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APRESENTACAO

Asciénciasbiol6gicas tém sido avanguardade umajornada de descobertas
que remodelaram profundamente nossa visdo da vida e do mundo natural. Do
micromundo das estruturas moleculares ao macrocosmo dos ecossistemas
complexos, essa abrangente disciplina tem construido uma base sélida para
avangos que ecoam positivamente em toda a sociedade. Ela se estabelece
como a for¢ga motriz que impulsiona o progresso, deixando uma marca indelével
em nosso planeta. Esses avancos reverberam em melhorias substanciais na
saude humana, na nutricdo, na qualidade do ambiente e na nossa compreensao
intrinseca da vida. A medida que exploramos continuamente as fronteiras da
biologia, tragamos um caminho luminoso em dire¢do a um futuro mais saudavel
e sustentavel, onde a ciéncia se torna a luz que guia nosso desenvolvimento.

Com grande prazer, apresentamos o segundo volume do E-Book “Avancgos
nas Ciéncias Biologicas e seus Impactos na Sociedade”. Este volume € constituido
por oito capitulos cuidadosamente elaborados por professores, pesquisadores,
estudantes de graduagéo e pos-graduacgédo de varias regides do Brasil. O E-Book
explora de maneira profunda topicos relacionados a Biotecnologia e Saude, que
vao desde a aplicagdo de tecnologias emergentes na indistria de alimentos até
estudos de casos médicos e veterinarios. Durante os capitulos, ressalta-se de
maneira marcante o papel vital da inovagao tecnologica nas Ciéncias Biologicas
e da Saude.

Cada capitulo & uma peca essencial deste mosaico de conhecimento que
busca entender e aplicar os principios da biologia para melhorar nossa qualidade
de vida. Este E-Book ndo apenas enriquecera sua compreensao, mas também
o instigara a explorar as fascinantes areas das Ciéncias Biologicas e a forma
como elas se entrelacam com a nossa existéncia. Esteja convidado a embarcar
nessa jornada conosco, a mergulhar e descobrir como as Ciéncias Biologicas
moldam nosso presente e iluminam nosso caminho rumo a um futuro brilhante
e sustentavel.

Clécio Danilo Dias da Silva
Daniele Bezerra dos Santos
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RESUMO: Uma gama de enzimas
produzidas industrialmente possui aplicagéo
na producgdo, conservacdo e modificacéo
de produtos animais e vegetais, como na
producéo de alimentos, medicamentos e na
producé@o de derivados de matérias-primas
animais e vegetais, como por exemplo,
0s bioativos. Esses compostos bioativos,
também sdo amplamente utilizados na
industria, contemplando a possibilidade de
aplicacdo em produtos como leite, bebidas
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variadas, carnes e também de panificacdo e podem ser extraidos por meio de aplicagéo
de enzimas. Existem alguns fatores que podem afetar a atividade enzimatica, como a
temperatura, pH e concentracdo de substrato. Nesse sentido, cada técnica enzimatica para
obtencdo de compostos bioativos possui uma metodologia. A utilizagédo de enzimas para
obtencao de compostos bioativos tem se destacado, o que requer novos estudos para enfim
estabelecer-se comercialmente. Em contrapartida, o processo enzimatico apresenta alguns
gargalos que necessita de estudos e planejamento, pois € um processo de alto custo, uma vez
que é necessaria a produgao e purificacdo das enzimas a serem aplicadas e suas condi¢des
devem ser bem delimitadas, uma vez que enzimas séo altamente sensiveis e atuam em faixa
de temperatura e pH especificos.

PALAVRAS-CHAVE: Aplicagdo Enzimatica; Bioativos; Tecnologia Emergente.

APPLICATION OF EMERGING TECHNOLOGY IN THE EXTRACTION OF
BIOACTIVE COMPOUNDS

ABSTRACT: Arange of industrially produced enzymes are used in the production, conservation
and modification of animal and vegetable products, such as in the production of food,
medicines and in the production of derivatives of animal and vegetable raw materials, such
as bioactives. These bioactive compounds are also widely used in industry, contemplating the
possibility of application in products such as milk, various beverages, meats and also bakery
and can be extracted through the application of enzymes. There are some factors that can
affect enzymatic activity, such as temperature, pH and substrate concentration. In this sense,
each enzymatic technique for obtaining bioactive compounds has a methodology. The use of
enzymes to obtain bioactive compounds has been highlighted, which requires further studies
to finally establish itself commercially. On the other hand, the enzymatic process presents
some bottlenecks that require studies and planning, since it is a high cost process, since the
production and purification of the enzymes to be applied is necessary and its conditions must
be well delimited, since enzymes are highly sensitive and act in a specific temperature and
pH range.

KEYWORDS: Enzymatic Application; Bioactives; Emerging Technology.

INTRODUCAO

A enzima é um catalisador biolégico que desempenha um papel essencial no
processo de aceleragdo das reagbes bioquimicas em organismos vivos (ROBINSON,
2015). Um catalisador que tem o potencial de promover reacdes de hidrolise, oxidacdo e
de sintese (TIANFEI, 2020).

A aplicagéo comercial das enzimas é consideravelmente vasta e de fundamental
importancia, haja vista as inUmeras possibilidades de utilizagdo nos processos como um
eficiente catalisador (ROBINSON, 2015).

Sob essa perspectiva, estuda-se sobre as suas variadas aplicagbes, como a
tecnologia baseada na utilizagdo de enzimas. Segundo TIANFEI (2020), entende-se como
tecnologia enzimatica, a catalise formada pela utilizagdo de microrganismos para produzir

enzimas, isso pode ocorrer também pela adicdo das mesmas em um recipiente de reacéao
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especifico. A aplicacdo desse tipo de tecnologia demonstra a alta eficiéncia e seguranca
NOS pProcessos.

Além disso, sd@o alternativos consideravelmente mais sustentaveis no processo
de obtencdo de extratos bioativos, especialmente, os direcionados para a industria de
alimentos (GRUZ et. al., 2013). Cientificamente, esses compostos bioativos sdo substancias
que possuem atividade biologica (GUAADAOUI et al., 2014).

Esses compostos bioativos, também sdo amplamente utilizados na indUstria,
contemplando a possibilidade de aplicacdo em produtos como leite, bebidas variadas,
carnes e também de panificacdo. Tecnologicamente, essa alternativa permite que as
industrias tenham maior abrangéncia nas aplicagdes, com o intuito de reformular produtos
variados, aumentando a oferta de produtos mais saudaveis e suprir a demanda comercial
(CHAGAS et al., 2020).

Considerando os processos tradicionais, a principal etapa para obter compostos
bioativos é por meio da metodologia de extracéo, a adeséo esta associada principalmente
em virtude do alto rendimento e custos de producdo relativamente baixos. Entretanto,
existem métodos mais eficientes e sustentaveis que sdo considerados nédo convencionais,
como a extragéo por ultrassom, pulso elétrico e micro-ondas. Haja vista a sua eficiéncia, os
métodos tradicionais séo agregados a tecnologias para proporcionar melhores resultados
(LARLOS-CRUZ et al., 2019).

Uma dessas tecnologias amplamente utilizadas encontra-se a tecnologia enzimatica.
Quanto a esta técnica, € essencial que a industria opte por métodos que atendam de forma
equilibrada alguns requisitos como a eficiéncia do processo, a qualidade do produto, os
custos e que sejam alternativas mais sustentaveis (WEN et al., 2020).

Em virtude da alta demanda nos setores de alimentos, farmacéuticos e nutracéuticos
percebe-se a intensificagdo e necessidade de extrair bioativos utilizando métodos
variados, com o intuito de obter um composto puro e com melhores rendimentos. Dentre
muitas alternativas utilizadas durante esse processo, encontra-se a opgao por enzimas.
Considerando a extragdo a partir de um material vegetal, essas enzimas auxiliam na
liberac@o desses bioativos, garantindo um procedimento otimizado e eficiente. Mesmo que
as tecnologias enzimaticas para obtencédo de compostos bioativos ja sejam utilizadas ha
muitos anos, ainda assim, percebe-se a importancia em aperfeicoar algumas técnicas com
o intuito de reduzir o tempo gasto durante o processo, aumentar o rendimento e tornar os
custos do método mais vantajoso (MARATHE et al., 2019).

Pensando nisso, algumas técnicas enzimaticas foram desenvolvidas e sao
constantemente estudadas com o intuito de melhorar as condicbes dos processos para
obtencéao de bioativos, a titulo de exemplo, a extragéo assistida por enzima (EAE), extracéo
enzimatica assistida por ultrassom (UAEE), extracdo supercritica assistida por enzima
(EASCFE), extragéo assistida por enzima por liquidos iénicos (ILEAE) e extragcéo enzimatica
assistida por alta pressao (HPAEE). Essas alternativas comprovam a efetividade quanto
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a melhores rendimentos dos compostos extraidos, reducdo de custos nos processos,
reducdo no tempo de execucdo e também, é uma garantia de metodologia sustentavel
(MARATHE et al., 2019).

ENZIMAS UTILIZADAS EM PROCESSOS DE EXTRAQAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS

Uma gama de enzimas produzidas industrialmente possui aplicagdo na producgéao,
conservagao e modificagédo de produtos animais e vegetais, como na produgéo de alimentos,
medicamentos e na producdo de derivados de matérias- primas animais e vegetais, como
por exemplo, os bioativos.

Enzimas como, celulases, pectinases e proteases sao as principais proteinas que
atuam na degradacéo de compostos como paredes celulares de plantas e vegetais. Esta
degradacéo facilita a extracdo de compostos bioativos (BEG et al., 2001; BHANJA et al.,
2008; LI et al., 2006).

A celulase é a terceira enzima mais utilizada em escala industrial. Possui potencial
para aplicacdo no processamento de algodao, alimentos, nas industrias de papel, bem
como na alimentacdo animal e na producédo de detergentes, além de serem utilizadas na
producéo de etanol a partir da biomassa. Essas enzimas sao formadas por varias unidades
de glicose unidas entre si através de liga¢cdes quimicas, responsaveis pela degradacao da
celulose, principal composto presente nas células vegetais, tendo trés enzimas como parte
desse grupo: endoglucanases, exoglucanases e beta-glicosidases. (CASTRO & PEREIRA,
2010; ZANCHETTA, 2012; GUEIROS et al., 2020).

As pectinases formam um grupo de enzimas que degradam substancias pécticas,
ou seja, elas quebram a pectina, um polissacarideo encontrado na parede celular vegetal,
por meio de reacdes de hidrolise, transeliminacéo e desesterificagcdo. S&o produzidas por
plantas, fungos filamentosos, bactérias e leveduras, e algumas das aplicagcdes destas
enzimas nas industrias de alimentos incluem amadurecimento de frutas, clarificacdo e
reducdo de viscosidade em sucos de frutas. (SANTI et al, 2014; FAVELA-TORRES et al.,
2005).

Dentre as enzimas de interesse comercial, as proteases tém como principal fungcéo a
quebra de ligacoes peptidicas entre os aminoacidos das proteinas em reagdes de clivagem
de proteinas, atuando nas suas ligacbes peptidicas e agindo por meio da hidrélise.
Algumas caracteristicas das proteases podem as classifica-las em diferentes grupos,
essas caracteristicas incluem: sob qual pH a atividade da protease ocorre de maneira mais
eficiente, as substancias presentes em seu sitio ativo, em quais tipos de liga¢des quimicas
ou em qual local da ligagéo irdo ocorrer as clivagens realizadas por cada protease. Como
fonte, as proteases podem ser encontradas em plantas, animais e microrganismos. Em

plantas geralmente essas enzimas se encontram no latex e nas sementes dos vegetais.
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(CHEN et al, 2021; KERMASHA & ESKIN, 2021).

MECANISMOS DE AQI\O ENZIMATICA PARA EXTRAQAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS

O mecanismo de extracdo por enzimas € uma técnica amplamente utilizada para
auxiliar no processo de quebra de ligacdes complexas dos compostos bioativos presentes
nos materiais vegetais. As etapas do mecanismo consistem na ligacdo da enzima ao
substrato, através do sitio ativo, formando um complexo denominado enzima-substrato.
Apés essa complementacdo ocorrem algumas alteragdes na estrutura da enzima, na qual
facilitam as reagdes quimicas, resultando na conversao do substrato em produto. Com a
liberagéo do produto do sitio ativo, a enzima estara disponivel para iniciar novas reagdes
(PACHECO & MENDES, 2021).

QUEBRA DA LIGACAO ENTRE
SUBSTRATOS 0S SUBSTRATOS PARA LIGAGAO PRODUTOS
; 2 NO SITIO ATIVO _
LIGAGAO = j
SITIO ATIVO
\
COMPLEXO
ENIMA - SUBSTRATO ENZIMA
ENZIMA

Figura 1 — Mecanismo de agdo da enzima
Fonte: TANAKA (2019).

Existem alguns fatores que podem afetar a atividade enzimatica, como a temperatura,
0 pH,a concentragcao de substrato. A atividade enzimatica também pode ser afetada pelas
alteracbes de concentracdo, conforme a concentragcdo aumenta, aumenta a taxa de reacéo
e os inibidores, a presenca deles podem afetar a atividade enzimatica, haja vista que
podem se ligar de forma reversivel ou irreversivel as enzimas, afetando a capacidade de
catalisar uma reacgédo, ou de se ligar a um substrato. Cada enzima possui caracteristicas
especificas e diferentes fatores podem ter efeitos variados (PACHECO & MENDES, 2021;
WEN et al., 2019).

O mecanismo de extragdo por enzimas é uma técnica amplamente utilizada para
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auxiliar no processo de quebra de ligagcdes complexas dos compostos bioativos presentes
nos materiais vegetais. As enzimas envolvidas no processo sdo intituladas de enzimas
hidroliticas ou degradativas, elas possuem a capacidade de quebrar ligagbes quimicas
especificas que sdo encontradas nos vegetais. Cada enzima possui a sua especificidade
para cada tipo de ligagdo quimica que ela é compativel de quebrar (CHENG et al., 2015).

Tais enzimas possibilitam o aumento da permeabilidade celular, auxiliando no
rompimento das ligacbes quimicas da parede celular, tornando-as mais solUveis e
consequentemente, favorecendo a extracdo dos compostos bioativos. Esse processo
proporciona uma maior eficiéncia catalitica, e a0 mesmo tempo, preserva a efetividade
original dos produtos naturais (CHENG et al., 2015).

Neste contexto, cada técnica enzimatica para obtencdo de compostos bioativos
possui uma metodologia. Uma das tecnologias enzimaticas é a extracdo assistida por
enzimas, que é considerada uma técnica ndo convencional, e tem sido uma alternativa
viavel, haja vista a sua seletividade e por ser ambientalmente correta. Durante o processo,
as enzimas hidroliticas rompem as paredes celulares, a rede formada por polissacarideos,
como a hemicelulose, pectina, celulose e lignina, e consequentemente, tornando possivel
a liberagdo dos compostos bioativos (PATIL et al., 2021; SONG et al., 2020).

Essa ruptura ocorre com a ligagéo entre o sitio ativo da enzima que possui maior
especificidade e a parede celular, ocasionando a interacéo, isso ocorre devido a enzima
alterar a sua forma possibilitando o encaixe do substrato no sitio ativo. Enquanto acontece
a liberacdo dos compostos, as alteracdes ocorridas no aspecto da enzima quebram as
ligacdes da parede celular (LEAL et al., 2023).

Segundo MARATHE et al. (2019), a parede celular dos vegetais é constituida
sobretudo de pectina, hemicelulose e celulose, que sao consideradas as principais barreiras
para a extracdo dos bioativos. As metodologias associadas a técnicas enzimaticas sédo
fundamentais, uma vez que, as enzimas degradam esses componentes da parede celular,
deste modo, permitindo a liberagcdo dos compostos. Durante esse processo, a interacao
enzima-substrato € consideravelmente importante, uma vez que essa interatividade ira
determinar a extenséo da hidrolise dessas barreiras existentes.

APLICACOES DAS ENZIMAS NA AREA DO TEMA

O aproveitamento de residuos da indUstria de alimentos, através da insercao de
novos processos integrados, permite aliar a produtividade com a eficiéncia ambiental.
As industrias de alimentos, em especial as processadoras de frutas e hortalicas, geram
elevados volumes de subprodutos e residuos potencialmente ricos em substancias de alto
valor nutricional e funcional. Dentro desse contexto, a utilizacdo de enzimas como pré-
tratamento para a extracdo de substéancias de interesse comercial vém se destacando na
area farmacéutica e alimenticia (KOSSEVA, 2009; ARVANITOYANNS; VARZAKAS, 2008).
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Ha na literatura diferentes estudos voltados para aplicacdes de enzimas em extracao
de bioativos, como recuperag¢do de bioativos a partir do bagago de uva, ativo extraido
de gengibre por meio de enzimas especificas, bem como a utilizacdo de enzimas para
obtencgéo de dleos essenciais. (CASSINI, 2010; GRUZ et al, 2013; SANTOS, 2018)

Como elucidado por QUEIROZ (2012), os compostos bioativos s&o nutrientes
com acao metabolica ou fisiologica especifica. Estas substancias podem ser extraidas de
plantas, frutas e vegetais, o que explica o fato da grande maioria das enzimas utilizadas
em processos de extrac@o de bioativos serem do grupo das celulases, responsaveis pela
degradagéo da celulose, principal composto presente nas células vegetais. Na tabela 1
pode se observar quais 0s grupos de enzimas mais utilizados na area de bioativos e quais

compostos foram extraidos.

Compostos bioativos Enzimas utilizadas Autores

Antioxidantes na folha e na flor

de Fejjoa sellowiana Glicosil-hidrolase Dacoreggio et al (2018)
Compostos fendlicos e
atividade antioxidante na casca Celulases e pectinases Alexandre et al. (2019)
de roma.
Antocianinas presentes na Celulases e pectinases Jiang et al. (2020)

espécie Akebia trifoliata

Endo-beta-glucanase; xilanase

Cafeina ;
e hemicelulase

Carvalho, Gabriel (2020).

Carotendides na espécie

Portunus segnis Proteases Hamdi et al (2020)

Tabela 1: Estudo de enzimas aplicadas em processos de extragédo de compostos bioativos.

Fonte: Levantamento bibliogréafico feito pelos autores (2023).

INOVAGAO NO TEMA

As tecnologias sao amplamente aplicadas em diferentes segmentos, e podem ser
classificadas como tecnologias convencionais e ndo convencionais ou emergentes. As
convencionais, que sao aquelas amplamente adotadas devido ao uso confiavel, contemplam
a extracdo a base de solventes organicos, com possibilidade alternativa de utilizagcdo de
agitacao e aquecimento. As ndo convencionais ou emergentes sdo aquelas que prezam
pela redugéo ou ndo utilizagcao de solventes organicos, minimizagédo de gasto de energia e
valorizam a preservacdo ambiental. Além desses fatores, as tecnologias emergentes tém
despertado grande interesse das industrias e comunidade cientifica, isso porque essas
alternativas tecnoldgicas reduzem a degradacdo dos compostos bioativos presentes nos
vegetais, em virtude de a utilizacdo das temperaturas serem consideravelmente menores,
bem como, a reducgéo do tempo de extracdo (JUSTINO et al., 2022).

A utilizacdo de enzimas para obtencao de compostos bioativos tem se destacado,
0 que requer novos estudos para enfim estabelecer-se comercialmente. Essas tecnologias
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enzimaticas notoriamente possuem estratégias eficazes e com isso tem sido modificadas
e praticadas por pesquisadores nos Ultimos anos. As sugestdes de aperfeicoamento das
técnicas reduzem alguns dos desafios que sédo impostos pela extragdo convencional.
O uso das enzimas possibilita um rendimento superior ao esperado e também, como
ja mencionado, reduz o tempo de extracdo. Um ponto promissor de pesquisa é a
determinacao de interacdes enzimaticas, bem como a condi¢do de estabilidade durante o
processo. Acredita-se que que por meio da biotecnologia e métodos modernos, € possivel
desenvolver novas enzimas com funcionalidades complementares, um grande potencial do
futuro, haja vista as inUmeras pesquisas na area (MARATHE et al., 2019).

Essas condi¢des inovadoras referentes ao tema estdo diretamente relacionadas
as alternativas viaveis, ambientalmente corretas, constantemente associadas a técnicas
verdes. Algumas dessas técnicas enzimaticas possuem beneficios como a minimizagéo da
periculosidade de sintese quimica, solventes consideravelmente mais seguros, reducéo
do tempo e de etapas, extra¢des eficazes, reduz a polui¢do e utilizacdo de matéria prima
renovavel. Os estudos voltados para as fontes de compostos bioativos sédo promissores,
e essas técnicas inovadoras proporcionam a extracdo eficiente atendem aos requisitos
almejados (SANTOS & SANTANA, 2022).

DESAFIOS

Com a crescente demanda industrial por aproveitamento de residuos e subprodutos
que possam ser utilizados de forma a contribuir para uma produgdo econbémica e
sustentavel, Carvalho (2020) relata que novas tecnologias vém sendo desenvolvidas a fim
de potencializar o aproveitamento de compostos de interesse nas indUstrias de alimentos,
cosméticos e farmacéuticos. Conforme explica Cheng et al., (2015), a extragao por enzimas
€ uma técnica utilizada na quebra das ligagdes fortes das substancias que compdem os
bioativos que se misturam com proteinas, pectina, amido e celulose na matriz vegetal.
As enzimas favorecem a permeabilidade da parede celular; assim, possibilita que os
rendimentos de extracdo de compostos bioativos sejam satisfatorios, podendo remover os
componentes desnecessarios das paredes celulares, preservando assim a eficacia original
dos produtos naturais.

Recentemente, houve um aumento de pesquisas com o uso de enzimas para
melhorar o rendimento na obtengcdo de compostos bioativos, como acidos graxos
insaturados (NGUYEN et al., 2020) e em diversos 06leos vegetais (HU et al., 2020; SOUZA
et al., 2020). A extracdo aquosa com uso de enzimas apresenta-se COMoO um processo mais
seguro aos manipuladores e a salde dos consumidores, por néo utilizar outros solventes
além da agua, além de gerar danos minimos em relagéo a contaminacéo do meio ambiente.

Em contrapartida, o processo enzimatico apresenta alguns gargalos que necessita
de estudos e planejamento, pois é um processo de alto custo, uma vez que é necessaria a
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producdo e purificacdo das enzimas a serem aplicadas e suas condi¢cdes devem ser bem
delimitadas, uma vez que enzimas séo altamente sensiveis e atuam em faixa de temperatura
e pH especificos. Outro fator preponderante é a desnaturacéo enzimatica que pode ocorrer
devido a temperaturas elevadas, o que pode acarretar também o comprometimento da
qualidade e na acéo bioativas dos compostos. (CHENG et al., 2015; ZHANG et al., 2020;
DEY et al., 2016).

CONSIDERAGCOES FINAIS

A aplicacédo de enzimas para extracao de bioativos esta recebendo grande destaque
em dimensao laboratorial, especialmente analisando as vantagens como reduc¢éo do tempo
de extragcdo e melhores rendimentos dos produtos, requerendo o minimo de solventes.
Entretanto, a aplicagdo de enzimas é um processo de alto custo, uma vez que é necessaria
a producéo e purificagdo das enzimas a serem aplicadas e suas condigcbes devem ser
bem delimitadas, visto que estas substancias sédo altamente sensiveis e atuam em faixa
de temperatura e pH especificos. Dessa forma, se faz necessario um planejamento prévio
para o uso dessa tecnologia aplicada aos bioativos.
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CAPITULO 2

DETECCAO DE CORONAVIRUS EM SUPERFICIES
DE UM CENTRO DE TRIAGEM E DIAGNOSTICO
ATRAVES DOS METODOS RT-PCR E ANTIGENO
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RESUMO: Durante a pandemia do
coronavirus que mobilizou o mundo, centros
de triagem foram criados nas cidades para
que um melhor suporte fosse fornecido a
populacéo, oferecendo atendimento médico,
realizacao de exames e fornecimento de
alguns medicamentos relacionados ao
tratamento do Sars-Cov-2. No entanto, ha
um grande fluxo de pessoas em circulagéo
no local com suspeita de contaminacao
pelo virus, fazendo com que a chance de
contégio seja maior. Desta forma, mesmo
com a desinfec¢do realizada, particulas
virais podem estar contidas nas superficies
do centro de triagem da cidade de Lages.
O objetivo deste trabalho foi identificar
a presengca de cepas de coronavirus
em superficies do centro de triagem de
Lages, SC. Foram usados dois métodos
de diagnostico, sendo um o RT-PCR,
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considerado padrao ouro para diagnéstico
de COVID-19 e o outro por antigeno, sendo
mais convencional, utilizado com frequéncia
devido ser obtido o resultado em menor
tempo. As superficies coletadas foram o
oximetro, cadeira de espera, cadeira de
coleta, bebedouro, caneta, estetoscopio,
prancheta, suporte de senha, entrada de
02 e visor de equipamento de um paciente
internado. Foram diagnosticados a presenca
de genoma viral em seis das dez amostras
das superficies coletadas, fazendo com que
através do método de testagem antigeno
todas as amostras obtiveram o resultado
negativo e a analise da mesma amostra
coletada através do método RT-PCR,
fosse encontrado em seis das superficies a
particula do virus.

PALAVRAS-CHAVE: Coronavirus;
Superficie; Diagnéstico; RT-PCR; Antigeno.

DETECTION OF CORONAVIRUS
ON SURFACES IN A SCREENING
CENTER AND DIAGNOSIS
THROUGH RT-PCR AND ANTIGEN
METHODS

ABSTRACT: During the coronavirus
pandemic that mobilized the world,
screening centers were created in cities so
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that better support was provided to the population, offering medical care, exams and supply
of some medications related to the treatment of Sars-Cov-2. However, there is a large flow of
people circulating in the area suspected of being infected by the virus, making the chance of
contagion greater. Thus, even with the disinfection carried out, viral particles may be contained
on the surfaces of the screening center in the city of Lages. The objective of this work was to
identify the presence of coronavirus strains on surfaces at the screening center in Lages, SC.
Two diagnostic methods were used, one being RT-PCR, considered the gold standard for the
diagnosis of COVID-19, and the other by antigen, being more conventional, used frequently
because the result is obtained in less time. The surfaces collected were the oximeter, waiting
chair, collection chair, drinking fountain, pen, stethoscope, clipboard, password holder, O2
input and an inpatient equipment display. The presence of viral genome was diagnosed in six
of the ten samples from the surfaces collected, so that, through the antigen testing method,
all samples obtained a negative result and the analysis of the same sample collected through
the RT-PCR method was found in six from surfaces to the virus particle.

KEYWORDS: Coronavirus; Surface; Diagnosis; RT-PCR; Antigen.

11 INTRODUGAO

No ano de 2002, na China, foram relatados os primeiros casos associados ao
coronavirus (Sars-CoV), em que estes causavam infeccdes respiratorias brandas,
semelhantes a um resfriado comum, denominado de SARS (Severe Acute Respiratory
Syndrome). No ano de 2004, nenhum caso de SARS foi relatado mundialmente,
determinando que desde de 2003 esta epidemia global est4 controlada (BORGES et al.,
2020).

Outro coronavirus (MERS-CoV) distinto do que causou a SARS-Cov foi isolado no
ano de 2012 na Arabia Saudita primeiramente, que ficou conhecido pela sigla MERS (do
inglés Middle East Respiratory Syndrome), devido sua propagacgéo para paises do Oriente
Médio, Europa e Africa. As manifestacdes clinicas evoluiram, fazendo com que as doencas
respiratérias brandas se tornassem pneumonia, acompanhadas de sintomas como febre,
tosse e dispneia (BRASIL, 2014).

A doenca COVID-19 (do inglés coronavirus disease 2019) surgiu em dezembro
de 2019, em Wuhan, na China, com o virus conhecido como coronavirus da sindrome
respiratéria aguda grave 2, abreviado para SARS-Cov-2. (BRASIL, 2020). Os casos se
agravaram de maneira exponencial e, em 11 de margo de 2020, a Organizagdo Mundial da
Salde (OMS) declarou a COVID-19 como pandemia (ONYEAKA et al.,2021).

O SARS-Cov-2 é um virus emergente que possui uma molécula de RNA+, por
este motivo, suas bases nitrogenadas sdo adenina, citosina, guanina e uracila e devido
as elevadas taxas de erros da RNA polimerase dependente de RNA, possui uma alta
frequéncia de mutag@o. No seu genoma possuem nucleotideos que sédo compostos por
molécula de agucar (ribose), um 4cido fosférico e uma base nitrogenada. Possui em torno
de 29 proteinas virais, sendo que as principais sao a glicoproteina de pico (proteina S), que
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permite a entrada do virus na célula hospedeira e nucleocapsideo viral (proteina N) que
regula o processo de replicacdo viral (UZUNIAN, 2020).

A principal forma de transmissao do virus se da através de goticulas disseminadas e
de aerossois, além do contato com superficies contaminadas. Cerca de 5% da transmissao
pode ocorrer através das fezes de pessoas infectadas. Para que a contaminacéo
pelo contato de superficies ocorra, a pessoa realiza o contato da mao a superficie e
posteriormente a boca, ao nariz e aos olhos. Devido ao fato de o virus sobreviver de horas a
dias nesses locais, dependendo da superficie e condicdes de ambiente e umidade, sugere-
se a higienizacdo com agua e sabao ou alcool 70% de todas as superficies, para que uma
possivel transmisséo seja evitada (MICHELIN, SCHRAGE LINS, FALAVIGNA, 2020). Em
materiais plasticos e acgo inoxidavel, por exemplo, o virus permanece cerca de 3 dias (72h),
em papeldo 1 dia (24h), em cobre 4h, ja em aerossois e poeiras permanece cerca de 40min
a 2h30min. (INCA, 2020).

De acordo com o boletim epidemiol6gico niumero 02/2021 referente a Sindrome
Respiratéria Aguda Grave SRAG em Santa Catarina, a partir dos dados referentes ao
periodo do dia 03/01/2021 até o dia 08/05/2021 formam detectados 25.399 casos pelo Sars-
cov-2 no estado. (SANTA CATARINA, 2021). Sendo que desde o inicio da pandemia, Santa
Catarina registrou 909.248 casos de coronavirus, 874.755 destes ja estando recuperados
e possuindo 20.460 casos ativos no momento. (SANTA CATARINA, 2021)

No municipio de Lages, de acordo com as informacgdes oficiais divulgadas no boletim
oficial do estado de Santa Catarina do dia 08/05/2021, haviam 21668 casos positivados
desde o inicio da pandemia, sendo que 20629 ja estavam recuperados e haviam no
momento 633 casos ativos no municipio (SANTA CATARINA, 2021)

O periodo de vacinagéao ja estava em andamento e foram aplicadas na época 46.697
doses da vacina, entre primeira e segunda dose da populagéo de Lages, Santa Catarina.
(SANTA CATARINA, 2021).

A presente pesquisa teve como objetivo identificar a presenca de cepas de
coronavirus em superficies do centro de triagem de Lages, Santa Catarina, Brasil.

21 MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 10 amostras coletadas de superficies do centro de triagem
Tito Bianchini em Lages, Santa Catarina. Estas superficies foram escolhidas a partir da
observacgéao aleatéria de maior utilizagcao por parte da equipe e dos pacientes circulantes no
centro de triagem, sendo que o centro possuia zonas com o qual os pacientes circulavam
e zonas restritas aos profissionais de saude. No momento da coleta, a temperatura do
ambiente se encontrava em 20°C.

Foram coletadas de superficies de cinco ambientes diferentes, sendo o local externo
de espera (Zona 1), onde encontravam-se as senhas e a cadeira de espera, a recepcao
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(Zona 2), onde encontravam-se o bebedouro, a caneta e o oximetro, o local de consultas
(Zona 3) onde encontrava-se o estetoscépio, a sala amarela (Zona 4), onde encontrava-se
0 equipamento respiratorio, a entrada de O2 de um paciente positivado de COVID-19 e
a sala de coleta (Zona 5) onde encontrava-se a prancheta e cadeira de coleta, conforme
apresentado na figura 1.

ZONAL

| I |i Y | | ZONA2 \‘

b T=F = P i ey i % o 70NA3

zonas; | ; | = ‘

ZONA4

Figura 1. Planta do Centro de Triagem Tito Bianquini, Lages — SC. Fonte: Secretaria de Infraestrutura
de Lages

As coletas foram realizadas no periodo de intervalo das desinfeccdes realizadas
(as 13h), sendo o horario de maior fluxo de pessoas no local, sendo das 12h as 13h os
atendimentos médicos paralisados devido ao intervalo de almoco, e assim, acumularia
maiores atendimentos para ser realizados. As desinfec¢des realizadas pelos responsaveis
de limpeza eram as 7h da manha e as 19h da noite, mesmo todos os funcionarios sendo
instruidos a realizarem a desinfeccao de objetos apds cada paciente utilizar, devido a
sobrecarga de trabalho e grande demanda de atendimento, isso nem sempre foi possivel.

As amostras foram coletadas seguindo as especifica¢des do fabricante Bofitech, com
um Swab estéril e imediatamente inseridos no buffer, com o tampé&o de extracéo, composto
por cloreto de sédio, azida s6dica em tampao Tris-HCI como conservante. Posteriormente
levadas para a realizag@o de analise por antigeno, no equipamento IChromall, através no
método FIA (Imuno ensaio fluorescente), que conta com a imunodetec¢do em sanduiche,
fazendo com que os antigenos (presentes ou ndo na amostra) se liguem ao anticorpo
presente no tampéo, para que caso a amostra seja positiva, gere complexos antigeno-
anticorpo. Para a realizacao do teste € acrescentado 75 pL do material presente no tubo de
extracdo/buffer sdo adicionados ao cassete, que logo apos é inserido no equipamento, que

realiza a leitura e apresenta o resultado na tela como “negativo” ou positivo”.
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Foi realizada uma avaliacdo do desempenho clinico do IChroma COVID-19 Ag por
parte do fabricante Bofitech, que apresentou uma sensibilidade clinica de 87,5% e uma
especificidade clinica de 96,5% em comparacéo ao teste RT-PCR (BODITECH, 2020).

Para determinagé@o do RT-PCR das amostras, foi utilizada a metodologia descrita por
Castineira et. Al, (2021). Foi utilizado um kit comercial de purificagéo, MaxwellO16 ViralTotal
Nucleic Acid Purification da Promega, (Madison,USA), seguindo as recomendac¢bes do
fabricante. Para o diagndstico, seguiu-se o protocolo do CDC (Center os Disease Control).
Brevemente, em um tubo contendo 5ml de amostra, 1,5ml de primers e 0,4ml de Taq, 10ml
de Mastermix contendo nucleotideos, sem agua em um volume final de 3ml. As condi¢bes
de amplificacao foram RT incubacdo 50°C por 30 minutos, 1 ciclo, ativacdo da enzima a
95°C por 10 minutos, 1 ciclo, amplificacdo a 95°C por 30 segundos, 58°C por 60 segundos
em 45 ciclo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 10 amostras analisadas, as 10 obtiveram resultado negativo pelo método
antigeno (100%) e através do método RT-PCR, 6 positivaram (60%) e quatro negativaram
(40%), conforme a Tabela 1.

Amostras Coletadas no Centro de Triagem

Nuamero Local Coletado Resultado Resultado
da Amostra por Antigeno por RT-PCR
1 Bebedouro Negativo Negativo
2 Prancheta Negativo Positivo
3 Senha Negativo Positivo
4 02 Negativo Negativo
5 Cadeira Negativo Negativo
Coleta
6 Cadeira Negativo Positivo
Espera
7 Aparelho Negativo Negativo
Respiratorio
8 Caneta Negativo Positivo
Recepcgéao
Oximetro Negativo Positivo
10 Estetoscopio Negativo Positivo

Tabela 1. Resultados encontrados através de testagens realizadas.

Fonte: Autores.

A zona que maior obteve areas contaminadas, foi a area externa de espera e a
recepcao, conforme grafico 1, devido ser o local com maior fluxo de pessoas e menor
desinfeccéo frequente. Mesmo na sala amarela havendo paciente positivado, todas as
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coletas realizadas no local foram negativas, devido as enfermeiras responsaveis realizarem
a higienizacdo dos locais toda vez ap6s de manuseados.

Amostras positivadas conforme area

25
8 2
21
ES 1
U oe=
== 0
=] - { - - o -
5 & Area Recepcao Consultério  Sala de Sala
B externa de coleta amarela
= espera

Ambiente Coletado

Figura 2. Amostras positivadas conforme area

Fonte: Autores.

Conforme a secretaria de satude do estado de Mato Grosso do Sul, a de desinfecc¢ao
recomendada para superficies de materiais como ago inoxidavel e plastico é através do
alcool 70%, ja para pisos deve ser utilizada a solugcdo de hipoclorito de so6dio a 1%, e a
limpeza deve ser através de pano Umido, para evitar a dispersao de poeira através da
varredura (MATO GROSSO DO SUL, 2020). No centro de triagem onde as amostras deste
estudo foram coletadas, as regras de desinfeccdo seguiam o mesmo critério.

Além da desinfecgao das superficies, a higienizagéo correta e frequente das méaos é
de extrema importancia, sendo considerada uma das medidas mais eficientes para evitar a
transmissao do SARS-Cov-2 (WHO, 2020). Todas as pessoas que circulavam no centro de
triagem, eram orientadas pelos profissionais de saude a realizar a desinfecg¢éo correta das
ma&os, sendo o alcool em gel 70% disponibilizado, porém, nem todas as pessoas seguiam
as orientacOes realizadas, favorecendo a disseminagdo e consequente propagag¢ao de
cepas e contaminantes.

Em outra pesquisa realizada por Bloise et al. (2020), foram coletadas 22 amostras
de superficies que eram utilizadas em um laboratério de microbiologia, que a preferéncia de
coleta foi no local onde eram realizados diagnosticos de SARS-Cov-2 durante a pandemia.
Dentre essas 22 amostras, quatro positivaram. As duas pesquisas realizaram a testagem
através do método considerado padréo ouro (RT-PCR), por identificar particulas do RNA
viral em superficies, comprovando que a transmissédo pode ser realizada por este meio,
considerando a forma e o intervalo de desinfeccéo. No centro de triagem, em funcéo da alta
demanda, a desinfeccao era realizada em periodos diferentes ou que havia possibilidade,
sendo que em alguns ambientes com o qual havia maior circulagdo, a realizagdo da
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desinfecgédo era prejudicada, o que pode ter determinado o alto indice de amostras positivas.

No estudo realizado por SEIF et al. (2021), foram analisadas 76 amostras de
superficies ambientais através da deteccao do RNA do virus. Estas amostras foram obtidas
em diferentes enfermarias de um hospital, sendo coletadas antes da desinfec¢éo realizada,
onde destas 76 amostras, 40 foram positivas. Em comparacdo com o estudo realizado
neste trabalho, foram coletados em pontos alternados do centro de triagem, concordando
com a metodologia acima. Assim, o nosso trabalho revelou que 6 amostras foram positivas,
utilizando uma metodologia semelhante.

No momento em que as coletas foram realizadas, a temperatura ambiente era de
20 graus, uma temperatura amena, que nao mostrou diminuicdo de carga viral devido a
temperatura, ja que o virus possui persisténcia diminuida em temperaturas elevadas. Por
outro lado, a baixa temperatura juntamente com baixa umidade, favorecem sobrevivéncia
do virus (TEIXEIRA; CARVALHO, 2020).

Em um estudo realizado referente a estabilidade de aerossobis e superficies do
SARS-Cov-1 em comparagdo com o SARS-Cov-2, a viabilidade dos dois virus foi maior
em superficies de acgo inoxidavel e plastico, em comparagcdo com demais materiais como
cobre e papeldo (DOREMALEN et al., 2020) Em comparacgéo com o estudo realizado, das
seis amostras positivadas, uma era de aco inoxidavel, e as outras cinco eram de plastico.
Tanto no plastico como no acgo inoxidavel, em temperaturas ambientes de 20 a 25 graus, o
virus permanece cerca de 3 dias (72h), sendo considerados os dois materiais que o virus
permanece por maior tempo.

O exame através do método RT-PCR é considerado muito sensivel e especifico, o
que minimiza a possibilidade de resultados falsos positivos e/ou negativos, podendo ser
obtido resultados fidedignos durante os trés estagios da doenca, que seria o periodo de
incubagéo assintomatica do virus (estagio 1), onde ha maiores chances do virus ndo ser
detectado, o periodo sintomatico ndo grave da doenca (estagio Il), mas ja com a presenca
do virus, e o periodo sintomatico respiratério grave (estagio lll), periodo onde possui
a maior carga viral. Neste estudo realizado, devido ter sido coletado de superficies ao
invés de material bioldégico, ndo houve o periodo de incubagdo, porém foram identificadas
amostras positivas devido este método identificar o RNA (acido nucleico do virus) e por isso
continua sendo considerado o método padréo ouro para diagnéstico (FIOCRUZ, 2020).

O teste de antigeno assim como os demais testes imunoldgicos, dependem da
reacao antigeno-anticorpo, o que pode variar de individuo para individuo, fazendo com
que apesar do teste ser util principalmente pelo seu tempo curto de realizagdo, ndo possui
a proximidade com o valor real necessario para ser utilizada como triagem de casos de
SARS-Cov-2. Desta forma, perante o estudo realizado onde todas as amostras obtiveram
resultado negativo através deste método, comprova-se que para coletas de superficie, o
mesmo nao é eficaz. Ja para coletas de material biolégico, 0 método antigeno possui um
melhor desempenho perante testes rapidos (imunocromatograficos), porém na fase inicial
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da doenca apresenta valor preditivo negativo inferior a 50%, confirmando a superioridade
do método RT-PCR (SBPC/ML, 2020).

41 CONCLUSOES

Estudos comprovam que a transmissdo de coronavirus pode ocorrer através de
superficies contaminadas e que a desinfeccdo correta e com frequéncia ocasiona a
inativacdo da particula viral, portanto, as rotinas de desinfec¢céo tanto de higiene pessoal
quanto de superficies, devem ser realizadas com de agua e sab&o ou alcool 70%, evitando
assim a propagac¢éao da doenca.

O método RT-PCR demonstra-se mais eficaz na detecgéo de cepas do SARS- Cov-
2 perante uma baixa carga viral, devido detectar a presenca de seu RNA. Sendo assim, o
teste de antigeno ndo se mostra eficaz perante a baixa carga viral.

A forma de rotatividade de funcionarios de equipe multidisciplinar por meio
de plantdes com cargas horéarias extensas perante uma pandemia pode prejudicar o
desempenho do profissional de saude, devido uma sobrecarga, fazendo com que alguns
descuidos acontecam perante a alta demanda e carga horaria realizada.

Resultados como esse abrem portas para a possibilidade de realizagéo de um teste
semelhante ao antigeno, com sensibilidade igual ao RT-PCR, para que se torne possivel a
identificacdo rapida de particula viral nas superficies, por meio de um teste que possibilite
o resultado em pouco tempo e preco mais acessivel para a populacéo e servicos de salde,
para que assim, possam ser monitorados quanto a transmissdo em um quadro parecido.
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RESUMO: O rebanho equino brasileiro é
composto aproximadamente de 5,5 milhdes
de cabecas, sendo o maior da América do
Sul, e como a criagdo desses animais a
pasto no pais é favorecida pela extensa
area de pastagens aliado ao clima tropical,
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ha maior desenvolvimento, ingestéo e infestacdo de endoparasitas pelos animais, que séo
responsaveis por diversos prejuizos. O ozénio utilizado funciona como agente terapéutico
em um grande numero de patologias, representar uma terapia natural e de baixo custo
quando comparado a outras drogas antiparasitarias possui poucas contraindicacdes e
efeitos secundarios minimos quando realizado na dosagem certa. Portanto, o objetivo desse
trabalho é testar foi avaliar a eficacia do uso do éleo de girassol ozonizado administrado via
oral em duas diferentes doses, comparando-se ao uso de vermifugo a base de ivermectina
e praziquantel, na redug@o da contagem de ovos de parasitas gastrointestinais na técnica
de OPG em equinos. O estudo envolveu 29 equinos, dividos em 4 grupos para receber
diferentes tratamentos, sendo G1- controle, G2- 8 ml 6leo de girassol ozonizado Ozo3® (20
microgramas /100 ml), G3- 10 ml 6leo de girassol ozonizado Ozo3® (20 microgramas /100
ml), G4- vermifugo (anti-helmintico Ivermic® equinos tenicida (ivermectina 1% e praziquantel
15%), na dose de 1,6 g/100 kg, e seguido o cronograma: Dia 0: OPG em todos os animais
para a divisdo dos grupos. Dia 7- Realizados os tratamentos nos animais seguindo o protocolo
de cada. Dia 14- Foram repetidos os exames de fezes (OPG) nos animais dos grupos de
estudo, e os resultados tabulados e avaliados. O tratamento com vermifugo (ivermectina 1%
e paraziquantel 15 %), foi mais efetivo na redu¢éo da carga parasitéria, mas o 6leo ozonizado
também se mostrou eficaz na reducdo da carga parasitaria, nas duas doses aplicadas, com
maior eficacia no G2 (10 ml).

PALAVRAS CHAVE: Oleo ozonizado, OPG, Helmintoses gastro-intestinais

INTEGRATIVE VETERINARY MEDICINE PROGRAM: EVALUATION OF
OZONATED OIL IN THE CONTROL OF VERMINOSES IN HORSES

ABSTRACT: The Brazilian equine herd is composed of approximately 5.5 million heads,
being the largest in South America, and as the creation of these animals on pasture in the
country is favored by the extensive area of pastures combined with the tropical climate,
there is greater development, ingestion and infestation of endoparasites by animals, which
are responsible for several losses. The ozone used works as a therapeutic agent in a large
number of pathologies, representing a natural and low-cost therapy when compared to other
antiparasitic drugs has few contraindications and minimal side effects when performed at
the right dosage. Therefore, the objective of this work is to test was to evaluate the efficacy
of the use of ozonized sunflower oil administered orally in two different doses, compared
to the use of dewormer based on ivermectin and praziquantel, in reducing the egg count of
gastrointestinal parasites in the OPG technique in horses. The study involved 29 horses,
divided into 4 groups to receive different treatments, being G1- control, G2- 8 ml ozonized
sunflower oil 0zo3® (20 micrograms /100 ml), G3- 10 ml ozonized sunflower oil Ozo3® (20
micrograms /100 ml), G4- anthelmintic (anthelmintic Ivermic® equine tenicide (ivermectin
1% and praziquantel 15%), at a dose of 1.6 g/100 kg, and followed the schedule: Day 0:
OPG in all animals for the division of groups. Day 7- The treatments were performed on the
animals following the protocol for each. Day 14- Feces examinations (OPG) were repeated
in the animals of the study groups, and the results tabulated and evaluated. The treatment
with vermifuge (ivermectin 1% and paraziquantel 15%), was more effective in reducing the
parasite load, but the ozonized oil was also effective in reducing the parasite load, in the two
doses applied, with greater effectiveness in G2 (10 ml).
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11 INTRODUGAO

Segundo a FAO e o IBGE o rebanho equino brasileiro € composto aproximadamente
de 5,5 milhGes de cabegas, sendo o maior da América do Sul e movimenta bilhGes ao
ano, e como a criagdo desses animais a pasto no pais é favorecida pela extensa area de
pastagens aliado ao clima tropical, h4 maior desenvolvimento, ingestdo e infestagdo de
endoparasitas pelos animais (MOLENTO, 2005).

Esses parasitas estdo presentes em praticamente todo territorio nacional e sdo
responsaveis por diversos prejuizos como: espoliacdo do sistema digestorio, reducéo de
peso, menor desenvolvimento, queda de imunidade, maior predisposi¢do a outras doencas
e parasitas, entre outros (COSTA, 2011).

O ozobnio utilizado funciona como agente terapéutico em um grande namero de
patologias, representa uma terapia natural e de baixo custo quando comparado a outras
drogas antiparasitarias possui poucas contraindicagbes e efeitos secundarios minimos
quando realizado na dosagem certa. (BOCCI,2000; SOUZA,2010) Além de ser um poderoso
agente oxidante, age na destruicdo de virus, bactérias, protozoarios e outros parasitas,
agindo nos constituintes da membrana citoplasmatica, nos sistemas enzimaticos e nos
acidos nucléicos dos microrganismos. (GONCALVES, 2003).

A propriedade antimicrobiana do ozénio é reconhecida desde a década de 1890,
quando foi observada sua capacidade de destruir bactérias durante o tratamento de
efluentes na Europa (Foundation. et al., 1991), desde entéo, a atuacao do ozdnio contra
diversos agentes microbianos vem sendo estudada até hoje, desde bactérias, fungos e
virus, protozoarios e parasitos de importancia em satde humana e animal, diversificando o
uso do ozoénio. (PANDISELVAM et al., 2018).

Na clinica veterinaria, a ozonioterapia € utilizada com significativa eficiéncia
no tratamento de diversas enfermidades, o aumento da imunidade e acdo antioxidante
no organismo, atuando em diversos agravos nos animais (BOCCI, 2009, 2011;
CARDOSO0,20009).

O objetivo do presente estudo, foi avaliar a eficacia do uso do 6leo de girassol
ozonizado administrado via oral em duas diferentes doses (8 e 10 ml), comparando-se ao
uso de vermifugo a base de ivermectina e praziquantel, na redugcéo da contagem de ovos
de parasitas gastrointestinais na técnica de OPG em equinos.

21 METODOLOGIA

O experimento foi realizado em Marilia- SP e Sorocaba-SP, durantes 0os meses
de margco a maio de 2022. As andlises parasitologicas foram realizadas no Laboratério
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de Parasitologia e Doencas parasitarias do Departamento de Ciéncias Agrarias da
Universidade Estadual do Norte do Parana-Campus CLM localizado em Bandeirantes- PR.

Imagem 1 e 2 — rebanho de equinos da cidade de Marilia — SP.

Participaram do estudo 29 equinos, de 2 centros de treinamento para 3 tambores,
com diferentes faixas etarias, sendo machos e fémeas atletas, com alimentagédo a pasto
complementada com ragéo, e que nao tiveram o uso de anti-helminticos no Ultimo ano
antes do inicio do experimento.

Foi coletada entdo a primeira amostra de fezes, e realizado o exame parasitologico
(OPG) para avaliar o estado geral dos animais. As amostras de fezes foram coletadas
dos animais diretamente da ampola retal, identificadas em sacos plasticos, conservada
em caixa de isopor com gelo até a chegada ao laboratorio, onde foi realizado o exame
parasitolégico através dos métodos de OPG e OoPG, utilizando-se a cAmara de McMaster,
para a contagem/ identificagdo dos ovos de parasitas. Apos a realizagédo do OPG, verificou-
se que o0s animais se encontravam infectados por parasitas gastro-intestinais.
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https://orgprints.org/id/eprint/24951/1/Silva,%20J.%20B.,%20Rangel,%20C.P._Monitoramento%20
das%20helmintoses%20gastrintestinais%20em%20rebanho%20leiteiro.pdf

Imagem 5 — Demonstragao da Técnica de OPG (A) maceracgao das fezes; (B) filtragdo; (C)
preenchimento da camara de MacMaster com auxilio de pipeta.

Os animais foram entéo divididos aleatoriamente em 4 grupos, para a realizagao dos
tratamentos, incluindo todas categorias, sendo 7 animais nos grupos 1,2 e 4, e 8 animais no
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grupo 3. Tratamentos: Grupo 1(G1): controle (sem tratamento), Grupo 2 (G2): 8 ml 6leo de
girassol ozonizado Ozo3® (20 microgramas /100 ml), Grupo 3 (G3): 10 ml 6leo de girassol
ozonizado Ozo3® (20 microgramas /100 ml), Grupo 4 (G4): vermifugo (anti-helmintico
Ivermic® equinos tenicida (ivermectina 1% e praziquantel 15%), na dose de 1,6 g/100 kg.

Cronograma realizado: Dia 0 - Realizado o exame de OPG em todos os animais (29
animais) para a divisdo dos grupos. Dia 7- Realizados os tratamentos nos animais seguindo
o protocolo de cada grupo (G1, G2, G3 e G4). Dia 14- Foram repetidos os exames de fezes
(OPG) nos animais dos grupos de estudo, e os resultados tabulados e avaliados.

Imagem 6 e 7 — Admnistracdo de vermifugo de 6leo de girassol ozonizado via oral.

Os resultados foram tabulados no software Microsoft Office Excel 365. Para analise
de variancia, foi utilizado o programa ANOVA, seguido de um teste a posteriori de Tukey,
apos confirmar que os dados apresentavam normalidade.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel observar (figura 1), que houve redugdo na média da quantidade de ovos
encontrada na contagem por OPG, nos grupos 2, 3 e 4, comparando-se antes e apos dos
tratamentos aplicados, no grupo controle (sem tratamento) houve um aumento na contagem
do OPG. Observou-se uma diminuicdo mais acentuada no grupo que recebeu vermifugo
(G4), ambos os grupos (G2 e G3) que receberam 06leo ozonizado tiveram diminuicdo na
contagem de OPG, mas a média do G2 (10 ml) apresentou resultados melhores, com uma
reducao maior na contagem de OPG que o G3 (8 ml).
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Grafico 1- Média do nimero de parasitas por grupo antes e depois do protocolo

De acordo com Molento (2005), a Gltima década demonstrou uma redug¢do na
efetividade em drogas antiparasitarias, se tornando um sério problema devido a resisténcia
parasitaria, que seleciona individuos resistentes, e elimina a popula¢do mais suscetivel por
fator de presséo seletivo dos componentes anti-helminticos, justificando a necessidade de
encontrar alternativas para a resisténcia como o éleo de girassol ozonizado via oral, que
se torna uma possibilidade de baixo custo e facil manejo, a aplicagéo oral foi realizada no
presente estudo, de forma a facilitar o manejo e aplicacéo.

O ozbnio pode atuar contra os parasitas apresentando efeito oxidante na membrana
de revestimento dos ovos de helmintos, promovendo hidrélise de proteinas presentes na
membrana dos ovos de helmintos, promovendo a ruptura e evitando a ecloséo dos ovos dos
parasitas em até 90 %, 0 que torna o 6leo promissor no controle de parasitas (VELASQUES
et al., 2004).

Imagem 8 e 9 — ovos de helmintos encontrados nas fezes dos animais.

Um estudo realizado por Souza, et al (2010), verificou a eficacia da utilizacdo de

ozonio via retal como alternativa de tratamento helmintico.
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No presente estudo também foram verificadas diminui¢cbes das quantidades de ovos
de parasitas nas fezes, nas dosagens de 8 ml (0,01ml/kg), sendo que na dosagem de 10
ml (0,02 mi/kg) teve maior eficacia com redugéo na quantidade de ovos de 1500 para 1000
ovos por grama, na dosagem de 10 ml (0,02 ml/kg em média) (figura 1).

O tratamento com vermifugo (ivermectina 1% e paraziquantel 15 %), foi mais efetivo
na reducdo da carga parasitaria, mas o 6leo ozonizado também se mostrou eficaz na

reducdo da carga parasitaria, nas duas doses aplicadas, com maior eficacia no G2 (10 ml).

41 CONCLUSOES

Embora tenha proporcionado uma menor diminuicdo na contagem de OPG (carga
parasitaria) que o vermifugo a base de ivermectina e praziquantel, o 6leo ozonizado,
demonstrou uma boa efetividade, e pode ser promissor no controle de parasitas.

Os resultados demonstram que seriam necessarios mais estudos sobre os efeitos
do 6leo ozonizado, e novas doses devem ser testadas, para verificar sua eficacia, para que

se torne uma alternativa viavel para o controle de parasitas gastro-intestinais em equinos.
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RESUMO: A suinocultura no Brasil tem
grande importancia no cenario mundial,
sendo o sistema intensivo a principal forma
de criacdo de suinos no pais. Contudo,
ha também os sistemas de criagdo semi-
intensivo e extensivo e, devido ao contato
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dos suinos com a terra, aliado ao clima tropical do pais, os desafios relacionados ao controle
de parasitas gastrointestinais sdo maiores. Dessa forma, esse trabalho visa avaliar a eficacia
do 6leo de girassol ozonizado oral como tratamento para reducdo desses parasitas em
suinos, comparando-o com um vermifugo convencional, visto que a ozonioterapia é eficaz
para tratar diversas patologias, incluindo infec¢bes parasitarias. A pesquisa foi realizada
em quatro propriedades produtoras de suinos, coletando fezes de 93 animais para analise
parasitolégica. Entretanto, apenas uma das propriedades apresentou suinos com carga
parasitaria consideravel permitindo a realizacdo da pesquisa. Os suinos foram divididos em
grupos com diferentes tratamentos, incluindo controle, 6leo ozonizado, vermifugo e uma
combinagdo de ambos. A pesquisa envolveu a coleta de fezes em diferentes momentos e
a analise estatistica dos resultados. Os grupos tratados com 6leo ozonizado e o vermifugo
apresentaram reducgbes significativas na carga parasitaria, especialmente quando
combinados, desse modo, os resultados obtidos evidenciam a eficacia do 6leo ozonizado no
controle de parasitas gastrointestinais em suinos. No entanto, mais estudos séo necessarios
para determinar as doses e os intervalos de aplicac¢éo ideais para obter melhores resultados.
PALAVRAS-CHAVE: Ozonioterapia, helmintos, OPG.

EFFECT OF THE USE OF ORAL OZONIZED OIL IN SWINE ON THE CONTROL
OF GASTROINTESTINAL PARASITES

ABSTRACT: The swine farming industry in Brazil holds significant global importance, with
intensive farming being the primary method of swine production in the country. However,
there are also semi-intensive and extensive farming systems, and due to swine’s contact with
the soil combined with the country’s tropical climate, challenges related to gastrointestinal
parasite control are greater. Thus, this study aims to assess the efficacy of orally administered
ozonized sunflower oil as a treatment for reducing these parasites in swines, comparing
it with a conventional dewormer, given that ozone therapy is effective in treating various
pathologies, including parasitic infections. The research was conducted on four swine-
producing properties, collecting feces from 93 animals for parasitological analysis. However,
only one of the properties had swines with a considerable parasitic load, allowing the research
to proceed. The swines were divided into groups with different treatments, including control,
ozonized oil, dewormer, and a combination of both. The research involved feces collection at
different time points and statistical analysis of the results. The groups treated with ozonized oil
and the dewormer showed significant reductions in parasitic load, especially when combined.
Thus, the obtained results highlight the efficacy of ozonized oil in controlling gastrointestinal
parasites in swines. However, further studies are necessary to determine the ideal dosages
and application intervals to achieve better results.

KEYWORDS: Ozone therapy, helminths, EPG.

11 INTRODUGAO

A suinocultura no Brasil tem grande importancia no cenario mundial, sendo o 4°
maior produtor e o 4° maior exportador de carne suina (ABPA, 2020).
Devido ao grande volume de carne necessario para suprir 0 mercado global,
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a criagdo intensiva é predominante, esse sistema visa a maior produgcdo possivel,
garantindo alimentacdo balanceada, higiene e vacinas e deve-se sempre pensar e levar
em consideracdo o bem-estar animal (SILVEIRA, 2016).

Dessa forma, embora também ocorram problemas no controle de parasitas na
criacao intensiva, nesse sistema os suinos encontram-se restritos em granjas e ndo tem
contato direto com a terra (SILVEIRA, 2016).

Sendo assim, se no sistema intensivo houver uma adequada limpeza e desinfec¢éao
das instalagdes, um bom manejo de maneira geral, além do controle de roedores e telas
impedindo a entrada de aves, € muito mais facil de se estabelecer um controle dos helmintos,
fazendo com que ndo tenham grande expressividade e ndo tragam muitos prejuizos a
esses animais (EMBRAPA, 2003).

No sistema de criagdo extensivo ou semi-intensivo, devido ao contato dos suinos
com a terra, aliado ao clima tropical do pais, ha maiores chances de desenvolvimento,
ingestéo e infestacao de endoparasitas pelos animais (SEBRAE, 2014).

Os parasitas gastrointestinais causam danos ao sistema digestério, provocam
a reducao de peso, um menor desenvolvimento, a queda de imunidade e uma maior
predisposicao a outras doengas e parasitas, sendo necessario um controle e tratamento
com antiparasitarios constante (MACHADO et al, 2022).

A ozonioterapia se mostra eficiente no tratamento de diversas patologias de
origem inflamatoria, infecciosa e isquémica. A administracao intra-retal de ozdnio em cées
portadores de leishmaniose promove melhora significativa da funcéo renal (MODA et al.,
2014).

Resultado semelhante é observado em cdes com erliquiose, que receberam a
auto-hemoterapia com o0zbnio, havendo ainda uma resposta positiva sobre os parametros
hematologicos (GARCIA et al., 2010).

A ozonioterapia se mostrou eficiente como cicatrizante e antisséptico local no
tratamento de feridas de pele, neoplasias, processos inflamatoérios crénicos, como Ulceras
e inflamacgdes intestinais, problemas circulatérios e doengas causadas por virus, como
hepatite e herpes (BOCCI, 2011).

Observa-se que a ozonioterapia, além de contribuir na melhora da imunidade, tem
acao antioxidante no organismo, possui um baixo custo, poucas contraindica¢des e efeitos
colaterais minimos quando administrada na dosagem correta (SOUZA, 2010).

O ozbnio tem a capacidade de causar estresse oxidativo momentaneo, que
produz espécies reativas de oxigénio e produtos lipidicos oxidantes. Essas moléculas
sao responsaveis por estimular a angiogénese, neovascularizagao, inibicdo de apoptose,
aumento de citocinas pro-inflamatorias, alteracéo dos processos metabolicos e ativagao do
fator nuclear KB (FNKB) (BOCCI, 2011).

Além de destruir virus, bactérias, protozoarios e outros parasitas, agindo nos

constituintes da membrana citoplasmatica, nos sistemas enzimaticos e nos acidos nucleicos
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dos microrganismos. (GONCALVES, 2003).
O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia do 6leo de girassol ozonizado oral
na reducdo dos parasitas gastrointestinais em suinos, além de avaliar outros beneficios

que podem ser trazidos aos animais.

21 METODOLOGIA

Foram selecionadas quatro propriedades produtoras de suinos, para que
pudesse ser realizada a pesquisa, durante os meses de junho a setembro de 2022. Das
propriedades, trés eram no norte do Parana (Bandeirantes — PR) e uma no interior de Sao
Paulo (Piracicaba — SP), sendo trés delas de sistema intensivo e uma de semi-intensivo.

Foram coletadas fezes de 93 animais, referentes a 10% do total dos animais
presentes nas quatro propriedades, de acordo com Roepstorff; Nansen et al.1998. Foi
realizado o teste de OPG (contagem de ovos por grama de fezes) para avaliacdo da carga
parasitaria.

Os animais apresentavam diferentes faixas etarias e diferentes tipos de alimentacéo,
sendo os suinos do sistema intensivo alimentados por ragédo (balanceada conforme a
necessidade nutricional) e os do sistema semi-intensivo alimentados com ragéo, com
acesso a pasto, alimentos de origem vegetal (verduras, legumes) e soro de leite.

Os animais ndo haviam recebido tratamento antiparasitario no ultimo ano antes do
inicio do experimento. A primeira amostra de fezes foi coletada e foi realizado o exame
parasitolégico OPG (ovos por grama de fezes) e OOPG (oocistos por grama de fezes) para
avaliar o estado geral dos animais.

Os materiais (fezes) coletadas foram analisados no Laboratério de Parasitologia e
Doencas Parasitarias do Departamento de Ciéncias Agrarias da Universidade Estadual do
Norte do Parana — Campus Luiz Meneghel, localizado em Bandeirantes — PR.

Somente foram encontrados parasitas em quantidade suficiente para que pudessem
ser testados os tratamentos na propriedade de regime semi-intensivo (figuras 1 e 2), com
acesso a pasto, em Bandeirantes, que foi a propriedade escolhida para desenvolvimento
da pesquisa.

Foi realizada a primeira coleta de amostras de fezes para processar o exame de OPG
e OOPG dos parasitas antes da realizagdo dos tratamentos, para auxiliar na distribuicao
dos animais nos grupos.

Para a realizagédo da pesquisa, na fazenda escolhida, os animais foram divididos em
grupos e distribuidos de forma homogénea: animais adultos e jovens, machos e fémeas,
com diferentes cargas parasitarias, de forma a homogeneizar os grupos experimentais.

Os animais foram divididos em 4 grupos com os seguintes tratamentos:
+  Grupo 1 (7 animais): Controle (sem nenhum tratamento);

+  Grupo 2 (7 animais): Oleo de girassol Ozonizado (0,22mL/kg para animais adul-
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tos e 0,11mL/kg para leitdes);

+  Grupo 3 (8 animais): Vermifugo Ripercol ® L (Cloridrato de Levamisol 7,5%) —
(1mL/20kg de peso vivo);

- Grupo 4 (8 animais): Oleo Ozonizado (0,22mL/kg para animais adultos e
0,11mL/kg para leitdes) e Vermifugo — Ripercol ® L (Cloridrato de Levamisol
7,5%) — (1mL/20kg de peso vivo) associados.

Tratamentos realizados:

Tratamento 1 - Apo6s a divis@o dos grupos, foi realizada a coleta de fezes antes
do primeiro tratamento ser aplicado nos quatro grupos. Passado um intervalo de 15 dias
foi realizada a segunda coleta das fezes de todos os grupos, realizando a contagem
OPG e OOPG (contagem de ovos e oocistos) dos parasitas gastrointestinais dos suinos
amostrados utilizando a cAmara de McMaster para contagem e identificagcdo dos ovos de
parasitas.

Tratamento 2 - Apbs 30 dias os procedimentos foram repetidos, foi realizada a
primeira coleta de fezes antes dos tratamentos nos quatro grupos e realizada a segunda
coleta de fezes ap0s 7 dias dos tratamentos para realizacao de contagem de OPG e OOPG.

Os resultados foram tabulados no software Microsoft Office Excel 365. Uma
analise de variancia, ANOVA, foi utilizada seguido de um teste a posteriori de Tukey, apds
certificagcdo que os dados apresentavam normalidade.

PR T

Figura 1 — Criacdo semi-intensiva de suinos Figura 2 — Suinos em criagéo semi-intensiva em

Fonte: MARCIO, Julia Diehl (2022). contato direto com ave
Fonte: MARCIO, Julia Diehl (2022).
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Figura 3 — Coleta em suino Figura 4 — Coleta em suino

Fonte: MARCIO, Julia Diehl (2022). Fonte: MARCIO, Julia Diehl (2022).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quatro propriedades foram visitadas, considerando que um maior nUmero de animais
poderia gerar um resultado mais significativo, mas apenas uma delas, a que apresentava
regime semi-intensivo, apresentou individuos parasitados, permitindo, entdo, a realizacao
da pesquisa.

Difrarsa ra Gubniacs DPGAOORS entve coitar
< o Cuonizaco « Vermihugo
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Coleta 1 (c1) e Colota 2 (c2)

Figura 5 — Grafico do Tratamento 1 - Diferencas das médias de OPG/OOPG para os grupos de
tratamento, evidenciando a evolugéo entre coletas do Tratamento 1 (coleta 1 antes dos tratamentos,
coleta 2 ap6s os tratamentos)

Fonte: MARCIO, Julia Diehl (2022).
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Figura 6 — Grafico do Tratamento 2 - Diferengas das médias de OPG/OOPG para os grupos de
tratamento, evidenciando a evolugéo entre coletas do Tratamento 2 (coleta 3 antes dos tratamentos,
coleta 4 apés os tratamentos)

Fonte: MARCIO, Julia Diehl (2022).

No tratamento 1, houve um intervalo de 15 dias, e ndo de 7 dias como estava
previsto, devido as condi¢des climaticas desfavoraveis com muitas chuvas, o que dificultava
no manejo destes animais do sistema semi-intensivo.

O grupo G1 (controle), manteve uma média parasitaria constante, uma vez que os
animais ndo receberam nenhum tratamento. Nos grupos G3 e G4 houve queda nas médias
parasitarias, evidenciando o potencial do vermifugo nesta redugéo e, com a administragédo
do vermifugo e 6leo ozonizado associados, a reducéo foi ainda mais evidente, indicando
um sinergismo entre eles.

No grupo G2 (6leo ozonizado) do tratamento 1, o crescimento da média parasitaria
da coleta inicial para final poderia ser justificado pelo intervalo do tratamento prolongado de
2 semanas entre as aplicagbes (provocado pelas condi¢des climaticas desfavoraveis), no
qual a acao do 6leo ozonizado ndao se mostrou eficiente no controle parasitario, inferindo
que se fosse testado um intervalo menor entre os tratamentos, a agéo do 6leo ozonizado
poderia ter maior eficiéncia.

No tratamento 2, no grupo G1 (controle), houve aumento da carga parasitaria,
que também poderia ser esperado, ja que nao houve tratamento. No grupo G2 (6leo
ozonizado), com o intervalo de uma semana, mostrou-se eficiente, inferindo-se que com
intervalo semanal o 6leo conseguiu reduzir a carga parasitaria. Nos grupos G3 e G4 houve
queda proporcional nas médias parasitarias: tanto no G3 (vermifugo) considerando que a
concentracdo plasmatica do vermifugo ainda se mantinha, quanto no G4 (vermifugo + 6leo
ozonizado), em que a redugao da carga foi proporcional a G3.

Os principais parasitas encontrados nas fezes dos suinos foram: oocistos de
Coccideo - 48,95% (figura 7) e ovos do tipo Estrongilideo - 29,37% (figura 8), totalizando
cerca de 78% dos parasitas encontrados. Os demais foram: ovos de Strongyloides ransomi
- 10,49% (figura 9), ovos de Trichuris suis - 9,79% (figura 10) e ovos de Ascaris suum -
1,4% (figura 11).
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Parasita_____IN__%

Oocistos de Coccideo 70 48,95
Ovos do tipo Estrongilideo 42 29,37
Strongyloides ransomi 15 10,49
Trichuris suis 14 9,79
Ascaris suum 2 1,40

Tabela 1 — Principais parasitas encontrados

Fonte: MARCIO, Julia Diehl (2022).

O efeito esperado a ac¢édo do 6leo ozonizado, seria a diminuicdo da carga parasitaria,
pois o 6leo + O3 produz efeito oxidante na membrana de revestimento dos ovos de
helmintos, o que causaria a hidrélise de proteinas presentes na membrana dos ovos e,
consequentemente, iria promover a sua ruptura. Além de ser eficiente em impedir a ecloséo
dos ovos em até 90%, o 6leo ozonizado pode ser promissor no controle de parasitas, como
foi observado no trabalho de Velasques et al (2004).

Entéo, pode-se inferir que o tratamento com ozonioterapia, através da aplicacao
oral dos 6leos ozonizados, com doses maiores as testadas nesta pesquisa e com menores
intervalos de aplicagdo, poderia atuar com mais eficiéncia no controle de parasitas
gastrointestinais.

-
4
Figura 7 — Oocistos de Figura 8 — Ovos do tipo Figura 9 — Ovo de Strongyloide
Coccideos Estrongilideo ransomi
Fonte: MARCIO, (2022). Fonte: MARCIO, (2022). Fonte: MARCIO, (2022).
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Figura 10 — Ovo de Trichuris suis Figura 11 — Ovos de Ascaris suum
Fonte: MARCIO, (2022). Fonte: MARCIO, (2022).

41 CONCLUSOES

Embora a quantidade de animais amostrados seja relativamente pequena, foi
possivel a obtencéo de resultados promissores.

Dessa forma, pode-se concluir que o 6leo ozonizado teve eficacia no controle
de parasitas gastrointestinais em suinos, evidenciado no tratamento 2, considerando a
diminuicdo das médias de ovos e oocistos nas fezes apos tratamento. Contudo, mais
estudos sé@o necessarios para a determinacdo das doses de 6leo ozonizado e do niUmero
de aplicagbes mais eficazes para a obtencao de melhores resultados.
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CAPITULO 5

CROMOMICOSE PODAL: UM RELATO DE CASO
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RESUMO: O presente estudo tem o objetivo
de descrever um relato de caso de um
paciente com cromomicose podal internado
do Hospital CEMETRON. Trazendo a
epidemiologia, sintomas e outros pontos
importantes  relacionado a  doenga,
evidenciando o contexto clinico e resolugéao
do caso, com o objetivo de contribuir com
uma reviséo e dados clinicos sobre a
doenca. Beneficiando pacientes futuros
com um adequado tratamento e atualizagao
do tema, aprofundando os estudos sobre o
tema.

ABSTRACT: The present study aims to
describe a case report of a patient with foot
chromomycosis admitted to CEMETRON
Hospital. Bringing the epidemiology,

Data de aceite: 02/10/2023

symptoms and other important points
related to the disease, highlighting the
clinical context and resolution of the case,
with the aim of contributing with a review and
clinical data about the disease. Benefiting
future patients with an adequate treatment
and updating of the subject, deepening the
studies on the subject.

11 INTRODUGAO

Acromomicose, comumente referida
como cromoblastomicose, trata-se de uma
doenca fungica polimorfa e apresentam-se
como uma micose de evolugdo cronica,
granulomatosa, que acomete a epiderme, a
derme e o tecido subcutaneo. Essa doenga
acontece principalmente em homens, na
faixa etaria de 30 a 50 anos, trabalhadores
rurais (CORREIA et al., 2010). acomete a
epiderme, a derme e o tecido subcutaneo,
por se tratar de uma doenca fungica,
na qual, o fungo &€ comumente achado
na natureza nas plantas e no solo, e se
inserido no organismo por meio de traumas
ou ferimentos, a mesma vem acometendo
muitos trabalhadores rurais, em especial,
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por falta de protecéo e exposicao continua, sendo habito do agricultor trabalhar diretamente
na terra, descalco ou utilizando sandalias e, freqientemente, de calgcas arregacadas,
facilitando o contagio (ALMEIDA et al., 2014; PORTO; SOUZA, 2016).

A doenca se caracteriza por apresentar lesdes nodulosas e placas verrucosas
que podem ulcerar, e levar a infecgdo secundaria, linfedema, elefantiase e até carcinoma
espinocelular (OLIVEIRA, 2018). Os possiveis agentes etiol6gicos séo leveduras negras
que habitam o solo e vegetais (fungos geofilicos), sendo o principal causador, o fungo
Fonsecaea pedrosoi, por isso, € comum chamarem “doenca de Fonseca” ou “doenca de
Pedroso” (VERRINDER VEASEY et al., 2017).

O estudo busca apresentar um relato de caso clinico de um paciente que apresenta
cromomicose, 0s exames aplicados para diagnosticar a doenca e o tratamento mais
adequado para esta enfermidade. Ao analisar o caso clinico, pode-se identificar e discriminar
dados a respeito da situagédo satde/doenga da paciente, por meio de um estudo descritivo,
no qual abordam-se alguns aspectos tedricos e praticos relacionados a identificacdo de
diagnosticos.

O presente estudo faz-se importante, pois, a cromomicose ndo € uma doenca de
notificagdo compulséria, logo, os dados epidemiolégicos sdo poucos conhecidos e a doenga
€ pouco divulgada. Todavia, de acordo com Porto e Souza (2016), ainda € uma doenca
fungica presente, sobretudo na populagéo rural brasileira. Desta forma, apresenta-se esse
relato de caso, contribuindo assim, com literatura médica concernente a cromoblastomicose.

Dentre as profissées, de acordo com Filho ele Al. (2020) e Oliveira (2014), os
agricultores sdo os mais atingidos por micoses subcutaneas, visto que o ambiente de
trabalho em que se encontram possuem maior probabilidade de sofrerem trauma e assim
facilitar a inoculagéo do fungo no organismo. Associado a isso, fatores socioecondmicos
podem influenciar na dificuldade de acesso a atendimento médico especializado.

21 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho sera relatar um caso clinico de cromomicose podal em
membro inferior de um paciente do sexo masculino e, discutir diagnosticos e métodos
terapéuticas empregadas através de um estudo descritivo, onde foi acompanhado a
evolugdo e tratamento da doenca, trazendo assim uma contribuicdo cientifica para o
tema, visto que € uma doenca pouco conhecida na populagéo e de dados epidemioldgicos

€SCassos.

31 OBJETIVO ESPECIFICO

. Descrever o perfil da doenca;
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»  Apontar os aspectos clinicos evidenciados no atendimento ao paciente;
+  Apresentar os achados histologicos;
. Revisar a conduta terapéutica do caso;

+  Comentar a evolugéo do paciente.

41 MATERIAL E METODOS

Os dados do relato de caso foram coletados no Centro de Medicina Tropical de
Rondb6nia através do professor Elton Bill. O método de diagnéstico utilizado foi exame
micolégico direto baseado na amostra das escamas epidérmicas das lesbes. O exame
micologico foi realizado com hidroxido de potassio (KOH) para fornecer visualizacao de
estruturas leveduriformes ou filamentosas nos tecidos, além de particulas fungicas tipicas

da patologia do paciente.

4.1 Critérios de incluséao:

Paciente de area rural;
4.2 Critérios de exclusao:

Criancas, mulheres;
4.3 Riscos

Ha riscos minimos quanto ao vazamento de informagdes e quanto ao sigilo e
confidencialidade dos dados durante a coleta das variaveis: idade, género, profisséo,
localizagdo da lesdo e qual a respectiva micose nos livros de registro do Laboratério de
Micologia Médica. No entanto, € assegurado o anonimato do participante, inclusive no caso
de uso das imagens de leséo.
4.4 Beneficios

N&o ha beneficios diretos ao participante da pesquisa além do diagnéstico correto do
caso suspeito de infeccéo fangica, que é feito de rotina independentemente da realizacéo
da pesquisa. Mas ha beneficios indiretos ao contribuir para o perfil epidemiolégico de casos
de infecgbes fungicas de pacientes de Rondo6nia desde a implantagdo desse servico no
CEPEM (que ocorreu em 2010).
4.5 Metodologia de analise dos dados

Serdo descritos os métodos de coleta para avaliar as escamas epidérmicas da
leséo, seguido de achados microscopicos e por fim, descricdo da escolha terapéutica bem

como o0 andamento do tratamento.
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4.6 Metodologia de coleta de dados:

4.7 Cronograma
Coleta de dados e termo do aceite do paciente ocorreu dia 20.03.2023
4.8 Orcamento

O presente estudo ndo acarretara custos de pesquisa.

51 CASO CLIiNICO

5.1 Descricao da paciente

Paciente do género masculino, agricultor, residente na cidade de Sdo Miguel do
Oeste em Rondbnia, 53 anos, O paciente relata o aparecimento das lesées no ano de
2007, nao procurando servico médico de imediato. Relatou que com o passar dos meses as
lesbes evoluiram, com aumento do didametro e surgimentos em novas regides podais. Um
ano ap6s apoés o surgimento de lesdes, em 2008, procurou uma clinica dermatoldgica na
cidade em que reside e foi diagnosticado com cromoblastomicose podal, apesar disso, ndo
prosseguiu com o tratamento. No ano de 2023 o paciente procurou o Centro de Medicina
Tropical de Rondénia, CEMETRON e o mesmo foi encaminhado para o laboratério de
Micologia Médica do Centro de Pesquisa em Medicina Tropical em Porto Velho, Rondbnia
para realizacao de exame micolégico.

5.2 Antecedentes

Paciente com histéria familiar negativa para cromomicose. Informou que a doenca
iniciou-se ha dezesseis anos, com pequenos nodulos que evoluiram para lesdes verrucosas,
de forma progressiva e lentamente, sem dor. As dificuldades financeiras do paciente em
dispor de transporte para acompanhamento médico retardou por anos a procura pelo
tratamento.

No exame fisico a paciente encontrava-se em regular estado geral, apresentava
placas verrucosas de aspecto tumoral popularmente conhecida como aspecto de couve-
flor, sem ulceragéo dor e prurido (figura 1).
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Figura 1: Membro inferior afetado com placas verrucosas

Fonte: Elton Bill

5.3 Exames complementares

Foi realizado exames de rotina, como hemograma e o exame micoldgico direto. O
exame microscopico direto trata-se de um exame simples, baseado na anéalise da amostra
das escamas epidérmicas das lesdos (FISHER; COOK, 2001). O exame micolégico foi
montado com hidréxido de potassio (KOH) para visualizar estruturas filamentosas ou
leveduriformes nos tecidos, bem como outros elementos fungicos tipicos que permitem
definir a infecgdo fungica ou o diagnostico presuntivo de sua etiologia. Lamentavelmente
resultados falso-negativos podem ocorrer, haja vista que, ha casos que as amostras contém
uma quantidade pequena de estruturas flngicas, dificultando a microscopista de observar
essas estruturas e diferencia-las dos elementos determinados pela a¢do do hidroxido de
potassio em materiais proteinaceos (BRASIL, 2003).

Neste viés, a fim de precisar o diagnéstico, poderia ter sido realizado realizado
simultaneamente ao exame micolégico direto o exame de cultura, que consiste em analisar
amostras semeadas em sete pontos equidistantes na superficie do meio de cultura agar
Saboraud adicionado de 50 mg/I de cloranfenicol contido em placas de Petri, mantidas a
temperatura ambiente (TA = 28°C a 30°C) e o crescimento acompanhado por um periodo
de 7 a 15 dias. A medida que se desenvolviam colénias fungicas, elas eram purificadas e
identificadas (ALMEIDA, 2017).
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61 RESOLUCAO DO CASO

As placas verrugosas no membro inferior direito caracteriza um possivel caso
de cromomicose. Com o resultado do exame micolégico direto foi possivel confirmar
a cromomicose. O exame clinico e micologico direto evidenciou estruturas fangicas
denominadas de corpus fumagoides.

Figuras 2 e 3: Imagens do Exame Micologico direto

Fontes: Elton Bill

A cromomicose é uma doenga granulomatosa, apresentando assim achados
peculiares no exame histopatolégico, segundo Correia et al., (2010, p. 450). Se tivesse sido
realizada a Cultura em meio Sabouraud na micromorfologia poderia ter sido identificado o
agente etiologico.

A conduta terapéutica basica consiste no uso de antifingicos orais (itraconazol,
terbinafina, cetoconazol e anfotericina B). O doente iniciou tratamento, fazendo uso de
Itraconazol 200 mg/dia VO. O paciente vem demonstrando boa resposta clinica a terapia
medicamentosa e atualmente encontra-se em acompanhamento ambulatorial. O paciente
recebeu orientagdo para manter acompanhamento periodico, a fim de verificar as resposta
da terapia medicamentosa.
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RESUMO: Mesmo com as modernizagbes
e avancgos de tecnologia, a biotecnologia
encontra desafios para serem implantadas
e disseminadas entre 0 ramo comercial.
Um desafio a industria da biotecnologia
sé@o as operacgOes de destilacdo, pois elas
incidem significativamente no custo de
produtos, por exemplo. Sendo assim, o
presente trabalho busca elucidar a relagdo
entre a manipulacdo e uso de enzimas
para a industria alimenticia. Tais proteinas
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cataliticas podem ser usadas com relagdo
com compostos proteicos na biosseguranca
de alimentos. Com mais recomendagoes
de uso e mais testes, novas aplicacoes
puderam ser analisadas. A busca por
compostos naturais que reduzam a
degradacdo dos alimentos, promovam
maior biosseguranca e que ndo afetem
negativamente os alimentos surgiram. Como
um dos principais métodos analisados, 0s
efeitos antibidticos de enzimas ocorrem por
interacéo do composto com os fosfolipidios
da membrana plasmatica. Desta forma
assim, enzimas podem ser utilizadas
nas segurancas de alimentos, evitando
contaminacdo e um maior aproveitamento
para consumo.

PALAVRAS-CHAVE:
biosseguranca.

Enzima, industria,

ABSTRACT: Even with the modernization
and advances in technology, biotechnology
faces challenges to be implemented and
disseminated among the commercial sector.
A challenge for the biotechnology industry
is the distillation operations, as they have
a significant impact on the cost of products,
for example. Therefore, the present work
seeks to elucidate the relationship between
the manipulation and use of enzymes for the
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food industry. Such catalytic proteins can be used in connection with protein compounds in
food biosafety. With more usage recommendations and more tests, new applications could be
analyzed. The search for natural compounds that reduce food degradation, promote greater
biosecurity and that do not negatively affect food has emerged. As one of the main methods
analyzed, the antibiotic effects of enzymes occur through the interaction of the compound
with the phospholipids of the plasmatic membrane. In this way, enzymes can be used in food
safety, avoiding contamination and greater use for consumption.

KEYWORDS: Enzyme, industry, biosecurity.

11 INTRODUGAO

Diversos processos biotecnolégicos historicamente vém sendo utilizados na
producéao de diversos produtos, principalmente alimentos, desde a mais remota antiguidade.
Os registros historicos fazem referéncia ao preparo de bebidas fermentadas a partir de
cereais na Babil6nia e no Egito (8.000 a 6.000 anos a.C.), a produgéo de pao, utilizando
fermentos, no Egito (4.000 anos a.C.) e a produgao de vinhos na Grécia (2.000 a.C.).

A Biotecnologia no atual momento da histéria humana, encontra muitas aplicacoes
importantes nas areas de agricultura, pecuaria, saude, preservacdo do meio ambiente e
industria. Borzani, (2001), em seu capitulo “Engenharia Bioquimica: uma aplicagéo suis
generis da engenharia quimica” lembra do impacto para esse tema ocorrido na segunda
guerra mundial com a producdo de penicilina em escala industrial, provando com dados
historicos a importancia do tema mesmo decorridos mais de meio século.

Um desafio a indUstria da biotecnologia séo as operagdes de destilagédo, pois elas
incidem significativamente no custo do produto, em virtude da energia necessaria para a sua
execugdo, sendo que estas operagdes de recuperagao do produto podem ser responsaveis
por 50 a 70% do custo do produto.

Sobre a origem dos isolamentos de microrganismos, ha fontes distintas, tanto de
culturas comerciais ou advinda de recursos naturais, tais como solo, agua, plantas etc.,
sempre foi uma atividade de grande importancia para a obtengdo de novas linhagens de
interesse industrial. A maioria das grandes empresas como por exemplo as produtoras
de antibiéticos, ou enzimas, mantém programas de isolamento de linhagens de recursos
naturais, justamente com o objetivo de incrementar a producéo de certos produtos, ou com
0 objetivo de encontrar linhagens produtoras de novos antibiéticos. Assim também pode ser
aplicado as diversas linhagens de interesse da indUstria na area da biotecnologia.

Os fragmentos de DNA podem ser introduzidos por meio dos plasmideos como
vetores, permitido a obtencédo de células alteradas geneticamente. Por esse mecanismo
a area biotecnoldgica pode explorar esse campo e desenvolver compostos que tenham
interesse nas diversas areas de aplicacéo.

Dentre as diversas éareas de importdncia para a humanidade a seguranca
alimentar constitui-se uma necessidade prioritaria conforme elencado pelos governos
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bem como organismos internacionais como a OMS. As Doencas de Transmisséo Hidrica e
Alimentar (DTHA), s&o as sindromes causadas por cerca de 250 microrganismos que sao
contaminantes de alimentos e agua, usando os mesmos como veiculo de infecgédo para o
organismo humano (BRASIL, 2021).

Segundo a Organizacao Mundial de Satude (OMS), cerca de 600 (seiscentos) milhdes
de pessoas contraem doengas transmitidas por alimentos e 4gua (DTHA) contaminados
por ano, o que representa para a instituicdo que 1 (um) em cada 10 (dez) habitantes do
planeta sofreram algum tipo de transtorno de saude por meio de DTHA. Desses doentes,
cerca de 420 mil morrem em funcéo da doenca (PAHO/OMS, 2022).

Neste sentido, pesquisadores como Shao et al, (2020), demonstraram uso de
probidticos com leveduras Leuconostoc. mesenteroides com efeito supressor na formagéo
de biofilmes de Listeria monocytogenes de até 10 vezes com a cepa W51, Cocultivados com
quatro isolados probioticos de kimchi (Lactobacillus casei Cab18, L. pseudomesenteroides
Cab21, L. mesenteroides W51, e L. mesenteroides Com75) indicando que Leuconostoc
spp produz os probiodticos que reprimem a formacao de biofilme de L. monocytogenes sem
alterar seu crescimento.

Nas pesquisas desenvolvidas por Abdolshahi et al., 2018, citado por Silva e
Stamford (2021) buscou conhecer e descrever outro promissor aspecto de utilizagdo das
MP (manoproteinas) na qualidade e seguranca alimentar, investigando aspectos pouco
descritos na literatura como o possivel efeito bioprotetor contra aflatoxinas. Os testes
utilizaram solugdes apenas com MP (25 e 50 mg/ml) e MP revestidas em gelatina (3,5: 1,5)
com tempo de exposicao de 5, 15, 30, 60, 120 e 180 min, as MP sem associagdes ligaram-
se a 80% e revestidas 85% das aflatoxinas nos primeiros 5 min. Diante de tais resultados
eles observaram que sozinhas ou incorporadas em revestimento a base de gelatina,
apresentaram glicoproteinas bioativas com potencial de aplicagdo para reduzir o nivel
de aflatoxina em pistache contaminado. Na figura 01 é apresentado uma representacéao
esquematica das MP.

O uso de enzimas para trazer maior seguranca aos alimentos tem sido demonstrado
por varios pesquisadores, dentro desse universo foram desenvolvidos os biossensores.
Estes sado dispositivos que acoplam compostos bioldgicos (enzimas, anticorpos ou DNA)
a transdutores que transformam o sinal de reconhecimento do analito em uma medida
analitica. Sao sensores modificados com material biolégico intimamente ligado a superficie
de um transdutor.

Os mecanismos de atuacdo sdo de variados tipos, merecendo destaque aqueles
em que o monitoramento do analito & baseado no principio de inibicdo da enzima, na
qual a atividade é medida antes e apds a inibicdo. Neste processo ocorre a medigéao pela
exposi¢do da enzima a um inibidor especifico, por um determinado tempo, esse porcentual
de inibicdo ocorrido com a enzima esta quantitativamente relacionada com a concentracéo
deste agente inibidor (MARQUES e YAMANAKA, 2008).
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Figura 1. Representacdo esquematica da estrutura das manoproteinas da parede celular da
Saccharomyces cerevisae (a) manose; (b) fosfato; (c) etanolamina; (d) proteina

Fonte: Silva e Stamford (2021)

21 ENZIMAS E COMPOSTOS PROTEICOS NA BIOSSEGURANCA DE
ALIMENTOS

2.1 Bacteriocinas

O uso de compostos naturais tem sido alvo de grande esfor¢o das pesquisas e
indUstrias da area de alimentos, vem ganhando cada vez mais destaque o uso de peptideos
antimicrobianos de origem bacteriana. As chamadas enterocinas ou bacteriocinas, séo
obtidas do cultivo de varias espécies do género Enterococcus e outros microorganismos
também como o género Leuconostoc. No caso do género Enterococcus séo caracterizados
como peptideos antimicrobianos sintetizados nos ribossomos e liberados no meio
extracelular. Além disso, devido a sua atividade antagdnica, as enterocinas atuam contra
diversas espécies Gram positivas e Gram negativas, principalmente contra Listeria spp
(BUSSOLO et al 2022).

Em seu trabalho, Bussolo et al, (2022) ao realizar a analise ultraestrutural de L.
monocytogenes CLIP2032 e L. innocua Células CLIP12612 (Figura 2), observou a
ocorréncia de dano a membrana, comprovado pelo encolhimento ou ruptura celular;
esse resultado ocorreu em fungé@o do uso de enterocinas produzidas em meio de cultura
com o uso de residuos da produgdo de soja. As enterocinas de classe Il podem induzir a
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formacéo de poros na membrana celular, ligando-se ao sistema manosefosfotransferase
e influenciando a viabilidade celular. Segundo o pesquisador diversos relatorios sugerem
que a ruptura celular causada pela bacteriocina € o mecanismo semelhante de atuagdo em
patégenos transmitidos por alimentos (BUSSOLO et al 2022).

Control M1 M2

Listeria monocytogenes

Listeria innocua

Figura 2 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura (SEM) de L. monocytogenese e pds
tradugdo com enterocinas obtidas nos meios M1 e M2 de soja em aumento de 50.000x. As setas
amarelas indicam dano celular.

Fonte: Bussolo et al, (2022).

Na busca por compostos naturais que reduzam a degradagéo dos alimentos,
promovam maior biosseguranca e que nédo afetem negativamente os alimentos surgiram
compostos como a nisina, que é considerada um dos marcos mais importantes da pesquisa
envolvendo bacteriocinas, conjunto de compostos celulares com potencial microbicida.
Comercializada desde 1953, é utilizada até hoje na producéo de diferentes alimentos em
escala industrial. E o Gnico peptideo antimicrobiano natural aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para uso como conservante de alimentos.

A bacteriocina nisina, se constitui de um peptideo sintetizado por bactérias comuns
lacteas. Cerca de 40 espécies conhecidas de Lactococcus lactis subsp. lactis, 35 sintetizam
nisina. A capacidade de produgcédo se encontra geneticamente ligada a capacidade de
fermentar sacarose; esta em um grupo de peptideos produzidos ribossomicamente;
pertence a classe dos lantibidtico e a subclasse la; identificacdo internacional INS como
E234.

As atividades desta bacteriocina afeta varias espécies, incluindo Lactococcus,
Streptococcus, Listeria e Micobacterium, atinge também células vegetativas e esporos de
Bacillus e Clostridium. Como citado anteriormente € produzida naturalmente em processos
fermentativos de varios alimentos, sobretudo produtos lacteos, ha relatos histéricos de
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consumo desses produtos ha muitos séculos.

As agdes da nisina como bacteriocina afeta especialmente bactérias Gram positivas,
sendo especificamente usada pela industria de queijos para controlar o crescimento de
Clostridium spp. Estas a¢des tém sido alvo de diversos estudos que tém avaliado a eficacia
da nisina sobre patdgenos, como consequéncia seu uso em diferentes produtos alimenticios
tem sido bastante empregado, como, por exemplo, na inibicdo do crescimento microbiano
em queijos, sucos de fruta, carne moida, salsichas, produtos enlatados, derivados do leite
e cerveja (ADITIVOSINGREDIENTES.COM).

O efeito antibidtico ocorre por interacdo do composto com os fosfolipidios da
membrana plasmatica, essa acdo do peptideo provoca a formagao de poros na membrana,
e como acao semelhante ao sistema complemento dos organismos animais mais evoluidos,
ocasionam o efluxo do material intracelular. Assim, apés o tratamento com nisina, as células
ficam sem energia suficiente para realizar processos biossintéticos e que a membrana
plasmatica, transdutora de energia, pode ser o alvo primario na atuagéo da nisina. Sendo
a bacteriocina carregada positivamente com partes hidrofobicas, ocorrem interagoes
eletrostaticas com o grupamento fosfato da membrana celular, carregado negativamente,
promovendo o inicio da ligagao da bacteriocina com a célula-alvo.

Outros autores consideraram a a¢ao antimicrobiana e o rendimento consideravel das
enterocinas ou bacteriocinas, com potencial para obtencéo de peptideos antimicrobianos
para conservagao de alimentos, uma vez que esses compostos devem ser aplicados com
base em sua atividade e modo de agdo, devendo ser desenvolvidos em condigbes que
reproduzam as utilizadas em produtos alimenticios (BUSSOLO et al 2022).

As enterocinas podem ter seu uso em diversas formas nos alimentos, servindo como
aditivos como conservantes de alimentos a partir da incorporacéao da cultura iniciadora da
bactéria produtora e do extrato bruto da propria bacteriocina ou através da incorporacéao de
bacteriocina purificada.

Existem pesquisas e trabalhos publicados que comprovam o efetivo beneficio
destes compostos na seguranga dos alimentos, porém os meios comerciais utilizados
para a obtengdo das bacteriocinas continuam sendo um desafio, os altos custos e o baixo
rendimento da produgcédo em larga escala tem inviabilizado seu emprego nesta atividade
comercial (BUSSOLO et al 2022).

2.2 Embalagens inteligentes e biossensores

O consumo de alimentos embalados aumentou consideravelmente nas ultimas
décadas. As embalagens acompanharam o desenvolvimento das sociedades, que reduziram
a quantidade de membros por familia, ingresso das mulheres no mercado de trabalho e
a necessidade de alimentos cada vez mais processados e em quantidades adequadas
as familias e que pudessem ser armazenados para consumo sem ocorrer deterioragao e
conservando suas propriedades nutricionais.
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O mercado global de embalagens cresce a uma taxa anual de 5%, esse mercado
mundial de alimentos embalados foi estimado em US$ 1,9 trilhdo em 2020, os analistas
de mercado preveem que possa chegar a cifra de US$ 3,4 trilhdes até 2030 (ROY et
al., 2022). Na mesma vertente desse aumento consideravel de producéo de embalagens,
cresce também a preocupacao global com o impacto ambiental, visto que a maioria
das embalagens de alimentos é desenvolvida a partir de polimeros a base de petrédleo,
projetadas para uso Unico e descartadas apés curtos periodos. Seguindo as diretrizes
globais pactuadas na ONU, as ODS, incentivam como metas para os governos globais criar
as alternativas para diminuir o impacto ambiental, garantir a qualidade e seguranca dos
alimentos com a substituicao destas por embalagens biodegradaveis com propriedades
ativas e inteligentes (LIMA et al, 2022)

Neste contexto, a substituicdo das embalagens derivadas de petrdleo por embalagens
biodegradaveis estimulou o desenvolvimento de embalagens chamadas ativas devido suas
propriedades interagirem com o alimento e ao mesmo tempo com o consumidor. E um
campo em desenvolvimento dindmico com grandes perspectivas de mercado e surge a
partir de uma proposta inovadora na area de embalagens de alimentos que visa atender
as demandas do mercado, como a preferéncia dos consumidores por alimentos seguros,
saudaveis e de alta qualidade (CAETANO et al., 2022).

As embalagens consideradas ativas, estdo em um sistema constituido por trés
partes: substancia ativa, material de embalagem e alimento. Nesta modalidade de
embalagem, ocorre interacdo com alimento, mantendo assim a qualidade nutricional e
inibindo o crescimento de microrganismos ou prevenindo a migragdo de contaminantes.
Um destaque a esse tipo de embalagem deve ser dado as antimicrobianas, posto seu
impacto na conservacao e seguranca dos alimentos ofertados a populagédo (CAETANO et
al, 2022).

As embalagens ativas antimicrobiana incorporam compostos especificos no material
da embalagem, com isso a indUstria de alimentos busca proteger os alimentos de bactérias
deteriorantes. Essa inibicdo da deterioracdo pode ocorrer através do contato direto ou
indireto. No contato direto, ocorre intera¢do entre o material da embalagem e os alimentos,
ja no contato indireto, ocorre através da liberagcdo de um agente antimicrobiano volatil no
headspace da embalagem. Como ja citado anteriormente, estd comprovado que 0 uso
dos sistemas de embalagens ativas antimicrobianas prolonga a vida util dos alimentos,
garantem a seguranca alimentar e retardam os ciclos de crescimento microbiano. Na
literatura existem varios trabalhos que avaliaram também biopolimeros aliados a 6leos
essenciais visando a aplicacdo em embalagens ativas, o que demonstra o vasto campo
ainda a ser explorado (CAETANO et al, 2022).
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FUNGOES DA
EMBALAGEM

Figura 3. Fungdes basicas das embalagens e interfaces de atuacéo das embalagens ativas e
inteligentes.

Fonte: Braga e Perez, (2010)

Esse campo de pesquisa trouxe grandes possibilidades que podem ser incorporados
nos sistemas, aditivos que apresentem propriedades, por exemplo, antioxidantes (naturais
ou sintéticos), antibacterianos, bloqueadores de luz ou controladores de gas. Outro
destaque dentre os aditivos mencionados, podemos citar os antioxidantes pela sua grande
importancia, pois inibem as reagdes de oxidagdo que levam a degradacao dos alimentos e
impedem a formacgédo de alguns compostos toxicos que levam a perda do alimento (LIMA
et al, 2022).

Outro campo bastante promissor em franco desenvolvimento sdo as chamadas
embalagens inteligentes desenvolvidas baseadas em biossensores e nanotecnologia,
denominadas em referéncia a sua interagdo com o consumidor, mostrando o estagio
de maturacdo do produto a exemplo das frutas, deterioracdo a exemplo dos produtos
carneos, com o uso de sensores de qualidade. Alguns desses sensores sao conhecidos
como lingua ou nariz eletrénico, que mostram, por exemplo, as alteragées de cor quando
o produto estiver impréprio ao consumo. Entre as capacidades desse sistema, podemos
citar a indicacédo de temperatura, tempo de consumo; estes sdo indicadores de gas,
sensores de umidade, biossensores Opticos, calorimétricos, eletroquimicos, apresentam
um histérico sobre condi¢cbes de armazenamento, rastreabilidade, crescimento microbiano
e composicao do alimento (ONGARATTO et al., 2022).

O primeiro trabalho publicado sobre um biossensor utilizando uma enzima foi
realizado por Clark e Lyons em 1962, onde para medir a glicose em amostras biol6gicas
foi utilizada a estratégia de deteccao eletroquimica de oxigénio ou peréxido de hidrogénio
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usando glicose oxidase imobilizada num eletrodo (ARAMBULO, 2023). Podemos citar
0 uso da acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BChE) na deteccdo de
pesticidas organofosforados em alimentos, ja que esses compostos provocam nessas
enzimas uma inibicéo irreversivel, podendo também ser utilizadas ao final da reacéo as
enzimas colinesterase (ChE) e colina oxidase (ChQO). Também se pode usar a enzima
organofosforado hidrolase (OPH), purificada e extraida a partir das células da bactéria
Brevundimonas diminuta para a deteccao direta desses compostos nocivos (COSTA et al.,
2022).

O funcionamento dos biossensores utilizados nas embalagens ativas, apresentam o
seguinte mecanismo de funcionamento (figura 04), o analito, contido na amostra, ao entrar
em contato com o elemento de reconhecimento, provoca uma mudanca fisico-quimica
(variacdo de calor, indice de refracéo, resisténcia elétrica, etc.) que pode ser identificado
pelo transdutor. O transdutor age como uma interface, processa e converte esse sinal
quimico em sinal mensuravel. Na etapa seguinte, a unidade processadora de sinal ira
amplificar o sinal e transferi-lo para um monitor ou dispositivo, onde a visualizacdo de
dados informara ao usuario se o analito foi ou ndo identificado e a sua concentragéo na
amostra (OLIVEIRA e PEREIRA, 2016).
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Figura 4. Esquema de um biossensor, mostrando a organizacdo dos seus componentes.

Fonte: Oliveira e Pereira, 2016.

Com as inovacdes na area de embalagens inteligentes, espera-se que o consumidor
fique menos dependente das datas de validade para confiar o frescor dos alimentos. As
embalagens inteligentes com capacidades de detectar alteragcbes biolégicas, quimicas e
fisicas nos alimentos sédo consideradas um grande progresso para industria de alimentos,
sendo considerados os indicadores de frescor e de tempo-temperatura (TTI) e os grupos de
embalagens inteligentes mais importantes para carnes (ONGARATTO et al., 2022).

O desenvolvimento de embalagens ativas esta dividido em duas categorias
principais. A primeira refere-se aos absorventes ou captadores. Como o préprio nome
sugere, estas atuam removendo do produto agentes indesejaveis, como oxigénio, dioxido
de carbono, etileno e agua em excesso. A segunda categoria esta relacionada com

sistemas de libertacéo, que adicionam ativamente ou emitem compostos para os alimentos
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embalados. Na Tabela 1, sdo apresentados varios sistemas de embalagens ativas.

EMBALAGENS ATIVAS COMPONENTES QUIMICOS FORMULA MOLECULAR APLICACOES
Oxido de ferro FeO . ) .
Queijos, leite, café,
Carbonato ferroso FeCO; chis. produtos
Absorvedor de oxigénio Acido ascérbico CeHzOs . 'P
X carneos, produtos de
Sorbitol CeH1406 anificacio
Catecol CsHs02 P ¢
Oxido de aluminio ALO3
Absorvedor de etileno Permanganato de potassio KMnO, Vegetais e frutas
0zo6nio 0s
Silica gel (silicato de sddio + Na,SiOs + H3PO, .
. . , . Frutas, vegetais,
. acido sulfurico)
Absorvedor de umidade . _ produtos congelados
Propilenoglicol C3Hg02 e de padaria
Poli(alcool vinilico) (CaHs02)n P
Hidréxido de célcio Ca(0OH); Café torrado
Absorvedor de diéxido de Hidréxido de potassio KOH !
produtos
carbono Carbonato ferroso FeCO; desidratados
Oxido de calcio Ca0
Acido sérbico CgHs0,
Acido benzdico CsHsCOOH
Acido .proplonlco C3Hs0:> Alimentos frescos e
Triclosan Ci2H7Cl30; d tai
i L i Didxido de enxofre SO, processados, vegetals,
Sistemas antimicrobianos frutas secas, arroz,
Etanol CoHsO o
, feijdo e produtos de
Prata, nanoparticula de prata Ag adaria
Cloreto de sodio NaCl P
Oléos essenciais (ex.: alecrim,
cravo, tomilho, orégano)
Acido ascérbico CeHgOs
Sistemas antioxidantes Quercetina Ci5H1007 Frutas e vegetais
Butil hidroxitolueno CisH240
Emissor de didxido de Acido ascérbico CeHsO¢ Vegetais e frutas,
carbono Carbonato de ferro FeCO; peixes, carnes e aves
Emissor de etanol Etanol CHgO Produtos de

panificagdo e peixe

FONTE: Adaptado de AHVENAINEN; HURME, 1997; KRUIJF et al., 2002; OZDEMIR; FLOROS,
2004, SOUZA et al., 2004; CHEN et al.; 2012; KANMANI; LIM, 2013).

Tabela 1. Relacdo de embalagens ativas (sistemas absorventes e emissores), componentes quimicos
utilizados e suas aplicacdes.

Fonte: Braga e Silva, 2017.

Outro exemplo claro de uso de biossensores esta na industria cervejeira e de outras

bebidas alcodlicas, os biossensores sdo utilizados como instrumentos de seguranga uma

vez que podem detectar e quantificar o etanol, e assim garantir uma rotulagem correta.

Para isso pode-se usar a enzima &lcool oxidase através de biossensores eletroquimicos

(ALI, 2019).
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31 ACAO DAS ENZIMAS NA SEGURANGA DOS ALIMENTOS

Uma das principais contribuicbes das enzimas para a segurancga alimentar € a sua
capacidade de quebrar compostos indesejaveis, como toxinas, anti-nutrientes e residuos
quimicos. A agdo enzimatica controlada em alimentos fermentados, por exemplo, é
essencial para evitar a contaminagédo bacteriana indesejavel e garantir a seguranca dos
alimentos fermentados. As enzimas também tém um papel crucial na detec¢éo e controle
de fraudes alimentares. Por meio de técnicas avancadas, é possivel identificar adulteragbes
em alimentos por meio da analise de atividades enzimaticas especificas. Essa abordagem
pode revelar a presencga de ingredientes improprios ou falsificados, proporcionando uma
camada adicional de protegdo ao consumidor (ARAMBULO, 2023).

O metabolismo microbiano também pode ser detectado por biossensores
enzimaticos, uma vez que algumas bactérias podem metabolizar diferentes substancias,
gerando produtos que sdo substratos de determinadas enzimas. Usando a enzima arginina
descarboxilase é possivel detectar diaminas que séo frutos do metabolismo microbiano, e
assim, detectar produtos alimenticios contaminados (TEXEIRA, 2021).

Fora do escopo dos biossensores, as enzimas podem auxiliar na protecdo a
alimentos embalados, objetivando, por exemplo, a contencdo do oxigénio nas embalagens,
resultando no enfraguecimento das taxas do metabolismo microbiano e promovendo
0 aumento do tempo de prateleira. E o caso das enzimas alcool oxidase, lactase e
glicose oxidase, que podem ser utilizadas para diminuir a atmosfera oxidante dentro das
embalagens (BARBOSA, 2023).
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RESUMO: O segmento da industria
cervejeira vem ganhando destaque
acompanhado de um processo de
crescimento do mercado das cervejarias
artesanais. Atualmente, existe uma grande
variedade na producdo de cervejas, com
diferentes formulagbes, sendo esta uma
importante  atividade econbmica para
diversos paises. A cerveja é a bebida
alcodlica de maior consumo no Brasil,
sendo este também o maior produtor. As
cervejas artesanais tem em seu processo
de producéo caracteristicas Unicas, trazidas
por diversas formulagbes que contém
ndo apenas o0s ingredientes basicos de
fabricacdo da cerveja industrial (&gua,
malte, lupulo e levedura), como também a
adicdo de especiarias, como frutas, café,
pimentas e até mesmo gengibre. Dentre
os ingredientes utilizados na producdo de
cerveja 0 malte se destaca como principal
matéria-prima na producdo da bebida. Os
cereais mais utilizados para a malteagédo
dos seus graos s@o apenas a cevada, o trigo
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e o0 centeio, devido a sua capacidade de desenvolvimento das enzimas alfa e beta-amilases
durante a sua germinagéo. As enzimas desempenham um papel fundamental na qualidade
da cerveja, afetando caracteristicas como: teor alcoodlico, corpo, clarificacdo e estabilidade
da espuma. A utilizagcdo das enzimas comerciais para a producao de cerveja se da durante
a mosturacdo como complementacao ou substituicdo da atividade enzimatica naturalmente
presente no malte, sendo insuficiente para realizar uma conversao satisfatoria, as enzimas
exdgenas sdo adicionadas com o objetivo de maior controle, velocidade e padronizagéo do
processo. Neste capitulo seréo abordados o processo de produgéo da cerveja artesanal, as
matérias-primas utilizadas em cada etapa da produgéo, o papel das enzimas em todas as
fases, os aditivos permitidos pela legislagéo brasileira, além das tendéncias, inovagdes e
desafios no setor cervejeiro.

PALAVRAS-CHAVE: Cerveja artesanal, Processo de producgéo, ingredientes, enzimas
comerciais.

CRAFT BEER PRODUCTION: ENZYME APPLICATION ON THE PRODUCTION
PROCESS

ABSTRACT: The segment of the beer industry has been gaining prominence alongside a
growth process in the craft brewery market. Currently, there is a wide variety in beer production,
with different formulations, making it an important economic activity for several countries.
Beer is the most consumed alcoholic beverage in Brazil, which is also the largest producer.
Craft beers have unique production characteristics, brought about by various formulations
that include not only the basic brewing ingredients (water, malt, hops, and yeast) but also the
addition of spices like fruits, coffee, peppers, and even ginger. Among the ingredients used in
beer production, malt stands out as the primary raw material for brewing. The grains of barley,
wheat, and rye are the most commonly used for malting due to their ability to develop alpha
and beta-amylase enzymes during germination. Enzymes play a crucial role in beer quality,
affecting characteristics such as alcohol content, body, clarification, and foam stability. The
use of commercial enzymes in beer production occurs during mashing as a complement or
replacement for the enzymatic activity naturally present in malt. Since this is often insufficient
to achieve satisfactory conversion, exogenous enzymes are added with the aim of enhancing
control, speed, and standardization of the process.This chapter will address the craft beer
production process, the raw materials used in each production stage, the role of enzymes
in all phases, additives allowed by Brazilian legislation, as well as trends, innovations, and
challenges in the beer industry.

KEYWORDS: Craft Beer, Production Process, Ingredients, Commercial Enzymes.

11 INTRODUGAO

A cerveja é a bebida alcodlica de maior consumo no Brasil, sendo este também o
maior produtor, ficando atras apenas, da China e dos Estados Unidos, podendo alcangar
em 2023 o volume de produgao de 16,1 bilhdes de litros, representando um crescimento
de 4,5% em relagéo ao ano de 2022, segundo dados do Sindicato Nacional da Industria da
Cerveja (SINDICERV, 2022).
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A Instrucdo Normativa n° 65 de 10 de dezembro de 2019, define a cerveja como
uma bebida resultante da fermentacao, a partir da levedura cervejeira, do mosto de cevada
malteada ou de extrato de malte, e “submetido previamente a um processo de coccéo
adicionado de lupulo ou extrato de lupulo, hipétese em que uma parte da cevada malteada
ou do extrato de malte podera ser substituida parcialmente por adjunto cervejeiro” (BRASIL,
2019).

Consideram-se adjuntos cervejeiros a cevada nao malteada e os demais cereais
malteados ou ndo-malteados aptos para o consumo humano como alimento. Também séo
considerados adjuntos cervejeiros 0 mel e os ingredientes de origem vegetal, fontes de
amido e de agUcares, aptos para o consumo humano como alimento, onde a quantidade
maxima empregada desse conjunto de adjuntos definidos, deve ser menor ou igual a 25%
em peso em relacdo ao extrato primitivo (BRASIL, 2019).

No Brasil, € observado um grande crescimento das cervejarias artesanais, que tem
como diferenciais a produgéo em menor escala e as inUmeras possiblidades de inovar com
ingredientes locais, naturais e livres de conservantes criando um mercado diferenciado
podendo ser atendido pelo cervejeiro artesanal, profissional capaz de atender um mercado
mais restrito e exigente, que preza pela qualidade e alta variedade de estilos (CERVBRASIL,
2021; MARCUSSO, 2015).

As cervejas artesanais tem em seu processo de produgdo caracteristicas
Unicas, trazidas por diversas formulagbes que contém ndo apenas os ingredientes basicos
de fabricacdo da cerveja industrial (4gua, malte, lUpulo e levedura), como também a adigédo
de especiarias, como frutas, café, pimentas e até mesmo gengibre (LEMOS, 2017)

Dentre os ingredientes utilizados na producéo de cerveja 0 malte se destaca como
principal matéria-prima na produgéo da bebida sendo responsavel pela textura, cor, aroma
e o0 sabor. Os cereais mais utilizados para a malteacdo dos seus grdos sdo apenas a
cevada, o trigo e o centeio, devido a sua capacidade de desenvolvimento das enzimas alfa
e beta-amilases durante a sua germinagéo (FLORES; WATANABE, 2014).

As enzimas desempenham um papel fundamental na qualidade da cerveja, afetando
caracteristicas como: teor alcodlico, corpo, clarificacdo e estabilidade da espuma. A
utilizacdo das enzimas comerciais para a producéo de cerveja se da durante a mosturagcéo
como complementagéo ou substituicdo da atividade enzimatica naturalmente presente no
malte, sendo insuficiente para realizar uma converséo satisfatoria, as enzimas exoégenas
séo adicionadas com o objetivo de maior controle, velocidade e padronizagéo do processo.
Na fermentacao as enzimas responsaveis sdo advindas das leveduras presentes no mosto.

Neste capitulo serdo abordados o processo de producéo da cerveja artesanal, as
matérias-primas utilizadas na produgéo, o papel das enzimas em todas as fases, os aditivos
permitidos pela legislacédo brasileira, além das tendéncias e inovagdes no setor cervejeiro.
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21 MERCADO CERVEJEIRO NO BRASIL

Atualmente, existe uma grande variedade na produgao de cervejas, com diferentes
formulagbes, sendo esta uma importante atividade econdémica para diversos paises.

O Brasil é o terceiro maior produtor de cerveja do mundo, atras da China e dos
Estados Unidos e deve alcangar, em 2023, o volume de vendas de 16,1 bilhdes de
litros, um crescimento de 4,5% em relacdo a 2022, de acordo com dados da empresa
de mercado Euromonitor International, para o Sindicato Nacional da Industria da Cerveja
(SINDICERV,2023) e possui uma cultura de consumo significativa entre os brasileiros.

O segmento da industria cervejeira vem ganhando destaque acompanhado de
um processo de crescimento do mercado das cervejarias artesanais. Segundo dados
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) o nimero de cervejarias
artesanais passou de 114 no ano de 2010 para 1383 estabelecimentos registrados no ano
de 2020.

No anuario de cerveja divulgada em 5 de julho de 2023 pelo Ministério da Agricultura
e Pecuéria (Mapa) também houve um crescimento do setor cervejeiro de 11,6% em relagéo
ao ano de 2022, com a abertura de 180 novos estabelecimentos em todo o pais. Ao todo,
o Brasil registra 1.729 cervejarias. Conforme mostra figura 1 baixo.

Grdfico 1: Total de estabelecimentos registrados
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Figura 1. Representa o nimero de estabelecimentos desde 2000 até 2022 (MAPA, 2022).
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31 ETAPAS DO PROCESSO DE PRODUGAO DA CERVEJA

o Rigio de
enzimas a 35 Rampas de
. graus o temperatura

45 graus por
10 min.
55 graus por
10 min.
62 graus por
60 min.
72 graus por
15 min.

aast®

Malteacéo Moagem dos grios Mosturacio pos Eanuaw

Resfriamento Fermentagdo

Carbonatagdo Envase

Figura 2. Fluxograma das etapas de processo cervejeiro

Fonte: Fluxograma elaborado por Rosa (2023).

3.1 Malteacao

A malteacdo se trata da transformacéo dos gréos de cevada em malte, onde o
objetivo é simular a germinacgéo natural do gréo no campo em um ambiente controlado para
atingir maior produtividade. Nos primérdios, era feita de maneira rudimentar, por meio da
germinagéo controlada dos gréos de cevada e secagem ao sol. Com o passar dos séculos,
técnicas mais sofisticadas foram desenvolvidas para melhorar a eficiéncia e qualidade
do malte, como por exemplo, o emprego de sistemas de aquecimento, como o forno
de secagem, que permitiu um melhor controle da temperatura e do tempo de secagem,
resultando em maltes mais consistentes e padronizados (STEINER, E. et al. 2011).

As ciéncias bioldgicas e os progressos que beneficiam a sociedade 2 Capitulo 7 64



l
‘ !l ‘i&‘\‘ﬂlln

Figura 3. Corte vertical da cevada, mostrando as 3 principais partes do gréo: edosperma, casca e
embrido. (KUNZE, W. 2019).

Inicialmente a cevada é submergida em agua para que absorva a umidade e ocorra
sua germinacéo. Em seguida, se interrompe o crescimento das plantulas germinadas.
Os gréos entédo sao mantidos em condi¢bes controladas de temperatura e umidade para
permitir o desenvolvimento das enzimas naturais presentes na cevada. Apos esse processo,
eles passam por uma maquina para retirada da radicula. No processo de secagem se
confere diferentes caracteristicas de sabor e cor ao malte, dependendo das condi¢des e
temperaturas de secagem utilizadas (HOUGH, J. 2013).

Figura 4 e 5. Estag@o de germinacao da malteacéo. (KUNZE, W. 2019).
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Figura 6. Estacéo de secagem da malteacdo. (KUNZE, W. 2019)

3.2 Moagem

O malte, produto da malteagédo é entdo moido em um moinho de rolos de maneira
que se exponha o amido do endosperma, mas que se mantenham as cascas inteiras para
auxiliar na clarificacdo (KUNZE, Wolfgang. 2019).

Figura 7. Moinho industrial de 5 rolos. (KUNZE, W. 2019).

3.3 Mosturacao

O malte, j& devidamente moido, é adicionado a tina de mostura junto com agua
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quente para iniciar o processo de mosturacdo. Segundo DANIELS, Ray. 1998, é durante
a mosturacéo que as enzimas sdo entdo ativadas em etapas conhecidas como “Rampas
de Temperatura”, que séo temperaturas 6timas para acées de enzimas especificas, isso €
feito para alcancar a melhor taxa de conversdo dos amidos em agucares fermentéveis. Os
agucares e proteinas extraidos do malte fornecem o substrato necessario para as leveduras
durante o processo de fermentagé@o, em que o agucar é convertido em alcool e diéxido de
carbono, resultando na cerveja final (TSCHOPE, E. 2001).

11111111_1\‘!

Figura 8. Tina de mosturacédo. (KUNZE, W. 2019).

3.4 Clarificacao

Segundo REINOLD, M. 1997, etapa seguinte consiste na clarificagdo do mosto,
liqguido resultante da combinagdo de malte e agua, e para a remocao de residuos
sélidos indesejados, como cascas de graos e outros sedimentos é realizado em seguida
a clarificagdo. Durante esse processo a acdo enzimatica realizada na mosturagao
desempenha um papel importante, pois se ndo bem realizada resulta em um mosto viscoso,

que apresenta dificuldade para ser filtrado e clarificado. (KUNZE, Wolfgang. 2019).

3.5 Fervura e adicao de lapulo

Ap6s a clarificagdo, o0 mosto € segue para a tina de fervura. Nessa etapa, além
da esterilizagdo do mosto, se faz a adicdo de lUpulo, que confere aromas e sabores
caracteristicos da cerveja. Durante a fervura devido ao calor, algumas enzimas podem ser
desnaturadas, perdendo sua atividade (MOSHER, R. 2018).

3.6 Resfriamento e fermentacao

O mosto ap6s fervido € resfriado rapidamente para uma temperatura adequada
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para a adicdo de leveduras. As leveduras irdo converter os agucares fermentesciveis
presentes no mosto que foram disponibilizados pelas enzimas na etapa de mosturacao em
alcool e dioxido de carbono. Embora as enzimas ndo sejam a principal reagéo, algumas
leveduras podem produzir enzimas para a conversao de agucares complexos em agucares
fermentesciveis durante esse processo, contribuindo para a eficiéncia e acaba gerando
compostos aromaticos (MCCABE, J. T.; KHALSA, J.K. 1999).

3.7 Maturacao e carbonatacao
Apés a fermentacdo, segundo LEWIS, M.; YOUNG, T. W. 2002, a cerveja para

que se desenvolva aromatica e gustativamente a cerveja passa por um periodo de
maturacdo. Durante essa fase, as enzimas presentes na cerveja podem continuar a
atuar em niveis reduzidos, contribuindo para a evolugéo do perfil sensorial. Em seguida,
ocorre a carbonatagé@o, em que o didxido de carbono € injetado a cerveja para conferir a

efervescéncia desejada.

3.8 Envase e armazenamento

Por fim, a cerveja é envasada em garrafas, latas ou barris e armazenada em
condicbes adequadas.

Durante todo o processo de producdo de cerveja, a atividade enzimatica mostrou
ser crucial ter uma eficiente fermentacédo, agindo na conversdo dos componentes do malte
em acucares fermentesciveis, na quebra de proteinas, na reducdo de viscosidade e na

formacao de sabores e aromas complexos (POLLOCK, J.R.A. 1979).

41 ENZIMAS CERVEJEIRAS

Enzimas sédo proteinas que tém como funcdo acelerar reagcdes metabdlicas,
reduzindo a quantidade de energia necessaria para que elas ocorram e sua atividade é
influenciada por alguns fatores como o pH, a temperatura do meio e o tempo de contato.
Desempenham um papel fundamental na qualidade da cerveja, afetando caracteristicas
como teor alcodlico, corpo, clarificacdo e estabilidade da espuma. A aplicacdo de
enzimas comerciais para a producgdo de cerveja se da durante a mosturagdo como forma
complementar ou substituir a atividade enzimatica naturalmente presente no malte, que
nao era suficiente para realizar uma conversao satisfatoria, assim os cervejeiros passaram
a utilizar essas enzimas comerciais para se ter um maior controle, velocidade, limpidez e
padronizacao do processo (GOMAA, A. M. 2018).

4.1 Enzimas na mosturacéao

Para a elaboragéo da cerveja, contamos com a participacao de diversas enzimas

desempenhando papéis fundamentais no processo de mosturagdo convertendo os
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componentes do gréo em agucares fermentaveis, e afetando a qualidade e as caracteristicas
da cerveja final (POLLOCK, J.R.A. 1979). A seguir, serdo descritas as principais enzimas
utilizadas na producéao de cerveja, bem como suas fungdes especificas durante o processo
de mosturagéo:

a-amilase: responsavel pela hidrélise do amido presente no grdo de cevada em
acucares de maior peso molecular, como as dextrinas. Ela atua quebrando as ligacdes
internas do amido, convertendo-o em agUcares que serao utilizados pelas leveduras, mas
que trardo o dulgcor e o corpo a cerveja. A a-amilase tem sua faixa 6tima de agéo nas
temperaturas de 70°C a 75°C e tem maior atividade em pH acido (MOTTA, J. F. G. et al.
2023).

B-amilase: também atua na quebra do amido, convertendo-o em acUcares
fermentesciveis e impactam diretamente no teor alcodlico final da cerveja. No entanto, a
B-amilase atua nas extremidades do amido, quebrando as ligacbes externas e liberando
acucares menores, como a maltose e a maltotriose. A 3-amilase tem temperaturas 6timas
mais baixas, na faixa de 60°C a 65°C, e tem maior atividade em pH neutro (Gomes, F. O.
2023).

Proteases: enzimas responsaveis pela quebra das proteinas presentes no grao
de cevada. Durante o processo de mosturacao, as proteases degradam as proteinas em
aminoacidos, peptideos e polipeptideos menores. A atividade proteolitica € importante para
a formacéo e estabilidade da espuma, atividade das leveduras, estabilidade da cerveja e
desenvolvimento de sabores e aromas complexos (POLLOCK, J.R.A. 1979).

B-glucanase: atua na quebra de B-glucanos, um tipo de polissacarideo presente na
parede celular dos graos. A atividade da 3-glucanase é importante para evitar a formagéo
de viscosidade excessiva durante o processo de mosturagéo, facilitando a filtragem e a
clarificacdo do mosto (ZHANG, W. et al. 2023).

Hemicelulase: enzimas responsaveis pela quebra dos polissacarideos presentes
na parede celular do grédo, como xilanas e arabinogalactanas. Essas enzimas atuam na
degradacao das hemiceluloses, facilitando a extragdo dos componentes do gréo durante a
mosturagédo (de SOUZA, T.S.P.; KAWAGUTI, H.Y. 2021).
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Figura 9. Paredes de celulose dentro do grao (KUNZE, W. 2019).

Cada enzima tem uma faixa de temperatura e pH 6timos para sua atividade, e o
controle adequado desses parametros é essencial para garantir a eficiéncia das enzimas e
a obtencéo dos resultados desejados.

4.2 Enzimas na fermentacéao

Jé durante a fermentacdo, as enzimas dessa etapa ndo desempenham qualquer
papel ja que sdo desativadas no final desse processo (DE SCHEPPER, C. F. et al. 2022).
No entanto, algumas enzimas podem estar presentes nas leveduras e continuar a converter
acucares complexos em agucares fermentesciveis e liberar moléculas de aromas e sabores
durante a fermentacgao, contribuindo para a eficiéncia e a produgéo de novos compostos.

A seguir iremos citar as principais enzimas produzidas pelas leveduras e ativas
durante a fermentacgao:

Invertase — catalisa a hidrolise altamente exotérmica e irreversivel da sacarose em
glicose e frutose. Os cereais ndo apresentam moléculas de sacarose em sua composi¢ao,
mas outros adjuntos utilizados comumente na cerveja como o agucar de cana e beterraba,
além do mel, apresentam e por isso se faz importante sua utilizagcdo (MANOOCHEHRI, H.
et al. 2020).

B-glicosidade - enzima responsavel pela biotransformacao dos terpenos atuando em
um glicosideo (alcoois organicos, alcoois terpenos ou compostos carbonicos), liberando
o terpeno aromatico e uma molécula de glicose. Vale destacar que os terpenos tém forte
caracteristica sensorial. Essa enzima ela libera para o meio os precursores intermediarios
de aromas como o geraniol e o alfa-humuleno, que apds outras biotransformacoes, se
converterdo em beta-citronelol, nerol, linalol e cariofileno que séo terpenos bem aromaticos
(SVEDLUND, N. et al. 2022).

Cisteina-B-liase — enzima responsavel pela biotransformacédo dos tidis presentes
em uma minuscula fragdo, menos de 1%, dos 6leos essenciais do lupulo sendo os mais
comuns o 4MSP e 3MH. Eles se encontram em concentragdo muito baixa, porém s&o
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potentes aromaticamente. Normalmente, sdo inativos, pois estdo ligados a aminoacidos
como a cisteina e por isso é necessério a utilizacdo dessa enzina na forma exdgena para
sintetizar essa ligacao (KOICHIRO KOIE et al. 2022).

Nessa etapa do processo, ndo ha que se falar em pH e temperaturas 6timas dessas
enzimas ja que sua agao, apesar de importantes, sdo secundarias, sendo a fermentacéao a
principal atividade e se alcangar.

51 TENDENCIAS E INOVACAO

A aplicacdo de enzimas comerciais durante a mosturacdo veio como forma
complementar ou substitutiva a atividade enzimatica naturalmente presente no malte, que
nao era o suficiente para realizar uma conversao satisfatéria dos amidos (MAN, L. V. V.;
NGUYET, T. N. M. 2005), assim os cervejeiros lancam mao dessas enzimas comerciais
para se ter uma maior agilidade, controle e padroniza¢do do processo. Hoje, com avangos
na selecéo de variedades de cevada, métodos de armazenamento e técnicas de malteacao,
temos maltes de maior taxa enzimatica endégena que no passado, conseguindo entéo
realizar a conversao sem a necessidade da aplicag@o de enzimas exégenas (GUIDO, L. F;
FERREIRA, |. M. 2023).

Entretanto, quando se utiliza adjuntos ndo-maltados na mosturacao ou na produgéo
pelo método high gravity (PULIGUNDLA, P. et al. 2020), a carga enzimatica presente nos
maltes pode néo ser o suficiente para realizar a converséo satisfatoria dos amidos presentes
no malte de cevada e nos adjuntos conjuntamente, além do fato que esses adjuntos podem
ter um baixo teor de enzimas préprias. De acordo com Bogdan e Kordialik-Bogacka (2017)
a baixa conversédo pode acarretar em um impacto negativo na estabilidade da cerveja,
resultando em uma cerveja defeituosa, com sabores desagradaveis e caracteristicas
sensoriais indesejadas. Para driblar este problema, nesses casos o emprego de preparos
com enzimas comerciais se torna uma alternativa viavel. Esses preparos enzimaticos
comerciais contém as enzimas beta-glucanase e hemicelulase (de SOUZA, T.S.P;
KAWAGUTI, H.Y. 2021).

Os principais adjuntos que podemos citar, sdo a cevada ndo malteada, milho, arroz,
sorgo, trigo e tubérculos. Existe uma ampla gama de estilos de cervejas que em suas
receitas sdo agregados adjuntos como a cervejas de Weissbier e Witbier (trigo) (REIS
SELVATI COSTA, B. et al. 2020)., Oatmeal Stout (aveia), American Standard Lager (milho
e arroz) e cervejas sem glaten (sorgo) (GASINSKI, A. et al. 2023).

Os diferentes aportes sensoriais dados aos adjuntos permitem atender diversas
demandas do mercado cervejeiro e seu emprego também pode ser atribuida a disponibilidade
dessas matérias-primas regionais, conferindo tipicidade aos produtos e valoriza¢gdo da méao
de obra local.

Além da busca por novos adjuntos, a parte enzimatica também tem alto valor devido
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a busca de novos aromas e sabores que sua utilizagdo pode trazer para as cervejas. Nesse
sentido, as enzimas cisteina-beta-liase e beta-glicosidase vem ganhando muito destaque
nos ultimos anos ja que seus aromas frutados e florais agradam a uma parte consideravel
do publico consumidor e abre porta para novos consumidores (TAKOI, K. et al. 2010).
Podemos concluir que sendo tendéncia a busca constante pela elaboracéo de novas
receitas e a exploragcéo de novos ingredientes, a utilizagcdo das enzimas comerciais ainda

se fazem necessarias para a consolidacao de novos estilos de cerveja.

61 DESAFIOS

A cerveja artesanal tem ganhado cada vez mais popularidade no Brasil. No entanto,
com seu crescimento também surgem alguns desafios para o setor. Abaixo estédo elencados
alguns dos principais desafios enfrentados pelas cervejarias artesanais no Brasil:

+  Carga Tributaria: A indUstria de cerveja no Brasil é altamente regulamentada
e possui uma carga tributéaria significativa. I1sso pode ser especialmente dificil
para as cervejarias artesanais, que geralmente operam em menor escala e pos-
suem recursos financeiros limitados;

»  Concorréncia com as Grandes Marcas: As cervejarias artesanais competem
com as grandes marcas de cerveja que tém uma presenca estabelecida no
mercado. A publicidade em larga escala das cervejarias comerciais torna dificil
para as cervejarias artesanais alcangcarem uma base de consumidores mais
ampla;

+ Distribuicdo e Logistica: A distribuicao de cervejas artesanais pode ser um de-
safio. As grandes cervejarias tém redes de distribuicdo consolidadas, enquanto
as cervejarias artesanais podem enfrentar dificuldades para levar seus produ-
tos a mercados mais distantes;

+  Capacidade de Producao Limitada: Cervejarias artesanais geralmente tém ca-
pacidades de producdo menores em comparagdo com as cervejarias comer-
ciais. O aumento da demanda pode levar a problemas de escassez de produtos
e a dificuldades em atender aos pedidos;

* Qualidade e Consisténcia: Manter a qualidade e a consisténcia do produto é
um desafio para as cervejarias artesanais, especialmente quando ha um cres-
cimento rapido. Garantir que cada lote produzido tenha 0 mesmo padrao de
qualidade pode ser complicado;

+  Educacédo do Consumidor: Muitos consumidores ainda néao estéo familiarizados
com o conceito de cervejas artesanais e podem nao compreender as diferen-
¢as entre as cervejas industriais e as cervejas artesanais. A educacéo do con-
sumidor é fundamental para aumentar o interesse e a demanda por cervejas
artesanais;

+  Sazonalidade: Algumas cervejas artesanais sao produzidas sazonalmente, com
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ingredientes especificos disponiveis apenas em determinadas épocas do ano.
Isso pode levar a flutuagdes na oferta e na demanda;

»  Regulamentacbes e Normas: As cervejarias artesanais estdo sujeitas a regula-
mentagdes governamentais especificas relacionadas a produgéo e rotulagem
de bebidas alcodlicas. O cumprimento dessas normas pode ser oneroso para
as pequenas cervejarias;

+  Custos de Produgéo: Ingredientes de alta qualidade podem ser caros, espe-
cialmente quando produzidos de forma sustentavel. Além disso, aquisicdo de
equipamentos especializados e tecnologia adequada também pode representar
um investimento significativo.

Apesar dos desafios, a cerveja artesanal continua a crescer no Brasil devido
ao aumento do interesse dos consumidores por produtos locais, de qualidade e com
caracteristicas distintas. As cervejarias artesanais tém conquistado espago no mercado e
contribuido para a diversificacéo e inovagéo da industria cervejeira no pais

71 CONSIDERAGOES FINAIS

A cerveja artesanal € uma tendéncia e tem ganhado cada vez mais espaco e
reconhecimento no mundo. Esta bebida encontra -se na categoria de cervejas produzidas
em menor escala, com ingredientes selecionados e um processo de fabricacdo mais
cuidadoso e artesanal, resultando em produtos com sabores, aromas e caracteristicos.

Contudo, é importante ressaltar que, como em qualquer industria, também existem
desafios na producdo e comercializagdo da cerveja artesanal. Alguns dos principais
obstaculos para producdo dessa bebida no Brasil sdo: a concorréncia acirrada, os altos
custos de producdo, a necessidade de educar o consumidor sobre os diferentes estilos de
cerveja e a garantia de padrdes de qualidade consistentes.

A cerveja artesanal representa uma tendéncia valiosa para o setor cervejeiro,
trazendo uma experiéncia sensorial Unica, valorizando a cultura local, estimulando a
inovacdo e promovendo um consumo mais consciente. Seja um apreciador ocasional ou
um entusiasta de cervejas, a diversidade e a qualidade das cervejas artesanais oferecem
uma experiéncia Unica.
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ABSTRACT: The processes of Bioleaching
of sulphide minerals, aiming at extracting
the metallic values from these mineral
species, as well as the bio-oxidation of these
sulphides so as to release gold particles
encapsulated in these mineral matrices
for further extracting the remaining gold,
require, at first, a stage of adaptation of the
involved microorganisms to the growing
ionic strengths, due to these bio-oxidative
processes, followed by the continuous
cultivation of these microorganisms in
order to use them in the aforementioned
extractive processes at the appropriate
production scales. Therefore, this
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technological contribution aims at defining
the conditions, in the first place, for adapting
those microorganisms to increasing ionic
strengths and for their continuous cultivation,
considering the bio-oxidative processes in
which such cultures will be used.
KEYWORDS: bioleaching, bio-oxidation,
microorganisms, sulphide minerals.

11 INTRODUCTION

Bioleaching can be defined as a
dissolution process of sulphide minerals
that results from the action of a group
(PRADHAN et al,
2008). Ferric ions (i.e., Fe®), generated

of microorganisms

by microbial action, oxidize the sulphide
minerals with consequent release of the
constituent metals in their ionic forms,
generating the leachate from which they
will later be recovered according to their
In this

case, the main function of microorganisms

physicochemical characteristics.

is to regenerate Fe®* ions. This process has
advantages such as low cost, friendly to the
environment and adequate in the treatment

of ores with low levels of metals of economic
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interest. It is a bioprocess widely recognized as an interesting route from an economic and
environmental point of view, since it requires little expenditure on consumables (i.e., acids
and oxidizing agents), which are produced by the microorganisms themselves, reduced
energy expenditure, low capital investment, low operating costs, reduced skilled labour in
the operation compared to other metal extraction processes, use of ore tailings with reduced
contents of metals of interest, in addition to not issuing SO,, as in the pyrometallurgical
process. Therefore, bioleaching can also be an alternative for small-sized deposits and/or
far from centres with the necessary infrastructure.

Bioleaching is a biotechnological process that is based on the use of natural
microorganisms capable of solubilizing sulphide minerals resulting in the release of
constituent metals (GARCIA, 2007). Generally, these microorganisms involved in the natural
processes of bioleaching in mining have well-defined characteristics. They preferentially
grow in acidic environments (i.e., they are acidophilic), and can even grow at pH close to
zero (OTTOBONI & SATO, 2000), and such processes occur through the action of bacteria
such as Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans, and Acidithiobacillus
thiooxidans etc. (BRIERLEY, 2010; RODRIGUES, 2015; TAO & DONGWEI, 2014; WATLING,
2006). According to Oliveira (2009), due to physiological and environmental similarities,
these bacteria coexist simultaneously, intensifying the solubilization of the constituent metals
of sulphide minerals, and are classified as chemoautotrophic, since they obtain energy from
the oxidation of inorganic compounds such as sulphides (ALMEIDA, 2005; SILVAS, 2010),
using CO, as the only carbon source for biomass production and are classified according
to the temperature at which they develop, distinguishing themselves into: mesophiles (up
to ~40 °C), moderate thermophiles (~40 - ~55 °C) and extreme thermophiles (~55 -~80 °C)
(CHANG et al., 2000; NAGPAL et al., 2000).

The bioleaching of metals has been applied on an industrial scale, especially for
copper, through static leaching in heaps. However, for metals with high added value, such
as, for example, gold, the operating system used is tanks under agitation. Regardless of the
system, the use of bacterial inocula is increasingly being understood as an optimization of
the process, either in heaps or in reactors.

Thus, the production of large volumes of inoculum presents itself as a new challenge
for the process. Generally speaking, this production can be obtained by a batch system or
by the continuous cultivation of the microorganisms to be used. The continuous system can
produce, in an accelerated way, substantial amounts of the different microbial consortia for
an inoculation operation of bioleaching heaps on an industrial scale, for the extraction of the
metals of interest from the sulphide minerals bearing these elements.

However, bioleaching is a biological process and, therefore, several factors affect the
growth and activity of the microorganisms used in the process, including bacterial strains,
pH, Eh, temperature and heavy metals in the leachates (YAMANE, 2012; KIM et al., 2021).
During bioleaching processes, bacterial viability can be especially affected by increasing the
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ionic strength in solution, resulting in decreased recovery of available elements in sulphide
minerals (KIM et al., 2021), since microorganisms are aerobic, i.e., need oxygen for their
survival. With increasing salinity, the solubility of a gas is reduced, which makes it difficult
for microorganisms to access oxygen. Therefore, bacterial adaptation to heavy metals could
play a significant role for increasing bioleaching efficiency.

Thus, this work aimed at investigating the process of continuous cultivation of
adapted acidophilic microorganisms, more specifically consortia of mesophilic iron oxidizing
microorganisms, which are used in bioleaching of sulphide minerals.

21 EXPERIMENTAL

2.1 Adaptation of microorganisms

Tests for adapting the microorganisms to increasing ionic strength, involving a
consortium of A. ferrooxidans, LR strain, and L. ferrooxidans (ATCC53992), using an aliquot
of 10 mL of the culture of A. ferrooxidans and 10 mL of L. ferrooxidans. The tests were
accomplished in duplicate and included a negative control, in which no microorganisms
were added (Control), only 200 mL of deionized H,O acidified to pH 1.8 with 5M H,SO,
and 0.5g/L of ore. Using 500mL Erlenmeyer flasks, initially an aliquot was taken from the
culture carried out in fresh medium and transferred to a new medium containing 0.5g/L of
gold ore (i.e., bearing chalcopyrite, pyrite and galena) and 32.16g/L of FeSO, (i.e., ferrous
sulphate, source of energy for the microorganisms), together with MKM culture medium
(i.e., 0.4 g.L'' of ammonium sulphate; 0.4 g.L' of heptahydrate magnesium sulphate and
0.04 g.L' of monopotassium phosphate). The Erlenmeyer flasks were placed in an orbital
shaker (Eppendorf Innova S44i) at 30°C and under orbital agitation of 150 rpm, for a period
of 3 days. In each new subculture, 10% v/v of inoculum from the previous culture was
added to the fresh medium, in a solid/liquid ratio higher than that of the previous culture,
being inversely proportional to the FeSO, concentrations, that is, as the ore concentration
increased, the concentration of ferrous sulphate decreased, considering that the added
ore contains sulphide minerals that are responsible for supplying such demand during their
oxidative biological transformations.

During 28 days of adaptation, cell viability tests were performed to verify the growth
of the bacterial population. An aliquot of the subculture, containing ore, was removed and
placed in a fresh medium, under ideal growth conditions, being conditioned in the Eppendorf
Innova S44i shaker for another 3 to 5 days. Another way of observing growth was through
cell counting using an optical microscope coupled to a Thoma’s chamber. A new propagation
was performed when the count reached at least 107 cells per millilitre of culture. The
technique of spectrophotometric analysis was used to determine the concentrations of Fe?
and total iron in the samples undergoing the adaptation process. The spectrophotometer
(HACH DR 6000) was set to a wavelength of 510 nm, suitable for the analysis of Fe?* and
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total iron. The samples were analysed in duplicate, that is, two aliquots of each sample were
evaluated for Fe?* and two aliquots for total Iron, in order to guarantee the precision and
reproducibility of the results obtained.

The initial pH was recorded daily and, when necessary, adjusted with H,SO, (5M),
also recording the final pH. The number of drops of H,SO, (5M) used to adjust the pH in each
Erlenmeyer flask was recorded in order to assess acid consumption. The ore concentration
was gradually increased at each propagation, starting with 0.1% of the total desired volume
and reaching a solid-liquid ratio of 10% w/v.

2.2 Continuous cultivation

From the adaptation of the microorganisms, the microbial cultivation process was
carried out through a continuous feeding of “new” MKM culture medium, in which the
reaction volume (20L) was kept constant through the continuous removal, by overflow, of
the “old” medium used.

The continuous cultivation process (Figure 1) began discontinuously, in which
the reactor with MKM culture medium and solids (i.e., 1 g.L"' of the gold ore produced
by Euro Metal, the gold mining sponsor of this study), was inoculated with consortia of
mesophilic microorganisms A. ferrooxidans, LR strain, and L. ferrooxidans (ATCC53992) in
a 20L reactor useful volume. After a period of discontinuous operation, in which the culture
reached a high cell population density, in the order of 107 cells/mL, the reactor was fed
with culture medium and consequent spill over of the medium as a whole, containing the

microorganisms of interest, initiating, effectively, the continuous process.

Alr flow micter

impelier

‘1':“‘1':" BCT = Microorganisms Cultivation Tank
CEM = Controlled Speed Motor
Bio-reacton MS =Mechanical Stirrer

IH =Imersion Heater
FM  =Flow Meter
B =Raffles

Drain Valwe

(A) (B)

Figure 1- Continuous microorganism cultivation system, where Figure (A) shows the reaction system
used and in Figure (B) the details of this reaction system.
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The vertical stirrer is equipped with metal pallets, made of 316L stainless steel, and
positioned in the centre of the reactor, as shown in Figure 2. This stirrer rotated at speeds
ranging from 160 to 180 rpm. Air was injected into the lower part of the reactor and below
the pallets fixed to the stirrer shaft at a flow rate of 10 to 15 L/h. Temperature control was

carried out through a resistance located inside the tank.

Figure 2 - Interior of the microorganism culture tank.

The reactors were kept with 0.1% w/v of solid (i.e., gold ore) and gases (i.e., O, and
CO,) at the aforementioned flow rate. The temperature of the cultures, the inlet flows of
MKM (i.e., nutrient solution), the solid addition (i.e., gold ore), and the retention times of the
microorganisms in the reactor, that is, the time elapsed for renewing the reactor cultivation
volume, are described in Table 1.

Mesophilic Microorganisms
Variables
Temperature/ °C 30
Retention Time/days 5 3 1
MKM Flow Rate/(L.day") 3.4 5.67 17
Solids Addition/(g.day™) 68 113,3 340

Table 1- Conditions used during continuous cultivation of microorganisms.

Figure 3 shows the daily feed rates of nutrients and solids during the period of
continuous cultivation of mesophilic microorganisms. Due to the need for less time for the
growth of the microorganisms that constitute the mesophilic consortium, it was possible to

carry out the test in two stages with different retention times.
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Figure 3 - Profile of the continuous production of Mesophilic Microorganisms, over a period of 14 days.
The solid symbols (e) represent the Nutrient Feed and the empty symbols (o) the Solids, obtaining the
following retention times (A) 5 days; (B) 3 days and (C) 1 day.

2.3 Concentration of ionic iron species

For determining the concentration of ionic iron species in the microbial inoculum,
analyses of Fe®* and Fe?* concentrations were carried out using a spectrophotometric
method with the use of orthophenanthroline. To quantify the Fe?* concentration, the diluted
sample was mixed with orthophenanthroline and the pH adjusted with acidic water at pH
2.1. After the formation of the Fe?‘/orthophenanthroline complex, the absorbance was
measured at 510 nm. For total iron determination, Fe3* ions were reduced to Fe®* using
hydroxylamine. The Fe®* concentration was obtained by the difference between total iron

and Fe?* concentrations.

2.4 pH and Eh Monitoring

The pH and Redox Potential were monitored during the tests with an Analion pH-meter
AN2000 Microprocessed device, using a pH combined glass electrode and Pt electrode
(i.e., with Ag°/AgCl reference), respectively. The electrodes were previously sterilized (i.e.,
20 minutes of immersion in 5% v/v formaldehyde solution (HCOH)) to avoid contamination
of the culture.

2.5 Microbial Concentration

Microbial quantification was accomplished using a Thoma chamber with the following
dimensions: area of 0.0025 mm? and depth of 0.100 mm, equipped with quadrangular
divisions. Thus, counting the four quadrants of the extremities was adopted as a methodology.
After counting, the equation below was used to determine the value corresponding to the
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number of microorganisms per mL of the analysed suspension, remembering to add the
dilution factor to the calculation, should this have been done.

" 16.10
M /mL = average ——

31 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Adaptation

Figure 4 shows the variation of the redox potential throughout the bioprocess. It can
be observed that the potential gradually increases, indicating the evolution of the oxidative
process, with a consequent increase in the total iron concentration due to the oxidation of
sulphide minerals bearing iron in their structures, that is, pyrite (FeS,), pyrrhotite (Fe , ,S)
and chalcopyrite (CuFeS,). As expected, the fluctuations in the concentrations of the ionic
iron species cause the variation of the redox potential throughout the experiment.
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Figure 4 - Eh variation throughout the test period.

An increase in pH was observed in the first two days of the test; however, this
parameter did not reach a value higher than 3 (Figure 5). This increase in pH is directly
related to the reaction of sulphuric acid with the mineralogical species that make up the
ore’s gangue, which readily react with the available acid. The addition of sulphuric acid was
carried out in the first four days, adding the equivalent of 39 kilograms of acid per ton of ore.
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Figure5- pH variation throughout the test period.

3.2 Continuous cultivation

It was observed that in the cultivation of Mesophilic Microorganisms, with longer

process time (Figure 6), the values of redox potential decrease, taking into consideration

the concentrations of iron species (i.e., Fe?* and Fe*) in solution, according to the Nernst

equation (i.e., Eh a [Fe*]/[Fe?!]) (Figure 7) and microbial population density increases.

However, both presented a satisfactory microbial population, that is, values higher than 107

cells/mL.
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Figure 6- Culture outflow (9), retention time () and microbial count (4) of Mesophilic Microorganisms,

with the increase in nutrient flow: (A) 3.4 L/day; (B) 5.67 L/day and (C) 17.0 L/day.
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Figure 7- Variations in the Fe?* concentration (¢) and Fe® (#), in the continuous growth of Mesophilic
Microorganisms, as the flow of nutrients increases: (A) 3.4 L/day; (B) 5.67 L/day and (C) 17.0 L/day.

The low values of redox potential in the test, in a shorter period of time (around 0.600
V vs. SHE), Figure 8, may be directly related to the duration of the test, causing an increase
in the flow of culture medium solution, in shorter time.
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Figure 8- Variations of pH (-) and Redox Potential (--), in the continuous cultivation of Mesophilic
Microorganisms, as the nutrient flow increases: (A) 3.4 L/day; (B) 5.67 L/day and (C) 17.0 L/day.

Observing the Figure 9, it is possible to notice that during the first four days of
the experiment, there were small variations in the concentrations of Fe?" and Fe®" ions.
However, from the 4th day onward, it is evident that the variation of these concentrations
was quite expressive. There was a considerable increase in the concentration of Fe?,
while the concentration of Fe? decreased, that is, the concentration of Fe?* was inversely
proportional to the concentrations of Fe?®. It is possible that the demand for ferrous ions
by microorganisms has increased, leading to an increase in the concentration of Fe® in
solution. The decrease in Fe®', from the fifth day onward, may be linked to its reduction to
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Fe?* by the indirect mechanism of sulphide minerals oxidation. Additionally, the increase in
Fe?" concentration may have caused greater microbial growth, because Fe?* becomes an
energy source for the microorganisms metabolic processes; however, the increase in the
concentration of ferrous ions and the reduction in the concentration of ferric ions may also be
related to the cell concentration, that is, it is possible that there is no enough microorganism
to oxidize these ferrous to ferric ions, so that these ions could oxidize the sulphide minerals
present and, with that, solubilize the metal of interest, reducing it, consequently, to its
respective ferrous ions. On the other hand, the reduction in the concentration of Fe3 may
be related to a possible decrease in the availability of the mineral substrate, that is, the
sulphide minerals that are responsible for providing energy sources, Fe?* in particular. This
means that it is necessary, in order to make continuous cultivation possible, to feed the

nutrient solution containing, in a mechanical suspension, some mineral substrate.
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Figure 9- Variations in the concentration of Fe?* (A) and Fe3* (A), in the continuous growth of
Mesophilic Microorganisms, as the flow of nutrients increases: (A) 3.4 L/day; (B) 5.67 L/day and (C)
17.0 L/day.

The purpose of using the continuous microbial inoculum production process was
to produce, in an optimized way and in less time, a greater volume of inoculum. Thus, the
Table below shows, with respect to time, the volume produced in the different processes:

Consortium Duration of Test | Time for Optimum Continuous Discontinuous
(Days) Growth Process Process
(Days) (Volumel/L) (VolumelL)
Mesophilic 6 3 55.54 30

Table 2 - Production of microbial inoculum in continuous and batch systems.

41 CONCLUSION

The adaptation process occurred as expected, since there was an evolution of the

oxidative process;
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It is possible to observe that cultivation in a continuous process proved to be
effective in terms of inoculum production, considering the microbial population density
values presented in this study (i.e., at least 107 cells/ml), provided that the adaptation of
microorganisms to increasing ionic strength is previously carried out;

The present study proved that it is possible to cultivate acidophilic iron-oxidizing
microorganisms in a continuous system, maintaining a microbial density higher than 107
cells/mL, which is so necessary for the bioleaching process;

The addition of ore, bearing pyrite, was efficient in controlling the pH, causing it to
decrease from 2.2 to 1.9 in 4 days;

Evaluating Table 2, it can be concluded that cultivation in a continuous system proved
to be more efficient in the production of microbial inoculum, in particular, the production of
consortiums of mesophilic microorganisms.
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