
k,: Constante de velocidade de
pseudossegunda ordem (g mg’

min-')

Tabela 1. Modelos lineares de equilibrio e de cinética empregados nos estudos de adsorgdo.

Fonte: Os autores, adaptado de Lima, Adebayo e Machado (2015).

2.6 Efeito da Temperatura na Cinética de Adsorcao

O efeito da temperatura na cinética de remocado de AM empregando o BNM foi
investigado por meio da variagdo da temperatura de 25 °C a 55 °C durante a realizagdo
dos experimentos de cinética de adsorgcdo, conforme descrito na secédo 2.4. Para esta
determinagéo faz-se necessario empregar o modelo empirico de Arrhenius, o qual permite
relacionar a constante cinética com a temperatura do sistema.

No contexto da adsorgcédo, o modelo de Arrhenius tem sido aplicado com grande
efetividade para a determinacdo da energia de ativacdo dos processos, e para validacao
do carater quimico ou fisico da adsorgdo. A equacgéo 3 corresponde ao modelo linear de
Arrhenius aplicado a constante de velocidade de ordem n.

(©)

A interpolagéo de pontos de In k_ contra 1/T resultara em uma reta com inclinagéo
correspondente a e intercepto com as ordenadas em In A. A partir de tais consideracdes,
o valor de E, pode ser facilmente obtido a partir da equagéo da reta (TUNG; TANACI;
AKSU, 2009).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do pH na Adsorcao

O pH do meio pode influenciar sobre o processo de adsor¢do, uma vez que ele pode
afetar a carga superficial do biocarvao e ter impacto no grau de ionizagéo do corante (JI et
al., 2019), ou seja, determina o grau de distribuicdo das espécies quimicas em solugéo. Por
isso, foi necessario um estudo para avaliar o efeito do pH inicial do meio sobre a adsorcao
do AM. A Figura 1 mostra os resultados obtidos com o experimento.
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Figura 1 — Remogéo de AM em fun¢do do pH da solu¢é@o. Condigbes experimentais: concentragdo
inicial de AM — 50 mg L', massa de adsorvente — 0,1 g e temperatura — 25 °C.

Fonte: O autor (2022).

Pode-se observar que a remogé@o de AM n&o variou significantemente entre o pH
3,0 e 11,0 (Figura 1). O pH da solugdo em que o total de cargas positivas e negativas
se igualam, é dito ponto de carga zero (pH_ ). O pH_, do biocarvéo obtido do residuo
da macadamia possui o valor de 8,26 e, uma vez que as cargas superficiais do material
adsorvente nao tiveram uma influéncia significativa na capacidade de adsor¢cdo em valores

proximos ao pH__,, o pH inicial foi mantido em 7,0 para o restante dos ensaios realizados.

3.2 Avaliacao da Cinética de Adsorcao

Cinética quimica é o ramo da quimica que estuda as velocidades e os mecanismos
das reacoes. A velocidade de uma reagdo é a medida da rapidez com que se formam os
produtos e se consomem os reagentes. Assim, 0 mecanismo de uma reagao consiste na
descrigédo detalhada da sequéncia de etapas individuais que conduzem os reagentes aos
produtos (NASCIMENTO et al., 2014). Partindo disso, o estudo da cinética do processo
de adsorcédo fornece importantes informagdes acerca do mecanismo de adsor¢do para
um determinado adsorvente em uma dada concentragéo inicial de corante. A adsorcéo foi
rapida durante os 60 minutos iniciais e o equilibrio foi alcangado em cerca de 400 minutos,
de acordo com o grafico mostrado na Figura 2.
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Figura 2 - Cinética de adsorcao de AM em biocarvao de residuo de macadamia. Condigbes
experimentais: concentracao inicial de AM — 50 mg L', temperatura — 25 °C, pH inicial — 7,0 e dosagem
de adsorvente — 10 g L.

Fonte: O autor (2022).

Desse modo, nesse trabalho foram utilizados os modelos cinéticos de pseudoprimeira
ordem e pseudossegunda ordem para determinagdo dos parametros cinéticos, os quais
estéo descritos na Tabela 2 em diferentes condi¢des de temperaturas.

T (°C) 25 35 45 55

Pseudoprimeira ordem

k, (min') 0,002610 0,00855 0,0106 0,01312
q, (exp.) (mg g”) 1,600 1,2189 1,134 0,9522
R2 0,9188 0,9797 0,9471 0,8734

Pseudosegunda ordem

k,(g mg* min™) 0,02376 0,03233 0,04347 0,05820
q, (exp.) (mg g7) 4,4405 4,8851 4,9402 4,9701
R? 0,99873 0,99968 0,99989 0,99993

Tabela 2 - Parametros obtidos por meio de ajustes lineares dos dados experimentais aos modelos de
pseudoprimeira ordem e psudosegunda ordem.

Condicbes experimentais: concentragao inicial de AM — 50 mg L, pH inicial — 7,0 e dosagem de
adsorvente — 10 g L. Fonte: a prépria autora.
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Para avaliar a fidedignidade do ajuste dos dados experimentais em relagdo a um
modelo tedrico em um tratamento de regresséo, alguns indicadores como, por exemplo,
os coeficientes de determinagéo (R?) podem ser tomados. Com isso, 0 modelo que melhor
representou o processo de adsorgéo foi escolhido tomando o maior valor de R?. Assim,
€ possivel dizer que ambos os modelos tiveram ajustes satisfatorios, porém os dados
experimentais se ajustaram melhor ao modelo cinético de pseudossegunda ordem com R?
= 0,9987 no tratamento conduzido a 25°C (BURAKOQV et al., 2018). Uma vez se ajustando
ao modelo de Pseudossegunda ordem, pode-se assumir que o processo € de natureza
quimica (quimissortivo), envolvendo a participacdo de forcas de valéncia ou troca de
elétrons entre o adsorvente e adsorvato (HO; MCKAY, 2006). Além disso, ao contrario do
modelo de Pseudoprimeira ordem, este prediz o0 comportamento cinético sobre toda a faixa
de tempo de adsor¢céo (FEBRIANTO et al., 2009).

Outro aspecto importante observado foi que tanto a constante cinética de
pseudossegunda ordem (k,) quanto a quantidade adsorvida no equilibrio (g,) aumentaram
consideravelmente com a temperatura. Esse comportamento corrobora com os estudos
de remocado de azul de metileno em compésitos MIL-100(Fe)@SBA-15 e de remogéo
de azul de metileno empregando biocarvao oriundo de lodo de esgoto (FAN et al., 2017;
MAHMOUDI; AMINI; SILLANPAA, 2020).

3.3 Efeito da Temperatura na Cinética de Adsorcao

A variacdo na temperatura impacta diretamente na capacidade de adsorgéo e, por
consequéncia, na eficiéncia do processo. Os ensaios compreenderam uma variacao de
temperatura de 25 °C a 55 °C, assim, uma elevacgao da temperatura do sistema proporcionou
uma elevagéo proporcional nos valores das constantes cinéticas avaliadas. Isso evidencia
que a velocidade de adsor¢éo tende a ser maior a medida que a temperatura é elevada. A
Figura 3 apresenta uma interpolacgéo tipica do modelo linear de Arrhenius.
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Figura 3 —Gréfico de Arrhenius para a adsorcdo de AM em biocarvéo de residuo de macadamia.
Condigcbes experimentais: concentragao inicial de AM — 50 mg L, pH inicial — 7,0 e dosagem de
adsorvente —10 g L.

Fonte: O autor (2022).

Ao construir este gréafico, os valores de adotados foram aqueles provenientes do
modelo cinético em que os dados experimentais melhor se ajustaram, no caso, ao modelo
de pseudossegunda ordem. Com isso, a partir da interseg¢éo e inclinagdo do seguimento
de reta, os valores do fator pré-exponencial e a energia de ativagcao da reagcdo podem ser
estimados. O valor calculado para o fator pré-exponencial foi de 419,55 mg™' min™ e para
a energia de ativacao foi de +24,240 kJ mol. O valor de energia de ativa¢do obtido indica
a ocorréncia de adsorgdo quimica ou quimissor¢do, uma vez que as energias envolvidas
em processos de adsorcéo fisica dificilmente superam o patamar de +4,2 kJ mol™'. Valores
mais baixos de E, sugerem a prevaléncia de forgas eletrostaticas de baixa intensidade no
processo interacional entre adsorvato — adsorvente (KAMEDA et al., 2019). Por outro lado,
a adsorgdo quimica envolve maior valor energético, devido a existéncia de forcas mais
intensas e de carater de ligagGes covalentes, apresentando valores tipicos de E, na faixa
de +7,9 kd mol' a +70 kJ mol"(BULUT; AYDIN, 2006; CHEN et al., 2015; DE OLIVEIRA
CARVALHO et al., 2019)-

3.4 Avaliacao do Equilibrio de Adsorcéao

Os estudos acerca do equilibrio de adsorcdo tém um papel importante no
entendimento da forma com que adsorvatos vao interagir com os adsorventes. Para
construir as isotermas de adsor¢gdo de AM em biocarvéo de residuo de macadamia, foi
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preciso determinar a capacidade de adsor¢do variando-se a concentracao inicial de AM,
sob uma temperatura de 25 °C. Dessa maneira, neste estudo foram investigadas as formas
lineares dos modelos de Langmuir e Freundlich. Quando se realizou os ajustes dos dados
experimentais aos modelos tedricos, foi possivel aferir que o equilibrio de adsorgdo foi
descrito pelo modelo tedrico de Langmuir, de acordo com os parametros de regresséo
evidenciados na Tabela 3.

Langmuir

K (Lmg") 0,9660
Qe (Mg g ") 3,04405
Re 0,99481
Freundlich

Ki(mgg") 4,8552

n 24,02114
Re 0,98043

Figura 3 — Parametros obtidos por regressao linear dos dados experimentais aos modelos tedricos.

Fonte: O autor (2022).

Ao seguir as consideragcoes do modelo de Langmuir, a adsorgdo é predita como
sendo de carater quimico, uma vez que o grau de recobrimento para Langmuir ndo pode ir
além de uma monocamada. Apesar do referido modelo apresentar indicios de um processo
de quimissorgdo, estudos termodinamicos e cinéticos mais aprofundados ainda séo
necessarios para a constatagdo da influéncia das energias no processo global (KHAN et
al., 2013). Além disso, por apresentar melhor ajuste, espera-se que a superficie do material
seja uniforme e apresente energias dos sitios equivalentes (SOUZA et al., 2012)originados
de atividades industriais e mineradoras, podem ocasionar danos ao meio ambiente e a
saude humana. Mesmo o cromo, considerado um metal essencial, quando encontrado em
altas concentragdes, pode ser prejudicial, razdo pela qual, o objetivo deste trabalho foi
investigar a eficiéncia de tratamentos quimicos em casca, bagaco e casca com bagaco de
laranja, com o intuito de tratar efluentes aquosos contaminados por cromo (lll. A capacidade
maxima de adsorc¢éo (q__) calculada através do modelo de Langmuir foi de 3,044 mg g.

max’

CONCLUSAO

Por meio dos experimentos conduzidos foi possivel constatar que o equilibrio de
adsorgao foi descrito pelo modelo de Langmuir (R? = 0,99481), com uma constante de
equilibrio (K ) de 0,9660 L mg"' e uma capacidade maxima de adsorgédo de 3,044 mg
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g'. Pelos dados cinéticos em diferentes temperaturas, foi possivel calcular a energia
de ativacdo, a qual equivale a +24,240 kJ mol™, indicando que o carater do processo de
adsorgdo €, em grande parte, quimissortivo e com um controle cinético favorecido com
a elevacdo da temperatura. Com isso, o biocarvdo proveniente de cascas de noz de
macadamia apresenta caracteristicas apropriadas para ser aplicado como adsorvente de
corantes presentes em meio aquoso.
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RESUMEN: EI objetivo de este trabajo fue
determinar la remocién de Cadmio (l) en solucién
acuosa por la biomasa del lirio acuético o jacinto
de agua (Eichhornia crassipes) por el método
colorimétrico de la Ditizona, en condiciones de
laboratorio, bajo diferentes parametros como pH,
tiempo de incubacién, temperatura, concentracion
del metal y de biomasa. Se encontré que las
condiciones 6ptimas para la remocion son un pH
de 6.0, 28°C, y una concentracion de 50 mg/L del
metal, 5 g de biomasa y 32 horas de incubacion.
Ademas, 5 g de biomasa eliminan el 54.2% de
Cadmio (ll) a partir de aguas contaminadas con
100 mg/L del metal a los 7 dias de incubacién
a 28°C, mientras que la planta viva remueve un
16.2% del metal (50 mg/L) a las 4 semanas a
28°C en condiciones estaticas.
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PALABRAS CLAVE: Remocién, lirio acuatico, cadmio (ll), ditizona.

REMOVAL OF CADMIUM (I1) IN SOLUTION BY WATER LILY BIOMASS

ABSTRACT: The objective of this work was to determine the removal of Cadmium (ll) in
solution aqueous by the biomass of the aquatic lily or water hyacinth (Eichhornia crassipes) by
the colorimetric method of the Ditizona, under laboratory conditions, with different parameters
such as pH, incubation time, temperature, concentration of the metal and biomass. It was
found that the optimal conditions for the removal are a pH of 6.0, 28°C, and a concentration of
50 mg/L of the metal, 5 g of biomass and 32 hours of incubation. In addition, 5 g of biomass
removal 54.2% of Cadmium (l) from water contaminated with 100 mg/L of the metal at 7 days
of incubation at 28°C, while the living plant removal 16.2% of the metal (50 mg/L) in 4 weeks
at 28°C under static conditions.

KEYWORDS: Removal, water lily, cadmium (Il), dithizone.

INTRODUCCION

El lirio acuético o jacinto de agua (Eichhornia crassipes) es una planta macréfita
acuatica, que se utiliza como especie ornamental por sus flores llamativas en los estanques
y acuarios, es originaria de América del Sur, principalmente en las cuencas Amazénica y
de la Plata, y llegé a México al finalizar el siglo XIX, donde se propagd con gran rapidez,
hasta convertirse en una plaga dispersandose por todo el pais. Los Unicos lugares en
los que no se ha registrado son los estados de Baja California Sur, Tlaxcala y Zacatecas
(Bonilla-Barbosa & Santamaria, 2014). Tiene una alta capacidad de propagacion a través
de los cuerpos de agua dulce de los trépicos y subtropicos, y se ha extendido a mas de 50
paises en los cinco continentes (Cartagena Beltran, 2018). Actualmente, a nivel mundial es
una de las principales malezas presentes en agua dulce, debido a su rapida reproduccion,
crecimiento y alta competitividad. Esta considerada entre las 100 especies mas invasoras
del mundo por la Uniébn Mundial para la Naturaleza (UICN) (Miranda & Lot Helgueras,
1999) y es una especie que en cuerpos lacustres eutrofizados impacta negativamente a
las actividades humanas (pesca, transporte por agua) y a la biodiversidad. Su reproduccion
ocurre principalmente de forma vegetativa por medio de brotes laterales, que nacen de
la base del tallo y crecen horizontalmente, generando raices adventicias (estolones)
(CONABIO, 2012).

Si en el medio ambiente hay una temperatura éptima para su crecimiento, la biomasa
de esta planta puede duplicarse en un mes, provocando la formacion de colinas flotantes
densas, disminuyendo el flujo de agua de los embalses, la cantidad de oxigeno disuelto, el
crecimiento de otras plantas acuaticas y afectando también la navegacion de los cuerpos
de agua, entorpeciendo la actividad pesquera, disminuyendo las actividades turisticas,
ademas de que obstruye los canales de riego y drenaje, incrementa la evapotranspiracion,
y acelera el asolvamiento de los embalses (Tovar Ramirez et al., 2019). Ademas, esta
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planta es utilizada por mosquitos como hospedero de sus larvas, con un alto riesgo de
establecimiento, propagacién e impactos extremadamente altos, por lo que est4 considerada
como una de las peores malezas a nivel mundial (World’s Worst Weeds) (Bonilla-Barbosa,
& Santamaria, 2014). Por otra parte, La infestacion de rios, lagos, represas y canales de
irrigacion provoca que cada afo se gasten billones de dblares en programas para el control
y erradicacion de esta especie, y se estima que en los lagos y presas con mayor actividad
econdmica y social de México, la superficie infestada por las malezas acuéticas es de 62
000 ha, siendo el lirio acuatico la principal maleza ya que afecta el 64% de la superficie
infestada (Martinez, 2014) y practicamente todos los lagos de México tienen problemas
con ésta; por ejemplo, en el Lago de Chapala (Guadalajara), cubre aproximadamente 7000
hectareas (CONABIO, 2012).

Su composicion quimica consta de celulosa (35%), hemicelulosa (30%) y un
bajo contenido de lignina (11.3%), y los grupos funcionales presentes como hidroxilos,
carboxilos y aminas en la biomasa seca y molida, tienen la propiedad de captar metales
pesados, facilitando el intercambio catiénico entre los enlaces de hidrégeno de los grupos
funcionales y el catién presente en la solucién (Sayago et al., 2020). Por otra parte, y
debido a los altos costos que representa retirar el lirio acuatico de estos ecosistemas, se
ha considerado desarrollar tecnologias para su manejo, aprovechamiento y la obtencién de
compuestos que se puedan utilizar en las diferentes industrias, por ejemplo, la obtencién
de lignina, celulosa y hemicelulosa (Hernandez et al., 2015; Tovar Ramirez et al., 2019),
su capacidad fitorremediadora en el tratamiento de las aguas residuales (Bernal Nieves,
2015; Vargas Perdomo et al., 2018), mejorar la calidad de agua de colectores acuaticos
(Morales Rojas et al., 2019), la produccién de biofertilizantes, biogas, etanol, abono verde,
vermicompost y azucares reductores (Cartagena Beltran, 2018; Matindo, 2016; Mkisha &
Maiti, 2017; Alvarez Bernal, 2019; Guzman-Pérez et al., 2021), el efecto de sus extractos
metanodlicos para el control de la cucaracha americana (Periplaneta americana) (Adeleke
et al., 2020), e incluso se ha estudiado la capacidad anticancerigena de las raices del lirio
acuatico sobre lineas celulares (Mtewa & Sesaazi, 2020).

Hoy en dia, una las grandes aplicaciones de esta planta, es su uso casi siempre
vivo, para acumular y remover diferentes contaminantes, entre los que se encuentra los
metales pesados, por ejemplo: la acumulacion de Cobre, Cobalto y Plata (Leenu & Sheela,
2016; Gallardo Pazmifio, 2015), la disminucién de arsénico de aguas de un pueblo de
Perd (Rojas Adrianzen & Suyon Diaz, 2020), la fitorremediacion y fitoextraccion de agua
cianurada, Arsénico, Cadmio y Cobre en un humedal artificial con diferentes plantas, de un
efluente contaminado con Mercurio en un humedal de Antioquia (Colombia), y de azul de
metileno de efluentes contaminados (Goémez Gutiérrez & Guarin Alvarez, 2020; Islas Olvera,
2020; Dominguez et al., 2016; Lara Gonzalez, 2017), la remocién de diferentes metales
pesados por la biomasa de diferentes plantas acuaticas (E. crassipes, Potamogeton lucens
y Salvinia herzegoi) (Ali et al., 2020; Eid et al., 2019; Sandoval Vilchez, 2019), la eliminacion
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de Mercurio, Cadmio y Arsénico de aguas residuales (Mi et al., 2020), el tratamiento de
efluentes de la industria textil con el jacinto de agua (Sanmuga Priya & Senthamil Selvan,
2014). Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad adsorbente de la
biomasa del lirio acuatico (E. crassipes) en la remocion de Cadmio (ll) en solucién acuosa.

MATERIALES Y METODOS

Bioadsorbente utilizado

Inicialmente, la planta del lirio acuatico se obtuvo de la Presa de San José, San Luis
Potosi, S.L.P. México (Figura 1), durante el mes de marzo de 2020. Para la obtencion de
la biomasa, la planta se lavd 24 horas con EDTA al 10% (p/v), y posteriormente 1 semana
en agua tridesionizada con agitacién constante, con cambios de agua cada 12 horas,
se calentd a ebullicion 60 minutos para remover el polvo y los componentes organicos
adheridos, se volvio a lavar en las mismas condiciones (Figura 2). Se secé a 80°C, durante
24 horas en horno bacteriolégico a 80°C (Felisa), se moli6 en licuadora y se guardd en
frascos ambar hasta su uso (Figura 3).

Fig. 1: Crecimiento del lirio acuético en la Presa de San José. San Luis Potosi, S.L.P. México.

Fig. 2: Lirio acuatico recolectado y lavado. Fig. 3: Biomasa molida y almacenada
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Soluciones de Cd (Il)

Se trabaj6 con 100 mL de una solucién de 50 mg/L de Cd (ll) obtenida por dilucion
de una solucion patrén de 1.0 g/L preparada en agua tridesionizada a partir de CdCl,. Se
ajusto el pH de la dilucién a analizar con HNO, 1 M y/o NaOH 1 M, antes de adicionarla a
la biomasa celular, en un pHmeter 530 (Corning Pinnacle).

Ensayos de biorremediacion

A matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 5 g de biomasa, se les agregaron
95 mL de agua contaminada con 100 mg/L de Cd (ll), proveniente de efluentes de una
laguna de desechos industriales ubicada en la zona poniente de la ciudad de San Luis
Potosi, México, y contaminados por dicho metal. La mezcla se incubd a 28°C con agitacion
constante (100 rpm), y a diferentes intervalos de tiempo se le determiné la concentracion
de Cd (Il) en el sobrenadante, por el método descrito anteriormente.

Remocién de Cadmio (ll) in vivo

Se tomaron dos plantas de lirio acuatico (lirio Ay lirio B), previamente lavados con
200 mL de agua tridesionizada cada uno. La planta A se colocd en una solucion de Cd
(i) [50 mg/L, pH 6.0 (ajustado), volumen final de 250 mL], proveniente de un efluente
contaminado con el metal (Tanque Tenorio, ubicado al oriente de la cuidad de San Luis
Potosi, S.L.P., México) mientras que la planta B, se coloc6 en 250 mL de agua tridesionizada.
Posteriormente, se pasaron a una campana de flujo laminar en presencia de luz, y se
incubaron a 280C, en condiciones estaticas, tomando muestras de 5 mL cada semana
durante un mes, y se les determiné la concentracion de Cd (1) en el sobrenadante.

Estudios de remocion

A las muestras analizadas, se le determind la concentracion del metal en solucion
bajo diferentes condiciones, utilizando el método colorimétrico de la Ditizona (desarrollo de
una coloracion de rosa a rojo). La absorbancia de la muestra se midié en un Espectrofoto-
metro de luz UV-Visible (Shimadzu modelo 160-A), a una longitud de onda de 518 nm (Gre-
enberg et al., 1998), usando como referencia un blanco preparado con agua tridesionizada
de acuerdo con el procedimiento anterior, obteniendo la concentracién de Cd (ll) de una
curva de calibracion preparada a partir de una solucion estandar del metal, tratada de la
misma manera que la muestra, teniendo en cuenta que la concentracion minima detectable
es de 0.5 ug/15 mL de solucion de Ditizona.

Todos los experimentos se realizaron un minimo de 2 veces y por duplicado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se analiz6 el efecto del pH, tiempo y temperatura de incubacién, la concentracion
inicial del metal y de la biomasa, sobre la bioadsorcion de Cd (I) por la biomasa de lirio
acuatico. En relacion con el tiempo de incubacion, se encontr6 que la mayor bioadsorcién
(50 mg/L), ocurre a las 32 horas, un pH de 5.0, 1 g de biomasa y 28°C, con una remocion
total del 64.1% del metal (Figura 4), y estos resultados son similares para la remocién del
mismo metal por el alga verde Ulva Lactuca, con 2 g de biomasa, pH 5.2, 20°C y 60 minutos
de incubacién (Asnaoui et al., 2015), una eficiencia de remocién de 83.57% a partir de agua
simulada con 2 mg/L de Cd (ll) utilizando E. crassipes in vivo, durante 11 dias (Sandoval
Vilchez 2019), la acumulacion de 4 mg/L de Cd y 40 mg/L de Zn por las raices de la misma
planta durante 8 dias (Lu et al., 2004), la fitoextraccion de As, Cd y Cu, por las especies
E. crassipes, Miriophyllum aquaticum y Wolffia colombiana de un humedal artificial (Islas
Olvera, 2020), la eliminacién de 0.005-0.02 mg/L de Cd (ll) de drenajes acidos mineros
con E. crassipes, durante 14 dias (Palihakkara et al., 2018), la fitorremediacion de 0.325
mg/L de Hg de efluentes mineros (Dominguez et al., 2016) y la capacidad de adsorcion y
la eficiencia de remociéon de Pb?* en solucién acuosa, por hojas y tallos de E. crassipes
(Vizcaino Mendoza et al., 2017), y la eliminacion de 60 mg/L del metal a los 90 minutos de
incubacion para la biomasa del alga S. platensis (Al-Homaidan et al., 2015).

Fig. 4: Efecto del tiempo de incubacion sobre la bioadsorcién de Cd (ll) en solucién. 50 mg/L/. 1 g de
biomasa, 28°C con agitacion constante (100 rpm), pH 5.0.

Con respecto al efecto del pH de incubacion, se encontré un pH 6ptimo de 6.0, pues
a las 32 horas se remueve el 66% del metal (Figura 5). Estos resultados son similares (pH
optimo de 4.5) para la remocién de Cd, Pb y Zn por biomasa pretratada de algas rojas,
céascara de naranja y tuna (Vizcaino Mendoza & Fuentes Molina, 2015), para el alga verde
U. Lactuca, donde se reporta un pH de 5.2 a los 90 minutos de incubacion, para la remocién
del mismo metal (Asnaoui et al., 2015), un pH de 5.0 empleando la biomasa del hongo
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contaminante ambiental Rhizopus sp., con una concentracion inicial del metal de 50 mg/L
(Apaza-Aquino & Valederrama-Valencia, 2020), también el mismo pH para la remocion de
Pb (l) y Cd (Il) con la biomasa de la planta Leucaena leucocephala (Cima-Mukul et al.,
2019). Pero, son diferentes a lo reportado para la remocion de Cd (ll) por el macromiceto
Pleurotus ostreatus y el hongo micromiceto Cunninghamella bertholletiae, en los cuales el
pH 6ptimo fue de 8.5 y 4.0, respectivamente (Chen et al., 2018; Ren et al., 2018), para la
biomasa del alga Spirulina platensis (Al-Homaidan et al., 2015). Los grupos funcionales
responsables del intercambio i6nico y adsorcion del metal tienen aproximadamente un
valor de pKa de 4, por lo que se desprotona a pH mayores de 4, atrayendo a los cationes
de Cd (Il), controlando de esta manera la bioadsorcion del metal en funcién al grado de
disociacion de los grupos funcionales de la biomasa (Shin et al., 2007).
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Fig. 5: Efecto del pH sobre la bioadsorcién de 50 mg/L de Cd (Il) en solucion. 1 g de biomasa, 28°C.
con agitacion constante (100 rpm). 32 horas de incubacion.

En relacién con la temperatura, la mas alta remocion se observé a 28°C (Figura 6),
pues alas 32 horas se remueve el 66% del metal en solucion; resultados que son coincidentes
con los 25°C reportados para la biomasa de Rhizopus sp., con una concentracion inicial del
metal de 50 mg/L (Apaza-Aquino & Valederrama-Valencia, 2020), los 30°C de la levadura
Candida tropicalis, (Rehman & Anjum, 2009), los 28°C para la biomasa de diferentes hongos
(Acosta et al., 2007), los 26°C para la eliminacién de 60 mg/L de Cd (ll), por la biomasa
del alga S. platensis (Al-Homaidan et al., 2015), pero son diferentes a lo reportado para C.
bertholletiae, en el cual se ha reportado una temperatura 6ptima de 35°C (Ren et al., 2018).
El incremento en la temperatura aumenta la velocidad de remocién del metal y disminuye el
tiempo de contacto requerido para la remocién total del metal, por incrementar la velocidad
de reaccién redox (Apaza-Aquino & Valederrama-Valencia, 2020).
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Fig. 6: Efecto de la temperatura sobre la bioadsorcion de Cd (Il) en solucién. 50 mg/L/. 1 g de biomasa,
pH 6.0, con agitacion constante (100 rpm). 32 horas de incubacion.

Por otra parte, a bajas concentraciones del metal (50 mg/L), la biomasa estudiada,
mostrod las mejores respuestas de remocion, adsorbiendo el 66% a las 32 horas, mientras
que con 300 mg/L se remueve el 36% al mismo tiempo de incubacion, pH de 6.0 +/- 0.2, con
1 g de biomasa, a 28°C y 100 rpm (Figura 7). Estos resultados son similares a los reportados
para la remocién de 50 mg/L de Cd (ll) por la biomasa de Rhizopus sp. (Apaza-Aquino &
Valederrama-Valencia, 2020), residuos de cenizas, pues al aumenta la concentracion del
metal de 1 a 10 mg/L, disminuye la eficiencia de remocién (Olabemiwo et al., 2017), la
biomasa de diferentes hongos (Acosta et al., 2007), los residuos lignoceluloliticos de las
céscaras de naranja y arroz (Romano et al., 2020), la eliminacion de 60 mg/L de Cd (ll), por
la biomasa del alga S. platensis (Al-Homaidan et al., 2015). Pero, son diferentes para C.
bertholletiae, en el cual se ha reportado que cuando se aumenta la concentracion del metal
de 2 a 20 mg/L se incrementa la bioadsorcion de éste (Ren et al., 2018).

Remocion (%)

45 =f

40

35 Lo v . v y v y v . v ~
50 100 150 200 250 300
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Fig. 7: Efecto de la concentracién de Cd (1) en solucion. 1 g de biomasa de lirio acuéatico a 28°C, pH
6.0, con agitacion constante (100 rpm). 32 horas de incubacion.
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En la figura 8, se muestra que, al aumentar la concentracion de biomasa, también
se incrementa la remocion del metal en solucidén, ya que 5 g de biomasa remueven 50
mg/L del metal a las 20 horas de incubacién, pues hay mas sitios de bioadsorcion del
metal (Cervantes et al., 2001). Se han reportado resultados similares para la remocion de
Cd y Pb por la biomasa de hojas de maiz (Astudillo et al., 2020) y L. leucocephala (Cima-
Mukul et al., 2019), la remocion de Cd por residuos de cenizas (Olabemiwo et al., 2017),
para la biomasa de Lentinula edodes modificada con cloruro de magnesio, pues aumenta
la eliminacién de Cd (1) y Cu (Il) al incrementar la cantidad del bioadsorbente de 1 a 5 g/L
(Xie et al., 2015) y la biosorcion de Pb?*y Cd?*, aumenta considerablemente al incrementar
la concentracion de la biomasa del macromiceto Lactarius Scrobiculatus de 0.1 a 4 g/L
(Anayurt et al., 2009). Pero, son diferentes para C. bertholletiae, en el cual se ha reportado
que cuando se aumenta la concentracién de la biomasa, disminuye la remocién del metal
(Ren et al., 2018), y los 2 g/L de la biomasa del alga S. platensis para la eliminacion de 60
mg/L de Cd (II) (Al-Homaidan et al., 2015).

Fig. 8: Efecto de la concentracion de biomasa de lirio acuético sobre la bioadsorcién de Cd () en
solucion. 50 mg/L. 28°C pH 6.0, con agitacion constante (100 rpm).

Por otro lado, se ha sugerido que el lirio acuatico presenta algunas ventajas para tratar
aguas residuales industriales y domésticas, de efluentes de aguas residuales y estanques
de lodos, debido a que tiene una alta capacidad de absorcidén de diferentes contaminantes
organicos e inorganicos, puede tolerar un ambiente extremadamente contaminado y posee
una gran capacidad para la produccién de biomasa (Ali et al., 2020). Por lo anterior, se
realiz6 un ensayo de biorremediacion de Cd (ll) a partir de agua contaminada con 100 mg/L
de Cd (Il) (ajustado),obtenida de una laguna de efluentes industriales (Tanque Tenorio)
ubicada al oriente de la ciudad capital de San Luis Potosi, S.L.P. México, observando que
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a los 7 dias de incubacién la remocion es eficiente (54.2%, Figura 9), lo cual coincide con
algunos reportes de la literatura con diferentes biomasas como la levadura C. tropicalis,
la cual removié 56% y 73% del metal a los 6 y 12 dias de incubacion, respectivamente
(Rehman & Anjum, 2009), para la fitorremediacién de Cd con E. crassipes, sobre un suelo
contaminado durante 62 dias a diferentes concentraciones del metal, con una remocion de
11.75% y 23.63% (Zuniga Lépez, 2020), la eliminacion por A. bisporus de hidrocarburos
aromaticos, pireno, Cd y Pb de suelos contaminados (Garcia-Delgado et al., 2017), la
remediacion de suelos co-contaminados con Cd y endosulfan utilizando Pleurotus eryngii
y Coprimun comatus (Wang et al., 2018) y la remocion de Cd (ll) y Cu (Il) de soluciones
acuosas por L. edodes modificada con cloruro de magnesio (Xie et al., 2015) y la remocion

de hidrocarburos utilizando lirio acuatico (Martinez Bolafios, 2014).

Fig. 9: Biorremediacion de Cd (ll) a partir de efluentes de una laguna de desechos industriales
contaminada con 100 mg/L Cd (ll) (ajustado) 5 g de biomasa, 95 mL de agua contaminada, 28°C, 100
rpm). pH 6.8.

Finalmente, se realiz6 un experimento in vivo, con plantas del lirio acuatico (lirio
Ay lirio B), incubandolas en presencia y ausencia de una solucién de 50 mg/L de Cd
(I) (ajustado) en un volumen final de 250 mL, proveniente de una laguna de efluentes
industriales, tomando muestras de 5 mL cada semana durante un mes, determinando
la concentracion de Cd (Il) en el sobrenadante, encontrando que a las 4 semanas de
incubacion, se remueve un 16.2% del metal en estudio (Figura 10), lo cual es menor a
lo reportado en el experimento anterior, y ademas, la planta que se incubé en presencia
del metal, creci6 menos y fue perdiendo el color verde lentamente (datos no mostrados).
Al respecto, se ha reportado que el jacinto de agua puede sobrevivir en una mezcla de
concentraciones de metales pesados de hasta 3 mg/L, mientras que altas concentraciones
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de algunos metales (100 mg Cd/L), provocaron una rapida decoloracion de las plantas
(Soltan & Rashed, 2001), también se reportd la absorcion de 4 mg/L de Cd por las raices
de la misma planta durante ocho dias (Lu et al., 2004), la remocion de 0.02 mg/L de Cd (I1)
de drenajes acidos mineros con E. crassipes, durante 14 dias (Palihakkara et al., 2018),
una eficiencia de remocién de 83.57% a partir de agua simulada con 2 mg/L de Cd (ll)
utilizando E. crassipes durante 11 dias (Sandoval Vilchez 2019), la remocion de As, Cd y
Cu a partir de humedales artificiales durante 60 dias a un pH de 6.5, con diferentes plantas
(Islas Olvera, 2020), la remocién de un 71% de 0.325 mg/L de Hg de aguas residuales de la
industria minera durante 7 meses (Dominguez et al., 2016), y la fitorremediacion de Niy Pb
a partir de suelo y aguas contaminadas, utilizando la misma planta (lirio acuatico) (Hussain
et al., 2010; Nufez Lopez et al., 2009).

Fig. 10: Remocién in vivo de 50 mg/L de Cd (ll) (ajustado) a partir de agua contaminada de desechos
industriales 28°C. pH 6.0 (ajustado). Condiciones estaticas.

CONCLUSIONES

El lirio acuédtico o jacinto de agua, es una planta acuatica que tiene un rapido
crecimiento y reproducciéon, por lo que provoca grandes problemas en las aguas
contaminadas con ésta, por lo que se estudian alternativas para que se pueda utilizar en
beneficio del medio ambiente, entre las cuales esta su aplicacion como bioadsorbente
de diferentes contaminantes como los metales pesados, con resultados altamente
satisfactorios. En este trabajo, se analizé la capacidad de remociéon de Cadmio (Il) en
solucién acuosa por la biomasa de esta planta, con resultados satisfactorios, los cuales se
resumen a continuacion:

1.- La biomasa de lirio acuatico elimina un 66% del metal en solucién, a un pH de
6.0, a las 32 horas de incubacioén, 1 g de biomasa y 28°C.

2.- La temperatura optima de remocién de Cd (l1) (VI) fue de 28°C, eliminando el 66%
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del metal a las 32 horas de incubacion.
3.- A menor concentracion de metal, es mayor la eficiencia de remocion.
4.- A mayor concentracién de la biomasa, es mayor la remocion del metal.

5.- En los ensayos de biorremediacién, se encontr6 una eficiencia de remocion de
54.2%, a los 7 dias de incubacion.

6.- La planta viva elimina un 16.2% del metal a las 4 semanas de incubacion, a
partir de agua contaminada con Cd (ll), por lo tanto, su aplicacion sera viable para
el tratamiento de ésta, ademas, la biomasa utilizada es natural, de facil obtencion,
manejo y costo accesible.
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ABSTRACT: The photodegradation of the
antacid omeprazole (OME) in aqueous media
with the system UV/O, is presented. The
photodegradation rate was assessed by HPLC
and UV-vis spectroscopy, while the mineralization
rate was obtained by TOC measurements.
Degradation products were investigated by
IR spectroscopy and GC-MS analysis. UV-
vis absorbance and HPLC results indicated
that OME is completely degraded within three
minutes of irradiation. TOC analysis indicated that
intermediates compounds are relatively easy to
degradate since 80 % mineralization is achieved
within two hours. IR studies demonstrated a
rapid oxidation of OME leading to the formation
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of amines and both sulfonic and carboxylic
acids. GC-MS data indicated that the initial
photoproducts are benzimidazole and pyridine
derivatives produced after the photochemical
cleavage of the C-S bond. Plausible mechanisms
for the direct and indirect degradation of OME
are given. In the photochemical degradation of
OME many intermediate compounds are actually
generated. Several of them were generated
from hydroxyl radical reactions but some of
them resulted from rearrangements, reductive
reactions and through the formation of highly
reactive intermediates such as pseudo carbene,
thiooxirane and sulfenamide.

11 INTRODUCTION

There is a growing concern regarding
the pollution of ecosystems by pharmaceutical
compounds from human and veterinary use
as well as inappropriate disposal [1]. The
introduction rate of pharmaceuticals into the
environment exceeds their degradation rate, and
thus, they persist as environmental contaminants
[2,3]. The current
wastewater treatment plants are not able to

procedures utilized in

remove pharmaceutical compounds completely,
therefore, many pharmaceuticals reach the
aquatic environment by direct discharge or by the
spreading of wastewater treatment plant sludge
onto the soil. Omeprazole (OME) is an antacid
drug that belongs to the proton pump inhibitors.
It is administrated orally and, once it reaches
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the parietal cells in the stomach, it undergoes an acid-catalyzed rearrangement to form a
sulfenamide which inactivates the enzyme H*/K* ATPase, responsible for the secretion of
acid into the stomach [4]. Antacids are one of the most consumed medications around the
world [5]. For OME alone, the estimated consumption is 27,710 Kg/year [6]. Despite the
extensive use of OME, there have been only a few publications which have address the
presence of OME in environmental water samples with concentrations varying from below
the detection limits to 1000 ngL". Due to the high consumption of OME and the previously
reported excretion rate of up to 20% of unmetabolized OME [7], it would be expected to find
this compound in wastewater from healthcare facilities and households. Therefore, when
investigating the presence of OME in the aquatic environment, the target molecules to look
for are several human metabolites and transformation products, in addition to the parent
compound [1,7-9].

Photochemical processes such as direct UV irradiation (direct photolysis) or
irradiation combined with photosensitizers (indirect photolysis) show great promise in
the removal of pharmaceuticals and their metabolites from water [10]. Direct photolysis
occurs when UV radiation cleavages bonds in molecules giving rise to photoproducts, while
indirect photolysis takes place when photosensitizers such as nitrates, O, or carbonates
(among others) absorb light producing reactive radical intermediates such as the carbonate
radical (CO,") or singlet oxygen ('O,) which are responsible for the degradation of organic
compounds. Both processes may occur in natural water and wastewater under different
types of conditions where water is exposed to light [11, 12]. The toxicity of compounds
derived from the incomplete degradation of pharmaceuticals often is greater than that of the
original pharmaceutical. Photodegradation is one of the most important factors to consider
in the environmental ecotoxicology of pharmaceuticals in the aquatic environment [13, 14].
Furthermore, some pharmaceuticals, upon photoexcitation, become phototoxins with the
potential to modify biological systems. Such is the case with naproxen and omeprazole,
which are now considered as probable phototoxins [15]. In the case of OME, there are
only a couple of publications concerning its photodegradation. In these studies, the
mineralization rates are not reported and only a few intermediate compounds have been
identified [1,16,17].

In this study, we investigated the photochemical degradation of OME, in the presence
of oxygen under the irradiation of a medium pressure mercury vapor lamp, to evaluate the
mineralization rate and identify the photodegradation products in order to provide insights
into the degradation pathway. Initial degradation products were identified by several
analytical techniques offering a new perspective into the photodegradation of OME. The
nature of the degradation products is discussed as both direct and indirect photolysis taking
place in the reaction. The aim of this work is to study OME degradation process with UV
light in order to identify the intermediates formed and propose a total degradation pathway
based on this and previous investigations. The photodegradation of OME was monitored
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as a function of time using several analytical techniques such as gas chromatography with
mass spectrometry (GC-MS), ultraviolet-visible (UV-vis) and infrared (IR) spectroscopy. The
mineralization rate of OME under photolysis in aqueous solution was investigated using
Total Organic Carbon (TOC) and the degradation rate was determined by high pressure

liquid chromatography (HPLC) analysis of reaction mixtures.

21 MATERIALS AND METHODS

2.1 Chemicals and reagents

Omeprazole, 5-methoxy-2-[[(4-methoxy-3,5-dimethyl-2-pyridinyl)methyl]sulfinyl]-1H-
-benzimidazole, was purchased from Aldrich. Organic and inorganic compounds as well
as other solvents were obtained from Fermont. Spectroscopic and chromatographic grade
solvents were purchased from Mallinckrodt. OME photochemical degradation experiments
were carried out in double distilled water filtered through 0.45mm HA cellulose acetate mem-
branes (Millipore Corp. Bedford, MA, USA). The initial concentration of OME in aqueous
solution was 0.29 mM for all experiments.

2.2 Photochemical Degradation Experiments

Photochemical degradation experiments were performed in a 500 mL photochemical
reactor with double-walled immersion wells that provide water cooling of the lamp and
filtering of the incident IR radiation [18]. The light source consists of a 450 W quartz mercury
vapor arc lamp provided by ACE Glass. The lamp emission spectrum extends from 185 to
1400 nm, with five principal wavelength emission peaks at 254, 265, 297, 302 and 313 nm.
The lamp is placed inside the immersion well, which has inlet and outlet lines connected
to a recirculating water-cooling device for the lamp. The immersion well-lamp arrangement
was placed into the Pyrex reactor containing the OME solutions. The reaction mixture was
continuously stirred and oxygen was bubbled at a constant flow of 100 mL min™ for the
duration of the entire experiment (a total of 6 hours). The temperature of the circulating
water was maintained within the range of 20-40°C to avoid thermal OME degradation. The
entire irradiation system was housed inside a photochemical safety reaction cabinet (34” x
21” x 18”) provided by ACE glass.

Samples were removed at the specified time intervals for analyses (TOC, HPLC
and UV-vis). In the case of FT-IR spectroscopy and GC-MS analysis, the organic species
present were extracted from the reaction mixture with high purity ethyl acetate (HPLC grade).
The organic layer was dried, and the solvent was evaporated, or the solution concentrated
before analysis.

2.3 Analysis

OME standard aqueous solutions with different concentrations were prepared and
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analyzed in the HPLC equipment at a | = 302 nm to obtain a calibration curve. Based on
this data, the concentration of OME in the reaction mixtures was determined as a function
of time. Total organic carbon (TOC) was measured in a Shimadzu carbon analyzer model
5000A. Each sample (3 mL) was injected directly into the instrument. HPLC was carried
out using a Thermo Scientific Surveyor instrument equipped with a Thermo Scientific C-18
column (4mm, 3.9 mm x 150 mm) and a UV-vis detector. A mixture of methanol and an
aqueous potassium hydrogen phosphate (KH,PO,) solution (48:52). A 10 mM solution of
KH,PO, was prepared in deionized water. The pH was adjusted to 7.6 adding aqueous
NaOH dropwise and the final volume was taken to 1 L using deionized water. The mobile
phase was delivered at a rate of 0.8 mL/min. Several standard OME solutions in the range
of 0.29-0.03 mM were prepared and analyzed by HPLC to obtain a calibration curve. UV-
vis spectra were recorded on a Shimadzu UV-2041 PC instrument using standard quartz
cells. Samples were diluted (1:3) with double distilled water before analysis. A 10 mL
sample was placed in a beaker and pH was directly measured by an Orion pH-meter model
710A. The measurements were taken from time to time during the whole photodegradation
experiments. IR spectra were recorded on a FT-IR Thermo Scientific instrument equipped
with an ATR diamond cell. For GC-MS analysis, the organic extract was analyzed using a
JEOL GC-mate Il apparatus equipped with electron impact (El) ionization, by direct insertion
probe and an Agilent DB-35ms medium polarity column (30 m x 0.32 mm x .25 p m). The
carrier gas used was He at a rate of 25 mL min™'. The following temperature program was
utilized: the initial temperature was set to 40°C, then the temperature was increased 10°C
min~' reaching a final temperature of 310°C.

31 RESULTS AND DISCUSSIONS

3.1 TOC and HPLC studies

The photochemical degradation of an aqueous solution of omeprazole (0.29 mMol
L") under the illumination of a medium pressure Hg lamp and a constant flow rate of oxygen
was carried out. The results of the chemical analysis of the reaction samples by HPLC
and TOC are presented in Figure 1. Comparing the relative concentration of omeprazole
and the relative concentration of total organic carbon, it is clear that the organic reactant
is immediately transformed by photolysis to other organic intermediate reaction products.
HPLC analysis also indicated that 99 % of the OME in aqueous solution is degraded in less
than three minutes of reaction. Lower line in Figure 1 indicates that most of the organic
species present in the reaction mixture are mineralized to carbon dioxide within 120 minutes
of irradiation and 80% mineralization is achieved. After this time, the remaining intermediate
organic products are slowly mineralized reaching a final 90% mineralization after several

hours of reaction. This rather slow mineralization rate observed after two hours of irradiation
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indicates that compounds at this stage are quite recalcitrant.

Figure 1. Photochemical degradation of omeprazole monitored by TOC and HPLC (Initial pH = 6.6, V =
250 mL, C, = 0.29 mMol L, Hg lamp, oxygen flow = 100 mL min™').

3.2 UV-vis spectroscopy studies

To monitor the photochemical degradation, UV-vis spectra of an aqueous solution
of OME was examined over time (Figure 2). The absorption spectrum of OME in aqueous
solution exhibits three characteristic bands: two at 209 and 271 nm corresponding to the
primary and secondary aromatic rr-rt* transitions, and another band at 302 nm due to n-rr*
transitions originating from two different functional groups (O-CH, and S=0) containing
nonbonding electrons. After ten minutes of irradiation, the concentration of UV-vis
absorbing organic compounds had drastically decreased. The absorption band at 271 nm is
considerably lower in intensity and the absorption at 302 nm shifted to shorter wavelengths.
These changes in the spectrum are attributed to a degradation of the aromatic rings in OME.
In addition, a strong decrement in n-rt* transition is indicative of cleavage of the O-CH, and
S=0 groups. Since the spectrum changes drastically after only 30 minutes of irradiation,
we conclude that OME is degraded substantially within this time frame. After this time, only
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minor changes in the UV-vis spectra are observed, indicating that the photoproducts are
quite photostable. Upon extended photochemical degradation, only one band with a |l _ at
200 nm is observed and it is most likely due to short chain alkenes and/or carboxylic acids.
The former compounds usually show r=-r7* transitions while the latter compounds show n-rt*

transitions around 210 nm [19].

Figure 2. Photochemical degradation of omeprazole monitored by UV-Vis spectroscopy (Initial pH =
6.6, V =250 mL, C, = 0.29 mMol L, Hg lamp, oxygen flow = 100 mL min™).

3.3 IR spectroscopy
The infrared spectrum of OME was analyzed (Figure 3a) and the diagnostic OME IR
bands and their assignments are given in Table 1. Most of the bands were assigned based

on previous literature reports [19-23].

Bond IR vibration Observed (cm') Reported (cm)Ref
H-C(SP?) Stretching 2903 3000-2840 [19]
H-C(SP?) Stretching 3059 3100-3000 [19]
C=N Stretching (pyridine) 1627 1626 [23]
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C-N Stretching (pyridine) 1252, 1272 1300-1250 [20]

C=N Stretching (benzimidazole) 1546 1566 [23]

C-N Stretching (benzimidazole) 1460 1460 [21]

C=C Stretching (benzimidazole) 1510 1620-1588 [22]
N-H Bending 1409 1640-1450 [19]
C-H Bending (pyridine ring) 1311, 1252 1330-1220 [20]
C-H Eﬁg)ding(bemimidazo'e 1186, 1159 1246-1158 [22]
C-0-C Stretching (asymmetric) 1203 1300-1000 [19]
C-0-C Stretching (symmetric) 1010 1300-1000 [19]
S=0 Stretching 1076 1074 [23]
C=C-H Bending (aromatic ring) 821, 809 900-690 [19]

Table 1.Characteristic IRabsorption frequencies of omeprazole.

The IR spectra of the reaction mixture was monitored as a function of irradiation
time. Only representative spectra are given in Figure 3. The IR spectrum of unreacted OME
(Figure 3a) and that of the reaction mixture after ten minutes of photochemical irradiation
show many differences (Figure 3b). The bands assigned to the benzimidazole (1567 cm™')
and pyridine (1627 cm™) rings as well as to the sulfoxide (1075 cm') are no longer present
and demonstrate that significant degradation of the OME framework occurs in the early stage
of reaction. The IR results are in accordance with those of the HPLC study which revealed
that OME is degraded within three minutes of irradiation. In the same time frame, a broad
absorption band appears from 3700 to 2500 cm™ which is consistent with N-H and/or O-H
stretching vibrations and a medium intensity band at 1722 cm™ appears which is consistent
with a C=0 stretching vibration. Together, these absorptions suggest the presence of amide
and/or carboxylic acid functional groups. Further evidence for the presence of a carboxylic
acid group is the observation of a broad band at 941 cm™' due to an O-H out of plane (OOP)
bending vibration and a very strong C-O stretching band at 1238 cm™'. Some alkenes are
also present in the sample after 10 minutes of irradiation as evidenced by several bands
around 1600 cm' corresponding to C=C stretching vibrations and a strong band at 828 cm-'
corresponding to an H-C=C OOP. Pyridine degrades under UV light (I = 254 nm) and in the
presence of oxygen producing alkenes and short chain amines and carboxylic acids [24].
This photochemical reaction explains the presence of these functional groups in the reaction
mixture. Extensive degradation of the pyridine and benzimidazole rings is supported by the
absorptions due to H-Csp? stretching vibrations (2800 to 3000 cm') which are more intense
than the bands assigned to H-Csp? stretching vibrations (3000 to 3100 cm™'). Two sharp and
strong bands at 1203 and 1010 cm™" which were assigned to the asymmetric and symmetric
ester C-O-C bond stretching vibrations, have been replaced by several weaker bands
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characteristic of alcohol C-O-H bond stretching vibrations which appear in the region from
1260 to 1000 cm™'. The strong band observed at 1508 cm™ is characteristic of a N-H bending
vibration in secondary amines or amides. Two absorption bands characteristic of sulfonic
acids (a SO, asymmetric stretching band at 1459 cm™ and a SO, symmetric stretching band
at 1182 cm™) [18] provide evidence for the formation of this particular functional group.
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Figure 3. Photochemical degradation of omeprazole monitored by FT-IR a) omeprazole, b) reaction
mixture after ten minutes of irradiation, c) reaction mixture after 60 minutes of irradiation, d) reaction
mixture after four hours of irradiation.

IR analysis of a sample after 60 minutes of irradiation (Figure 3c) showed an increase
in the intensity of the band around 1700 cm™ corresponding to a C=0 stretching vibration.
Under photochemical conditions, a benzimidazole ring has been shown to transform into
a lactam [16, 25] generating a N-H bending sharp band at 1508 cm™ and a C=0 band at
1728 cm™. The latter band is likely broad because there are different types of carbonyl
compounds such as carboxylic acids and lactams present. Since the sample is strongly
acidic, the signals assigned to sulfonic acids also remain in the reaction mixture.

After four hours of photolysis, the reaction mixture showed several changes in the
IR spectrum (Figure 3d). The broad band in the region 3600-3100 cm™ corresponding
to O-H and/or N-H becomes less broad and more intense, indicating an increase in the
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number of amides, carboxylic acids and amines as well as highly hydroxylated compounds.
Characteristic absorption bands for alkenes are still present including several bands
between 3000-3100 cm (sp? C-H), between 1610 and 1670 cm(C=C) and between 750-
900 cm™* (OOP for C=C-H). Although less intense, the characteristic C=0 band is still present
at 1718 cm™, along with the O-H stretching band at 3300 cm™ and the OOP O-H bands
around 930 cm, indicate the presence of carboxylic acids. The two bands characteristic of
sulfonic acids also remain indicating the persistence of these acids in the reaction mixture.
No aromatic overtone/combination bands are apparent between 1800-2000 cm-' indicating
the sample has no aromatic rings present. Thus, at this time the sample contains mostly
degradation compounds. Further evidence of this is the fact that bands characteristic of
CH, and CH, groups are present in the sample. There are several bands for H-Csp® bond
stretching vibrations between 2800 to 3000 cm™ and also some other bands between 1300
to 1480 cm™' due to C-H bending absorptions. IR spectra of the reaction mixture beyond four
hours are not shown since they did show any significant changes in comparison with the IR

spectrum of the reaction mixture at four hours.

3.4 pH studies as a function of time

Since IR experiments presented strong evidence for the formation of carboxylic and
sulfonic acids during the photochemical degradation of OME, the pH of the reaction mixture
was measured as a function of irradiation time. During the first twenty minutes, a decrement
of pH (from 6.6 to 3.9) was observed. After this time, pH remained constant up to one
hundred minutes. The pH value then increased to 4.3 and remained fairly constant for the
remainder of the experiment. The increase in pH from 3.9 to 4.3 may be explained by
the formation of amino groups in the latter stages of the experiment due to photochemical
degradation of nitrogen-containing compounds such as pyridine and benzimidazole.

3.5 Identification of intermediates by GC-MS studies

Several products formed during the photoreaction were identified by GC-MS. The solid
residues, obtained by liquid-liquid extraction of the irradiated OME aqueous solutions, were
analyzed by GC-MS. Only residues formed after one hour of irradiation were analyzed as
TOC analysis revealed this is when the highest concentration of intermediates was present.
Table 2 summarizes the list of intermediate compounds identified. Some photodegradation
products have previously been reported and were also included in Table 2 for completeness.

3.6 Summary of Experimental Studies

In summary, HPLC studies showed that OME is no longer present after only 3
minutes of irradiation. Correspondingly, TOC analysis indicated that the degradation
products are relatively easy to mineralize since 80% mineralization is achieved in 2 hours.

UV-vis analysis of samples at different reaction times indicate that OME was extensively
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degraded as evidenced by the disappearance of the characteristic absorption bands of
OME (see section 3.2).

IR studies provided insight into the chemical transformations taking place during
the reaction. After ten minutes of irradiation, most of the aromatic rings were cleaved and
several functional groups, such as carboxylic and sulfonic acids, amides and alkenes, were
present in the reaction mixture. Upon extended irradiation, sulfonic and carboxylic acids
remained in the sample. In agreement with this, the pH of reaction mixture became highly
acidic (pH=3.9) early in the reaction; however, the pH later increased to 4.3 due to the
formation of low molecular weight amines.

Some intermediate compounds (Table 2, 2FL, 3FL, 4FL, 13FL) were identified
during OME solar light photodegradation [16]. In their mechanistic discussion (Scheme 1,
route 1), they explained in detail the unexpected formation of a sulfide compound (Table
2, 13FL) generated by a mechanism involving several steps. Since aromatic sulfone
S=0 bonds are known to break easily via cations and radical cations [26]. a mechanism
involving protonation and radical cation formation was proposed. Further evidence of their
mechanism is the fact that this sulfide intermediate 13FL was only generated under slightly
acidic experimental conditions. In this photochemical investigation, it was observed that
some of the OME molecules are transformed into carboxylic acids within minutes, resulting
in a highly acidic solution (pH=3.9). Thus, the formation of a sulfide intermediate is a quite
feasible pathway.

Other OME photochemical transformation products [27] were investigated at room
temperature upon storage for several days. The formation of three structurally-related
benzimidazole derivatives was observed (Table 2, 2FL, 4FL, 5FL). In this case, they
proposed a mechanism (Scheme 1, route 2) involving a thiooxirane 1 as a key intermediate.
Cleavage of the latter intermediate would give thiooxirane 2 and a pseudo carbene [27]
followed by reaction with water to give an alcohol (Table 2, 10F).

In another investigation [29] it was demonstrated that OME in aqueous solution
is easily degraded when exposed to UV light (I = 254 nm). Several intermediates were
identified in this photochemical degradation mixture, namely a sulfide (Table 2, 13FL),
a benzimidazole derivative (Table 2, 5FL) and two sulfonic acids (Table 2, 7FL, 8FL).
However, they gave no mechanistic explanation for the intermediates formed.

Pesquisas cientificas e o ensino de quimica Capitulo 15




D \;xl/é,oﬂ

Oxﬁ(o
@[ »Jgg

sulfenamide

nzo

<oute3 3
hvH e

O
Y

thiooxirane 1 H

o—
es
o N7

pseudo carbene

H
|

-0 N O
s
N

)
thiooxirane 2 H

fo N

o § o i o i
- - -
=" =" L
N N N
H H
5FL 4FL

ruulc 2

- _o N < 0—
jesdocd
N, N /
\PH N
om
H HO. =
> N7
N

o N 0—
U \>_SL2=A§7
N
\Y
U jarL N7

[10’% H,0

0—

/0\©:N\)—'s' _
N \ 7/

radical cation

ﬁl—m

ot

H
)

o o o—
- \©:N\ &
N \—; —
H N7

TwH* *routz 1

ﬁf;;}}

H ]

10FL

2FL

Scheme 1. Mechanisms for generation of intermediate compounds from OME. Route 1[16, 26], route 2
[27] and route 3 [17, 28].

Entry REF Formula M.wW Structure
1FL This study C,H,N,* 119
2FL e.27 C,H,N,0 148
3FL [16] C,H,N,0 138
aFL This St2“7‘;y' [16. CHN,O, 164
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5FL [27, 29] C,HgN,0S 180
6FL This study, [1] C,H,N,O, 193
7FL [29] C,H,N,0.S 212
8FL This study, [29] C,H,N,0,S 228
9FL This study C,HN 107
10FL [16] C,H,NO, 167
11FL [1] C,H,,NO, 197
12FL This study C,H,,NO, 171
13FL [1, 29] C,;HxN,0,S 328
14FL This study C,;H,N,0,S* 306
15FL This study C,;H:N,O, 281
16FL This study C,,H,;N,0,S 295
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17FL This study C,.H. ,N,O.* 332

15" 14" "376

Table 2.Intermediate reaction products in OME photochemical degradation identified by GC/MS analysis
in this and other studies.

In this study, in addition to several pyridine and benzimidazole derivatives, a tricyclic
derivative (Table 2, 14FL) was also found in the reaction mixture. Analogous tricyclic
derivatives have been previously detected under acidic conditions [17, 28]. Therefore, a
mechanism for the formation of 14FL could be proposed involving the initial formation of a
spirocyclic compound (Scheme 1, route 3) with subsequent C-S cleavage, loss of water
and oxidative cleavage to give 14FL (Table 2, 14FL).

Under our experimental conditions, the degradation of OME can occur by direct and
indirect processes. Since aromatic and benzylic sulfoxides are known to undergo primary
photochemical S-C bond cleavage [18], radicals are most certainly produced. Furthermore,
molecular oxygen and water produce reactive oxygen species (ROS) such as singlet
oxygen, ozone, and the hydroxyl radical HO+ when irradiated with UV light [30-33]. Thus,
it is quite likely to have some concentration of ROS in the reaction mixture. By taking into
account both direct and indirect photochemical reactions, OME degradation takes place
rapidly. In addition, the formation and subsequent degradation of pyridine and benzimidazole
derivatives can be explained involving these processes (Scheme 2).

Hydroxyl radicals react with aromatic and unsaturated compounds, and thus, the
formation of several degradation products (4FL, 7FL, 8FL, 10 FL, 12 FL, 16 FL and 17
FL) can be explained by reaction of HO+ and subsequent oxidations. The characteristic
IR absorption bands of sulfonic acids (8FL) provide evidence for their presence in the
reaction mixture. Two sulfonic acids (7FL and 8FL) have been previously reported in the
photochemical degradation of OME with UV light (A = 254 nm) [29]. This type of intermediates
could easily form under photochemical or HO- oxidative conditions and release sulfonic
acids and benzimidazole into the solution (Scheme 2).

In the photochemistry (A = 254 nm) of the structurally related 2-(2-furfuryl)-
benzimidazole several products were identified and a mechanism involving benzimidazole
radical was proposed based on the products formed [34]. In a similar way, the formation of
a benzimidazole radical is evident, so it can easily react with other radicals such as HO-
and NO,* (Scheme 2). This mechanism explains the presence of nitrobenzimidazole (6FL)
in the reaction mixtures. In this oxidation process, NH, is generated and subsequently is
oxidized into nitrates that are able to produce NO,- radicals [35] by a simple photochemical
process:
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GC-MS studies revealed that C-S bond in OME molecule breaks giving rise to several
pyridine (10FL, 11FL, 12FL) and benzimidazole derivatives (1FL, 2FL). This could be due to
a radical reaction or it could also be due to a direct photolytic process. Homolytic cleavage
of C-S bond is a primary process following the photochemical excitation (A = 254 nm) of a
sulfoxide (S=0). In fact, the C-S bond is weaker than a C-C bond with bond energy of only
272 KJ/mol [36] thus it can be broken by irradiation from a mercury arc lamp.

The degradation of aromatic compounds, such as benzene, under photochemical
conditions (A = 185 nm and 254 nm) has been previously studied and explained. The main
degradation pathway is induced by HO- radicals generated from water and UV light [37].
The first step involves the addition of this radical to the aromatic ring with subsequent loss of
other radical species. In the case of pyridine, HO- radical adds to the least electron deficient
position on pyridine ring, that is the carbon next to nitrogen, giving rise to intermediates
11FL and 16 FL. This mode of reaction was demonstrated in several previous studies about
pyridine pulse radiolysis [38, 39] and was explained in terms of HO- electrophilicity. Based
on fragments observed by GC-MS, pyridine undergoes an oxidative cleavage at the carbon
next to nitrogen generating unsaturated amino acids. HO- radicals easily oxidized these
latter compounds giving rise to low molecular weight acids and amines. In the case of
benzimidazole, it is oxidized to benzimidazolone that is converted into a dianiline and further
oxidized by HO- radicals into catechol and eventually into unsaturated low molecular weight
acids [17].

Our research group has been investigating the photocatalytic degradation of
several pharmaceutical compounds [REF]. In recent years, the photochemical [40] and
photocatalytic degradation of omeprazole with TiO, [41] has been reported. Since this latter
experimental process involves the oxidation of organic compounds by reaction with hydroxyl
radicals and/or electron transfer with positive holes generated in the catalyst, there are
notorious differences between photochemical and photocatalytic degradation of OME. In the
photochemical process a larger number of intermediates compounds were identified since
there are several alternative reaction routes taking place. In addition to the compounds
generated by hydroxyl radical reactions, several other compounds were detected in the
photochemical reaction mixtures (Scheme 2). Compound 14FI was generated by acidic
intramolecular rearrangement through a sulfenamide intermediate [17, 29] a sulfide
compound 13Fl was generated by a reductive mechanism [26], a pyridine compound
10FL was generated through a pdseudo carbene intermediate and three benzimidazole
derivatives 2FL, 4FL, 5FL were formed through a benzimidazole thiooxirane [16, 18]. Table

3 summarizes the intermediates found in this study as well as their main mass fragments
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and retention time.

Chemical Structure Retention Time (min) Characteristic ions (m/z)

26.95 [M]* =91, 93, 72, 44
1FL

18.28 [M]* =91, 77, 40,
9FL

29.61 [M]* = 127, 99, 58, 44
12FL

32.98 [M]* = 306, 291, 202, 155
14FL

33.73 [M]* = 266, 238, 210, 147
15FL

34.31 [M]* =317, 281, 165, 138, 150
17FL

Table 3. New intermediates found during the degradation of OME under UV/O, by GC-MS.
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Scheme 2. OME total photochemical degradation mechanism.

CONCLUSIONS

In this study, the photochemical degradation pathway of omeprazole in aqueous
media was investigated through several techniques such as GC-MS, HPLC, TOC, IR
and UV-vis spectroscopy. Experimental results indicate that OME is completely photo-
transformed into other organic compounds in less than 3 minutes of irradiation, as shown
by HPLC analysis. The rapid photodegradation of OME should be taken into account when
looking for this molecule in water samples as its presence might pass undetected due to
natural photodegradation in the environment. TOC measurements of reaction samples as a
function of time showed a fast 80% mineralization after two hours of irradiation. A total of ten
intermediates reaction products were identified by GC-MS analysis. In terms of degradation
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pathway, several routes can be taken into account. Firstly, the C-S cleavage leads to the
formation of two main groups of intermediates: pyridine and benzimidazole derivatives. This
rupture occurs rapidly since the lamp has sufficient energy to promote the C-S rupture,
explaining the fast disappearance of OME observed in HPLC analysis. The methoxy groups
were the most susceptible moieties to hydroxyl radical attack as they all were sites for
HO- radical insertion. Benzimidazole derivatives also oxidize into a sulfonic acid derivative,
which eventually gave rise to a benzimidazolone via elimination of sulfuric acid. Finally,
through a multistep mechanism, benzimidazole is transformed into amino phenols and
then into benzenetriol which ultimately oxidized into low molecular weight carboxylic
acids. Additionally, several inner transformations took place with OME molecule, acidic
cyclization originated the formation of several tricyclic compounds while the elimination of
S=0 produced substances with different degree of hydroxylation. The formation of nitrated
compounds is explained by the photochemical activation of nitrate ions which produced
the nitro radicals (NO,*). Some benzimidazole derivatives bare toxic moieties such as nitro
or sulfone groups which, in addition to the intrinsic toxicity of pyridine, make it necessary
to achieve a high degree of mineralization in order to reduce the toxicity of the reaction
mixture. In the photochemical degradation of OME many intermediate compounds are
actually generated. Several of them were generated from hydroxyl radical reactions but
some of them resulted from rearrangements, reductive reactions and through the formation
of highly reactive intermediates such a pseudo carbene, thiooxiranes and sulfenamide. The
study of intermediate photochemical products has special significance in environmental
sciences as it offers an insight on processes that could take place in nature as well as the
possibility to identify potentially toxic species that may cause harm to ecosystems.
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