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CAPITULO 1

ABORDAGEM SISTEMICA DO TERMO
BIOINSUMOS NA ATUALIDADE

André Vinicius Freire Baleeiro
Fabiana Almagro de Lima Ribeiro
Eliana Paula Fernandes Brasil
Joyce Vicente do Nascimento

Thalles Alves Tormim da Veiga

RESUMO: A sustentabilidade agricola tem
sido um tema de grande preocupagao
mundial, que ganha cada vez mais
importéncia a medida que as discussoes
sobre esse assunto ganham destaque
nos mais diferentes féruns ao redor
do mundo. E indiscutivel que entre as
estratégias de manejo agricola disponiveis,
0 uso de bioinsumos (insumos de origem
biolégica) esta entre as mais sustentaveis.
Neste contexto, a proposta € apresentar
um referencial teérico atualizado que
aborde aspectos histéricos, legislacao e
classificacao de bioinsumos, demonstrando
que o0 maior avango esta no desenvolvimento
de bioinsumos para sanidade vegetal,
fertiidade do solo, nutricdo de plantas,
estresses abibticos e manejo de espécies.
PALAVRAS-CHAVE: sustentabilidade,
bioeconomia, biodiversidade, fertilizantes

Data de aceite: 01/02/2024

naturais

ABSTRACT: Agricultural sustainability has
been a topic of great concern worldwide,
which is gaining more and more importance
as discussions on this subject gain
prominence in different forums around
the world. It is indisputable that among
the agricultural management strategies
available, the use of bioinputs (inputs
of biological origin) is among the most
sustainable. In this context, the proposal is
to present an updated theoretical framework
that addresses historical aspects,
legislation and classification of bio-inputs,
demonstrating that the greatest advance is
in the development of bio-inputs for plant
health, soil fertility, plant nutrition, abiotic
stresses and species management.
KEYWORDS: sustainability, bioeconomy,
biodiversity, natural fertilizers

11 INTRODUGAO

O Brasil possui uma biodiversidade
imensuravel, todo esse potencial precisa
ser conhecido, conservado e aplicado de
forma estratégica e a seu favor. Transformar
a biodiversidade em ativos biolégicos tais
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como insumos para a producgéo agricola brasileira € parte integrante do Programa Nacional
de Bioinsumos. Com o lancamento do Programa Nacional de Bioinsumos, realizado em
maio de 2020, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, instituido pelo
Decreto n® 10.375, de 26 de maio de 2020, o termo bioinsumo ganhou espag¢o na midia, nas
academias, nos ambientes de pesquisa, de extensao rural e de producéo.

Adefinicao de bioinsumo ainda € complexa, para o Programa Nacional de Bioinsumos,
conforme Decreto n° 10.375, “bioinsumo é todo produto, processo ou tecnologia de origem
vegetal, animal ou microbiana, destinado ao uso na produg¢édo, no armazenamento e no
beneficiamento de produtos agropecuarios, nos sistemas de producdo aquaticos ou de
florestas plantadas, que interfiram positivamente no crescimento, no desenvolvimento e
no mecanismo de resposta de animais, de plantas, de microrganismos e de substéancias
derivadas e que interajam com os produtos e 0s processos fisico-quimicos e biol6gicos”.

A necessidade de agbes coordenadas para ofertar insumos amigaveis ao meio
ambiente e a saude animal e humana é uma demanda histérica de véarias abordagens
de agricultura sustentavel, que tem crescido fortemente nos Ultimos anos no mundo e,
em especial, no Brasil, que a agricultura sempre teve papel de destaque como agente
econdmico de desenvolvimento. Estas tém em comum, por exemplo, segundo Oberc;
Schnell (2020), uma perspectiva ampla e compartilhada dos problemas e, normalmente,
um conjunto de solu¢des amigaveis que as sustentam e que séo comuns a todas, e por via
de regra, inclui a redugéo de pesticidas sintéticos e uso de fertilizantes minerais, a rotacéo
de culturas; a inclusdo de culturas de cobertura e companheiras, cultivo minimo ou plantio
direto, dentre outras.

Os bioinsumos representam o novo, o moderno, instrumentalizam a bioeconomia
(Mazzaro et al., 2022). Da mesma forma, o tema dialoga com a sustentabilidade (Altieri,
1989) em seu mais alto grau, nas politicas publicas e programas nacionais e internacionais.
Os bioinsumos séo a primeira fase da industria da bioeconomia do Brasil, cuja légica da
sustentabilidade evolui a partir destes bioativos, suas industrias de transformacéo, sejam
farmacéuticas, agricolas, cosméticas etc, para entdo fornecer a base para uma transicao
de matriz energética, que contemple um novo processo para o pais (VIDAL E DIAS, 2023).

21 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO DOS BIOINSUMOS

O prefixo “bio” provém de vida. Insumo, de sua raiz latina insumere pode ser
traduzido como “fazer uso de”. Como no inicio da agricultura s6 se fazia uso de insumos
de origem bioldgica é dificil datar o inicio do uso dos bioinsumos senéao pela propria origem
da agricultura (MAZOYER, ROUDART, 2010). A reutilizagéo da biomassa produzida nos
agroecossistemas para aumentar a fertilidade do solo € provavelmente um dos primeiros
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usos dos bioinsumos. No inicio da agricultura s6 ndo havia a ideia de bioinsumos enquanto
produtos, como descrito em lei (BRASIL, 2020), por se tratar de um modo de producéo
diferente do atual.

Como os processos de domesticacéo animal e inicio da agricultura se desenvolveram
conjuntamente nos oito centros de origem da agrobiodiversidade (TOLEDO e BARRERA-
BASSOLS, 2015), e com os varios usos dos animais como fonte de alimento ou tracdo
animal, houve uma grande disponibilidade do insumo proveniente do metabolismo animal.
Mais especificamente o esterco animal, apds passar por um processo, sistematico ou néo
de decomposicao, ha tempos é utilizado para o plantio.

O esterco curtido e o composto organico, sdo bioinsumos de antiquissima
existéncia. Descobertas pedologicas mostram que a “terra preta de indio”, que compde
um tipo de antropossolo, é decorréncia das atividades dos assentamentos humanos de
povos indigenas da floresta amazénica (LINS, 2015). O que nao se sabe ao certo é qual
o nivel de intencionalidade com que eram criadas as terras pretas, enquanto bioinsumos
para aprimorar os cultivos, ou enquanto impacto positivo decorrente de um modo de vida
regenerativo.

Com relagédo ao uso de principios ativos para a saide vegetal também ¢ dificil
determinar seu inicio. Ha 2400 anos Hipocrates falava para “que seu remédio seja
seu alimento, e que seu alimento seja seu remédio”. Com essa visdo ele explicita o
reconhecimento da importancia que os gregos davam a potencialidade das plantas. Nesse
sentido, Ana Primavesi (2016) afirma que “solo sadio, planta sadia, ser humano sadio”, que
decorre de uma viséo integrada entre satde ambiental e satde humana.

Essa visdo mais integrada € presente no conhecimento popular, e o uso de caldas
com ingredientes bioldgicos também ¢ dificil de ser datado. O exemplo do 6leo de nim
¢ ilustrativo, visto que o uso desta planta na medicina Ayurveda esteja mencionada em
escritos sanscritos de milhares de anos de idade. Apesar do Nim (Azadirachta indica) ser
utilizado ha muito pelo conhecimento popular, sua habilidade em repelir insetos foi pela
primeira vez descrita na literatura cientifica entre 1928 e 1929. Dois cientistas Indianos,
Dr. R.N. Chopra e Dr.M.A. Husain usaram uma solugdo aquosa contendo 0,001% de frutos
secos moidos para repelir gafanhotos do deserto (GARCIA, 2000).

Em diversos tipos de agricultura alternativa ha a presenga de bioinsumos, como
as caldas de alho, pimenta, cebola, leite, melado na agricultura organica, os preparados
biodindmicos na agricultura biodindmica, os microrganismos eficientes da agricultura
natural. Hoje os bioinsumos estdo saindo do nicho das agriculturas alternativas e estéo
sendo adotados em culturas de larga escala, como soja (MEYER, 2022) e cana-de-agUcar
(BUTU et al. 2020).

Entre os anos 20 e 40 do século XX diversas tentativas foram realizadas, sem
sucesso, de importagéo e liberacdo de agentes de biocontrole de pragas no Brasil (Parra,
2014; Bueno et al., 2020). Em 1967 ocorreu o primeiro projeto bem-sucedido de importacéo
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do parasitoide Neodusmetia sangwani para controlar a cochonilha das pastagens (Antonina
graminis).

Com relagdo a microrganismos como agentes de biocontrole, o Metarhizium
anisopliae foi o primeiro fungo usado para controle de pragas no Brasil. Ja para controlar
doencas de plantas, o primeiro estudo publicado utilizando antagonistas foi com Trichoderma
em 1950 (MEYER, 2020).

2.2 LEGISLAGAO DOS BIOINSUMOS

Os bioinsumos, bioprodutos, biotecnologia, nomenclatura utilizada para expressar
a nova expansao em tecnologia sustentavel utilizada na area agricola brasileira e mundial
recebera protecéo juridica através da implantacdo do Projeto de Lei n° 3668 de 2021,0
qual regulariza, traz em lei a especificacdo de uma legislagdo propria que fundamenta a
utilizacéo, implantacdo e desenvolvimento de bens e servicos, podendo estes ser, desde o
seu processamento até a producado de outros bens e servigos provenientes de organismos
vivos em sistemas de producao animal e vegetal.

Segundo o Projeto de Lei n° 3668 de 2021:

Art. 1° Esta Lei dispde sobre a producédo, o registro, comercializac&o, uso,
destino final dos residuos e embalagens, o registro, inspecéo e fiscalizacao,
a pesquisa e experimentacdo, e os incentivos a producdo de bioinsumos
para agricultura, inclusive sobre a producdo em estabelecimentos rurais
com objetivo de uso exclusivo na propriedade. § 1° As normas gerais
contidas nesta Lei sdo de interesse nacional e devem ser observadas pela
Unido, pelos Estados, pelo Distrito Federal e pelos Municipios. § 2° As
disposi¢cdes desta Lei aplicam-se a todos os sistemas de cultivo, incluindo o
convencional e o orgéanico. § 3° Sao considerados bioinsumos, para os fins
desta Lei, as substancias e produtos empregados como bioestimuladores,
biorreguladores, semioquimicos, bioguimicos, agentes bioldgicos de controle,
agentes microbiolégicos de controle, fertilizantes organicos, bioestabilizantes,
biofertilizantes e inoculantes, conforme definidos no art. 2° desta Lei.

Segundo Vidal (2023), os bioinsumos tem em sua base o uso da matriz biolégica
existente na natureza, como as substancias bioativas e a diversidade vegetal, animal e
microbiana acima e abaixo da superficie do solo.

Ainiciativa para a regularizacao dos Bioinsumos vem de desdobramentos da Lei de
Produtos Organicos (Lei n°10.831 de 2003), do Programa Nacional de Bioinsumos (Decreto
Lei n° 10.375 de 2020) e da pauta amplamente discutida pelas Convengbes Mundiais,
preocupadas com o Meio Ambiente, os quais primam pelo desenvolvimento sustentavel,
pela conservacao e preservagado da natureza.

A referida aprovacdo do Projeto de Lei dos Bioinsumos justamente vem dar
efetividade e conformidade a parceria firmada com a ONU (Organizacdo das Nagbes
Unidas) em buscar, através de agdes de trabalho, o fomento a, por exemplo, cumprimento
das metas estabelecidas pelo Objetivos de Desenvolvimento Sustentaveis (ODS metas
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2,3,6,7,12,13,14 e 15).

Os Bionsumos utilizando-se de matéria prima presente na propria natureza produz
bioprodutos que auxiliam na producdo de alimentos e na criagdo de animal de forma
menos onerosa ao produtor e com menos degradacdo ao meio ambiente o que se alinha
perfeitamente a pauta da Agenda 2030 que é acabar com a pobreza, proteger o meio
ambiente e o clima e garantir que as pessoas, em todos os lugares, possam desfrutar de
paz e de prosperidade.

Em torno e em sintonia com a experiéncia brasileira, outros paises como Argentina
(GOULET e HUBERT, 2020; GOULET et al.,, 2020), Colémbia e Chile tém buscado
conformar iniciativas de participagéo regional com representacbes de autoridades de
fomento e controle, as quais sdo responsaveis por discutir o potencial de expansao dos
bioinsumos a partir da construcéo de politicas publicas.

A tecnologia e os bioinsumos utilizados no Brasil careciam de regularizagédo prépria
e, devida a sua vasta extensdo em abrangéncia e potencial utilizagédo no mercado agricola,
faz se importante a normatizacéo da lei para que se estabelegca uma seguranca juridica,
sanitaria em comercializar, fabricar e se utilizar tais produtos e derivados biotecnoldgicos.

Os avangos técnicos-cientificos e legislativos do setor de bioinsumos tém sido
realizados especialmente no setor agricola para o manejo de insetos e doencgas, bem como
relacionados a nutricdo de plantas e a fertilidade dos solos, o que pode ser constatado pela
tecnologia dos inoculantes amplamente utilizados, por exemplo, no cultivo de soja e pela
lideranga no mercado de produtos para controle biolégico de pragas, referenciado pelos
produtos comerciais disponiveis. (VIDAL, 2023)

Tem-se o estado de Goias como pioneiro na regulamentagéo do fomento da pratica
de bioinsumos, pois foi 0 primeiro a implantar a Lei Estadual de Bioinsumos, Lei n° 21.005
de 14 de maio de 2021, a qual instituiu o Programa Estadual de Bioinsumos no estado
goiano.

Outros estados também ja aderiram a essa expansdo agricola tecnolégica dos
bioinsumos buscando a sua regulamentacgéo legal, para que haja uma utilizacéo de forma
mais segura desses produtos, como: Estado do Mato Grosso do Sul ( Lei Estadual 5.966
de 27 de outubro de 2022, Rio de Janeiro ( Projeto de Lei 4538 de 2021, Mato Grosso ( Lei
Estadual 12.117 de 18 de maio de 2023).

O tema, Bioinsumos, ainda é novo e bastante promissor no mercado de produgao
“on farm”, relatos do proprio ministério da agricultura em evento realizado no més de maio
de 2023 em Sao Paulo, trouxe dados que o faturamento anual de produtos que envolvem
a tecnologia de bioinsumos movimentou cerca de 5 milhdes de reais, 0 que nos diz que a
regulamentacao desses através de normatizacédo legal seja realizada o quanto antes para
que os envolvidos no processo possuam maior seguranga juridica.

Em reportagem do jornal Estaddo, os bioinsumos, segundo a Organizacdo das
Nagdes Unidas (ONU) para a Alimentagdo e Agricultura (FAO) s@o considerados uma
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das solugdes para os problemas da fome no mundo. A Agéncia estima que em 2050, a
populacdo mundial alcancara 9 bilhées de pessoas e grande parte da producéo agricola do
planeta € nociva ao meio ambiente. E, com a utilizagcdo dos bioinsumos e com os métodos
de producao sustentéveis haveria uma diminui¢do nos riscos de contaminacgéo das pessoas
por agrotéxicos. (ESTADAO, 2023)

Através dessa regulamentagcé@o havera maior investimentos em estudos na area. A
dedicacéo e fomento de politicas publicas que tragam a implanta¢do do uso dos bioinsumos
deve partir tanto das esferas federais, quanto das esferas estaduais e municipais, pois a
sua utilizagéo beneficia a todos, seja os grandes produtores até a produgéo considerada
familiar, sem contar no beneficio ao meio ambiente, pois se utiliza de produtos e mecanismos
ja provenientes da natureza na produgd@o de outros bens e produtos sem a adocéo de
produtos quimicos.

O projeto de Lei 3668/2021, referente a cadeia de uso e producdo dos bioinsumos
na agricultura brasileira esta, até o presente momento, depois de desenvolvimento e
evolugdo através de discussoes se aproximando da fase sancionatoéria pelo Presidente da
Republica, desde o dia 19 de outubro de 2023 se encontra em analise pela Comissao de
Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel, a qual tera 5 sessoes a partir do dia 20 de
outubro do presente ano com o intuito de se fazer proposituras de futuras emendas aos
projeto de lei ( Congresso Nacional, 2023).

O intuito legal da lei (projeto de lei) referente aos bioinsumos é justamente permitir
maior seguranca juridica as questdes relativas ao tema tratado, pois realiza a delimitacdo
de um corpo técnico responsavel por estabelecer regulamentagéo e governanca referentes
a producéo, registro e ao préprio uso de bioinsumos.

Cabe ao Poder Executivo, conforme texto (pré) legal, utilizar-se como forma de
incentivos, mecanismos financeiros, fiscais e tributarios, que favorecam o desenvolvimento,
a producgéao, uso e comercializagao de bioinsumos na agricultura.

As questbesrelativas a fiscalizagdo da produgéo, importacdao com finalidade comercial
€ uso proprio; e registro dos estabelecimentos e produtos, compete ao 6rgéo federal da
agricultura, Ministério da Agricultura, ja as questdes relativas a fiscalizacdo do comércio e
do uso dos bioinsumos, do armazenamento, transporte de produtos quimicos e biol6gicos
usados na producéo de bioinsumos e da producdo desses em estabelecimentos rurais e
uso proprio, fica a cargo dos érgéaos dos Estados e do Distrito Federal. A lei (projeto de lei)
em seu capitulo VIl também aborda as penalidades, infracdes e san¢des possivelmente
aplicadas caso descumprida alguns dos requisitos estabelecidos no ordenamento. Faz-se
compreender que o projeto de lei além de necessario esta completo, pois aborda de forma

complexa todo o tema de bioinsumos.

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas 4 Capitulo 1



2.3 CLASSIFICAGCAO DOS BIOINSUMOS

Os bioinsumos constituem hoje uma nova promessa tecnoldgica que abre a
possibilidade de conciliar interesses dentro do ambito agricola, oferecendo solucoes
inovadoras para responder a um crescimento cada vez maior por parte dos consumidores
e setor produtivo que exigem mudangas ao uso expressivo de agrotoxicos (VIDAL et
al.,2020).

Os bioinsumos depreendem trés grandes categorias (I) biofertilizantes, (ll)
bioestimulantes e (lll) biodefensivos (defensivosbiolégicos), que se particularizam na sua

funcao predominante durante o desenvolvimento vegetal.

Biofertilizante

Bioestimulante

BIOINSUMO

Defensivo
Biologico

Figura 1. Categorias de bioinsumos para uso agricola
Fonte:Adaptado de Brasil (2020) e Dunham Trimmer (2018).

2.3.1 BIOFERTILIZANTES

Os biofertilizantes s&o produzidos a partir de uma ou mais linhagens de
microrganismos benéficos que, quando aplicados no solo ou nas sementes, promovem o
crescimento da planta ou favorecem o uso de nutrientes em associagdo com a planta ou
sua rizosfera (ALTIER et al., 2012; SARITHA, TOLLAMADUGU, 2019). Os biofertilizantes
sé@o capazes de atuar direta ou indiretamente sobre o todo ou parte das plantas cultivadas,
promovendo o aumento de sua produtividade ou a melhoria de sua qualidade, incluidos
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0s processos e tecnologias derivados desta definicdo (BRASIL, 2020). Nesta classe de
bioinsumo estéo incluidos os inoculantes a base de rizobios, micorrizas e rizobactérias, que

promovem o crescimento das plantas (ALTIER et al.,2012).

2.3.2 BIOESTIMULANTES

Para os bioestimulantes ndo existe uma definicdo universal, mas a maioria dos
autores se referem a estes como produtos que aumentam o crescimento e aprodutividade
da lavoura e gerenciam o estresse abiético da safra (MARRONE, 2019). Os bioestimulantes
contém substancias naturais com diferentes composi¢des, concentracdes e proporgoes,
podendo ser aplicados diretamente nas plantas, nas sementes e no solo, com a finalidade
de incrementar a producéo, melhorar a qualidade de sementes, estimular o desenvolvimento
radicular, favorecer o equilibrio hormonal da planta e a germinacao mais rapida e uniforme,
interferir no desenvolvimento vegetal, estimular a diviséo, a diferenciagcéo e o alongamento
celular (BRASIL, 2020).

2.3.3 DEFENSIVOS BIOLOGICOS

No conjunto dos defensivos biologicos, encontram-se o0s agentes de controle
biolégico, que sé&o organismos (micro e macro) benéficos para a lavoura e que fazem parte
de um grande namero de produtos fitossanitarios. Os microrganismos sdo estudados e
incorporados a formulagbes: bioinseticida; biofungicida; bioherbicida; bionematicida;
bioacaricida; permitindo recomendacgdes de uso de acordo com cada cultura, em fungéo
das pragas e doencas que as afetam (DUNHAMTRIMMER, 2018; CROPLIFE,2020;
BRASIL,2020). O modo de agédo dos defensivos biologicos varia de acordo com os
agentes bioldgicos utilizados como ingredientes ativos e pode ser agrupado em relagdo ao
comportamento do organismo: predador, parasitoide, entomopatogénico, competicdo por
espaco e nutrientes, etc (ABBEY et al.,2019).

Nos defensivos biolégicos também estdo inclusas as substancias quimicas naturais,
divididas em: semioquimicos e bioquimicos (CROPLIFE,2020). Ambas sédo produzidas a
partir da manipulagdo de compostos quimicos derivados de organismos vivos e que podem
ser utilizados como biodefensivos. Dentre as substancias extraidas para formulagéo destes
produtos encontramos horménios, enzimas, feromdnios e outros metabdlitos naturais.
Esses produtos sao utilizados como repelentes, indutores de esterilidade, modificadores
de comportamento e reguladores de crescimento (DUNHAM TRIMMER, 2018; ABBEY et
al., 2019).

Muito dos biodefensivos bem-sucedidos sdo baseados em compostos produzidos
pelos microrganismos que agem diretamente no patdogeno. Por exemplo, Bacillus
thuringiensis produz proteina toxica que se cristaliza no aparelho digestério do inseto,

causando sua morte (BODE, 2009). Outro produto, baseado em B. subtilis, contém uma
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combinacado de lipopeptideos (agrastatinas) (MARRONE, 2002), que sdo produzidos e
otimizados na fermentacao, proporcionando maior e mais consistente eficacia de campo
contra doencgas fangicas do que esporos bacterianos vivos. Algumas fitotoxinas séo
produzidas por microrganismos e apresentam potencial herbicida (DUKE, DAYAN, 2011).

Dessa maneira, os defensivos bioldgicos tém modos de a¢ado exclusivos, complexos
e, geralmente, multiplos (MARRONE, 2019), o que significa que pragas e patdgenos
causadores de doencas em plantas tém risco baixo de desenvolver resisténcia a eles
(GLARE et al., 2012). A maioria dos pesticidas quimicos atuais tem um Unico local de
acao, atacando uma via metabolica vulneravel da praga. Portanto, ap6s o uso repetido
de um pesticida quimico, as pragas desenvolvem resisténcia ao produto. Quando ocorre
resisténcia, os pesticidas ndo apresentam o desempenho esperado na lavoura (MARRONE,
2019).

Os biodefensivos também oferecem a vantagem de maior seletividade e menor ou
nenhuma toxicidade em comparagéo aos pesticidas quimicos convencionais (MISHRA et
al., 2015).

E i

ORIGEM [ Quimica ] [ Biolégica I
. [ Unico local ] [ Multiplos I

MODO DE AGAO Ataca a via Tpmm D:fnetl;:me::tzuuﬁoglius de agdo

processo contra o patégenolpraga

ch% [ Sintese ] [ Multiplicacéo ]
I.ON&ED\:%?'I:E A [ Longo J [ Curto ]
D:Es:géﬁcvlin [ Maior probabilidade ] 1 Menor probabilidade ]

Figura 2-Diferengas entre agroquimicos e biodefensivos

Fonte: adaptado de Marrone (2019) e Abbey (et al.,2019).

Muitos microrganismos usados em biodefensivos oferecem uma série de beneficios
adicionais alémda viruléncia a um alvo primario. As espécies de Trichodermasao conhecidas
por aumentar a absorcdo de macro e micronutrientes do solo pelas plantas (KOHL et al.,
2011) e isolados especificos podem proporcionar beneficios substanciais ao crescimento
das plantas na auséncia de uma doenga (HARMAN, 2011). Fungos entomopatogénicos
também podem ter atividade antagdnica contra patégenos de plantas que atacam a mesma
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cultura (CLOUSTON et al., 2010). Beneficios adicionais as atividades de controle de pragas
podem ser um importante critério de selecdoo em programas de triagem para escolher
isolados comercialmente atraentes, o que possibilita a oportunidades significativas para
a comercializacao de biodefensivos como produtos com valor agregado (OWNLEY,2010).

31 CONSIDERAGOES FINAIS

Este capitulo mostrou que a histéria dos bioinsumos se mistura com o inicio da
agricultura, na medida em que foi observado que as excretas animais poderiam fertilizar
o solo (EIGENHEER, 2009). Até hoje a utilizacdo de esterco animal curtido é um dos
principais bioinsumos da agricultura organica e a base para construcdo de solos férteis e
plantas saudaveis, que por sua vez sao menos suscetiveis ao ataque de pragas e doencgas
(CHABOUSSOU, 2006).

Muito se avangou nos ultimos tempos com as legislagbes sobre bioinsumos,
permitindo a testagem cientifica, a padronizagéo, comercializagéo e difusdo das tecnologias
ligadas aos bioinsumos. Esse processo pavimenta o caminho para a implementacdo de
uma Bioeconomia Circular (GIANPIETRO, 2019), em que os processos de transformagéo
estejam altamente integrados, viabilizando a utilizag&o de co-produtos e residuos enquanto
bioinsumos.

A area dos bioinsumos ja tem impactado a producdo agropecuaria e sera
importante ferramenta para reduzir o uso de agrotoxicos e aumentar a sustentabilidade dos
agroecossistemas, reinserindo na pratica agricola os principios ecolégicos. E de extrema
importancia que se formem profissionais de qualidade para que possam assessorar
agricultores nessa transi¢cao, compreendendo que nao se trata mais de produtos quimicos
estaveis, mas de insumos vivos que devem ser manejados observando sua conservagéo,
e atentando-se as épocas de aplicacao para alcancar eficacia.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DO USO DO
MANANOLIGOSSACARIDEO NA DIETA DE
ALEVINOS DE TILAPIA DO NILO (Oreochromis
niloticus) VARIEDADES GIFT E ROSA (Saint Peter)

Mayara Vidal Fernandes
Katia Kalko Schwarz

Bianca Bueno Schlottag

RESUMO- Este experimento foi realizado
no Laboratério de Estudos Animais -
LabMEA, da Universidade Estadual
do Parana, campus de Paranagua,
objetivando avaliar a suplementagéo de
Mananoligossacarideo na dieta de alevinos
de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
linhagem Gift e Saint-Peter, durante 60
dias. Os peixes (n=192) foram distribuidos
16 tanques com capacidade de 45 litros,
com borda livre de 10 cm e 12 alevinos
cada. O delineamento foi feito em blocos,
sendo composto por quatro tratamentos e
quatro repeticbes, sendo eles, T1= Tilapia
Gift, tratamento testemunha; T2= Tilapia
Gift, 0,25% de MOS; T3= Tilapia Saint-Peter
(Rosa), tratamento testemunha; T4= Tilapia
Saint-Peter (Rosa), 0,25% de MOS. A dieta
controle (tratamento 1 e 3) foi elaborada
para conter 36% de PB e 3.469 Kcal de ED/
kg e pellets de aproximadamente 1mm. Os
tratamentos 2 e 4, foram suplementados
com 0,25 mg kg MOS em substituicao ao

Data de aceite: 01/02/2024

milho da dieta controle. Foram observados
maiores valores (P<0,05) para peso médio
final, consumo de racdo na linhagem Saint
Peter sem diferir no ganho de peso em
comparagdo a linhagem Gift Nao foram
observadas diferencas significativas para
0s parametros avaliados para desempenho
zootécnico nos tratamentos com adicéo de
MOS em comparagdo com os tratamentos
testemunhas tanto na linhagem Saint Peter,
quanto na linhagem Gift. Menor valor para
comprimento do intestino foi observado
na linhagem Gift tanto no tratamento
suplementado, quanto na dieta controle em
comparagdo com a dieta testemunha da
linhagem Saint Peter.
PALAVRAS-CHAVE:
Prebiobtico.

Fisiologia. Peixe.

EVALUATION OF THE USE OF
MANNANOLIGOSACCHARIDE
IN THE DIET OF NILE TILAPIA
FINGERLINGS (Oreochromis niloticus)
GIFT AND ROSE (Saint Peter)
VARIETIES

ABSTRACT - This experiment was carried
out in the Animal Studies Laboratory -
LabMEA, of the Parana State University,
Paranagua campus, aiming to evaluate
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the supplementation of mannan-oligosaccharide in the diet of fingerlings of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) line Gift and Saint-Peter, during 60 days. The fish (n=192) were
distributed in 16 tanks with 45-liter capacity, 10-cm freeboard, and 12 fingerlings each. The
design was done in blocks, composed of four treatments and four repetitions, being them, T1=
Tilapia Gift, control treatment; T2= Tilapia Gift, 0.25% MOS; T3= Tilapia Saint-Peter (Pink),
control treatment; T4= Tilapia Saint-Peter (Pink), 0.25% MOS. The control diet (treatments 1
and 3) was designed to contain 36% BW and 3,469 Kcal ED/kg and pellets of approximately
1mm. Treatments 2 and 4, were supplemented with 0.25 mg kg-1 MOS to replace the
corn in the control diet. Higher values (P<0.05) were observed for mean final weight, feed
consumption in the Saint Peter strain without differing in weight gain compared to the Gift
strain. No significant differences were observed for the parameters evaluated for zootechnical
performance in the treatments with added MOS compared with the control treatments for both
the Saint Peter and Gift breeds.

KEYWORDS: Physiology. Fish. Prebiotic.

INTRODUCAO

No ano de 2020 a producéo brasileira de tilapia cresceu 12,5% em relacéo a 2019,
atingindo cerca de 486.155 toneladas, levando o Brasil ao ranking de 4° maior produtor
desta espécie, de acordo com os dados da Peixe BR (2021), sendo o Parana o maior criador
brasileiro e 0 segundo maior exportador de peixes do Brasil (Secretaria da Agricultura de
Estado do Parana, 2020).

O aporte paranaense de tilapia representou 21,4% da produgdo nacional com
aproximadamente 166.000 toneladas no ano de 2020, puxado pelo modelo cooperativista
de integracéo pela Copacol e C. Vale, o que vem incrementando a piscicultura no Estado
(Peixe PR, 2021).

As tilapias, conforme Embrapa (2013), sdo peixes da ordem dos Perciformes,
familia Cichlidae e originarias da Africa, Israel e Jordania, compreendem varias espécies
dos géneros Oreochromis. A tilapia-do-Nilo possui coloragdo acinzentada e sao tidas
cosmopolitas e apresentam variedades: vermelha ou rosa, conhecida também como Saint
Peter, foi desenvolvida nos Estados Unidos (Flérida) e podem ser usadas em cultivos por
apresentarem algumas vantagens em relagéo a linhagens mais puras (EMBRAPA, 2013);
a linhagem GIFT (Genetic Improved Farmed Tilapia) tem sido a mais utilizada no Brasil,
assim como a Supreme, Chitralada ou a Tailandesa por serem mais produtivas (EMBRAPA,
2013, RESENDE, 2016).

Com a cadeia produtiva da piscicultura cada vez mais competitiva, surgem duvidas
entre os produtores sobre quais variedades utilizar, visto a possibilidade que a tilapia
rosa possa ser mais rentavel, considerando ainda que a industria de ragdes procura
desenvolver dietas atendendo as exigéncias nutricionais adequadas para melhorar a
performance dos peixes, utilizando aditivos nas formulagcbées (BALDISSEROTTO et al.,
2017; BALDISSEROTTO, 2020).
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Entre os aditivos adicionados na dieta animal estdo os prebibticos, e o
mananoligossacarideo (MOS) tem sido uma alterativa por apresentar um complexo grupo
de carboidratos ndo digeriveis derivados da parede celular de cepas de leveduras vivas
da Saccharomyces cerevisiae, que constituem uma parte rica em manose disponiveis
para adesédo bacterianas adsorvendo os patdgenos e impedindo a sua ligacdo a parede
intestinal, aléem de melhorar a integridade da vilosidade e dos enterécitos, bem como da
conversao alimentar resultando na melhora da saude do animal e no retorno financeiro da
producao animal (SCHWARZ et al., 2016; BALDISSEROTTO et al., 2017).

Estudos tém demonstrado o efeito benéfico de probioticos e prebidticos que, quando
adicionados a dieta dos peixes, aumentam o equilibrio microbiano intestinal, produzem e
estimulam a atividade de enzimas digestivas, melhorando assim a digestibilidade da racéo,
acelerando as defesas dos animais por ativagdo das células fagociticas e atuando como
imunoestimulantes, além de possuir efeitos positivos no desempenho morfologicos dos
peixes. (BEDFORD; COWIESON, 2012; ALEMAYEHU et al. 2018; JUNQUEIRA, 2005).

Em dieta suplementada com um prebidtico comercial composto por MOS e
B-glucan, Abu-Elala et. al. (2018) tiveram aumento no ganho de peso corporal vivo e taxa
de crescimento especifico, além de maiores valores na conversao alimentar. Hisano et. al.
(2006) e Schwarz et. al. (2010), obtiveram valores superiores na altura de vilos intestinais
em peixes com suplementagdo de MOS quando comparados aos que receberam dieta
isenta do prebiotico.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar os efeitos do mananoligossacarideo (MOS)
adicionados na dieta dos alevinos de Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) linhagem
SaintPeter e Gift e seus efeitos, considerando a necessidade do uso de prebibticos como
uma alternativa biol6gica para melhora do desempenho zootécnico para uma aquicultura

sustentavel.

MATERIAL E METODOS

Material biolégico e procedimentos

Este estudo foi realizado no Laborato6rio Multidisciplinar de Estudos Animais (Labmea)
da Universidade Estadual do Parana campus de Paranagua, utilizando alevinos de Tilapia
do Nilo linhagem Gift (n=96), oriundos do Laboratério de Larvicultura, “S3 Piscicultura” de
Registro-SP, e linhagem Saint Peter (n=96), oriundos da psicultura Aquacultura Nilotica
(Timb&/SC), que vieram inspecionados e com Guia de Transporte Animal (GTA).

Os alevinos foram distribuidos em quatro tratamentos e quatro repeticbes, em
tanques de capacidade 45 litros de 4gua e 10 cm de borda livre, com uma densidade de 12
alevinos para cada unidade experimental. As duas espécies foram alimentadas com ragéo
peletizada com 36% de proteina bruta e 3.469 Kcal de energia aproximadamente, com
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“pellets” de aproximadamente 1mm, para melhor alimentacéo dos peixes.

Em sistema de recirculagdo fechada, utilizando filtro biolégico, termostatos para
controle da temperatura e pedras microporosas ligadas a mangueiras de silicone em
compressores de ar, para realizar a aeragao.

Sistema de recirculacao de agua

Com o objetivo de otimizar o uso da agua foi desenhado um sistema de recirculagdo
fechado que possam ser desmontados e alterados para subsidiar experimentos futuros.
No desenho inicial, 24 tanques de 50 litros ficaram dispostos em cima de uma bancada,
enfileirados em duas linhas paralelas, separados em 4 sistemas contendo 6 tanques cada.

Figura 1 - Esquema de sistema de recirculagéo utilizado.

O sistema de recirculagéo é fechado, com canos e conexdes de PVC de 20mm,
acoplados a uma bomba de recirculacdo de 2.000L/hora. A 4gua que sai das caixas por
gravidade, é controlada por registro e cai em uma caixa de filtragem, com feltro, espuma,
filtro siliconado, midias nitrificantes e a bomba retorna a agua filtrada aos tanques.
Substratos artificiais, as chamadas “midias” sdo utilizadas para que haja o aumento de area
de fixacao de bactérias nitritificadoras que oxidam a amdnia a nitrito (géneros Nitrossomas,
Nitrosococcus e Nitrosolubus), e nitratificadoras que por sua vez vao oxidar o nitrito a nitrato
(géneros: Nitrobacter, Nitrospina e Nitrococcus) contribuindo para uma melhor manutencao
da qualidade da agua no sistema.
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Figura 2 - Esquema dos sistemas de filtragem mecéanica e bioldgica adotados.

Preparacéao da racao

Uma dieta controle experimental foi preparada de acordo com as exigéncias da
espécie, elaborada pelo Prof. Dr. Wilson Massamitu Furuya do Departamento de Zootecnia
da UEPG (Universidade Estadual de Ponta Grossa), em 2021 exclusivamente para
esta pesquisa com ragdo composta por 36% de proteina bruta e 3.469 Kcal de energia
aproximadamente. (FURUYA et al. 2010) (Tabela 1). A adicdo de MOS (contendo 23 % de
B-glucanos, 21% de a-mananos, 28% de proteinas, 1% de fosforo, 95% de matéria seca,
20% de lipideos e 4% de cinzas) foi realizada em substituicao ao milho da dieta.

Ingrediente (%)
Farelo de soja 45% 44,00
Farinha de peixe 54% 18,00
Proteina isolada de soja 12,00
Milho gréo 7,92% 12,00
Farelo de Trigo 09,00
Oleo de soja 0,300
Carboximetilcelulose 01,50
Fosfato bicélcico 01,00
Sal comum 00,10
Suplemento mineral vitaminico' 00,50
DL-Metionina 00,38
Antifungico 00,10
BHT 00,02
TOTAL 100,00
Proteina bruta (%) 36,00
Energia digestivel (kcal/kg) 3469,6099
Fibra bruta (%) 0,72
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Calcio (%) 1,4215

Fosforo disponivel (%)’ 0,77
Extrato etéreo (%) 6,00
Vitamina C, (mg/kg)’ 350,00

Tabela 1 - Composigao percentual da dieta controle utilizada para alimentagéo de juvenis de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus). 'Suplemento Mineral Vitaminico: Composi¢ado por kg: Vit. A=1200.000Ul;
vit. D3=200.000UI; vit. E=12.000 mg; vit. K3=2.400 mg; vit. B1=4.800 mg; vit. B2=4.800 mg; vit.
B6=4.000 mg; vit. B12=4.800 mg; &cido félico= 1.200 mg; pantotenato de Ca=12.000 mg; vitamina
C=48.000 mg; biotina=48 mg; colina=65.000 mg; niacina=24.000 mg; Cu=600 mg; Fe=10.000 mg; Cu=
600 mg; Mg= 4.000 mg; Zn=6.000mg; 1=20 mg; Co=2 mg e Se=20 mg.

Para o preparo, os componentes foram processados individualmente em
liquidificador e posteriormente peneirados com peneira de 0,5 mm. pés a adicédo de todos
os ingredientes a racgdo foi homogeneizada e, ainda Umida, passada no moedor para
peletizagéo e, posteriormente, seca na estufa a 50°C durante 24 horas. A ragéo foi pesada
e distribuida em 20 frascos plasticos, e fixados a seus respectivos tanques.

Figura 3 - Processos da fabricacdo de ragéo. A: peneiramento; B: Mistura dos ingredientes; C:
Passagem pelo moedor; D: Peletizacéo e secagem; E: armazenamento.

Procedimentos de rotina

Foram avaliados diariamente, no periodo vespertino, os parametros de pH,
temperatura (°C), e oxigénio dissolvido (mg.L") utilizando pHmetro e oximetro, enquanto
que parametros de nitrito e nitrato foram mensurados semanalmente com o auxilio de “kits”
Labcontest®.

Aracao foi distribuida trés vezes ao dia (8; 12 e 17 horas) “ad libtum”, manualmente
até a saciedade aparente. A manutengédo dos tanques de filtragem de agua foi realizada
uma vez ao dia as 16 horas através do método da sifonagem, para a retirada das fezes,
removendo cerca de 5% da agua durante todos os dias do experimento, caso o sistema de
filtragem demonstrar sobrecarga.

Foram realizas, no inicio, aos 60 dias, biometrias para obtencdo das medidas de
peso e comprimento total dos peixes, com utilizacdo de paquimetro e balanca de precisédo
(0,001g). Posteriormente tais valores foram empregados no calculo e avaliagéo das variaveis
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zootécnicas: peso médio (PM); consumo da racéo (CR); ganho de peso (GP) (peso médio
final-peso médio inicial); converséo alimentar (CA) (consumo de ragcdo/ganho de peso);
taxa de sobrevivéncia (SOB) (nimero de individuos final/nimero de individuos inicial) x
100); peso do peixe individual (PP); comprimento do peixe individual (CP); e comprimento
do intestino (CI) aos 60 dias. Seis peixes de cada grupo foram retirados aleatoriamente aos

60 dias para realizar posteriores analises corporais.

Amostras biolégicas

Ao final do experimento, trés peixes de cada unidade experimental foram pesados
e medidos individualmente e emergidos em solucdo anestésica de Eugenol: 300mg/L de
acordo com Vidal et al. (2008), os mesmos foram utilizados para retirada de intestino, o
processo foi realizado com a utilizagdo de materiais cirurgicos (tesoura, pinca e bisturi), e

mensurado comprimento do intestino.

Analise estatistica

Todos os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com
o tipo de dieta, tempo e ambas. Quando significativo foi seguido de teste de Tukey, com
significAncia determinada em P<0,05. Todas as analises foram realizadas utilizando o
programa estatistico R®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores dos parametros fisico-quimicos da agua 25,5 a 28,0°C, oxigénio
dissolvido de 5,5 a 7,5 mg.L", pH entre 6,5 a 7,5, ambnia de 1,5 a 3,0 mg.L™" e nitrito de 0,5
a 1,75 mg.L" e ndo diferiram entre os tratamentos. Os valores obtidos para aménia e nitrito
ndo foram os adequados para esta espécie de peixe conforme recomendacgédo feita por
Arana (2013). Porém, foi observado uma baixa mortalidade dos alevinos, o que demonstra
que a espécie apresenta resisténcia a essas condigdes.

Parametro 16 a3l demaio 1al5dejunho 16 a 30 dejunho 1 a 15 de julho
Temperatura (°C) 26,6 26,4 25,9 26,5
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,53 6,95 6,85 6,84
pH 7,3 7,5 7,4 7,1
Amodnia total (mg/L) 3,0 2,5 3,0 2,5
Nitrito total (mg/L) 1,25 1,5 1,25 1,25

Tabela 3 - Pardmetros ambientais da 4gua medidos durante o ensaio.

A implantacdo do sistema de recirculacdo, ofereceu uma opgcéo ambientalmente
viavel e de aprendizado aos estudantes, podendo servir de modelo para que os produtores

locais possam adaptar em seus cultivos.
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Desempenho zootécnico

Na tabelas seguintes esta contido os resultados obtidos em relagéo aos parametros:
peso médio (PMI), peso médio final (PMF), consumo de ragédo (CR), ganho de peso (GP),
taxa de sobrevivéncia (SOB) e converséao alimentar (CA).

N&o houve diferenca significativa (P<0,05) para ganho de peso, conversdo alimentar
e taxa de sobrevivéncia entre os tratamentos, independente da linhagem e da dieta
utilizada. MOS em ambos os tipos de tratamento aumentou significativamente as taxas
de sobrevivéncia em comparag¢éo com o controle no estudo realizado por Al-Wakeel et.al.
(2019).

Saint Peter Gift

Controle  MOS  Controle  MOS
Peso Médio Inicial (g) 10,19a 10,0la 529b 5,13b
Peso Médio Final (g) 1487a 1441a 9,775b 10,52b
Consumo da Ragdo (g) 140,31 a 149,78 a 108,65b 109,47 b
Ganho de Peso (g) 468a 4,40a 4,46a 538a
Taxa de Sobrevivéncia (%) 87,50a 87,50a 72,92a 7292a
Conversdo Alimentar 2,63a 235a 259a 253a

Tabela 2 — Desempenho de alevinos de Tilapia do Nilo variedades Saint Peter e Gift alimentados com
dieta suplementada com mananoligossacarideo. Médias seguidas por letras diferentes na vertical
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a (P<0,05) de probabilidade.

Foram observados maiores valores para peso médio final, consumo de ragdo na
linhagem Saint Peter sem diferir no ganho de peso em comparagéo a linhagem Gift. Nao
foram observadas diferengas significativas para os pardmetros avaliados nos tratamentos
com adigdo de MOS em comparagdo com os tratamentos testemunhas tanto na linhagem
Saint Peter, quanto na linhagem Gift. Em contrapartida, Schwarz et. al. (2010) obtiveram
melhores resultados de conversado alimentar em tratamentos com 1% de MOS e Cechim
et. al. (2015) até o nivel de 0,4% de suplementacao de do prebidtico, em relacdo a dieta
controle.

Al-Wakeel et. al. (2019) observaram aumentos significativos nos parametros de
crescimento e conversao alimentar de tilapias do Nilo submetidas a adigéo simultanea MOS
tanto na 4gua quanto na (0,05% de alimentacédo + 12,5 mg/I de agua) quando comparado
com MOS adicionados apenas em agua do tanque e grupos de controle.

Cavalcante et. al. (2020), que obtiveram melhores resultados na biomassa final e
ganho de peso individual nos grupos tratados com dois prebi6ticos (MOS + quitosano) em
comparacao ao simbiético (MOS + probidtico comercial comporto por Bifidobacterium sp,
Lactobacillus acidophilus e Enterococcus faecium)

Os peixes abatidos aos 60 dias foram medidos e pesados individualmente, tiveram
seu intestino retirado e o mesmo foi medido (Tabela 3), os valores tanto de peso quanto

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas 4 Capitulo 2

21



de comprimento do peixe ndo diferiram para a mesma linhagem, mas o tratamento
suplementado com MOS na linhagem Gift, foi inferior aos dois tratamentos tanto com como

sem adicdo do prebidtico na linhagem Saint Peter

Saint Peter Gift
Controle  MOS  Controle  MOS
Peso do peixe (g) 1592a 15,66a 12,85ab 11,76b

Comprimento do peixe (cm) 9,78a  9,82a 9,03ab 8,71Db
Comprimento do intestino (cm) 52,58 a 48,83 ab 39,83 bc 36,34 ¢

Tabela 3 - Valores médios individuais dos peixes abatidos para analise corporal. Médias seguidas por
letras diferentes na vertical diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a (P<0,05) de probabilidade.

Menor valor para comprimento do intestino foram observados na linhagem Gift
tanto no tratamento suplementado, quanto na dieta controle em comparacao com a dieta
testemunha da linhagem Saint Peter.

Apesar de serem apreciadas pela sua rusticidade, tolerando alteracbes nos
parametros da agua, como pH, oxigénio dissolvido, aménia, temperatura entre outros
(EL-SAYED, 2006), o seu desenvolvimento e capacidade de expressar seu potencial
genético fica comprometido com as adversidades ambientais. Por serem oriundas de um
cruzamento de espécies, a tilapia rosa possui um genética diferenciada. A variabilidade
genética confere maior capacidade de adaptacao a ambientes heterogéneos e permite que
as progénies apresentem maior capacidade de se confrontar com variagbes ambientais
(PETERSEN et al., 2012).

Schwarz et. al. (2016) observaram que a utilizagdo de MOS influenciou o consumo
de racéo e a conversdo alimentar (P<0,01) sem diferenca significativa de sobrevivéncia,
peso aos 30 e 60 dias, comprimento do intestino e ganho de peso.

O uso de prebibdtico ndo contribuiu para a conversao alimentar no presente estudo,
porém, a utilizagcdo deste aditivo é considerada recente, e os estudos inferem efeitos
positivos no hospedeiro principalmente quando relacionado a ativacado do sistema imune
(HUYNH et al., 2017; RINGJ; SONG, 2016) O uso combinado destes dois suplementos
aumenta o potencial das bactérias probibticas para se estabelecerem e proliferarem no
intestino, onde o prebi6tico € um dos fatores que contribuem para o seu crescimento
(AKHTER et. al., 2015). Esses possiveis efeitos de melhora imunolégica e na morfologia

do intestino poderiam ser observadas apés as analises histoldgicas.

CONCLUSOES

A dieta composta com adicdo de 0,25% MOS néao influenciou no desempenho
zootécnico nas duas linhagens, porém o mecanismo especifico de agado deste prebiodtico
ainda nao esta totalmente adormecido, inclusive sobre a regulacéo da microbiota intestinal.

Desta forma, € essencial a analise sobre as alteragbes da morfologia intestinal dos peixes
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para resultados mais especificos.

A profilaxia resulta em taxas de mortalidade mais baixas e ganhos econdmicos
para os produtores. Mas ainda sdo necessarios mais estudos para provar a eficacia dos
prebibticos, suas doses e tempo de fornecimento.
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RESUMO: O leite, sem  outras
especificagcdes, é o produto oriundo da
ordenha completa e ininterrupta, em
condicbes de higiene, de vacas sadias,
bem alimentadas e descansadas, é um
alimento que apresenta um excelente valor
nutritivo. Esse estudo teve como objetivo
conscientizar os produtores de pequenas
propriedades leiteiras no municipio de
Satubinha, Maranh&o, sobre a implantagéo
das boas praticas nesse sistema de

Data de aceite: 01/02/2024

produgca@o. O estudo foi realizado na zona
rural de Jucaral em dez propriedades
produtoras de leite de vaca. Para tanto,
foram realizadas a¢des de orientagéo junto
aos produtores sobre as boas praticas de
manejo nesse sistema de producdo. E
para que os produtores visualizassem o
problema, foram coletadas amostras de
agua utilizadas no manejo de ordenha,
para realizagdo de analises microbiologicas
e fisico-quimicas, bem como amostras
de leite, para analises fisico-quimicas,
pesquisa de antimicrobiano beta-lactamicos
e gentamicina, Contagem de Células
Sométicas (CCS) e pesquisa de fraudes
e adulterantes no leite. Foi observado
que todas as amostras de agua coletadas
nas propriedades, apresentavam- se em
desacordo com o anexo XX da Portaria
de Consolidagdo n° 5/2017 do Ministério
da Saude. E que as andlises fisico-
quimicas do leite demonstraram alteracoes,
principalmente na crioscopia, densidade e
acidez, assim como presenca de residuos
de antibioticos e altas contagens de células
somaticas. Dessa forma os produtores
participantes desse estudo puderam
visualizar as falhas no manejo de seu
sistema de produc¢do para uma implantagéo
de forma consciente das acdes de boas
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praticas, nas quais foram orientados.
PALAVRAS-CHAVE: Qualidade. Saude Publica. Higiene.

GOOD PRACTICES IN MILK PRODUCTION ON PROPERTIES IN SATUBINHA —
MA

ABSTRACT: Milk, without further specification, is the product of complete and uninterrupted
milking, under hygienic conditions, of healthy, well-fed and rested cows, and is a foodstuff with
excellent nutritional value. The aim of this study was to raise awareness among producers
of small dairy farms in the municipality of Satubinha, Maranh&o, about the implementation
of good practices in this production system. The study was carried out in the rural area of
Jucaral on ten properties that produce cow’s milk. To this end, producers were given guidance
on good management practices in this production system. So that the producers could see
the problem, water samples used in milking were collected for microbiological and physical-
chemical analysis, as well as milk samples for physical-chemical analysis, testing for beta-
lactam antimicrobials and gentamicin, Somatic Cell Count (SCC) and testing for fraud and
adulterants in the milk. It was observed that all the water samples collected on the properties
were in disagreement with Annex XX of Consolidation Ordinance N°. 5/2017 of the Ministry of
Health. The physicochemical analysis of the milk showed alterations, especially in cryoscopy,
density and acidity, as well as the presence of antibiotic residues and high somatic cell
counts. In this way, the producers who took part in this study were able to see the flaws in the
management of their production system so that they could consciously implement the good
practice actions they were instructed to follow.

KEYWORDS: Quality. Public health. Hygiene.

11 INTRODUGAO

O leite é um dos produtos de origem animal mais consumidos no mundo e possui
grande importancia socioecondmica no cenario agricola nacional (SILVA et al., 2019). E
definido o leite de boa qualidade, aquele que é altamente nutritivo, tem sabor agradavel,
auséncia de microrganismos patogénicos e contaminantes como antibiéticos, pesticidas,
adicdo de agua e sujidades, minima contagem de células soméaticas, sanidade do rebanho,
limpeza dos equipamentos e utensilios, a higienizagdo do local da obtencédo do leite,
o ordenhador e também a qualidade da agua que € utilizada na propriedade, podendo
transmitir doencas tanto para humanos quanto para animais, devem ser observadas afim
de evitar estes contratempos (BARROS, 2019).

A qualidade do leite consumido pela populagao brasileira € uma grande preocupagéo
das autoridades da area de saude. A Instrucdo Normativa n°® 76/2018 e o RIISPOA
— Regulamento Industrial de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (BRASIL, 2020),
proibem qualquer tipo de fraude ou adulteragdo no leite. As fraudes podem ser divididas
em dois grupos. Sendo o primeiro grupo relativo as fraudes de carater econémico, que
se caracteriza pela adicdo de substancias que aumentem o volume do leite, mas que nao
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causem mal a saude (FOOD SAFETY, 2016).

A avaliacdo da qualidade fisico-quimica do leite in natura é fundamental para
assegurar o seu consumo pela populagéo e o aproveitamento como matéria-prima de seus
derivados. As maiores preocupacgdes estdo relacionadas ao estado de conservagéo e a
sua integridade fisico-quimica, principalmente aquela relacionada a adigdo ou remocéao
de substancias quimicas préprias ou estranhas a sua composi¢cédo (SANTOS FILHO et al.,
2016).

A maioria das doencas transmitidas pela agua & causada por microrganismos
presentes em reservatorios de agua, a contaminagdao dos mesmos por fezes humanas ou
de animais. A forma mais comum de contaminacao € através da ingestao, seja diretamente
bebendo agua contaminada ou pelo consumo de alimentos lavados com &gua infectada
(SILVEIRA; LIMA; RODRIGUES, 2019).

A qualidade microbiol6gica € um dos principais indicadores da qualidade da agua
utilizada na propriedade leiteira. A utilizagcdo de agua de ma qualidade microbioldgica pode
contaminar equipamentos de ordenha e de resfriamento, e comprometer a qualidade do
leite (GIEHL et al., 2020).

A falta de potabilidade da agua das propriedades leiteiras € devido a disposicédo
inadequada de residuos orgénicos oriundos da atividade humana e animal, aliado a
auséncia de limpeza das caixas d’agua e de tratamento quimico da agua, bem como pelo
desconhecimento do produtor rural em relagdo aos riscos a saude decorrente do uso e do
consumo de aguas contaminadas, principalmente na rotina de ordenha (PIORSKI, 2021).

Esse estudo teve como objetivo conscientizar os produtores de pequenas
propriedades leiteiras no municipio de Satubinha, Maranh&o, sobre a implantacdo das
boas praticas nesse sistema de producéo, bem como avaliar a qualidade microbioldgica e
fisico-quimica da agua utilizada nas propriedades e a qualidade fisico-quimica, pesquisa
de fraudes, residuo de antibioético e CCS (Contagem de Células Somaticas) no leite.

21 METODOLOGIA

Foram realizadas visitas em 10 pequenas propriedades produtoras de leite de vaca
no municipio Satubinha, Maranhdo. Em seguida, aplicados questionarios aos produtores,
para obtencéo de informagdes sobre os aspecto socioeconémicos, producéo diéria de leite,
niamero de animais em lactacdo, utilizacdo de pré e po6s-dipping, sistema de producéo,
destino do leite produzido, ragas de bovinos criadas, alimentacdo, sanidade dos animais,
prevencao e diagnéstico de mastite, qualidade do leite e se utilizam antibi6ticos nos animais
em lactacao.

Foram realizadas praticas de extenséo, com capacitagéo de boas praticas no manejo
higiénico de ordenha, pré e pos dipping e teste de mastite (teste da caneca de fundo preto
e California Mastite Test - CMT), visando a redugéo da doenga no rebanho.
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Como forma de incentivo foram distribuidos aos produtores Kit Ordenha (peneira de
malha fina, mangueira de 2 metros acoplada a um balde de 20 litros, toalhas descartaveis,
copo de imersdo com iodo e glicerina (iodo glicerinado), raquete para CMT, reagente para
CMT, caneca de fundo escuro, seringa de 10 mL e 2 mL). Além da capacitagéo sobre o uso
dos kit de ordenha.

Para a visualizagdo do problema pelos produtores foram coletadas 3 amostras de
1000 mL cada, de leite por propriedade, obtidas de um pool homogeneizado, em frascos
estéreis, identificados, acondicionados e transportados em caixas isotérmicas contendo
gelo reciclavel. Encaminhadas ao Laboratério de Tecnologia de alimentos do Curso de
Medicina Veterinaria da UEMA para posterior analises.

Foram realizadas as seguintes andlises fisico-quimicas do leite: Alizarol, acidez,
crioscopia, percentual de gordura, densidade a 15°C, Sélidos Totais (ST) e Sélidos
Desengordurado (SD), pesquisa de enzimas fosfatase e peroxidas) e fraudes e adulterantes
(glicose, maltodextrina e neutralizantes no leite). Foi verificado ainda a presenca de residuos
de antibioticos no leite, pelo método rapido Eclipse 50 (CAP LAB) e a contagem de células
somaticas (CCS) através do método rapido Somaticell SCC Test (IDEXX).

Foram coletadas ainda 1 amostra de 1000 mL cada, de agua obtidas do local de
ordenha de cada propriedade para realizagdo de andlises microbiolégicas em frascos
estéreis, identificados e encaminhados em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel
ao Laboratério de Microbiologia e Agua do Curso de Medicina Veterinaria da UEMA. Foi
realizada pesquisa de Coliforme total e Escherichia coli, pelo Método Répido Colilert. As
andlises fisico-quimicas da agua realizadas foram: cloretos, dureza, alcalinidade em HCOS3,
alcalinidade total, cloretos, pH, turbidez e processadas de acordo com o preconizado pelo
Manual Pratico de Analise de Agua da Funasa (BRASIL, 2013).

O resultado de cada parametro da agua analisado foi comparado ao valor maximo
permitido estabelecido (VMP) de acordo com o Anexo XX da Portaria de Consolidagéo n° 5
de 03/10/2017, do Ministério da Saude (BRASIL, 2017).

Os resultados obtidos nos questionarios foram tabulados e analisados por meio da
estatistica descritiva.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados dos questionarios aplicados junto aos produtores de
leite do Municipio de Satubinha - MA, foi verificado que a origem da agua utilizada na
ordenha, provem de pogo artesiano ou da Companhia de Agua e Esgoto do Maranhao,
porém nenhuma propriedade realizava o tratamento da agua com o cloro.

Dessa forma foi confirmada a presenca de Coliformes totais e E. coli em todas as
amostras de agua analisada, com contagens variando de 165 a >2419,6 NMP/mL para
Coliformes a 35°C e <1 a 178,9 NMP/mL para E. coli, estando em desacordo com 0 anexo
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XX da Portaria de Consolidagdo n° 5/2017 do Ministério da Salde, que preconiza que a
agua deve ter auséncia de coliformes total e E. coli (BRASIL, 2017).

Em relagé@o as analises fisico-quimicas da agua, 100% das amostras estavam dentro
dos parametros normais de pH, cloretos, dureza, turbidez e alcalinidade.

A qualidade microbiolégica da agua utilizada no processo de higienizagdo de
equipamentos de ordenha afeta a qualidade do leite. Isso ocorre devido ao aumento da
presenca de microrganismos na agua dificultando a execucdo dos procedimentos de
higienizacdo dos utensilios empregados na ordenha (RANGEL, 2015).

Afalta de potabilidade da agua das propriedades leiteiras ocorre devido a disposi¢ao
inadequada de residuos organicos oriundos da atividade humana e animal, aliado a
auséncia de limpeza das caixas d’agua e de tratamento quimico da agua, bem como pelo
desconhecimento do produtor rural em relag@o aos riscos a saude decorrente do uso e
do consumo de aguas contaminadas, principalmente na rotina de ordenha (CUNHA;
PINHEIRO; SCHULZ, 2011).

A producéo diaria de leite nas propriedades variava de 10 a 60 litros de leite, com
3 a 20 vacas em lactacdo, e os animais eram vacinados, principalmente para aftosa e
brucelose.

Em relagéo as analises fisico-quimicas do leite verificou-se alteracdes de acidez
em 10% (1) das amostras de leite analisadas. Foi observada alteragdo nos soélidos totais
e desengordurados em 20% das amostras avaliadas, o que pode ser devido a pratica de
desnate ou aguagem no leite (Tabela 1).

Propriedade Alizarol A(ﬂgez g?rr? L Q/S"TL
] R 18 8,31 11,31
2 - 14 8,81 11,62
3 _ 10 8,96 11,86
. . 14 8,96 11,96
5 _ 15 8,83 11,83
6 _ 20 8,46 11,46
7 . 14 8,49 11,51
8 _ 14 8,66 11,66
0 . 13 8,40 1,41
10 B 18 8,04 11,04

Tabela 1. Resultados das andlises de Alizarol, Acidez, Sélidos Desengordurados e Sélidos Totais do
leite das propriedades de Satubinha — MA.

Fonte: Autor
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A qualidade fisico-quimica do leite in natura é fundamental para assegurar seu
consumo pela populagéo e seu aproveitamento como matéria-prima de seus derivados.
As maiores preocupacdes estdo associadas ao estado de conservagao e a sua integridade
fisico-quimica, principalmente aquela relacionada a adi¢do ou remoc¢éo de substancias
quimicas proprias ou estranhas a sua composicao (BRASIL, 2020).

Todas as amostras estavam de acordo com a legislagéo em relagdo a porcentagem
de gordura, porém Souza et al. (2018) em um estudo avaliando os parametros fisico-
quimicos do leite in natura comercializado informalmente no municipio de Imperatriz - MA,
encontraram que, das 20 amostras analisadas, quatro obtiveram resultados inferiores que
3% de gordura.

Um percentual de 90% das amostras de leite apresentaram alteragdo no indice
crioscopico, comprovando adicdo de agua nas amostras de leite analisadas, o que
caracteriza fraude por aguagem. Somente uma das amostras apresentou-se de acordo
com a legislacéo para a crioscopia (Tabela 2). Os resultados da densidade das amostras de
leite estavam dentro dos parametros de acordo com o RIISPOA (BRASIL, 2020).

Propriedade Gordura C"iofﬁopia Densidg;ifl_a 15°C
1 3 -0,607 1,0298
2 3,1 -0,573 1,0310
3 3 -0,586 1,0320
4 3 -0,581 1,0324
5 3 -0,580 1,0318
6 3 -0,651 1,0304
7 3,2 -0,560 1,0306
8 3 -0,578 1,0312
9 3,1 -0,574 1,0302
10 3 -0,524 1,0287

Tabela 2. Resultados das analises de Gordura, Crioscopia e Densidade do leite de propriedades
leiteiras de Satubinha — MA.

Fonte: Autor

O indice crioscopico € uma propriedade fisico-quimica que define a temperatura
de congelamento das substancias. No caso do leite, esta propriedade é usada para
identificar a adulteracdo pela adicdo de agua. A temperatura de congelamento do leite
(indice crioscopico) é relativa a concentragéo dos componentes que formam o extrato seco.
Por isso, o indice crioscopico do leite é inferior ao da agua pura, que € 0 °C. O leite de
composicado normal, ndo adulterado, possui indice crioscopico entre -0,512 °C e -0,531
°C e a adigédo de agua faz com que o indice crioscopico se aproxime da temperatura de
congelamento da agua pura (SILVA, 2020).
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O resultado das andlises crioscopicas divergem de um estudo realizado por De
Mendoncga et al. (2009), analisando a qualidade fisico-quimica de amostras de leite cru
comercializado informalmente no norte do Parana, onde nove (45%) das 20 amostras
analisadas, apresentaram indice crioscépico abaixo de -0,530°H, ou seja, presenca de
agua ao leite.

As analises de Contagem de Células Somaticas (CCS) apresentaram-se foram dos
padrées em 70% das amostras analisadas, o que pode caracterizar inflamacéao da glandula
mamaria (mastite) nos animais (Tabela 3).

Propriedade cslsimiL Antibisicos o Peroxicase
1 520.000 + +
2 760.000 - +
3 700.000 + +
4 79.000 - +
5 1308.000 + +
6 98.000 + +
7 Acima de 1970.000 + +
8 7.000 - +
9 1208.000 - +
10 700.000 + +

Tabela 3. Resultados das andlises de Contagem de Células Somaticas, Residuos de antibioticos e
Fosfatase e Peroxidase no leite de propriedades leiteiras de Satubinha — MA.

Fonte: Autor

A Contagem de Células Somaticas no leite € uma preocupagdo mundial e valores
elevados da CCS se devem a inflamagéo da glandula mamaria, resultando no aumento
do numero de células somaticas no leite (ARCURI et al., 2006). Observou-se no presente
trabalho que 70% das amostras de leite apresentavam CCS acima do permitido pelo
RIISPOA (BRASIL, 2020), resultados semelhantes foram verificados por Da Trindade et al.,
(2018) avaliando a qualidade do leite cru comercializado no municipio de Rio Pomba - MG,
observaram que, 3 das 5 amostras analisadas apresentaram valores acima do permitido.

Para as anélises de fosfatase e peroxidase todas as amostras se mostraram em
conformidade com o estabelecido pelo RIISPOA (BRASIL, 2020).

A presenga de residuos de antibidticos no leite € um problema de saude publica,
foram verificados residuos em 60% amostras avaliadas (Tabela 3).

O leite com presenca de antibidtico é considerado improprio para o consumo,
representando riscos para a saude, além da possibilidade de interferéncia nos processos
tecnolégicos de producédo (FREITAS et al., 2020). A legislagéo brasileira regulamenta que
os residuos de antibidticos e outros agentes inibidores de crescimento microbiano devem
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estar ausentes (VIEIRA et al., 2012).

N&o foram observadas fraudes por neutralizantes da acidez, per6xido de hidrogénio,
ureia e adulterantes como maltodextrina e glicose, provavelmente por ser um leite de
producao de subsisténcia, oriundo de pequenas propriedades, com producéo entre 10 a 80
litros de leite por dia.

Observou-se falta de estrutura no local de ordenha, nenhuma das propriedades
visitadas possuiam sala de ordenha, e realizavam a ordenha dos animais em local sem
cobertura e sem piso de concreto, ou seja, terra batida. Um dos proprietarios ainda relatou
auséncia de um local definido para a ordenha. No inverno, esses locais acumulam lama o
que prejudica o controle da mastite nas vacas em lactagéo.

Foi relatado por todos os produtores de leite, que nao realizavam pré e pos-dipping
(higienizacao dos tetos das vacas antes e ap6s a ordenha), ndo utilizavam papel toalha para
secagem dos tetos, faziam ordenha manual e afirmavam lavar as instalagdes diariamente
com agua e sabao. Porém a falta do manejo adequado pode ter gerado problemas em
relagédo a qualidade do leite produzido.

Todos os proprietarios relataram que nao possuem assisténcia médico-veterinaria,
dificultando o diagnoéstico de doencgas e consequentemente sua prevencgao.

41 CONCLUSAO

E necessaria assisténcia médico-veterinaria continua nas propriedades rurais do
povoado de Jucgaral no municipio de Satubinha, Maranh&o. Pois foram observadas praticas
inadequadas de manejo, podendo ocasionar sérios problemas tanto para o sistema de
producdo quanto para a saude do consumidor de leite das propriedades deste municipio.

A criaga@o da Associacdo de produtores rurais ou cooperativas, seria uma alternativa
para uma melhor assisténcia a esses produtores, objetivando uma melhoria na qualidade
do leite, possibilitando assim, a instalacéo de agroindustrias nessa regiéo e o aumento da
producdo de leite e derivados, oportunizando o agronegécio e a geragdo de empregos a
populagéao rural.
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CAPITULO 4

FUNGO ENTOMOPATOGENICO Cordyceps
javanica EM FORMIGAS DO GENERO Solenopsis
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RESUMO: 0] uso de fungos
entomopatogénicos apresenta vantagens
em relacdo a outras formas de controle
microbiano, pois infectam seus hospedeiros
em todas as fases de desenvolvimento e
penetram nos insetos através do tegumento.
Ainda sdo poucos os estudos relacionados
ao uso desses fungos no controle de
formigas, especialmente do género
Solenopsis, conhecidas  popularmente
como formigas lava-pés ou formigas de
fogo. Assim, o presente trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial do fungo
entomopatogénico  Cordyceps javanica
em formulagdo comercial no controle de
formigas Solenopsis. Para isso, foram
escolhidos ninhos presentes na Fazenda

Data de aceite: 01/02/2024

Experiental do Campus Luiz Meneghel, que
receberam os tratamentos: agua destilada
(testemunha negativa); doses de 5 g; 10
g; 15 g e 20 g do inseticida microbiologico
a base do fungo C. javanica e inseticida
lambda-cialotrina (testemunha positiva).
Foram feitas duas aplicagbes, com intervalo
de 24 h. Apds 48 h, foram retirados 250
g de solo e formigas de cada ninho e
mantidos em condi¢bes controladas por
20 dias. Diariamente, foram avaliadas
porcdes de aproximadamente 20 g por
tratamento acondicionadas em placas de
Petri. O tratamento com inseticida quimico
apresentou alta mortalidade a partir da
primeira avaliagéo. O tratamento com dose
de 20 g do fungo resultou na lentidao e
desorientacdo dos movimentos de algumas
operarias. Apesar da ocorréncia de algumas
formigas com estruturas de fungo, nao foi
possivel verificar a formacao de ascomas
e ascosporos. O fungo C. javanica requer
maior investigacdo para a determinacéo de
sua viruléncia e viabilidade como agente
bioldgico no controle de formigas do género
Solenopsis.

PALAVRAS-CHAVE: controle bioldgico;
formigas lava-pés; Formicidae.
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ENTOMOPATHOGENIC FUNGUS Cordyceps javanica IN ANTS OF THE GENUS
Solenopsis

ABSTRACT: The use of entomopathogenic fungi has advantages over other forms of
microbial control, as they infect their hosts at all stages of development and penetrate insects
through the integument. There are still few studies related to the use of these fungi to control
ants, especially those of the Solenopsis genus, popularly known as fire ants. Thus, the
present paper aimed to evaluate the potential of the entomopathogenic fungus Cordyceps
javanica in a commercial formulation to control Solenopsis ants. For this, nests located at the
Experimental Farm of the Luiz Meneghel Campus were chosen, which received the following
treatments: distilled water (negative control); doses of 5 g; 10 g; 15 g and 20 g of microbiological
insecticide based on the fungus C. javanica and lambda-cyhalothrin insecticide (positive
control). Two applications were made, 24 hours apart. After 48 hours, 250 g of soil and ants
were removed from each nest and reserved under controlled conditions for 20 days. Daily,
portions of approximately 20 g were evaluated per treatment, conditioned in Petri dishes.
Treatment with chemical insecticide showed high mortality from the first evaluation. Treatment
with a dose of 20 g of the fungus resulted in slowness and disorientation in the movements of
some workers. Despite the occurrence of some ants with fungal structures, it was not possible
to verify the formation of ascomas and ascospores. The fungus C. javanica requires further
investigation to determine its virulence and viability as a biological agent in the control of ants
of the genus Solenopsis.

KEYWORDS: biological control; fire ants; Formicidae.

11 INTRODUGAO

Com origem na América do Sul, o género Solenopsis Westwood (Hymenoptera:
Formicidae) compreende as formigas conhecidas por lava-pés ou formiga de fogo, devido
a dor causada por suas ferroadas (DREES et al.,2013; SUGUITURU, et al., 2015). Esse
género possui 196 espécies, além de 22 subespécies (BOLTON, 2021) amplamente
distribuidas. Das 101 espécies com ocorréncia na regido Neotropical, 43 sdo encontradas
no Brasil.

Na América do Sul, Solenopsis saevissima Smith e Solenopsis invicta Buren sao as
formigas de fogo mais comuns (PITTS et al., 2018), sendo encontradas em areas rurais e
urbanas (RAMALHO et al., 2022). S. invicta esta entre as 100 piores invasoras do mundo
(LOWE et al., 2000). Por serem mais frequentes, essas espécies destacam-se como uma
das principais ameacgas a diversidade biologica, a seguranca publica, a agricultura e a
economia (LIU et al., 2020).

Controlar espécies invasoras como as do género Solenopsis € uma preocupacao
mundial, e embora os inseticidas tradicionais sejam bastante eficazes no controle das
populacdes dessas formigas, estes devem ser aplicados regularmente para manter
as areas livres de reinfestacdo (DREES et al., 2013), processo inadequado para locais
ecologicamente sensiveis. Portanto, € amplamente aceito que o controle sustentavel de
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Solenopsis dependera de agentes biolégicos (PORTER et al., 1992, BRIANO et al., 2012).

Os fungos entomopatogénicos se destacam no controle microbiano por estarem
presente em grande nimero em diversos ambientes e superficies, com a possibilidade de
causar epizootias naturais. Sao capazes de infectar seus hospedeiros em todas as fases
de desenvolvimento (SANTOS et al., 2018), caracteristica desejavel e muito peculiar deste
grupo. Também apresentam a capacidade de penetrar em seu hospedeiro via tegumento,
o que lhe confere vantagem sobre outros organismos, que precisam penetrar via oral
(QU; WANG, 2018). No Brasil, embora existam literaturas que demonstrem a utilizacéo de
fungos entomopatogénicos para o controle de formigas, a maioria diz respeito as formigas
cortadeiras de folhas, e poucas séo as informacdes sobre o efeito desses fungos no controle
de formigas lava-pés (PEREIRA; STIMAC, 1992).

Os primeiros fungos entomopatogénicos conhecidos foram os do género Cordyceps,
provavelmente devido a evidéncia do estroma em forma de clava, as vezes colorido e
comumente maior que seu hospedeiro. Uma das primeiras espécies descritas foi a
Cordyceps sinensis em 1726 (AZEVEDO, 1998). Em 1958, Van Pelt observou a infec¢éo
por Cordyceps unilateralis, seguida de morte em trés dias e aparecimento de estroma
em dois dias em Camponotus pensylvanicus. Entretanto, os trabalhos com controle de
formigas, em sua maioria, relatam a eficiéncia de fungos do género Metarhizium anisopliae
e Beauveria bassiana.

Os trabalhos referentes tanto a controle biol6gico quanto a presenca de
entomopatégenos isolados de colbnias de formigas invasoras estdo concentrados no
género Solenopsis, uma vez que essa formiga é uma séria praga nos Estados Unidos,
e as pesquisas referem-se a esse pais na maioria das vezes. Mesmo assim, os esforgos
para esse tipo de controle alternativo ao quimico ainda ndo sdo conclusivos e efetivos
(ZARZUELA, 2010).

Fungos entomopatogénicos constituem-se em agentes potenciais de controle de
insetos, para suprir a demanda existente de estratégias sustentaveis mais eficientes.
Em vista do exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de doses do fungo
Cordyceps javanica no controle biolégico de formigas Solenopsis spp.

21 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Campus Luiz Meneghel da Universidade
Estadual do Norte do Paran4, na cidade de Bandeirantes, Parana. Em area de pastagem,
foram selecionados seis ninhos de formigas do género Solenopsis, com tamanhos variados.
Cada ninho correspondeu a um tratamento, definidos da seguinte forma: T1 agua destilada
(testemunha negativa); T2; T3; T4; T5 (doses de 5; 10; 15 e 20 g), respectivamente, do
inseticida microbiologico a base do fungo Cordyceps (Isaria) javanica, produto comercial
Lalguard Java WP isolado BRM 27666 e T6 inseticida lambda-cialotrina (testemunha
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positiva).

A aplicacao ocorreu as 16h, pulverizando-se os tratamentos sobre 0os monticulos de
terra e vertendo-se o restante das diluicdes no interior dos ninhos nos quatro quadrantes,
em orificios feitos com haste de madeira. Apos 24 h, repetiu-se o procedimento, e depois
de 48 h fez-se a retirada em cada ninho de 250 g do solo e formigas, colocando-se em
recipientes tampados e identificados de acordo com seu tratamento, permanecendo em
camara climatizada com temperatura de 25 °C e umidade relativa de 70% durante 20 dias.
Nas avaliagdes, diariamente eram retiradas dos recipientes por¢cdes com cerca de 20 g/
tratamento, e colocadas em placas de Petri com as bordas besuntadas com 6leo de soja, a
fim de impedir a fuga das formigas.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, apenas o tratamento com inseticida quimico apresentou
mortalidade alta ja& na primeira avaliagdo. Quanto aos tratamentos com fungo, nas
avaliagbes subsequentes as formigas mostraram-se muito ativas, comportamento mantido
até o término do trabalho.

Decorridas cinco avaliagdes, observou-se que no tratamento com dose de 20 g
do fungo algumas operéarias apresentavam lentiddo e desorientacdo dos movimentos,
destacando-se entre a grande quantidade de formigas tentando sair das placas de Petri. Na
nona avaliagdo do mesmo tratamento, foram observadas algumas formigas com estruturas
de fungo, entretanto néo foi possivel verificar a formagcéo de ascomas e ascOsporos.

O fato de as formigas ndo terem sido isoladas da terra dos ninhos pode ter
comprometido a agéo dos fungos. O solo néo influencia a suscetibilidade das formigas ao
patégeno, mas age como uma barreira fisica na disseminagdo dos propagulos de fungos
(PEREIRA; STIMAC, 1992).

Além disso, mesmo que algumas formigas sejam infectadas por entomopatdégenos
presentes nos solos de seus ninhos, o comportamento de limpeza que apresentam podem
reduzir o crescimento dos fungos nos cadaveres daquelas que foram infectadas. Essa
limitacéo de crescimento é feita pela adi¢cao de substancias quimicas, como o veneno com
compostos alcaléides, que possui uma agéo fungistatica (STOREY, 1990; STOREY et al.,
1991). Quando o comportamento de limpeza remove os conidios ou outras particulas de
fungo da cuticula das formigas antes que ocorra a infecgdo, consequentemente reduz a
taxa de infecgéo de toda a colénia. Quando inoculadas com conidios de B. bassiana, S.
invicta demonstraram a remog¢ao de conidios dos tegumentos das formigas adultas e de
larvas (SIEBENEICHER et al.,1992; Ol; PEREIRA, 1993).

Deve-se considerar que, através de quimiorreceptores localizados nas antenas as
formigas reconhecem o fungo como nocivo e o comportamento social pode ser alterado
de forma a impedir a propagagédo de patégenos (QIU et al., 2016). Para se defenderem
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contra eles, os insetos sociais desenvolveram uma série de defesas Unicas contra doencas
no nivel da col6nia, que consistem em adapta¢des comportamentais e fisioldgicas. Estas
defesas ao nivel da colénia podem reduzir o risco de infecgéo e envenenamento e melhorar
a sobrevivéncia dos membros da sociedade, sendo conhecidas como imunidade social
(LIU et al., 2019).

41 CONCLUSAO

O fungo Cordyceps javanica requer maior investigacdo para determinar sua
viruléncia e viabilidade como agente biol6gico no manejo de formigas Solenopsis spp.
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RESUMEN: Actualmente alumnos vy
sociedad en general se encuentran
familiarizados con los diferentes dispositivos
moviles. Hoy por hoy, en México y el mundo,
el disefio de aplicaciones méviles es una
de las tendencias dentro del sector del
desarrollo, programacién e implementacion
de las Tecnologias de la Informacioén y las
Comunicaciones (TIC). Con la incorporacion
de las TIC en la educacién, se ha hecho

Data de aceite: 01/02/2024

cada vez mas frecuente poder desarrollar
escenarios que apoyen los procesos de
ensefianza y aprendizaje. En el presente
articulo, se muestran los resultados del
proyecto de disefio y desarrollo de una
aplicacion movil implementada bajo la
plataforma de Android para aquellas
personas interesadas en el area forestal
y su campo de estudio, generando una
herramienta tecnologica con el propésito
que la aplicaciéon ayude a identificar las
diferentes especies de pinos en la zona
montafiosa de la sierra de Zongolica
ubicada en la zona centro del estado de
Veracruz. Android es el sistema operativo
de codigo abierto para dispositivos moviles
y su nucleo esta basado en el sistema
Linux. Para el desarrollo de la aplicacion
movil, se utilizd la metodologia del modelo
en cascada, también llamado ciclo de vida
clasico. Se describe la metodologia la
cual esta basada en el ciclo convencional
de la Ingenieria de software, sugiere un
enfoque sistematico, secuencial para el
desarrollo de sistemas software que inicia
con el establecimiento o definicion de los
requerimientos y continua con las fases
de analisis, disefio, codificacion, pruebas
y mantenimiento. También, se utilizé el
paradigma de la programacién orientada a
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objetos con lenguaje Java, por medio del entorno de desarrollo integrado Android Studio como
herramienta principal. Con la aplicacién movil se facilita la identificacion de las especies de
pinos por medio de dos principales procesos: 1).- blusqueda guiada y 2).- busqueda abierta.
La aplicacion movil presenta una solucion tecnoldgica la cual aportard diversos beneficios a
los usuarios finales para el estudio de las especies de pinos.

PALABRAS CLAVE: Ingenieria de software, paradigma orientada a objetos, Java, Android
Studio

INTRODUCCION

Las vertiginosas transformaciones econdmicas, sociales, politicas y culturales
derivadas de las innovaciones tecnolégicas de finales del siglo XX, lograron que hoy por hoy
los sectores mas dinamicos sean los de alta tecnologia e intensivos en conocimiento, como
las Tecnologias de la Informacion y las Comunicaciones. Los avances en el ambito de las
tecnologias estan transformando la sociedad, cada dia son mas comunes los dispositivos
moviles en las aulas de clases y estan transformando la vida de los alumnos (Dede, 2005).

En los ultimos afios en México y el mundo, la industria de las Tecnologias de la
Informacién y las Comunicaciones (TIC) han permitido transformar de manera significativa
la forma de trabajar, comunicar, socializar y también de negociar (Pacheco, 2016).

Con el uso de las TIC, han permitido aumentar la productividad de diferentes
sectores, mejorar los tiempos en los proceso y optimizar los recursos. Hoy en dia el uso
de la tecnologia movil ha incrementado de manera exponencial ya que su relacién costo-
beneficio ha traido buenos resultados para los usuarios finales que los operan.

Los modelos tradicionales en el proceso de ensefianza-aprendizaje estan dejando de
ser exclusivamente estaticos, a tener movilidad con el objetivo principal de que los actuales
estudiantes tengan mayores recursos a su alcance lo que les permite desarrollar nuevas
habilidades para la adquisicién del conocimiento en los nuevos entornos de aprendizaje
(UNESCO, 2005).

El desarrollo de software de computo mévil es complejo e indtil si no se tiene
un objetivo a desarrollar, un cliente interesado para la revision del funcionamiento y un
avance de la aplicacion. Para evitar lo anterior, dentro del proceso de la Ingenieria de
software existe una etapa llamada analisis de requerimientos en la cual establece que
inicia durante la actividad de comunicacion y contintia en la de modelado. Debe adaptarse
a las necesidades del proceso, del proyecto, del producto y de las personas que realizan el
trabajo (Pressman, 2010).

En el presente trabajo de investigacién se plantea el disefio y desarrollo de una
aplicacion mévil que identifique a especies de pinos mediante dos procesos el primero
denominado busqueda guiada y el segundo proceso busqueda abierta. El desarrollo de
esta aplicacion se basa totalmente en documentacion obtenida con base en la experiencia
de los usuarios expertos en el manejo de especies forestales y estudios cientificos de los
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diferentes pinos de la zona montafiosa de la sierra de Zongolica ubicada en la zona centro
del estado de Veracruz.

El documento se estructura de la siguiente manera: en la siguiente seccion se
presenta una breve introduccién a la adquisicion de conocimientos por medio de los
dispositivos moviles y al sistema operativo Android. Posteriormente, se presenta la seccion
de Ingenieria de Software. Se incluye la metodologia, asi como los materiales y se presenta

la aplicacion movil. Finalmente, se presentan las conclusiones.

ADQUISICION DE CONOCIMIENTO MEDIANTE DISPOSITIVOS MOVILES

Con el avance tecnologico en la industria movil estdn cambiando las diversas
actividades sociales de todas las personas, especialmente las actividades de los jovenes.
Por lo anterior, los teléfonos inteligentes y tabletas por su portabilidad, movilidad, e
interactividad, representan una oportunidad para el disefio de nuevos modelos de
aprendizaje en las instituciones educativas, en las distintas areas de conocimiento. La
incorporacion de un medio tecnolégico distinto al pizarrén de un salon de clases puede ser
un incentivo y un atractivo para el estudiante (Ellen, 2005).

El aprendizaje moévil, también llamado en inglés Mobile Learning (m-Learning)
(aprendizaje en movimiento) fue empleado inicialmente por Clark Quinn haciendo
referencia al término e-Learning (aprendizaje electronico) a través de dispositivos moéviles
de computaciéon (Quinn, 2000).

Es importante sefalar que existen diversas definiciones de m-learning, que
coinciden en que intervienen principalmente los elementos de movimiento y aprendizaje
utilizando dispositivos moviles. El aprendizaje movil es un tipo de aprendizaje que tiene
como caracteristica principal el uso de teléfonos inteligentes y tabletas, para favorecer y
apoyar el ambito educativo en el proceso ensefianza-aprendizaje (Ramirez, 2008).

El m-Learning evita la ruptura que se da en el proceso cuando se finaliza una clase
en un salén. Una vez que las horas de aprendizaje han finalizado, aquellos estudiantes
que lo deseen pueden continuar aprendiendo mas gracias a su dispositivo movil. Entre las
principales ventajas del aprendizaje moévil se encuentran las siguientes (UNESCO, 2005):
a).- Facilidad de uso y aprendizaje, b).- Crear comunidades de aprendizaje, c).- Expansion
del alcance y equidad de la educacién, d).- Facilita el puente entre el aprendizaje formal
e informal y e).- Promueve las competencias de las Tecnologias de la Informacion y las
Comunicaciones.

APLICACIONES MOVILES PARA LA ENSENANZA - APRENDIZAJE EN EL
AREA FORESTAL

En México existe un gran nimero de diversidad de especies naturales lo que origina
que una diversidad basta de organismos de los cuales se desconocen sus origenes y
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sus propiedades. Por ello las investigaciones en el ambito de la biodiversidad se hacen
prioritarios y con ello el desarrollo de nuevas herramientas tecnolégicas que faciliten las
tareas de los investigadores forestales. La conservacion de la biodiversidad existente en el
mundo se ha convertido en una preocupacion global (CONABIO, 2009).

La automatizacion de la determinacion taxonémica podria evolucionar la sistematica
en una ciencia comprobable accesible para cualquier persona. En este trabajo se presenta
un ejemplo concreto de una aplicacion movil capaz de identificar de manera taxondémica las
especies de lafamilia Pinaceae conocidas enla Sierrade Zongolica, Veracruz, estas especies
son de gran importancia econémica para las familias dedicadas a su aprovechamiento.
Mediante este programa de computo de aplicacion movil es posible la identificacion de 8
especies conocidas para la zona montafiosa de la Sierra de Zongolica; dicha aplicacion
movil consta de una clave de identificacion con fotografias correspondientes a las diferentes

especies e incluye también un glosario ilustrado.

SISTEMA OPERATIVO ANDROID

Android es un sistema operativo de cédigo abierto para terminales de dispositivos
moviles, se programa principalmente en lenguaje Java y su nacleo esta basado en Linux
(Gémez, 2015).

Tanto el sistema operativo Android como la plataforma de desarrollo estan liberados
bajo la licencia de Apache (Tomas, 2018). La primera version oficial del sistema operativo
Android (1.1) aparecié en 2009. Desde entonces han ido apareciendo versiones de Android,
desde la 1.5 llamada Cupcake y que se basaba en el nlcleo de Linux 2.6.27, hasta las
versiones actuales orientadas a tablets, teléfonos moviles y otros dispositivos, como por
ejemplo aplicaciones para TV. El nacleo de Android le proporciona al sistema operativo
diversos servicios como la seguridad, el manejo de la memoria, el multiproceso, la pila de
protocolos y el soporte de los programas manejadores para dispositivos (Tomas, 2018).

Cada version del sistema operativo Android, tiene un nombre inspirado en la
reposteria, siguiendo un orden alfabético: Apple Pie, Banana Bread, Cupcake, Donut,
Eclair, Froyo, Gingerbread, Honeycomb, Ice Cream Sandwich, Jelly Bean, Kit Kat,
LollipopMarshmallow y Nougat (Android, 2018).

INGENIERIA DE SOFTWARE

Un proceso de software es un conjunto de actividades y resultados asociados que
producen un producto. Estas actividades son realizadas por los ingenieros de software.
Existen 4 actividades fundamentales de procesos que son comunes para todos los procesos
de software (Pressman, 2010). Las actividades del proceso de software son las siguientes:

1. Especificacion del software. Los clientes e ingenieros definen el software a
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producir y sobre las restricciones de su operacion.
2. Desarrollo del software. Se disefia el software y se realiza la programacion.

3. Validacion del software. El software se valida para asegurar que es lo que el
cliente requiere.

4. Evolucion del software. El software se modifica para adaptarlo a los cambios
requeridos por el cliente y el mercado.

Para este trabajo se implement6 Ingenieria de software para la construccion del

software en cada uno de los procesos que se presentan en el cuadro 1.

Fase Actividad Producto

Anadlisis de requerimientos del

cliente Formato IEEE Std-830

Andlisis de requerimientos

Modelado de la aplicacion Compendio de diagramas

Disefio utilizando el lenguaje de
modelado unificado
Desarrollo Codificacion bajo el lenguaje de Maodulos de la aplicacion mévil

programacion Java

» Integracion de modul | L .
Integracion y pruebas egracio d_e odulos d.e, a Aplicacién Mévil
aplicacion e implementacion

Cuadro 1. Proceso de Ingenieria de software. Fuente: Elaboracion propia.

METODOLOGIA DE DESARROLLO Y MATERIALES

El presento proyecto se realizd en el Instituto Tecnol6gico Superior de Zongolica
(ITSZ) el cual esta adscrito al Tecnologico Nacional de México, TecNM.

Un modelo de procesos del software es una descripcion simplificada de un proceso
del software que presenta una visibn de ese proceso. Estos modelos pueden incluir
actividades que son parte de los procesos y productos de software y el papel de las
personas involucradas en la Ingenieria de Software. (Pressman, 2010).

Para este proyecto se empled el modelo llamado ciclo de vida clasico, sugiere un
enfoque sistematico y secuencial para el desarrollo del software, que comienza con la
especificacion de los requerimientos por parte del cliente y avanza a través del disefo,
desarrollo, prueba y mantenimiento. La figura 1 presenta el modelo en cascada para el
desarrollo del software.
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Fig. 1. Modelo en cascada para el desarrollo de software. Fuente: [Pressman, 2010].

El proyecto de la aplicacion mévil a su vez esta propuesto por el disefio instruccional
que considera aspectos elementales para la presentacion de los contenidos (Tobdn, 2007).

La aplicacibn movil se desarroll6 con el lenguaje de programacion Java (Tomas,
2018), utilizando el paradigma de la programacion orientada a objetos (Lozano, 2017). El
lenguaje Java tiene las siguientes caracteristicas técnicas: lenguaje orientado a objetos,
robusto, portable, multihilo. Las aplicaciones méviles para dispositivos Android estan
programadas en Java y se ejecutan en una maquina virtual llamada Dalvik (Lozano, 2017).
Se utiliz6 la herramienta tecnolégica Android Studio como el entorno de desarrollo integrado
(IDE) para el proyecto de la aplicacion movil (Android, 2018).

Android Studio consiste del entorno de desarrollo integrado (IDE) para aplicaciones
moviles, brinda todo lo que se necesita un desarrollador de sistemas para crear proyectos
de aplicaciones moviles. Android Studio es la herramienta tecnoldgica oficial la cual puede
ser descargada desde el sitio Web de desarrollo Android (Android, 2018).

RESULTADOS

Como parte de los resultados del presente trabajo, a continuacion en las figuras 2 'y

3 se muestran algunas pantallas que se incluye en la aplicaciéon movil.
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Fig. 2. Pantallas que se incluyen en la aplicacion movil. Fuente: Elaboracion propia.

PRMLER AYACAHUITE

Fig. 3. Pantallas de la aplicacion moévil que incluyen el listado de especies y glosario de términos.
Fuente: Elaboracion propia.

CONCLUSIONES Y TRABAJOS FUTUROS

Los dispositivos méviles (teléfonos celulares y tabletas) se estan convirtiendo cada
vez mas en las herramientas basicas para las diversas actividades de los usuarios finales
en diferentes sectores y el educativo no es la excepcion. El lanzamiento de Android como
plataforma para el desarrollo de aplicaciones moéviles ha tenido una importante aceptacion
tanto por parte de los usuarios como parte de la industria electronica de fabricantes de

dispositivos moviles.
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Este trabajo consistio en el disefio y desarrollo de una aplicacién movil, con la cual
es posible la identificacién de 8 especies conocidas de pinos para la zona montafiosa de
la Sierra de Zongolica, en zona centro del estado de Veracruz. El sistema de la aplicacion
movil desarrollada, consta de una clave de identificacion con fotografias correspondientes a
las diferentes especies y también de un glosario ilustrado. La aplicacion movil funciona bajo
la plataforma del sistema operativo Android. En el documento se expuso las caracteristicas
principales del aprendizaje movil incluyendo los recursos tecnologicos como el lenguaje
Java y el entorno de desarrollo Android Studio para la implementacion de la aplicacion,
también se presentd la metodologia utilizada para el desarrollo de la aplicacion. Finalmente,
como trabajo futuro se plantea realizar las actualizaciones en la aplicacion moévil en la cual

permita registrar la georreferencia de la especie encontrada.
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CAPITULO 6

DETERMINACION DE LA CALIDAD DE
CULTIVARES NATIVOS DE PAPA AMARILLA
(solanum phureja juz et buck) EN EL NORTE DEL
PERU

Roberto Tirado Lara

Docente de la Universidad Nacional Pedro
Ruiz Gallo. Lambayeque - Pera

Roberto Hugo Tirado Malaver

Docente de la Universidad Nacional José
Faustino Sanchez Carrion. Huacho - Pert

RESUMEN: En la zona rural de Llama,
departamento de Cajamarca, ubicada a
6°22.280° de Latitud Sur, a 78°51.709’ de
Longitud Oeste y a una altitud de 2900
msnm, se realizd el presente trabajo de
investigacion de 18 cultivares nativos de
la serie diploide de pulpa amarilla, fueron
seleccionados por su presencia en los
mercados locales y de mayor consumo
en la zona rural. Estas son cultivadas y
conservados en zonas muy localizadas
por pequefos agricultores en las zonas
altoandinas, a una altitud de 2000 a 3000
msnm, se consumen en forma de puré de
papas, papa picante con cuy, caldo verde
y ofros platos tradicionales, ademéas de
ser la base de su alimentacion tienen un
alto valor cientifico, biolégico y nutricional.
Se utilizo el disefio de Blogues Completos
al Azar (BCA), con 18 tratamientos y tres
repeticiones, para determinar la altura de
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planta, nUmero de tubérculos por planta,
rendimiento, peso especifico, materia seca
y color de fritura, para la comparacion
de cultivares nativos de sus diferentes
caracteristicas estudiadas, ademas se
utiliz6 la prueba de significancia de Tukey al
nivel de 0.05 de probabilidades. El cultivar
Cutervina-Cu de Cutervo, rindi6 39,410 t/
ha con 62.56% de tubérculos comerciales,
36.74 tubérculos/planta, 21.97% de materia
seca y 2.5 color de fritura; el cultivar
Amarilla Espolonuda con 33,082 t/ha,
63.25% de tubérculos comerciales, 37.84
tubérculos/planta, 23.10% materia seca
tuvo 2.0 color de fritura, el cultivar Tortolita
de forma redonda, piel y pulpa crema con
32.217 t/ha y 62.24 tubérculos/planta,
22.93% de materia seca y 1.5 de color
de fritura; el cultivar Chanchilomita-Ba de
forma redonda, piel roja y pulpa amarilla,
tuvo 26,022 t/ha, 28.85% de materia seca
y 1.5 de color de fritura es el que presenta
los valores mas altos de materia seca. Tanto
estas caracteristicas muy significativas,
asi como el color de piel y pulpa, forma
de tubérculos ligeramente ovalados, ojos
superficiales, son parametros para la
industria del procesamiento y progenitores
para el mejoramiento genético.

PALABRAS CLAVE: Cultivar nativo,
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diploide, calidad

INTRODUCCION

En el norte del Peru, las papas nativas de la serie diploide 2n = 2X = 24, especie
(Solanum phureja Juz et Buck), tienen un gran valor cientifico, bioldgico y nutricional, son
cultivadas y conservadas en zonas muy localizadas por pequefios agricultores de zonas
altoandinas, a una altitud de 2000 a 3500 msnm, ademas de ser la base de su alimentacion,
son consumidas en forma de puré de papas, papa picante con cuy, caldo verde y otros
platos tradicionales; El Per(, es el centro con mayor diversidad de papas nativas, mas de
2 800 cultivares de los 3 900 que hay en el mundo (Bonierbale, 2004, Amoros et al., 2008).
Las papas nativas no solo tienen una alta diversidad de formas y colores, sino también
aportan importantes cantidades de nutrientes y compuestos polifuncionales, que afectan
beneficiosamente una o mas funciones del organismo, méas all4 de un efecto nutricional
adecuado (Villacrés et al., 2007). Ademas, las papas nativas tienen diferentes colores de piel
y pulpa, muchas de ellas son amarillas y también pueden tener morado, rojo, azul, negro,
blanco, cremay bicolor. Los cultivares de pulpa amarilla tienen un alto contenido de vitamina
C y propiedades antioxidantes naturales, antibacterianas, antivirales, antiinflamatorias y
anticancerigenas que tienen beneficios potenciales para la salud y los cultivares de pulpa
pigmentada roja o purpura contienen antocianinas y flavonoides, sustancias con efectos
antioxidantes y agentes anticancerigenos (Smith, 1975; Landrum et al., 2001; CIP 2003;
Pascual et al., 2008). Entre los antioxidantes tenemos tres grandes grupos de compuestos:
vitaminas, compuestos polifendlicos y carotenoides. Pigmentos de pulpa pigmentada ricos
en compuestos polifenélicos (Antocianinas, Fenoles, Flava-3-oles y Antioxidante Capac)
con propiedades antioxidantes beneficiosas para la salud; Estos compuestos polifenélicos
estan regulados a nivel transcripcional (Koes et al., 2005) se correlacionan con los niveles
de metabolitos, para co-regular con genes estructurales (André et al., 2009).

La calidad de esta especie de papa, para efectos de procesamiento industrial en
forma de chips, tiras, copos, y otros tipos de procesados, requiere de otras caracteristicas
que no son requeridas para el consumo en fresco, como la profundidad de los ojos, el
color de la piel y la pulpa, la forma, el tamario, el contenido de materia seca y azUcares
reductores, que pueden determinarse con una rigurosa seleccion de la estabilidad genética
de estos ecotipos. Este trabajo constituye un gran aporte en el conocimiento de los mejores
cultivares nativos en rendimiento, caracteristicas fonolégicas, calidad para fines comerciales
e industriales, identificacion y seleccion de progenitores, siendo los objetivos, la evaluacion
del desempefio, determinacion de la gravedad especifica, color de fritura y caracteristicas

agronomicas de 18 cultivares nativos de papa diploides de pulpa amarilla.
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MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Distrito de Llama de la provincia
Chota de la region Cajamarca, ubicado geograficamente a 6°22.280° de latitud sur, a
78°51.709’ de longitud oeste y a una altitud de 2 914 msnm.

(=3

Sankw LR

Figura 1. a) Mapa de ubicacion, los puntos de color amarillo muestran las zonas de estudio. (Fuente:
Andina). b) Ubicacién de las zonas de estudio.

(Fuente: Google Earth).

MATERIALES

Se evaluaron 18 tratamientos consistentes en cultivares nativos de papa amarilla

que fueron colectados de la cordillera norte del Peru.

COSECHA

Observaciones durante el experimento

ALTURA DE LA PLANTA

Esta evaluaciéon se realiz6 a 30 y 60 dds, midiendo desde la superficie del suelo
hasta el apice de la planta; y en el momento de la cosecha se midi6 la longitud del tallo
principal desde el cuello de la planta hasta el apice.
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OBSERVACIONES DURANTE LA COSECHA DEL EXPERIMENTO

Esta caracteristica se realiz6 en el momento de la cosecha contando el nimero de
tallos principales de cada una de las plantas de los tratamientos.

RENDIMIENTO TOTAL DE TUBERCULOS

Los tubérculos de cada una de las plantas cosechadas de los tratamientos se
pesaron y luego se convirtieron a t/ha.

RENDIMIENTO DE TUBERCULOS COMERCIALES POR PLANTA

Para determinar esta caracteristica se relacioné por su diametro de tubérculos, el
cual era mayor a 3 cm y luego se ajusto el peso a t/ha.

NUMERO TOTAL DE TUBERCULOS POR PLANTA

Se contaron todos los tubérculos de cada una de las plantas de tratamiento.

OBSERVACIONES DURANTE LA FASE DE LABORATORIO

La determinacion de las caracteristicas se realiz6 en el Laboratorio del Departamento
de Mejoramiento Genético del Centro Internacional de la Papa (CIP) Lima.

DETERMINACION DE LA MATERIA SECA DE LOS TUBERCULOS

Para ello, se pes6 de 200 a 205 g de tubérculos frescos por tratamiento, colocados
en una estufa durante 72 horas (3 dias) a una temperatura de 80 °C, se volvid a pesar y
determiné el porcentaje de materia seca.

DETERMINACION DEL COLOR DE LA FRITURA

Se cortaron en hojuelas, se colocaron en una cesta de metal para hervir con aceite
caliente; a temperatura de 180°C, durante 2,5 minutos. El color de las papas fritas, en la
escala subjetiva de colores, asignado por el Centro Internacional de la Papa.

ANALISIS ESTADISTICO

En el presente trabajo se utiliz6 el disefio de Bloques Completos Aleatorios (BCA),
con 18 tratamientos y tres repeticiones. Para la comparacion de los cultivares nativos de
sus diferentes caracteristicas estudiadas, se utiliz6 la prueba de significancia de Tukey
al nivel de probabilidades de 0.05. Para el estudio de asociacion y dependencia de las
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diferentes caracteristicas vegetativas con el rendimiento comercial se realiz6 el estudio de

las regresiones y correlaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para el rendimiento total de tubérculos se encontrd alta significancia estadistica
para los tratamientos, el cultivar Amarilla Cutervina-Cu de piel y pulpa amarilla tuvo un
rendimiento de 39,410 t/ha con 62.56% de tubérculos comerciales, 36.74 tubérculos/planta,
con 21.97% de materia seca y 2.5 color de fritura; el cultivar amarilla Espolonuda de piel
y pulpa amarilla con 33.082 t/ha con 63.25% de tubérculos comerciales, 37.84 tubérculos/
planta, 23.10% de materia seca, 2.0 color de fritura, ambos cultivares de forma ligeramente
ovalada y ojos superficiales considerados aptos para el procesamiento. El cultivar Tortolita
de piel y pulpa crema con 32.217 t/ha., 62,24 tubérculos/planta, 22,93% de materia seca y
1,5 color de fritura; El cultivar Chanchilomita-Ba de piel roja y pulpa amarilla tuvo 26,022 t/
ha, 25.85 tubérculos/planta, 28.70% de materia seca y 1.5 de color de fritura, las cuales son
caracteristicas muy significativas para la industria del procesamiento y progenitores para el

mejoramiento genético.

Rend. Rend. Com. N° Planta color
Ecotipos (kg/plta) Kg/pta % Tub. /Planta altura M:;raia fritura
Amarilla Cutervina - Cu 39.410 a 24.655 62.56 36.74 abc 1.33 ab 21.97 hola 25
Cutervina Ancha - Con 38.275 ab 26.490 69.21 42.64 abc 1.30 ac 24.00 defgh 3
Chaucha Potocha - Ba 35.710 ab 23.876 66.86 52.76 ab 1.03 gh 22.08 ghi 4.5
Perlamayina - Hu 34.925ab  24.643  70.56 42.31 abc 1.10f 20.73i 3.5
Amarilla Espolonuda -Cu 33.082ab  20.924  63.25 37.84 abc 1.23 cd 23.10 efgh
Amarilla Lanchina - Cu 32.947 ab 20.510 62.25 38.16 abc 1.13f 23.50 defgh 3
Tortolita - Ch 32.217 ab 11.614 36.05 62.24 a 1.00 h 22.93 fgh 1.5
Cutervina Ojo Rojo - Cu 30.902 ab 20.392 65.99 52.76 abc 0.98 h 25.17 cde 3
Chaucha Negra - Ca 30.150 ab 18.789 62.32 28.29 ac. 1.37a 21.98 hola 1.5
Amarilla Redonda - Ca 30.015 ab 20.113 67.01 41.63 abc 1.02 gh 2440c 3.5
Amarilla Larga - Cu 28.423 ab 19.396 68.24 34,74 ac 0.97 h 23.20 defgh 2
Amarilla Tambina - Hu 28.204 ab 18.313  64.93 37.44 abc 1.20 de 24.80 cdf 25
Amarilla Peruanita - Ba 27.816 ab 19.196 69.01 40.52 abc 1.02 gh 24.07 defg 25
Chaucha Colorada - Ba 26.659 ab 17.515 65.70 32,90 ac 1.19 de 29.67 a 2.5
Chanchilomita - Ba 26.022 ab 16.948 65.13 25.85¢ 1.11f 28.70 ab 1.5
Amarilla Llaucana - Hu 25.605 ab 16.600 64.83 40.72 abc 1.21d 26.70 ac 3
Chaucha Redonda - Con 20.505 ab 13.884  67.71 20.43¢c 1.24 cd 26.43 ¢ 2
Chaucha Pintada - Ba 17.417 b 11.655 66.92 23.82C 1.09 fg 25.27 cd 4

X=32.825 X=38.034 X=113.912 X =24.478
DLS0.05= DLS0.05= DLS0.05= DLSO0.05=
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25.620 7.087
21.220 CV.=7.54%  CV.=2.01% 2.083

Donde: Cu = Cutervo, Ch = Chota, Ba = Bambamarca, Hu = Hualgayoc, Ca = Cajamarca.
*Significativo; ** Muy significativo; N.: No significativo

1 Las medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p <= 0,05) segun la prueba de
Tukey Escala subjetiva de color de fritura del Centro Internacional de la Papa: 1 = amarillo cremoso, 2 =
amarillo cremoso con baja presencia de manchas oscuras, 3 = amarillo cremoso con presencia regular
de manchas oscuras, 4 = amarillo cremoso con alta presencia de manchas oscuras, 5 = totalmente
oscuro.

Tabla 1. Pruebas de significacién de Tukey (0.05) para rendimiento, numero de tubérculos, altura de
planta, materia seca, color de fritura, en la determinacién de calidad de 18 cultivares nativos de papa
amarilla (Solanum phureja Juz et Buck) del Norte del Peru.
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Gréfica 1. Rendimiento (kg/planta), materia seca (%), color de fritura (Escala de color CIP) de cultivares
nativos de papa amarilla (Solanum phureja Juz et Buck) en el norte del Peru.

Figura 2. Foto de tubérculos y astillas de cultivares nativos: Cutervina Amarilla (Cu 309), Spolonuda
Amarilla (Cu 301D), Tortuga (Ch-P-01), Chanchilomite (Ba 105).
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CONCLUSION

El cultivo Cutervina-Cu, present6 el mayor rendimiento de 39,410 t/ha con 62.56%
de tubérculos comerciales, 36.74 tubérculos/planta, con 21.97% de materia seca y 2.5 de
color de fritura, seguido por el cultivar Amarilla Espolonuda con 33.082 t/ha con 63.25% de
tubérculos comerciales, 37.84 tubérculos/planta, 23.10% de materia seca y 2.0 color de
fritura, tanto de piel como de pulpa amarilla, con ojos ligeramente superficiales, tubérculos
en forma ligeramente ovalada, retnen las caracteristicas requeridas por la industria de
procesamiento. Asi como el cultivar Tortolita de forma redonda, piel crema y pulpa crema
con 32.217 t/ha'y 62.24 tubérculos/planta, 22.93% de materia seca y 1.5 de color de fritura,
caracteres muy significativos de este cultivar para procesamiento y progenitor; El cultivar
Chanchilomita-Ba de forma redonda, piel roja y pulpa amarilla, tuvo 26,022 t/ha, 25.85
tubérculos/planta, 28.70% de materia seca y 1.5 de color de fritura es el que presenta los
valores mas altos de materia seca, cuyas caracteristicas son para la industria procesadora
y parental.
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RESUMO: O manejo fitossanitario
na cultura da soja estd diretamente
relacionado com fatores que influem nas
perdas de produtividade e elevacdo dos
custos de produgéo. Este trabalho teve
por objetivo o acompanhamento técnico
para a consolidacdo de conhecimentos
adquiridos na graduagdo em agronomia,
na Universidade Estadual do Centro-
Oeste (UNICENTRO). Durante o estagio
supervisionado foram realizadas visitas
em propriedades rurais assistidas, com
analise das condicbes fitossanitarias na
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cultura da soja, incluindo: presenca de
pragas, doencas e plantas daninhas,
assim como avaliando as estratégias
de manejo a serem adotadas e/ou a
eficacia dos manejos ja implementados. A
metodologia foi norteada pelo cumprimento
da legislagdo do uso de agrotoxicos,
por conhecimento sobre os ingredientes
ativos dos produtos utilizados no controle
quimico e considerando a experiéncia
profissional dos engenheiros agrébnomos.
O controle de plantas daninhas teve como
ponto central o controle das espécies buva,
trapoeraba e milho voluntéario, e incluiram
principalmente: 0 manejo de herbicidas,
estratégias contra a resisténcia de plantas
daninhas ao glifosato e o controle fisico/
quimico exercido pela palhada originada
pelos residuos das culturas de inverno. O
monitoramento simultdneo da presenca de
doencas na cultura da soja e das condicbes
climaticas, foi realizado antes e depois das
aplicacdes de fungicidas recomendados. No
manejo das doencas houve destaque para
a prevencado da ferrugem asiatica, assim
como controle de oidio e mancha-parda. As
avaliacdes de incidéncia de pragas foram
centradas principalmente no monitoramento
de percevejo-marrom, vaquinha e lagarta-
falsa-medideira. A experiéncia a campo no
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manejo fitossanitario da soja permitiu observar contrastes entre o conhecimento tedrico e
pratico, como o problema de plantas daninhas ser narrado como o principal obstaculo a
producéo da cultura e ndo a ferrugem asiatica da soja, o que seria 0 mais previsivel.
PALAVRAS-CHAVE: assisténcia técnica, fitossanidade, Glycine max L.

DYNAMICS OF PHYTOSANITARY MANAGEMENT OF SOYBEAN CROPS IN
MARIALVA-PR

ABSTRACT: Phytosanitary management in soybean crop is directly related to factors that
influence productivity losses and increased production costs. This work aimed to follow a
technical team for the consolidation of knowledge acquired during agronomy degree at the
Midwest State University (UNICENTRO). During the supervised internship, visits were carried
out on assisted rural farms, with analysis of phytosanitary conditions in soybean, including:
presence of pests, diseases and weeds, as well as evaluating managements strategies to
be adopted and/or the efficiency of managements already made. The work methodology
was guided by compliance with legislation on the use of pesticides, for knowledge about
active ingredients of the used products in chemical control and considering the professional
experience of the agronomist. Weed control had the horseweed, dayflower and voluntary corn
species control as its central point, and mainly included: herbicide management, strategies
against weed resistance to glyphosate and physical/chemical control by straw originated from
winter crops residues. The presence of disease in soybean and the weather conditions were
monitored simultaneously, realized either before and after recommended fungicide applications.
There were disease managements with emphasis on asian soybean rust prevention, as well
as powdery mildew and brown spot control. Pest incidence assessment was mainly focused
on monitoring brown stink bugs, corn rootworm and looper caterpillar. Field experience in
soybean phytosanitary management allowed to observe contrasts between theoretical and
practical knowledge, such as the problem of weeds being narrated as the main obstacle to
crop production and not asian soybean rust, which would be the most predictable.
KEYWORDS: technical assistance, plant health, Glycine max L.

11 INTRODUGAO

A reducdo na producgéo da soja e outras culturas devido a ocorréncia de plantas
daninhas, doencgas e pragas estéa relacionada a perdas e elevagéo dos custos de produgéo.
Sobre as perdas causadas por plantas daninhas, ha relatos com indice de até 90% de perdas
(GAZZIERO et al., 2021). As doencas na soja despertam atencao devido a sua importancia
econdmica. A mais relevante delas, a ferrugem asiatica, causada pelo agente etiol6gico
Phakopsora pachyrhizi, tem capacidade de causar perdas de até 90% da producéo (PELIN,
WORDELL FILHO e NESI, 2020). Sobre as perdas causadas pela ocorréncia de pragas, 0s
valores podem variar de 7 a 20% e associadas a elevagéo de precos de produtos derivados
da soja ou de origem animal (CEPEA, 2019).

As técnicas de manejo para os problemas fitossanitarios da soja ndo permanecem
estaticas ao longo do tempo, como verificado no manejo contra a ferrugem. Diante dos
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indices de controle observados dos principais fungicidas utilizados — dos grupos quimicos
triazois e estrobilurinas —que séo fungicidas de sitio especifico, emprega-se como alternativa
a associagdo destes com fungicidas multissitio, como o mancozebe, pertencente ao grupo
quimico dos ditiocarbamatos. A associagéo de misturas de fungicidas de sitio especifico
com fungicidas multissitio proporciona controle entre 54 a 81% (GODOY et al., 2022).

A resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas & outro estimulo a pesquisa e
inovacoes das técnicas de manejo. Dentre os registros de resisténcia estéo as populagdes
de buva (Conyza spp.), nas quais foi verificado a resisténcia multipla aos herbicidas
glifosato e clorimuron, os quais atuam nos mecanismos de acéo inibindo das enzimas
5-enolpiruvoilshiquimato 3-fosfato sintase e acetolactato sintase, respectivamente (SILVA,
2018). Isso ressalta a importancia do manejo integrado de plantas daninhas, incluindo a
producao de palhada e utilizagéo criteriosa dos herbicidas.

E essencial 0 monitoramento das areas de cultivo de soja e a adocdo de medidas
de intervencéo, tanto para a prevencao quanto para a resolugéo, evitando-se as perdas
de producédo. O presente trabalho teve como objetivo o acompanhamento técnico para
a consolidacdo de conhecimentos praticos adquiridos ao longo do curso de graduacéo,
realizado na Universidade Estadual do Centro-Oeste.

21 MATERIAL E METODOS

O estéagio foi realizado na empresa Agro Tech Insumos Agricolas LTDA, com sede
fisica localizada no municipio de Marialva, Parana. As principais atividades agricolas séo
consultoria agricola e comercializagdo de insumos agricolas, havendo maior énfase para
problemas fitossanitarios das culturas de soja, milho, trigo, mandioca, pastagem, tomate,
pimentéo, pimenta, pepino, meldo, morango, alface, cruciferas, banana, goiaba, melancia
e plantas ornamentais (AGRO TECH, 2023).

As atividades desenvolvidas na assisténcia técnica estdo organizadas em trés
grupos: manejo de plantas daninhas, manejo de doengas e manejo de pragas na cultura da
soja. Algumas atividades se concentrarao mais em determinada época da safra 2022/2023,
mas muitas ocorreram de forma simultanea.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Manejo de plantas daninhas na cultura da soja

As atividades desenvolvidas na soja tinham como ponto principal, o0 manejo e
monitoramento das plantas daninhas, que constituem o problema fitossanitario de maior
destaque nas areas assistidas. O manejo € dedicado principalmente para o controle da
buva (Conyza spp.), em fungéo da presenca de populagdes que apresentam resisténcia ao
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glifosato. Pode-se observar areas extensas nas areas de cultivo de soja e outras culturas

(Figura 1).

Figura 1. Plantas de buva (Conyza spp.) (A) que sobreviveram a dessecacéo em bordadura de soja; (B)
planta rebrotada; (C) plantas em area de mandioca. Fonte: MATIUSSI, (2022).

Em segundo lugar destaca-se a trapoeraba (Commelina spp.), que se tornou um
problema de controle pela tolerancia natural ao glifosato, devido a caracteristicas ligadas a
absorcéo e translocagéo do herbicida (OLIVEIRA JUNIOR, CONSTANTIN e INOUE, 2011).

Figura 2. Plantas de trapoeraba (Commelinna sp.) (A) que sobreviveram a dessecagao anterior a
semeadura; (B) crescimento sobre a palhada; (C) planta abaixo do dossel da soja. Fonte: MATIUSSI,
(2022).

Outras espécies de plantas daninhas observadas nas lavouras de soja (Figura 3)
foram: carrapicho (Cenchrus echinatus), capim-amargoso (Digitaria insularis), caruru-
gigante (Amaranthus hybridus) e a corda-de-viola (Ipomoea sp.). A corda-de-viola, por ser
de habito trepador, pode causar dificuldades na colheita (OLIVEIRA JUNIOR, CONSTANTIN
e INOUE, 2011). Entretanto ndo constituem um problema expressivo, uma vez que elas sao
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controladas no manejo contra a buva e a trapoeraba com relativa facilidade.

Figura 3. Plantas daninhas na soja (A) carrapicho (Cenchrus echinatus); (B e C) capim-amargoso
(Digitaria insularis); (D) caruru-gigante (Amaranthus hybridus); (E) corda-de-viola (l[pomoea sp.). Fonte:
MATIUSSI, (2022-2023).

Durante as vistorias foi demonstrado a influéncia da escolha da cultura de inverno
e seu respectivo manejo na populagéo de plantas daninhas na soja. Ao avaliar a eficiéncia
dos controles fisico e quimico adotados, foi observado o predominio de populagéo de buva.
Houve demonstracao dos resultados das dessecacoes e a influéncia da cultura anterior na
populacédo de plantas daninhas nos estadios iniciais da soja, em semeadura, em estadio
de emergéncia e em estadios V1 e V2, e areas onde nédo havia iniciado o periodo critico
de prevencgéao da interferéncia (PCPI), que pode ter duragéo de 20 até 50 dias depois de
ocorrido a emergéncia da soja (GAZZIERO et al., 2021).

As culturas que antecederam a cultura da soja foram milho e trigo. Ao avaliarmos os
residuos deixados sobre o solo no pos colheita culturas supracitadas, foram consultados
registros fotograficos para estimar visualmente a quantidade de palha encontrada na area
em toneladas de massa seca, levando em consideracéo o padrao formado da cobertura do
solo. De forma geral, as areas em questéo podem ser classificadas quanto ao controle de
plantas daninhas e a populacdo destas plantas presentes na seguinte forma:

a. Areas com o trigo como cultura de inverno (Figura 4.A e 4.B): apresentaram a
menor populagéo de buva nos estadios iniciais da cultura da soja e menores custos
com controle quimico. Nestes locais, a cobertura morta estimada foi igual ou superior
a7tha? (LOCATELLI et al., 2016);

b. Areas onde foi cultivado milho antes da soja e com maior cobertura do solo
pela palhada (Figura 4.C e 4.D): apresentaram baixa populacdo de buva, embora
seja maior que na area de trigo. Estas areas apresentam quantidade de palhada
estimada de cerca 6 t ha™' (CONSTANTIN et al., 2013).

c. Areas onde foi cultivado milho antes da soja, com menor cobertura do solo por
palhada (Figura 4.E e 4.F): apresentaram as maiores populacdes de buva nos
estadios inicias da soja, tornando o controle mais oneroso. A quantidade de palhada
estimada foi menor que 2 t ha' (CONSTANTIN et al., 2013).
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O controle fisico exercido pela palhada sobre a emergéncia das plantas daninhas
diminui os custos com o controle quimico, além dos outros beneficios que a cobertura do
solo traz para a cultura. Uma alternativa para o incremento de palhada é o consércio de
milho com braquiaria, com varios beneficios ao milho e soja, de carater conservacionista.
A cobertura deixada pela braquiaria apés a colheita do milho propicia controle de plantas
como a buva e a trapoeraba. No entanto, o preco da semente de braquiaria tem sido um
impasse para a adesao desta pratica (RICHETTI et al., 2019).

Figura 4. Aspectos da palhada na soja (A e B) cultura anterior foi o trigo; (C e D) palhada mais densa
do milho; (E e F) palhada menos densa do milho. Fonte: MATIUSSI, (2022).

Alguns critérios para escolha da cultivar de milho estao relacionados com o controle
de plantas daninhas no periodo de entressafra e no ciclo de cultivo da soja. Recomenda-
se o hibrido de milho precoce com resisténcia ao enfezamento. Ndo é aconselhado o
uso de hibrido de milho superprecoce devido ao menor crescimento vegetativo, menor
sombreamento do solo e menor produgédo de palhada. Além disso também apresentam
arquitetura que permite maior entrada de luz no solo, pois as folhas destes s&o mais
inclinadas. O menor ciclo do milho esta relacionado com o menor numero de folhas, menor
tamanho das plantas e folhas mais eretas (ALMEIDA et al., 2000), que acarretam em menor
quantidade de palhada e maior taxa de emergéncia de plantas daninhas. A ocorréncia do
enfezamento resulta em menor formacéo de palhada devido ao menor desenvolvimento
vegetativo. Para maior formacdo de palhada também se adota o menor espagamento
entrelinhas. sugerindo-se o uso de 45 cm.

Deve ser realizado o controle das plantas de milho voluntarias, que nascem isoladas
ou agrupadas em meio a soja (Figura 8). Estas plantas sdo originadas de sementes
aderidas a espigas nao colhidas, originadas de plantas afetadas pelo enfezamento que
ndo atingiram altura ideal para a colheita. Quanto mais intenso os danos causados pelo
enfezamento no milho, maior sera a necessidade do emprego de herbicida para o controle
do milho espontaneo na cultura da soja.

A préatica de manejos errdbneos, como a ndo dessecagdo em areas vizinhas no
periodo de entressafra, traz consequéncias como: o abrigo, com a sobrevivéncia das
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pragas na entressafra e geragdo de sementes que séo levadas pelo vento, uma vez que a
buva, espécie da familia Asteraceae, apresenta disseminagao por anemocoria (MOREIRA,
2011). Alguns agricultores da regido optaram pela ndo dessecacao das plantas daninhas
na entressafra, em razao dos elevados custos com o manejo de herbicidas e recorreram a
gradagem. No controle quimico empregado na dessecacao que antecedeu a semeadura da
soja, prevaleceu o uso de combinacao de herbicidas (Figura 5).

Todos os ingredientes ativos utilizados (Figura 5) levam em consideracdo os
eventos transgénicos das cultivares de soja e de milho com a tecnologia Roundup Ready,
com tolerancia ao glifosato. As cultivares de soja observadas nédo portam tolerancia a
outros ingredientes ativos como dicamba, glufosinato e 2,4-D. Estes herbicidas podem ser
utilizados somente em periodo anterior a semeadura, e respeitando o intervalo necessario
para a semeadura.

IREEEEEE R AR

DESSECACAO

SEQUENCIAL - Legenda — Mecanis-

mos de acio dos herbi-
cidas:

- Inibidores da 5-
enolpiruvoilshiquimato 3

-fosfato sintase (EPSPs)

24D
(1,005 kg p.c. ha—')

I:] Mimetizadores da auxina

Inibidores da glutamina
- sintetase (GS)

Inibidores da protoporfi-
-Iinogen oxidase
(PROTOX)

Inibidores da Acetil-Co A
carboxilase (ACCase)

Figura 5. Representacdo das combinagGes de herbicidas para dessecagéo e aplicagdo sequencial.
Adaptado de COMITE DE ACAO A RESISTENCIA AOS HERBICIDAS- HRAC-BR (2022).

A associacado do glifosato com um segundo principio ativo nas aplicacdes de
dessecacgédo é uma estratégia adotada para o controle de populagdes de buva e trapoeraba
resistentes ou tolerantes ao glifosato. Abaixo segue trés sugestdes de combinagdes
encontradas na literatura:

a. Costa (2021) demonstra que a mistura de 2,4-D e glifosato, nas doses de 0,975
kg p.c. ha™ e 1,025 kg p.c. ha™, respectivamente, associada com uma segunda
aplicagdo, num intervalo de dez dias com 0,5 kg p.c. ha™" de glufosinato, proporcionou
controle da buva entre 0 14° e 56° dia ap6s a aplicagdo com eficiéncia de 83% a
88%;

b. Castro et al. (2017) obtiveram controle de plantas de trapoeraba em doses de 720
gi.a. ha' de glyphosate + 35 g i.a. ha™ de saflufenacil, obtendo eficacia de controle
entre 83% a 97% de mortalidade com a mistura;
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c. A combinacéo de 2,4-D e glifosato € mais eficiente para o controle da trapoeraba,
guando comparado com o uso destes herbicidas isoladamente, sugerindo sinergismo
(OLIVEIRA JUNIOR, CONSTANTIN e INOUE, 2011).

Em muitos casos observados foram utilizadas duas aplicagdes em pré-semeadura.
O intervalo entre estas aplicagdes variou entre 15 e 20 dias. Houve casos com apenas uma
aplicacéo pré-semeadura, na combinacao de glifosato e glufosinato. Isto foi possivel gracas
ao manejo de plantas daninhas na cultura de inverno e a grande quantidade de palhada
deixada pela cultura. Nas areas onde a cultura anterior era o trigo, também ocorreram
casos semelhantes.

As recomendacbes de combinacdo de glifosato com cletodim para aplicagdo
sequencial em pré-semeadura, estédo relacionadas com a presenca de plantas voluntarias
de milho, de cultivar com tecnologia Roundup Ready e necessitam assim, de outro
ingrediente ativo para que ocorra o seu controle.

A Lei Ordinaria n® 1866/1996 de 12/12/1996, que vigorou até 28 de novembro 2022
no municipio de Marialva, restringia o uso do 2,4-D, de modo que este herbicida ndo podia
ser utilizado em areas com distancia inferior a 20 km das areas onde havia cultivo de
hortas, videiras e outras frutiferas (PREFEITURA DE MARIALVA, 1996). Nestes casos, a
alternativa para a substituicdo do 2,4-D foi o glufosinato.

A partir de 29 de novembro 2022 entrou em vigor a Lei n® 2575/2022, que proibe
0 uso de herbicidas que contenham ingrediente ativo de mecanismo de agdo do grupo
mimetizadores de auxinas (grupo O), para areas com distancia inferior a 2 km das areas
onde estdo implantadas culturas sensiveis a este mecanismo de acédo (PREFEITURA DE
MARIALVA, 2022). Pode-se observar a presenca de areas vizinhas a soja com cultivo de
videira, que é considerada muito sensivel aos herbicidas auxinicos. Neste caso, destaca-
se que a deriva desses herbicidas aplicados na dessecacdo, podem danificar culturas
sensiveis da area vizinha.

Quanto as aplicagbes em pos-emergéncia, foram utilizados os ingredientes ativos
glifosato e cletodim (Figura 6). A presenca de cletodim foi necessaria nas areas onde a soja
foi antecedida pelo milho; e nas areas onde havia trigo foram utilizadas duas aplicagbes
sequenciais de glifosato.
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Figura 6. Representac@o de ingredientes ativos de herbicidas utilizados em p6s-emergéncia na soja.
Adaptado de COMITE DE ACAO A RESISTENCIA AOS HERBICIDAS- HRAC-BR (2022).

O talh&o ilustrado na Figura 7, apresentava-se com plantas de milho voluntario,
devido a espigas que cairam durante o procedimento da colheita. Nesta area também foi
identificado a presenca de trapoeraba nédo controlada. Houve pulverizacao entre os dias 14
e 18 de novembro, em associacdo de glifosato e cletodim, nas doses respectivas de 0,7
kg p.c. ha™ e 0,1 kg p.c. ha™'. Em nova vistoria, no final de novembro, verificou-se que o
manejo recomendado foi eficiente para o controle do milho espontaneo.

Figura 7. Plantas esponténeas de milho em lavouras de soja.
Fonte: MATIUSSI, (2022).

Em nova vistoria, realizada no final de novembro, verificou-se que o manejo
recomendado foi eficiente para o controle de milho voluntario. Entretanto, observou-
se plantas de trapoeraba que sobreviveram aos herbicidas, embora apresentassem
amareladas (Figura 8). Pelo amarelecimento e coloragéo verde das extremidades, pode-se
inferir que houve novas brotagdes apos a acéo do glifosato.
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Figura 8. Planta de trapoeraba (Commelinna sp.) sobrevivente a aplicacdo de herbicidas glifosato e
cletodim. Fonte: MATIUSSI, (2022)

E importante ressaltar que foram observados sintomas visuais de fitointoxicagdo na
cultura da soja com a aplicagdo de glifosato e cletodim associados, em plantas que nao
recuperaram a area foliar: machas marrom-opacas, algumas de formato circular, de até dois
milimetros de didmetro e sem bordos; outras com uma queima de formato mais irregular,
de lesdo em area mais ampla na folha. Uma das causas da fitointoxicagcdo na soja pode
ser a associacdo do glifosato com o graminicida cletodim (NARDI FILHO, 2013). Outros
fatores séo: condicbes meteorologicas inadequadas no momento da aplicagéo, como baixa
umidade do ar, altas temperaturas e vento; maior sensibilidade da cultivar aos ingredientes
ativos utilizados e fatores relativos a calda, como pH ou volume inadequado.

Além disso, também foi observado o enrugamento de folhas de soja em partes
superiores das plantas (Figura 9), ocorrido em periodo simultdneo as pulverizagbes de
herbicida. Porém, ndo ha um consenso sobre a causa deste enrugamento. Verificou-se
que os sintomas ocorreram em uma mesma area com diferentes cultivares de soja e
ndo ocorreram numa mesma cultivar em diferentes areas. O enrugamento manifestado
em folhas de soja pode ter relagdo com: problemas nutricionais (deficiéncia de Boro),
fitotoxidez causada por herbicidas, baixas temperaturas, caracteristicas do solo e outros
(BARCELLOS, 2021).
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Figura 9. Aspectos do enrugamento de folhas em plantas de soja.
Fonte: MATIUSSI, (2022).

Nardi Filho (2013) em sua pesquisa, demonstra o aumento de fitointoxicagdo com
enrugamento de soja devido a pulverizagcdo da associacdo de glifosato com cletodim,
ou outros herbicidas graminicidas, aplicados em pés-emergéncia da cultura, quando
comparado com a aplicacao isolada de glifosato.

3.2 Manejo de doencas na cultura da soja

Nos estadios iniciais de desenvolvimento da soja, foram observadas reboleiras
nas plantas causado por doencgas de solo apresentando crescimento inferior. Nao houve
recomendacdo para fazer andlise biolégica para a deteccdo dos possiveis agentes
patogénicos que poderiam estar atuando, focando na resolugéo do problema por meio do
controle biolégico.

Houve também a preparagéo de um tanque para aplicagao do produto “Fert Bokashi
Premium” para aplicagéo na lavoura de soja em estadio V2, em uma das areas assistidas.
O produto foi preparado na dose de 4,2 L ha™!, preparando na calda o ativado, que € uma
mistura de nutrientes que favorece o desenvolvimento dos microorganismos. A calda deve
ficar em repouso por 48 horas para ocorrer a ativag@o. O Fert Bokashi Premium é um produto
derivado da fermentagdo da matéria organica que proporciona melhoria das condicbes
fisicas, quimicas e biolégicas do solo, e fornece melhorias nas condi¢gdes nutricionais
e fitossanitarias da cultura. Além dos aspectos nutricionais € maior desenvolvimento
radicular, este produto também atua no combate a agentes patogénicos no solo (SIQUEIRA
e SIQUEIRA, 2013). Estao presentes neste fermentado os microrganismos:

a. Actinomyces sp. e Streptomyces sp.: responsaveis pela sintese de antibioticos
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gue agem contra fungos e bactérias fitopatogénicas;

b. Lactobacillus sp. e Pediococcus sp.: combatem fungos Fusarim spp. e outros
causadores de doencas radiculares por meio da sintese de acidos organicos.

Apesar das altas temperaturas e precipitacdo frequente, as primeiras manchas
foliares foram observadas na cultura da soja somente no estadio de florescimento, em
areas isoladas, restritas as bordaduras ou a pequenos agrupamentos de plantas, em areas
inferiores a 10,0 m2.

O oidio (Microsphaera diffusa) foi a doenca encontrada com maior frequéncia (Figura
10.A e 10.B). Nas avaliagdes foram constatados o micélio branco-acinzentado de aspecto
pulverulento na superficie das folhas, caracteristica tipica e semelhante ao que ocorre em
feijoeiro, algodoeiro e cucurbitdceas. Esta doencga esta relacionada a perdas da ordem
de 40% da producéo das culturas (AGRIOS, 2005) e mais associada a areas proximas a
bordadura dos talhdes.

Outra doenca presente em algumas lavouras de soja foi a mancha parda ou
septoriose (Septoria glycines) (Figura 11.C e 11.D), que n&o representou um problema de
grande importancia e os sintomas ndo comprometiam grande parte da area foliar. As plantas
afetadas se encontravam em areas mais centrais do talh&o e as manchas se concentravam
entre o terco médio e inferior. As manchas tinham aspecto angular, de cor castanha e halo
amarelado, podendo ser percebidas nas duas faces (HENNING et al., 2014).

Figura 10. Doengas encontrados em soja (A e B) 6idio (Microsphaera diffusa); (C e D) de mancha-
parda (Septoria glycines). Fonte: MATIUSSI, (2023).

Em complemento, também foram encontrados durante as vistorias, sintomas de
mildio (Peronospora manshurica) e mancha olho-de-rd (Cercospora sojina) em pontos
isolados nas lavouras de soja. Entretanto, as aplicagcdes de fungicidas recomendadas
ocorreram em periodo posterior a identificacdo dos sintomas e ndo houve evolugéo
expressiva dos referidos sintomas nas lavouras.

A condicdo climatica predominante foi de chuvas frequentes. Entre os meses
de outubro a dezembro foram registrados 430,8 mm, distribuidos em 36 dias de chuva,
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registrados em estagdo meteoroldgica do municipio de Maringa (IAT, 2022). A determinacao
do intervalo entre as aplica¢des de fungicidas foram norteados pelo efeito residual destes
produtos. O panorama predominante das lavouras era de plantas que formavam dosséis
densos a partir do florescimento, de modo que partes inferiores do dossel ndo recebiam
radiacao solar e isto permitia que permanecesse com alta umidade apés as chuvas.

Durante as avaliacdes foi constatado a importancia do entendimento do mecanismo
de acédo dos fungicidas a serem aplicados na cultura da soja. Houve predominio da opgéao
pelas combinagdes de triazol com estrobilurina e triazol com mancozebe.

Apesar de néo ter sido identificados sintomas de ferrugem nas areas de soja, sabe-
se que o ponto principal do manejo da doenca € direcionado para o controle e prevencéo.
Acerca disso, o Comité de Acéo a Resisténcia a Fungicidas (FRAC-Brasil, 2022a) descreve:

a. Deve-se empregar para o controle da ferrugem da soja o uso dos triazois ou
carboxamidas, associados a estrobilurinas;

b. O mecanismo de agdo dos triazéis & relacionado a inibicdo da sintese de
ergosterol;

¢. O mecanismo de agéo das carboxamidas € descrito como inibicdo da respiragéo
no complexo 2 (inibicdo da enzima dehydrogenase succinato);

d. O mecanismo de acao das estrobilurinas é a inibicdo da respiragdo no complexo
3.

Nas avaliagdes observou-se nédo ter sido optado pelo uso da molécula carboxamida
em fungcé@o do preco mais elevado dos fungicidas que contém os principios ativos deste
grupo.

O mancozebe é fungicida do grupo ditiocarbamatos, sendo sua acao protetora e de
contato. Diferente disto, os triazbis tem acgédo sistémica e curativa (GARCIA, 1999). Uma
vantagem dos sistémicos é a protecdo de areas nao atingidas na pulverizagao por meio da
translocacao e, no caso dos triazois, a recuperagéo de areas afetadas por efeito curativo.

Os ingredientes ativos mais recomendados nos trabalhos com soja acompanhados
foram: tebuconazol, difeconazol, metominostrobin e mancozebe. De acordo com a FRAC-
Brasil (2022b), os grupos quimicos destes fungicidas séo: tebuconazol e difeconazol
pertecentes ao grupo quimico dos triaz6is; metominostrobin ao grupo quimico das

estrobilurinas; mancozebe ao grupo quimico dos ditiocarbamatos.

3.3 Manejo de pragas na cultura da soja

No periodo de outubro de 2022 a janeiro de 2023 houve alta precipitacdo e as
chuvas ocorreram de forma frequente, ndo ocorrendo populagdes de insetos-praga que
causassem danos econdmicos significativos e assim, ndo atingindo o nivel de controle.

Nas lavouras de soja ocorreu a presenca da vaquinha verde-amarela (Diabrotica
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speciosa), embora néo representasse um problema fitossanitario de grande importancia
(Figura 11.A). Essa praga é constituida por besouros com cabeca de coloragédo castanha,
térax e abdome verde e manchas elipticas amarelas nos élitros (GOMES, 2021).

Em segundo lugar, destacou-se a presenga do percevejo-marrom (Euschistos
heros) da familia pentatomidae (Figura 11.B e 11.C). Esse percevejo apresenta uma “meia-
lua” branca no final do pronoto e projecdes laterais escuras (VIGNAROLI, PUNSCHKE e
REYES, 2016).

Figura 11. Insetos nas lavouras (A) vaquinha verde-amarela (Diabrotica speciosa); (B e C) percevejo-
marrom (Euschistos heros); (D e E) lagarta falsa-medideira (Pseudoplusia includens). Fonte:
MATIUSSI, (2022).

De forma menos expressiva também foi observado a presenga da lagarta-falsa-
medideira (Pseudoplusia includens), (Figura 11.D e 11.E). Esta lagarta apresenta um
movimento caracteristico conhecido como mede-palmo, assim como o habito de se
alimentar apenas do limbo foliar e deixar as nervuras (MOREIRA; ARAGAO, 2009).
Atualmente é a praga de maior importancia da cultura, porém foram encontradas apenas
em pontos isolados.

41 CONCLUSAO

A experiéncia a campo do acompanhamento fitossanitario da soja, desde os
primeiros estadios fenologicos até o enchimento de gréos permitiu observar contrastes
entre o conhecimento teérico e pratico, como o problema de plantas daninhas ser narrado
como o principal obstaculo a producédo da cultura e ndo a ferrugem asiatica, o que seria o
mais previsivel.

A pratica profissional do engenheiro agrbnomo esta em constante transformacéo,
visto que as situagdes encontradas a campo exigem novas estratégias de manejo, o que
pode ser verificado nas acdes desenvolvidas frente a resisténcia de plantas daninhas aos
herbicidas.
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RESUMEN: La coronta del maiz morado
es un subproducto agroindustrial rico
en antocianinas, fenoles, flavonoides vy
compuestos antioxidantes. El presente
estudio tuvo como objetivo evaluar la
microencapsulacion de compuestos
bioactivos extraidos de corontas de maiz
morado (Zea mays L.), utilizando matrices
de maltodextrina y goma de tara. Para
lo cual, se recolectaron maices morados
de la provincia de Andahuaylas y se
seleccionaron las corontas. Luego, estas
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corontas fueron molidas, a partir del material molido se realizé una extraccion por maceracion
seguida de la sonicacion para obtener los extractos con los compuestos bioactivos de interés.
Finalmente, estos extractos fueron microencapsulados por secado por aspersién empleando
distintas concentraciones de los agentes encapsulantes mencionados. Los compuestos
bioactivos microencapsulados presentaron compuestos fenélicos totales entre 10.06 a 10.63
mg AGE/g; flavonoides totales de 1.26 a 1.60 mg quercetina/g; antocianinas totales de 0.20
hasta 0.30 mg/100g; capacidad antioxidante de 249.40 a 356.76 pumol Trolox equivalente/g.
La temperatura de encapsulacion influyd en las propiedades del color. La humedad de los
microencapsulados vari6 entre 7.19 a 8.17%, la higroscopicidad de 7.47 a 8.09%, la solubilidad
entre 78.35 a 87.37 %, y la actividad de agua registr6 valores de 0.29 a 0.32. Se concluye
que el tratamiento T2 presentd propiedades fisicas apropiadas y éptimas en comparacion con
los demas tratamientos, a la vez que contiene los mayores niveles de compuestos bioactivos
entre todos los microencapsulados obtenidos.

PALABRAS CLAVE: microencapsulacion, fenoles, flavonoides, antocianinas, capacidad
antioxidante

ABSTRACT: The crown of purple corn is an agroindustrial byproduct rich in anthocyanins,
phenols, flavonoids, and antioxidant compounds. The present study aimed to evaluate the
microencapsulation of bioactive compounds extracted from purple corn (Zea mays L.) crowns
using maltodextrin and tara gum matrices. For this purpose, purple corn was collected from
the province of Andahuaylas, and the crowns were selected. Then, these crowns were ground,
and from the ground material, extraction was carried out by maceration followed by sonication
to obtain the extracts with the bioactive compounds of interest. Finally, these extracts were
microencapsulated by spray drying using different concentrations of the aforementioned
encapsulating agents. The microencapsulated bioactive compounds presented total phenolic
compounds between 10.06 to 10.63 mg AGE/g; total flavonoids from 1.26 to 1.60 mg quercetin/g;
total anthocyanins from 0.20 to 0.30 mg/100g; antioxidant capacity from 249.40 to 356.76
pumol Trolox equivalent/g. The encapsulation temperature influenced the color properties. The
humidity of the microencapsulates varied between 7.19 to 8.17%, the hygroscopicity from
7.47 1o 8.09%, the solubility between 78.35 to 87.37%, and the water activity recorded values
of 0.29 to 0.32. It is concluded that treatment T2 presented appropriate and optimal physical
properties compared to the other treatments while containing the highest levels of bioactive
compounds among all the microencapsulates obtained.

KEYWORDS: microencapsulation, phenols, flavonoids, anthocyanins, antioxidant capacity

11 INTRODUCCION

En el Per(, durante miles de afios se ha cultivado el maiz morado, que es una de
las fuentes mas ricas de compuestos bioactivos. El maiz morado es el ingrediente de los
famosos postres peruanos, como la mazamorra morada y la chicha morada. Este alimento
ha sido utilizado desde tiempos preincaicos y ha sido representado en diferentes objetos de
ceramica de la cultura Moche, que datan de hace mas de 2500 afos.

El principio del colorante del maiz morado se basa en la presencia de la antocianina,
un metabolito que se ha demostrado se encuentra en mayor proporcion en la coronta del
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maiz y en menores cantidades en la cascara de los granos. Hoy en dia, surge la necesidad
de poder realizar el estudio de los compuestos bioactivos presentes en diversas fuentes
alimentarias y su importancia en la salud humana (Instituto de Nutricién y Tecnologia de
los Alimentos - INTA). Se realizd la evaluacion de la microencapsulacion de compuestos
bioactivos extraidos a partir de la coronta del maiz morado (Zea mays L.), estudiandose
la humedad, actividad de agua, higroscopicidad, color, solubilidad, asi como también el

contenido de antocianinas, fenoles, flavonoides y capacidad antioxidante.

21 MATERIALES Y METODOS

2.1 Extracciéon de compuestos bioactivos de la coronta de maiz morado y
microencapsulacion

La microencapsulaciéon de compuestos bioactivos de la coronta de maiz morado
se llevo a cabo de acuerdo con la metodologia propuesta por Riera (2020). Después de
obtener el extracto, este se concentr6 en una estufa al vacio a una temperatura de 20 °C y
una presion de 10 mbar, donde la circulacion de agua permanecié constante y conectada
al vacio. Una vez alcanzada la cantidad deseada de concentrado, se procedié a medir el
volumen y posteriormente se almacend en refrigeracion a 4 °C en frascos de vidrio ambar.

Para la microencapsulacion, se emple6 una mezcla de maltodextrina y goma de
tara, con un total de 4 tratamientos. En los tratamientos T1 y T2, se utilizd un 6 % de
encapsulante, mientras que en los tratamientos T3 y T4, fue del 10 %. El proceso se llevo a
cabo en un Mini Spray Dryer B-290 (BUCHI Labortechnik AG, Flawil, Suiza) alimentando el
equipo con las soluciones previamente preparadas. Para garantizar la microencapsulacion
de los compuestos bioactivos, se verifico la presion del equipo y la temperatura de entrada
para cada tratamiento: T1 (120 °C), T2 (150 °C), T3 (120 °C) y T4 (150 °C); ademas, se
controlé el flujo de aire. Todos los parametros fueron rigurosamente controlados antes de
proceder con el secado. Una vez obtenidos los microencapsulados se almacenaron hasta
su posterior andlisis.

2.1.1 Color

Se tom6 1g de los encapsulados luego colocd en pequenas placas transparentes
y se puso en el fotodetector del colorimetro modelo CR-5 (Konica Minolta, Tokio, Japon),
previamente calibrado, y seguidamente se realiz6 las lecturas correspondientes para cada
tratamiento finalmente se anot6 los valores reportados; donde los parametros de color
fueron, L (luminosidad) (desde 0 negro a 100 blanco), croma a* (rojo+, verde-) y croma b*
(azul-, amarillo+).
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2.1.2 Humedad

Se pes6 0.2 g de los microencapsulados para cada tratamiento, luego se colocaron
en una luna de reloj a 105 °C en una estufa de conveccion forzada FED 115 (BINDER,
Tuttlingen, Alemania), hasta alcanzar peso constante. La humedad de los microencapsulados
se determiné por secado y diferencia de peso de acuerdo al método 934.06 de la AOAC.

m; —my

%Hgs = L 5 |

my

%H,s = Porcentaje de humedad en base humeda; m = masa inicial; m,= masa final.

2.1.3 Higroscopicidad

Se pes6 0.2 g de los microencapsulados para cada tratamiento, luego se colocaron
en placas Petri a 22 °C, que se introdujeron en una camara que contenia una solucion
saturada de NaCl (75.4 % de humedad relativa). Después de 7 dias se pesaron las
muestras. Finalmente se expresaron los resultados como gramos de humedad por 100 g
de soélidos secos (g /100 g) (Cai y Corke, 2000; Ersus y Yurdagel, 2007).

Peso saturado — peso seco

Higroscopicidad =
9 p Peso seco

2.1.4 Solubilidad

Para la solubilidad a 40 mL de agua ultra pura se afiadi6 0.2 g de polvo, después se
agit6é con la ayuda de un vortex hasta solubilizar toda la muestra, para posteriormente ser
centrifugada a 3000 rpm durante 10 min.

Después se tomé el sobrenadante y se peso en placas de Petri, finalmente se realizé
el secado de la muestra en una estufa FED 115 (BINDER, Tuttlingen, Alemania) a 105 °C
por 5 h. La solubilidad (%) fue calculada por diferencia de peso. (Ochoa et al., 2011)

2.1.5 Actividad de agua (Aw)
Se determin6 la actividad de agua empleando el determinador de actividad de agua,
modelo HygroPalm23-AW (marca Rotronic, Bassersdorf, Suiza)

2.1.6  Preparacion de extracto metandlico

Los extractos metandlicos se prepararon con 0.5 g de la muestra'y 20 mL de metanol
al 80 %, se protegieron en la oscuridad y se mantuvieron a temperatura ambiente durante
24 h.

2.1.7 Determinacion de polifenoles totales

Se realiz6 una mezcla con un volumen de 900 pL del extracto metanodlico y 150 pL
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de Na,CO, al 20% con 300 pL del reactivo Folin-Ciocalteu 0.25 N.

Posteriormente se dej6 reaccionar durante 10 min en condiciones de oscuridad a
una temperatura ambiente. De la misma manera se prepard un blanco con las mismas
condiciones utilizando agua ultra pura en lugar del extracto.

Las lecturas de absorbancia se tomaron a 755 nm (Genesys 150, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y los resultados se expresaron como mg de &cido galico

equivalente (GAE)/g de muestra seca.

2.1.8 Flavonoides Totales

Se dejo reaccionar durante 10 minutos, 90 uL del extracto metandlico, 1910 pL de
metanol al 80%, 100 pL de AICI, al 5% y 2900 uL de metanol al 80%. Se utilizé quercetina
para la curva de calibracion. Las lecturas se realizaron a una longitud de onda de 425 nm
en un espectrofotometro (Genesys 150, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

2.1.9 Antocianinas totales

Se utiliz6 el método de pH diferencial de Giusti y Wrolstad, para lo cual se prepararon
extractos etanolicos empleando 20 mL del solvente para poder realizar la extraccion a
concentraciones (95% etanol y 1% HCI) y 0.5 g de la muestra, dejandola reaccionar por
24 h, posterior a eso se realizaron las lecturas correspondientes en un espectrofotdmetro
(Genesys 150, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

2.1.10 Capacidad antioxidante mediante técnica DPPH.

Se prepard la solucion madre de DPPH disolviendo 12 mg de DPPH en 50 ml de
metanol al 80%. Esta solucion se almacené en un frasco ambar a 20 °C por un tiempo
de 24 horas. Se dejé temperar la solucion madre hasta alcanzar la temperatura ambiente
y se preparo la solucion diluida de DPPH hasta alcanzar una absorbancia de 1.1 0.02 a
una longitud de onda 515 nm. Con una micro pipeta se tomé 150 pyL de extracto de la
muestra y se le adicion6 2850 pL de la solucibn madre de DPPH diluida en un tubo de
ensayo protegido de la luz en este caso el blanco se utiliz6 metanol al 80% y se dej6
reaccionar durante 15 minutos. Se utilizo trolox para la curva de calibracion. Las lecturas
de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 515 nm en un espectrofotdmetro
(Genesys 150, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).
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31 RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Compuestos bioactivos

3.1.1  Fenoles y flavonoides totales

Los resultados de compuestos fendlicos (Tabla 1) presentaron diferentes valores
debido al efecto ocasionado por la temperatura de entrada y la concentracion del
encapsulante en los microencapsulados. Los valores de fenoles totales en cada tratamiento
estuvieron entre 10.63 mg AGE/g de muestra (T1) y 10.35 mg AGE/g de muestra (T4). Los
tratamientos T1 y T2 presentaron los mayores contenidos de fenoles totales. Mientras que
los valores de los flavonoides totales en cada tratamiento estuvieron entre 1.26 a 1.59
mg de quercetina/g de muestra (b.s). Los tratamientos T1 y T2 presentaron los mayores
contenidos de flavonoides totales. En resumen, bajo ciertas condiciones de temperatura y
concentracion de encapsulante se obtuvieron diferencias significativas en el contenido de
flavonoides totales.

Contenido de fenoles totales (mg Contenido de flavonoides totales

Tratamientos AGE/g muestra) (mg quercetina/g muestra)
X * s X * s
T1 (6%, 120°C) 10.63 + 0.14 1.57 + 0.07
T2 (6%, 150°C) 10.66 * 0.03 1.60 + 0.03
T3 (10% 120°C) 10.06 * 0.14 1.26 * 0.13
T4 (10% 150°C) 10.35 + 0.43 1.26 + 0.06

Donde: X es el promedio muestral; s es la desviacién estandar.

Tabla 1. Contenido de fenoles y flavonoides totales.

Los resultados reportados fueron menores con otros estudios, quienes reportaron
niveles de fenoles totales de 67.9 ug EAG/mg (Ccaccya et al., 2019) y 33.2 mg AGE/g
(Doroteo et al., 2013), estas variaciones estarian relacionadas a diversos factores, como
son el método de extraccion, el tipo de maiz, el tipo solvente que diferencian los valores de
fenoles totales obtenidos durante la extraccion.

En cuanto a los flavonoides Ccaccya (2020), reporté valores de 3.09 mg Equivalente
Quercetina/g, mientras que Navarro et al., (2018), obtuvieron mayores valores de flavonoides
(187 mg Quercetina/100 g), quienes emplearon una extraccién secuencial en extractor de
lecho fijo utilizando CO, supercritico. Por otro lado, Ramos et al. (2012), obtuvieron valores
de 1.15y 2.66 (g Equivalente Rutin/kg) empleando HCI al 1% durante la extraccién, dichos
valores son similares a los reportados en esta investigacion.

La Figura 1 indica que a mayor temperatura y menor contenido de encapsulante el
contenido de flavonoides y fenoles totales aumenta.
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Figura 1. Efectos principales para flavonoides y fenoles totales.

3.1.2 Contenido de Antocianinas y capacidad antioxidante

Los valores del contenido de antocianinas totales estuvieron entre (T1) 0.25 a (T4)
0.30mg de cianidina-3-gluc6sido/g de muestra (b.s) en cada tratamiento, el T4 presenta
mayor contenido de antocianinas. Mientras que los valores de la capacidad antioxidante
oscilaron entre 192.88 pmol de Trolox equivalente/g a 311.4 umol de Trolox equivalente/g.
El tratamiento T1 presento la mayor capacidad antioxidante.

Reportes similares fueron reportados por Ramos et al., (2012) con valores de 0.88
g de cianidina-3-glucosido /kg.

Segun Doroteo et al. (2013), utilizaron la técnica de DPPH para evaluar la capacidad
antioxidante del maiz morado, logrando un resultado del 28.9%. En investigaciones
adicionales, Sanchez (2019) sefiala que a medida que se incrementa la adicién de fructano
(como pared encapsulante), se observa una disminucién en la actividad antioxidante de los
polvos, con valores que varian de 39.84 a 30.57 pymol TE/g. Resultados similares fueron
informados por Ahmed et al. (2010), quienes encontraron una reduccion en la actividad
antioxidante de los polvos encapsulados con mayores concentraciones de acido ascorbico
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y maltodextrina como portadores

Tratamientos

Contenido de antocianinas totales

(mg C3G/g muestra)

Capacidad antioxidante (umol

ET/g muestra)

X 3 s X * ]
T1 (6%, 120°C) 0.25 + 0.01 311.40 + 19.13
T2 (6%, 150°C) 0.28 + 0.02 287.54 + 31.18
T3 (10% 120°C) 0.20 + 0.00 192.88 + 32.78
T4 (10% 150°C) 0.30 + 0.21 260.88 + 11.85

Donde: X es el promedio muestral; s es la desviacién estandar.

La Figura 2 indica que a mayor temperatura y menor contenido de encapsulante los

Tabla 2. Contenido antocianinas y capacidad antioxidante.

niveles de antocianinas totales son mayores y se aumenta la capacidad antioxidnate.
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Figura 2. Efectos principales de antocianinas y capacidad antioxidante.
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3.2 Propiedades de los microencapsulados

3.2.1 Color

En la Tabla 3 se muestra el color de los microencapsulados, los valores de
luminosidad (L*), croma a* y croma b* respectivamente para cada tratamiento, los valores
de L* oscialron entre 77.90 a 90.08 que indica una tendencia a blanco. El T1, present6 la
menor luminosidad y coloracion cercana a blanco. Los valores de a* oscilaron entre 3.21 a
4.05, indicando tendencias al color rojo, los valores altos fueron para T1 y T2. Los valores
para croma b* oscilaron entre -3.05 a -2.56 mostrando tendencia al color azul. Los valores
altos fuero para los tratamientos T1 y T2 seguido de los tratamientos T3 y T4.

Luminosidad (L*) Croma a* Croma b*
Tratamientos
X * s X E3 [ X * s
T1 (6%, 120°C) 78.20 + 0.12 4.05 + 0.04 -3.05 + 0.00
T2 (6%, 150°C) 77.90 + 0.24 4.21 + 0.09 -2.99 + 0.00
T3 (10% 120°C) 80.08 + 0.52 3.61 + 0.08 -2.56 + 0.01
T4 (10% 150°C) 78.55 + 0.58 3.21 + 0.08 -2.59 + 0.02

Donde: X es el promedio muestral; s es la desviacién estandar.

Tabla 3. Color de los microencapsulados.

Segun Wie et al. (2023), llevaron a cabo un analisis de color de los microencapsulados
de maiz morado donde, obtuvieron valores de 53.95 y 65.42 para L* dichos valores se
asemejan a los datos obtenidos en esta investigacion, asimismo, reportaron niveles de
24.48, 25.33 y 28.09 para croma a* los cuales difieren con los resultados, estas variaciones
podrian deberse al tipo de material encapsulante, en vista de que emplearon la combinacién
de maltodextrina y la goma arabica. Por su parte, Sanchez et al., (2019), reportaron niveles
altos de croma a* (36.25 y 36.26), empleando como agente encapsulante el fructato de
agave (pared encapsulante) en un 6 y 10% de concentracion, se puede ver que los valores
son diferentes de acuerdo a los resultados obtenidos.
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Figura 3. Efectos principales del color (luminosidad).

Respecto al croma b*, Mendoza et al. (2016), obtuvieron valores de 6.16 con
maltodextrina como agente encapsulante a una temperatura de entrada de 120 °C, este
valor fue relativamente a mayor a lo reportado en el presente el cual podria estar afectado
por el tipo de encapsulante.

La Figura 3 muestra que a una menor temperatura y a mayor contenido de
encapsulante se mejora la luminosidad.

3.2.2 Humedad

El contenido de humedad se presenta en la Tabla 4, los valores oscilaron entre
7.19% a 8.17%, el tratamiento T4 presento el porcentaje mas bajo, mientras que T1 el nivel
mas alto de humedad.

Humedad (%)
Tratamiento

X * S
T1 (6%, 120°C) 8.17 + 0.33
T2 (6%, 150°C) 7.20 + 0.21
T3 (10% 120°C) 7.43 + 0.84
T4 (10% 150°C) 7.19 + 0.47

Donde: X es el promedio muestral; s es la desviacién estandar.

Tabla 4. Humedad de los microencapsulados.

Mendoza et al., (2016) en su trabajo reportaron valores de humedad de los
microencapsulados del maiz morado valores entre 6.07 a 9.63%. Jiménez (2017), reporto
el contenido de humedad de los microencapsulados de pericarpio de xkijit (Renealmia
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alpinia) niveles entre 2.06% a 2.47%, los valores fueron relativamente bajos, sin embargo,
sin tener diferencias entre los agentes que conformaban la pared, se observd una buena
transferencia de calor y evaporacion del agua del recubrimiento durante el proceso.

La Figura 4 indica que a una mayor temperatura y mayor contenido de encapsulante

se reduce el contenido de humedad.
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Figura 4. Efectos principales de la humedad.

3.2.3 Higroscopicidad

Los resultados se presentan en la Tabla 5, los valores de la higroscopicidad se
encontraron entre 7.47 % (T4) a 8.10 % (T1), el T1 presenté mayor % de higroscopicidad.
Resultados similares fueron reportados por Wei et al. (2023), para compuestos bioactivos

de la coronta de maiz morado (6.08 y 9.56 gramos/100 gramos).

Higroscopicidad (%)
Tratamientos

X * S
T1 (6%, 120°C) 8.10 + 0.03
T2 (6%, 150°C) 7.96 + 0.71
T3 (10% 120°C) 7.68 + 0.04
T4 (10% 150°C) 7.47 + 0.50

Donde: X es el promedio muestral; s es la desviacion estandar.

Tabla 5. Humedad de los microencapsulados.

Por otro lado, Patil et al., (2014), indica que la adicibn de maltodextrina puede
minimizar adherencia y la higroscopicidad favoreciendo la atomizacion, ya que reduce de
forma significativa la viscosidad lo cual provoca que el tamafio de las gotas sea mas grande

y como resultado se obtendran esferas mas grandes.
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La Figura 5 indica que una mayor temperatura y mayor contenido de encapsulante
se reduce significativamente la higroscopicidad.
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Figura 5. Efectos principales de higroscopicidad.

3.2.4 Solubilidad

Los resultados se presentan en la Tabla 6, los valores de solubilidad se encuentran
entre 86.67% (T3) a 78.35% (T4), el T2 presentdé mayor % de solubilidad.

Arrazola et al.,, (2014), evaluaron la solubilidad de los compuestos bioactivos
microencapsulado secado por aspersion con 30 % de maltodextrina y 180 °C, los cuales
presentaron buenas propiedades fisicas tal es el caso de la solubilidad donde reportaron
93.61 %. Deng et al., (2023) en la encapsulaciéon del maiz morado reportaron valores
de la solubilidad de los microencapsulados 76.16% y 81.23% similares a los resultados
obtenidos. De acuerdo los resultados de la solubilidad, Daza et al., (2016) indica que la
goma arabiga y la inulina en cualquier concentracién aumentaron la solubilidad, y en mayor
grado la goma arabiga.

Solubilidad (%)
Tratamientos

X + S
T1 (6%, 120°C) 82.52 + 3.18
T2 (6%, 150°C) 87.37 + 2.16
T3 (10% 120°C) 86.67 + 1.57
T4 (10% 150°C) 78.35 + 5.19

Donde: X es el promedio muestral; s es la desviacion estandar.

Tabla 6. Humedad de los microencapsulados.

La Figura 6 indica que a una menor temperatura y menor contenido de encapsulante
la solubilidad se incrementa.
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Figura 6. Efectos principales de la solubilidad.

3.2.5 Actividad de agua de los microencapsulados

Los resultados se muestran en la Tabla 7. Los valores de actividad de agua en
cada tratamiento variaron entre un maximo de 0.32 (T2) y un minimo de 0.29 (T4). EI T1
presentd la mayor actividad de agua. Los efectos principales indican que la temperatura

y concentracion del encapsulante influyen independientemente de la actividad del agua.

Actividad de agua (Aw)
Tratamientos

X ES s
T1 (6%, 120°C) 0.32 * 0.00
T2 (6%, 150°C) 0.30 + 0.01
T3 (10% 120°C) 0.31 + 0.00
T4 (10% 150°C) 0.29 * 0.00

Donde: X es el promedio muestral; s es la desviacién estandar.

Tabla 7. Humedad de los microencapsulados.

Jiménez (2017), report6 valores de 0.261 de actividad de agua de microencapsulados
de frutos xkijit (Renealmia alpinia), emplearon maltodextrina como agente encapsulante,
este resultado se asemeja al resultado obtenido. Mientras que Wei et al., (2023), reportd
valores de 0.34. Mendoza et al., (2016) report6 el valor de 0.38.

Segun Cortés-Rojas, (2015), en el secado por aspersion permite obtener niveles
bajos de actividad de agua, siendo valores favorables para mantener la estabilidad fisica,
quimica y microbioldgica del producto seco.

La Figura 7 indica que a una mayor temperatura y mayor contenido de encapsulante
presenta menor actividad de agua.
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Figura 7. Efectos principales de la solubilidad.

41 CONCLUSIONES

Se logré evaluar los compuestos bioactivos microencapsulados a partir de la coronta
de maiz morado en matrices de maltodextrina y goma tara, donde se pudo observar que
la temperatura de entrada y la concentracion de encapsulante influye en la retenciéon de
los compuestos bioactivos de la coronta del maiz morado. El tratamiento que presento las
mejores caracteristicas fisicas y mayor contenido de compuestos bioactivos fue T2 (6%,
150°C).
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RESUMO: Desde a antiguidade, o
potencial aromatico das plantas vem sendo
explorado. A aromaterapia é a ciéncia que
estuda a aplicagdo dos Oleos essenciais
no tratamento de doencas, assim como
na promog¢édo do bem-estar fisico, mental
e espiritual. Com o avancgo das pesquisas
e da diversificacdo do uso dos compostos
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boténicos aromaticos, ha um crescente mercado consumidor, de forma que, os Oleos
essenciais sdo empregados como fonte de renda e ja ndo passam despercebidos entre os
produtos exportados pelo Brasil. Dessa forma, foi organizado um evento online, gratuito, na
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), cuja tematica tratou da histéria da
aromaterapia, a extracéo, aplicacdo e comercializacdo dos 6leos essenciais, tendo como
publico alvo, estudantes de graduacéo da Universidade em questao, interessados no tema.
As abordagens foram feitas a partir de palestras e videos apresentados por profissionais
atuantes na area. Para demonstrar o processo de obtencdo de 6leos essenciais, foi feito,
previamente, o cultivo hidroponico de hortela (Mentha spicata L.) por 60 a 70 dias. Tendo
chegado o tempo da colheita, realizou-se no Laboratério de Farmacologia da UFRPE, a
extracdo do Oleo de hortela através de destilagcdo a vapor, o que também foi feito com a
casca da laranja Ponkan (Citrus reticulata), devido ao maior rendimento do citrico quando
comparado a verdura. Os inscritos no evento acompanharam as etapas do cultivo hidropdnico
e da extragcéo dos Oleos essenciais através de videos gravados com riqueza de detalhes. O
evento aconteceu através da plataforma Google Meet e ao final de cada palestra ou video
exibido, foram observadas avaliagGes satisfatorias por parte dos participantes.
PALAVRAS-CHAVE: Empreendedorismo; Oleos Essenciais; Propriedades Terapéuticas;
Plantas Arométicas.

ACADEMIC EVENT - AROMATHERAPY: BASIC ASPECTS FROM EXTRACTION
TO THE USE OF ESSENTIAL OILS

ABSTRACT: Since ancient times, the aromatic potential of plants has been explored.
Aromatherapy is a science that studies the application of essential oils in the treatment
of illnesses, as well as in promoting physical, mental and spiritual well-being. With the
advancement of research and the diversification of the use of aromatic botanical compounds,
there is a growing consumer market, so that essential oils are used as a source of income and
no longer go unnoticed among the products exported by Brazil. In this way, a free online event
was organized at the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), whose theme dealt
with the history of aromatherapy, the extraction, application and commercialization of essential
oils, with the target audience being undergraduate students from the University in question,
details on the topic. The approaches were made based on lectures and videos presented
by professionals working in the area. To demonstrate the process of obtaining essential oils,
hydroponic cultivation of mint (Mentha spicata L.) was previously carried out for 60 to 70
days. Having reached harvest time, the UFRPE Pharmacology Laboratory removed the mint
oil through steam distillation, which was also done with the peel of the Ponkan orange (Citrus
reticulata), due to the greater yield of the citrus when compared to mint. Those registered
for the event followed the stages of hydroponic cultivation and the removal of essential oils
through videos recorded in rich detail. The event took place via the Google Meet platform and
at the end of each lecture or video shown, they were seen perfectly by the participants.
KEYWORDS: Entrepreneurship; Essencial oils; Therapeutic Properties; Aromatic Plants.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas aromaticas para fins terapéuticos é uma pratica antiga
(DEANS e WATERMAN, 1993). No entanto, o estabelecimento da aromaterapia como
ciéncia remonta o inicio do século XX, quando o perfumista francés René Maurice
Gattefossé desenvolveu um antisséptico a partir da extragdo do 6leo essencial de lavanda e
o0 composto ganhou notoriedade por sua eficacia durante a gripe espanhola (LICHTINGER,
2006; NASCIMENTO e PRADES, 2020).

O fundamento da aromaterapia é a utilizagdo dos 6leos essenciais como forma
de promover a melhoria e o equilibrio fisico e emocional do individuo (TISSERAND,
2004; LAVABRE, 2018). Uma infinidade de espécies botanicas ja foi explorada e ja tem
comprovadamente suas propriedades aromaticas, medicinais e condimentares descritas
(FIGUEIREDO et al., 2014). As plantas fornecem muita matéria natural que quando
adotada em alternativa aos produtos sintéticos, costumam supera-los em se tratando de
biodegradacéo e aplicabilidade (FIGUEIREDO et al., 2007).

As caracteristicas antivirais, antibacterianas, antifungicas e antissépticas dos 6leos
essenciais foram as primeiras a se destacarem, todavia, a utilizacdo desses compostos
com um perfil holistico se iniciou na década de sessenta, na Inglaterra, através da
enfermeira Marguerite Maury, que analisando o temperamento de seus pacientes, tracava
um protocolo aromatico individualizado a ser aplicado através de massagens (ROSE, 1996;
ANDREI, 2005; RHIND, 2012).

Os 0leos essenciais séo extraidos dos vegetais aromaticos a partir da destilagéo a
vapor ou a seco, ou ainda por processos mecanicos (INTERNATIONAL ORGANIZATION
FOR STANDARDIZATION, 2021). E sua utilizagédo costuma ser feita principalmente por via
inalatéria, mas, o0 uso tépico e a ingestdo também sao admitidos, todavia, o consumo dos
6leos ainda levanta especulagoes, sobretudo no Brasil (PEDROSA e PORFIRIO, 2020).

Com o advento de novas pesquisas, que ampliaram a lista de funcionalidades dos
Oleos essenciais, a aromaterapia foi alcangando &reas voltadas para o bem-estar humano,
cada vez mais diversas, de modo que, pode ser classificada em psicoaromaterapia,
aromaterapia estética, holistica e clinica (TISSERAND, 2004). A psicoaromaterapia
relaciona-se ao acesso ao inconsciente, ao efeito psicolégico da esséncia (FORTUNA,
2010; 2014). A aromaterapia em seu viés estético permeia a sua utilizagdo em servicos e
produtos de beleza. Na visédo holistica, os 6leos séo utilizados em diversas praticas a fim de
promover o fisico, o espirito e a mente, enquanto que, a aromaterapia clinica caracteriza-se
pela ingestdo de compostos aromaticos, bem como, sua administracdo na pele e mucosas
(BUCKLE, 2010; OLIVEIRA e SARMENTO, 2019).

A Organizacdao Mundial da Saude (OMS) se posiciona de forma afirmativa a
incorporagdo das praticas de medicinas complementares nos sistemas nacionais de

satde. No Brasil, a aromaterapia é utilizada no Sistema Unico de Saude (SUS), de forma
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integrativa e complementar, tendo uma ampla frente de atuagdes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018). Do ponto de vista econémico, a comercializagdo dos 6leos essenciais e
seus produtos derivados vém crescendo e se tornando um recurso gerador de fonte de
renda, diante de um mercado consumidor cada vez mais receptivo (CANDAN et al., 20083;
SACCHETTI et al., 2005). Todavia, Lyra (2010) atenta para a importancia de formacdes e
estudos aprofundados e sérios, para que as esséncias sejam utilizadas de forma assertiva
e eficaz, preservando a seguranca do usuario.

O Brasil merece destaque na producdo de 6leos essenciais, despontando como
grande fornecedor para os Estados Unidos e a Unido Europeia (BIZZO et al., 2009).
Dentre os compostos mais exportados estdo o 6leo de laranja, seguido pelos 6leos de
outros citricos, como o liméao siciliano (BIZZO e REZENDE, 2022). Mesmo com a rica
biodiversidade nacional, algumas espécies introduzidas tém o seu potencial aromético
bem explorado e muito utilizado no pais, & o caso da hortela (Mentha spicata L.), cuja
origem é europeia, mas se adaptou bem ao clima tropical (CHOUDHURY et al., 2006;
FEITOSA et al.,, 2014). Suas propriedades aromaticas incluem estimulantes digestivos,
cardioténicos, antiespasmodicos e antissépticos, sendo corriqueiramente utilizado para
auxiliar no tratamento de gastrite, colicas, reumatismo, flatuléncia, vémitos e palpitacoes
(BIESK, 2005; ERTEKIN e HEYBELI, 2014).

Com a elevada expansédo da utilizagdo dos 6leos essenciais em alternativa as
praticas médicas tradicionais e como fonte geradora de renda, mediante uma exploragéo
crescente das propriedades aromaticas dos vegetais, foi organizado um evento online,
gratuito, sobre aromaterapia, abordando as caracteristicas basicas da extracéo e aplicacao
dos 6leos essenciais, a fim de agregar conhecimentos e novas perspectivas aos graduandos
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), assim como, contribuir para que

os compostos aromaticos ndo sejam utilizados de forma errénea e leviana.

METODOLOGIA

Foi feito previamente o cultivo de hortela em pequena escala, numa area pouco
movimentada do Pavilhdo de Anatomia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal (DMFA/UFRPE), Campus Sede. As mudas foram regadas através de um sistema
hidrop6nico, tendo em vista que, Ocampos et al. (2002), ao avaliarem o cultivo da hortela
através de diferentes métodos de producéo, constataram um maior rendimento de 6leos
essenciais nas culturas regadas por hidroponia, o que também se aplica a outras espécies
boténicas. A hortela foi colhida entre 60 e 70 dias, baseado nas recomendacgdes de Czepack
(1998), o qual observou uma maior concentragdo dos compostos aromaticos neste intervalo
de tempo.

O cultivo se deu num protétipo produzido a partir de cano de PVC 100mm, no qual
foram feitas cinco aberturas circulares, onde foram acondicionados recipientes de plastico
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furados no fundo. Em cada recipiente foi colocado espuma fendlica e uma muda enraizada
de hortelda. Uma das extremidades do prototipo foi acoplada numa mangueira ligada a uma
bomba de aquério imersa em um reservatério com capacidade para 10 litros, contendo
agua acrescida de nutrientes para hidroponia. Na outra extremidade, foi colocada uma
torneira, na qual foi encaixada uma mangueira que se estendeu até o reservatério que
continha a &gua nutritiva, formando, desse modo, um sistema fechado, com o liquido
sendo bombeado para o interior do prot6tipo, molhando as raizes e as espumas fendlicas,
responsaveis por auxiliar no bom desenvolvimento das mudas. Estando a torneira sempre
aberta, o liquido ao passar pelo prototipo escorria através da mangueira de volta para o
reservatério, num processo continuo (Figura 1). O cultivo recebeu de trés a quatro horas
de sol por dia e a solugéo nutritiva foi complementada diariamente, sendo todo o sistema
lavado e toda solugéo trocada a cada més.

Figura 1. Cultivo hidropdnico em pequena escala. A. Prototipo para hidroponia desenvolvido a partir
de cano de PVC 100mm acoplado a mangueiras ligadas a um reservatério de solugao nutritiva, no
qual uma bomba de aquario promove o0 bombeamento da solugédo, num sistema fechado e continuo.
B. Implantagdo das mudas de hortelad (Mentha spicata) nos recipientes com espuma fendlica. C.
Desenvolvimento da hortela.

Em periodo correspondente a colheita, iniciou-se a inscricdo e realizacdo de um
evento online, gratuito, cuja tematica foi a aromaterapia, tendo a horteld como espécie
botanica escolhida para demonstracdo da préatica de extracao de 6leos essenciais (Figura
2). O evento aconteceu através da plataforma Google Meet, com inscrigcbes a partir de
formulario digital e atendeu alunos de graduacdo da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (UFRPE), sendo dividido em quatro médulos: a histéria da aromaterapia,
0 processo de extragdo de Oleos essenciais, a aplicagdo dos compostos aromaticos e a
comercializag@o dos 6leos.

Para a abordagem dos modulos, a histéria da aromaterapia e a aplicacdo dos
compostos arométicos foram realizadas palestras a partir de exposi¢cdes dialogadas
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a respeito dos temas, ministradas por profissionais atuantes na area. Para o modulo,
0 processo de extracdo de Oleos essenciais, foi gravado um video no Laboratério de
Farmacologia do DMFA/UFRPE, com riqueza de detalhes, demonstrando os materiais e
todos 0s passos para a obtengao dos 6leos através da destilacéo a vapor. Para proporcionar
uma melhor visualizag&o através do video, foi utilizada além de horteld, a casca da laranja
Ponkan (Citrus reticulata), em destilagcdes separadas, devido ao maior rendimento do citrico

quando comparado a verdura (Figura 3).

' Universidade Federal Rural de Pernambuco
== Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal

Aromaterapia:

06 e 07 de
Novembro de 2023

Evento totalmente on-line, gratuito

e com certificado!

INSCRIGOES ABERTAS

pelo site e QR Code:

Figura 2. Cartaz de divulgacédo do evento online, gratuito, sobre aromaterapia, organizado pelo
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(DMFA/UFRPE).

Figura 3. Extragé@o de dleos essenciais através de destilagao a vapor. A. Processo de extragdo de
6leo de hortela (Mentha spicata). B. Processo de extrag@o de 6leo da casca laranja Ponkan (Citrus
reticulata).

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas 4 Capitulo 9

94



No que se refere a comercializagéo dos 6leos, foi preparado um video informativo
demonstrando os cursos gratuitos ofertados pelo Servigo Brasileiro de Apoio as Micro e
Pequenas Empresas (SEBRAE) e os tramites para cursa-los.

Uma vez concluido cada moédulo, através das mensagens enviadas pelo chat, os
participantes puderam avaliar o evento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Baseado nos relatos dos participantes ap6s as palestras e videos, percebeu-se que
o resultado do evento foi satisfatorio, de modo que, a temética abordada despertou grande
interesse e agregou conhecimentos a formacdo académica dos envolvidos.

O evento gerou certificado de oito horas para os ouvintes, que acompanharam
no minimo 75% da programacéo, de duas horas para palestrantes e de 74 horas para
a equipe organizadora. Ao final dos médulos, a pedido dos participantes, as palestras e
videos foram disponibilizados através do drive, para que eles pudessem rever o contetdo
sempre que julgassem necessario. Ao total, 21 ouvintes, trés palestrastes e nove membros
organizadores receberam certificado.

A participagé@o de discentes em agdes extracurriculares como eventos académicos
€ de grande relevancia por proporcionar o contato com novas perspectivas e informacgées
podendo aproximar o graduando com a sua futura area de atuacdo. S&o importantes
momentos de troca de conhecimento que colaboram para a formagéo da identidade do
universitario (FIGUEREDO et al., 2016).

Dentre as inimeras abordagens que podem nortear um evento académico, estao,
sobretudo, aquelas que envolvem temas atuais. A aromaterapia, por exemplo, tem se
tornado cada vez mais presente na vida das pessoas, de forma que, os 6leos essenciais
estdo muito populares. Essa condicdo é relevante por contribuir para o bem estar,
no entanto, demanda a busca de conhecimentos para evitar 0 uso arbitrario dos 6leos
(TISSERAND, 2004; LYRA, 2010).

Neste contexto, eventos como o relatado nesse trabalho tem grande importancia
por trazer esclarecimentos e abrir novas perspectivas sobre a aromaterapia, que ainda tem
muito a ser explorada (LYRA, 2010).

CONCLUSAO

O projeto proporcionou aos participantes e a equipe executora um olhar mais
detalhado sobre a aromaterapia, chamando atengéo, sobretudo, para a importancia do
conhecimento a respeito das propriedades e aplicabilidades dos 6leos essenciais para
evitar que eles sejam utilizados de forma leviana. Instigando todos os envolvidos a se
aprofundarem na tematica e despertando o interesse de explorar o potencial aromatico
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de diferentes espécies botanicas, bem como, de aplicar os 6leos como fonte geradora de
renda.
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RESUMO: As necessidades da industria
do petréleo por estudos dedicados
a determinacdo de metais e ametais
abrangem todas suas acbes, desde as
etapas de prospeccao e exploracéo, até a
producéo e refino dos 6leos. Nos ultimos

Data de aceite: 01/02/2024

anos, a andlise de metais e ametais em
6leo bruto tem recebido atencdo especial
gracas ao desenvolvimento e popularizagao
de técnicas multi-elementares de alta
sensibilidade, como a espectrometria
de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS). O presente trabalho
objetivou o desenvolvimento de um novo
procedimento de extracdo de metais e
ametais a partir de amostras de petréleo.
Neste, pequenas quantidades de uma
base (hidroxido de tetrametilaménio -
TMAH) e um agente complexante (acido
etilenodiaminotetracético - EDTA) séo
empregados em um processo assistido por
ultrassom, com temperatura controlada,
para promover a extracdo. Os efeitos
da temperatura (entre 40 e 70 °C) e as
quantidades (100 a 300 pL) dos extratores,
TMAH 25 % e solucdo de EDTA 34
mM, foram avaliadas através de um
planejamento fracionario 2%'. Um conjunto
de sete elementos (Ba, Mn, Sr, Fe, Cu, Na
e Mo) foi completamente transferido para
a fase aquosa extratora, a qual pode ser
analisada por ICP-MS, sem necessidade
de adaptacgbes, e empregando-se padroes
aquosos para calibracdo do espectrémetro.
A avaliacdo conjunta dos dados destes sete
elementos revelou que a extracdo é mais
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efetiva combinando EDTA no nivel superior com TMAH no inferior, independentemente da
temperatura utilizada.
PALAVRAS-CHAVE: metais, EDTA, planejamento experimental, ICP-MS.

EXTRACTION OF INORGANIC CONSTITUENTS FROM PETROLEUM IN A
THERMOSTATED ULTRASOUND BATH

ABSTRACT: The oil industry’s needs for studies focused in the determination of metals and
non-metals cover all its actions, from the prospecting and exploration stages, to the production
and refining of oils. In recent years, the analysis of metals and non-metals in crude oil has
received special attention thanks to the development and popularization of highly sensitive
multi-element techniques, such as inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS).
The present work aimed to develop a new procedure for extracting metals and non-metals
from petroleum samples. In this, a small amount of a base (tetramethylammonium hydroxide
- TMAH) and a complexing agent (ethylenediaminetetraacetic acid - EDTA) are used in an
ultrasound-assisted process, with controlled temperature, to promote extraction. The effects
of temperature (between 40 and 70 °C) and quantities (100 to 300 pL) of extractants, 25 %
TMAH and 34 mM EDTA solution, were evaluated through a fractionated experimental design
2%1. Aset of seven elements (Ba, Mn, Sr, Fe, Cu, Na and Mo) was completely transferred to the
aqueous extraction phase, which can be analyzed by ICP-MS, without the need for adaptations,
and using aqueous standards to calibrate the instrument. The conjunctive evaluation of data
for these seven elements revealed that extraction is more effective combining EDTA at the
upper level with TMAH at the lower level, regardless of the temperature.

KEYWORDS: metals, EDTA, experimental design, ICP-MS

11 INTRODUGAO

A producdo de petr6leo no Brasil cresceu 5,5 % em 2020 e ultrapassou 3,02
milhdes de barris/dia em 2022, com os campos do pré-sal sendo responsaveis por 75 % da
producao (ANP, 2022). Nestes o 6leo extraido contém quantidades significativas de agua
emulsionada com sais dissolvidos, principalmente cloretos de sodio, calcio e magnésio,
cuja soma pode exceder 25g/L (Falla et al. 2006; Bahadori et al. 2012; Pessoa et al. 2012;
Souza et al. 2020a; Franca et al. 2021).

A extracdo dos constituintes inorgénicos do petréleo bruto ndo é um processo
facil, uma vez que, estes estdo dispersos em fragdes distintas de hidrocarbonetos e
compostos policiclicos. Por exemplo, quantidades variaveis de Na, Ca, Mg, Al, Zn e Ti
que estdo presentes como sais solUveis, sulfitos, e 6xidos, e em combinagcdo com acidos
nafténicos podem ser parcialmente removidos por simples extracdo com agua (Abbas et
al. 2010). No entanto, V, Ni, Fe, Cr e Mo, geralmente, estdo na forma de asfaltenos e
complexos organometalicos de porfirinas soltveis em 6leo, que sao de dificil remogéo, e se
concentram nas fragoes residuais do refino (Kalichevsky e Stagner, 1942; Yen, 1975; Ali e
Abbas 2006; Nuranbaeva et al. 2013, Shang et al. 2016). Souza et al. (2015) demonstrou a
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utilidade do método ASTM 6479-99 (com misturas de xileno, alcool isopropilico e acetona,
sob ebulicdo) para extrair Na, Ca, Mg, Fe e Sr do petrdleo para uma fase aquosa usada
para quantificacao por ICP-OES.

Metais e ametais presentes no 6leo precisam ser quantificados e removidos das
matérias-primas para evitar problemas operacionais durante o processamento (Smith e
Arnold, 1992; Pereira et al. 2015, Souza et al. 2020b). Geralmente, as analises sao feitas
antes e apo6s a etapa de dessalinizagao, seguindo procedimentos padronizados (Koshelev
et al. 2000; Speight 2001). Mas, como destacado por Soin e colaboradores (2010), a
maioria dos procedimentos internacionalmente recomendados sdo complicados, aplicaveis
a apenas um pequeno conjunto de analitos e ainda apresentarem elevados limites de
quantificagao.

Muitos métodos alternativos ja foram testados, por exemplo, Kukes e Battiste (1985)
usaram acido fosforoso (H,PO,) entre 200 e 500° C, Eidem (1988) usou o &cido fosférico
(H,PO,) & 260° C e Michimayr (1977) alcangou 50 % de remogé&o de Ni e V ao tratar o
6leo pesado na proporgdo (1:1) com solugéo 1 molar de FeCl, e HCI por 30 min a 93°
C. Abbas et al. (2010) avaliaram que o uso de solugGes diluidas de &cidos, sais (FeCl,,
SnCl,, Na,SO, ou MgSO,), ou agente complexante (EDTA), combinados com aquecimento
(200 a 250° C) e centrifugagcdo, promovem a remocéao parcial de diversos metais. Porém,
o tratamento do 6leo a 250° C por 30 min., com 5 % é&cido sulfurico (H,SO,) concentrado,
seguido de lavagem e centrifugacao extraiu até 85 % do Na, Ca, Fe, Zn, Al, Cr, Ni e V para
a fase aquosa, a qual pode ser analisada por técnicas instrumentais para quantificagdo
dos metais. Porém, a formacdo de uma emulsdo estavel foi apontada como empecilho a
aplicagcao do método. Shang et al. (2016) alcancou 80 % de eficiéncia de extracéo de Ni e
V apés irradiar dispersdes de acido metasulfénico em petr6leo com microondas.

Técnica similar foi desenvolvida por Garwood (1972), mas com menores quantidades
de H,S0,. Greaney e Polini (1998) combinaram extratores alcalinos (NaOH, KOH ou
NH,OH) com agentes de transferéncia de fase (surfactante Triton X-100, e hidroxido de
tetrabutilamonio - TBAH), entre 100 e 180° C, com fluxo de ar a 10 atm, porém a formacéo
de emulsdes foi novamente reportada como prejudicial a obtencdo do extrato, além de
comprometer sua posterior analise.

A determinacao de metais e ametais em 6leo bruto voltou a receber atencéo gracas
a popularizagdo de técnicas multi-elementares de alta sensibilidade, como o ICP-MS
(espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado). A analise por injecao
direta do petr6leo no ICP-MS é conveniente, mas esta sujeita a uma série de complicagoes,
uma vez que esta técnica foi originalmente desenvolvida para amostras aquosas. Além
disso, a falta de padrbes de calibracdo, preparados em matriz idéntica as amostras;
dificuldades para nebulizar e injetar o aerossol com alta carga orgénica no plasma sem sua
exting@o; necessidade de longos tempos de lavagem entre amostras; ocorréncia de “efeitos
memoria”, e a formagé&o adicional de interferentes poliatémicos (C,*, CO,*, ArC*), afetam as
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determinacdes (Lienemann et al. 2007). Nem os aparelhos adaptados com kit de injecéo de
oxigénio ao plasma estao livres de dificuldades, pois a formacao de depdsitos carbonaceos
sobre os cones e lentes do espectrometro, mesmo ap6és diluicdo das amostras (1:10) com
o-xileno, comprometem as analises (Kahen et al. 2003; Nelson e McCurdy, 2017). Por
isso, com frequéncia as amostras sdo decompostas por ataque multi-acido, com alto poder
oxidante, ou por combustédo, antes das determinacdes (Pereira 2011; Mello et al. 2012;
Ortega et al. 2013; Walkner et al. 2017; Mohammad et al. 2019).

No geral, os métodos de decomposicdo sa@o lentos e perigosos, tanto pelo
manuseio de reagentes toxicos e corrosivos em altas temperaturas, como pelo risco de
exploséo, decorrente da elevada pressao desenvolvida no interior dos frascos de digestao
como consequéncia da geragdo de gases (p. ex.: CO,). Além disso, apresentam baixa
produtividade por requerem varias horas para completar a digestao e pelo limitado numero
de amostras que sdo preparadas em cada lote (Cotta e Enzweiler, 2012; Pontes et al.
2013). Mello e colaboradores (2012) revisaram uma década de publica¢des, e compilaram
uma extensa lista de técnicas de preparo de amostras de petréleo para analise elementar
€ especiacao.

Uma vez que, a maioria das técnicas de digestdo sdo insalubres e de alto risco,
os procedimentos de extracdo despontam como uma boa alternativa, pois sdo de facil
aplicagcdo e por empregarem condicdes menos drasticas (Cassella et al. 2018). Neste
processo, os analitos sdo simplesmente removidos de seus sitios na matriz da amostra
e solubilizados na solugéo extratora, sem a necessidade de digestdo (Perera e Stevens
2011). A efetividade do processo depende essencialmente da penetracdo da solugcéao
extratora na matriz da amostra, o que é favorecido pela agitacdo da mistura ou com a
aplicagcédo de uma fonte auxiliar de energia, como o ultrassom (Castro e Capote 2007).
Desta forma, a transferéncia dos analitos entre as fases € acelerada, o que contribui para
tornar o processo rapido e eficiente (Cravotto e Cintas 2012).

Robaina et al. (2016) prop6s um novo procedimento para completa transferéncia
dos cloretos da amostra de petrdleo para uma fase aquosa, o qual é baseado na técnica de
Extragéo Induzida por Quebra de Emulsédo (EIQE). O procedimento, inicia com a agitacao
por 90 min da mistura (0,5g de amostra + 0,5g de 6leo mineral e 5 mL de solugdo aquosa
a 2,5 % (m/v) de Triton X-114, surfactante néo i6nico) para formacao de uma emulséo 6leo
em agua, a qual é desfeita com centrifugacéo (5.000 rpm/20min), para que uma aliquota da
fase aquosa seja analisada por cromatografia de ions.

Cassella et al. (2018) empregou a EIQE para transferéncia de As, Cr, Cu, Mn, Pb e
V de porcoes de 10 mL 6éleo mineral fortificado padrdao (Conostan™) para 2 mL de solugéo
aquosa contendo 1 % (m/v) de Triton X-100 (ou X-114) e 10 % (v/v) de HNO,, como agente
de extracdo. A emulsao foi desestabilizada mediante aquecimento a 90° C, sendo a fase
aquosa analisada por GF-AAS (espectroscopia de absor¢cao atdmica com forno de grafite).
Contudo, o arsénio apresentou recuperacdes inferiores a 60 %, frente ao obtido com o
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método de referéncia (ASTM D6470), inviabilizando a quantificacdo do As. A reviséo de
Mdluli et al. (2022) destacou a ampla ado¢é@o da EIQE (com Triton X-114 em meio acido)
para o preparo de amostras de 6leo vegetal e mineral.

Souza et al. (2006) demonstraram que a extragcédo de Cd, Cr, Fe, Mn, Mo, Ni, Ti, V
e Zn, a partir de amostras de petroleo, é possivel empregando-se HNO, concentrado, a
85° C, por 30 minutos, seguido de 15 minutos em banho de ultrassom. Ghisi et al. (2011)
determinaram Fe e Cu em biodiesel apds tratamento com hidroxido de tetrametilaménio
(TMAH) por 5 minutos a 90° C em placa aquecedora. Yun et al. (2013), ap0s testar diversos
extratores e modos de agitagcdo/aquecimento, concluiram que a extracéo assistida por
microondas, empregando solucdo aquosa de TMAH como extrator, promove maior
extracao das espécies de metil e dimetil mercirio em amostras de petroleo. Zhou et al.
(1996) demonstraram que o uso de TMAH, auxiliado por um agente complexante (acido
etilenodiaminotetracético, EDTA) é eficiente para extrair Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni
e Zn de amostras de material vegetal e animal.

O uso do TMAH para solubilizag@o/extrac@o de metais a partir de diversas amostras,
como: leite em pd, carne bovina, filé de peixe, cabelo, sangue, unha e 6leos vegetais ja
foi explorada com sucesso (Martins et al. 2002, Silva et al. 2003, Batista et al. 2008, 2009;
Navarro et al. 2013; Manjusha et al. 2019). Apesar da eficiéncia do tratamento de amostras
de matriz organica com TMAH, até o momento, nenhum método havia proposto seu uso na
extracdo de constituintes inorganicos (metais e ametais) a partir de amostras de petréleo.

Diferentemente da aplicacao convencional (com surfactante em meio acido), neste
estudo objetivou-se testar o uso da EIQE com extrator alcalino (TMAH), auxiliado por
um agente complexante (EDTA) em banho de ultrassom termostatizado, para promover
a transferéncia do maior conjunto de metais e ametais para a fase extratora aquosa, a
qual é posteriormente analisada por ICP-MS. Desta forma, objetiva-se desenvolver um
procedimento de extracao eficiente e que permita garantir a maxima de performance desta
técnica multi-elementar de alta sensibilidade, alcancada ao analisar solu¢des aquosas, sem
a necessidade de incorporar acessérios ao ICP-MS. Além disso, o procedimento proposto é
atrativo dada a sua baixa periculosidade e pelo uso de reagentes diluidos, em acordo com
os principios da quimica verde (Mason e Cintas 2002).

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacao e determinacdo das concentracdes totais de elementos-
traco nas amostras de petréleo

Duas amostras de petroleo (A e B) da bacia sedimentar continental, do norte do
Espirito Santo, Brasil, foram obtidas e analisadas com procedimentos padronizados (ASTM,
descriminados em Rocha et al. 2019) para caracterizagao fisico-quimica e determinagéo de
metais e ametais por ICP-MS (Thermo Fisher Scientific, X series2), apos digestédo acida,
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conforme descrito por Ortega et al. (2013), em que 300mg de amostra sdo decompostos
com 7,5 mL de HNO, e 0,5 mL de H,0, em forno de micro-ondas, modelo Multiwave PRO,
Anton Paar (Sao Paulo, Brasil).

2.2 Homogeneizacao das amostras e tomada de aliquotas

Para tomada das aliquotas das amostras de petr6leo uma porcéo de aprox. 500 mL
foi aquecida em banho maria a 60° C, com agitacdo manual. Desta, aprox. 50 mL foram
transferidos para um tubo de centrifuga e homogeneizada com Ultra-Turrax (IKA, T25,
Campinas, Brasil) por 10 minutos. Cada ensaio foi realizado com porcdes de aprox. 2 mL
vertidos em tubos de centrifuga de 15 mL, tipo falcon (Kasvi). Os tubos foram pesados
antes e depois da adigdo das aliquotas em balanga analitica (Shimadzu, AUX220). A massa
das porgdes variou de 1,80 a 2,20 g, sendo o manuseio realizado em capela, com mascara
e luvas.

2.3 Procedimento de extracao

Uma série de ensaios foram realizados para estudar os efeitos das variaveis:
temperatura (40, 55 e 70° C), quantidades (100, 200 e 300 yL) de TMAH 25 % e de solugéo
de EDTA 34 mM sobre a eficiéncia de extracéo de diversos elementos-traco. Os ensaios (1
a 11) foram realizados em banho de ultrassom (por 30 minutos), seguindo um planejamento
experimental 23, com triplicata no ponto central (ensaios 9,10 e 11), apresentado na Tabela
1, e esquematizado na Figura 1. O TMAH e EDTA foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(TraceSELECT).

ensaio Temp. TMAH  EDTA 4
(o) WL (uL) 2 TT—— 8
1 - 1 - 009 1
6 |
° |
2 -1 -1 +1 ‘I
~ 250
-
3 -1 +1 . 3 |‘
% 9,10, 11 ‘\
4 -1 +1 +1 Z 200 ‘
@
5 +1 -1 -1 <
a
6 +1 -1 +1 w
7 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1
9, 10, 0 0 0
11*
* PC = ponto central preparado em Figura 1. Representagéo das variaveis e niveis em cada
triplicata. ensaio.

Tabela 1. Planejamento experimental, variaveis codificadas
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A construgcéo do planejamento e avaliagdo dos dados foi realizada com o software
livre CHEMOFACE (Nunes et al. 2012), para verificar como as variaveis estudadas afetam
a eficiéncia da extracdo. Além disso, o software também foi utilizado para definir a melhor
combinacdo das variaveis (temperatura e quantidades de TMAH e EDTA) que permite
a completa extragcdo de uma suite de analitos. Para tal, a fungdo “global desirability’ foi
aplicada a cada uma das variaveis resposta (concentracao dos elementos-tragco com alta
eficiéncia de extracédo), transformando os seus valores através de uma média geométrica,
para gerar uma representacdo conjunta das respostas e assim, permitir a identificacéo da
melhor condicéo para extrag@o simultanea de um conjunto de analitos.

Em cada ensaio aliquotas de 2,0+0,2 g da amostra de petr6leo foram vertidas em
diferentes tubos de centrifuga de 15 mL (tipo Falcon), depois a fase extratora composta
pelas por¢ées (100, 200 ou 300uL) de EDTA 34mM e (100, 200 ou 300uL) de TMAH 25 %
foi adicionada e avolumada com agua deionizada para alcangar 10,0+0,2 g de fase aquosa.
Todas diluicdes foram realizadas gravimetricamente, com registro em balanga analitica
com quatro casas decimais. Na sequéncia, procedeu-se com o tratamento no banho de
ultrassom termostatizado (40, 55 ou 70° C) por 30 minutos, com rapida agitacdo manual a
cada 10 minutos.

Ao final da extragéo fez-se a adig&o de 300 pL de solugéo de HNO, a 50 % (v/v), e
novo aquecimento dos extratos a 60° C por 30 minutos, antes da centrifugagcéo (10 min a
5.000rpm). A adicao de &cido, aquecimento (sem irradiacao de ultrassom) e centrifugacéo
se mostraram importantes para promover a quebra da emissdo 6leo/agua e assim obter
uma fase aquosa limpida, com pouco 6leo disperso, e com pH<1 para estabilizagdo dos
analitos em solucéo. Foi tentado fazer a quebra da emulsdo formada durante a extracao
(sem novo aquecimento do extrato). Isto é com apenas adicédo de 4cido e centrifugacéo,
porém a separacéo sO foi completa com a inclusdo da etapa de aquecimento antes da
centrifugacao, a qual se mostrou indispensavel para aplicagéo da EIQE.

A fase aquosa foi transferida para outro tubo de 15 mL, e encaminhada para
determinacdo das concentracbes de metais e ametais por ICP-MS, no Instituto de
Geociéncias (IG) da UNICAMP, conforme Cotta e Enzweiler (2009). Para o controle de
qualidade dos resultados por¢bes fortificadas dos extratos aos niveis de 1 e 10 ug/L
foram analisadas, as quais produziram resultados com erros menores a 15 % e preciséo
(coeficiente de variagdo) menor que 10 %.

Dois brancos do procedimento, representando os niveis superior e inferior, foram
preparados e analisados para subtragdo de impurezas dos reagentes e de pequenas
contaminagdes, as quais foram inferiores a 10 % das concentragcdes medidas nas amostras.
Replicatas dos niveis superior e inferior, contendo amostra, foram preparadas para medicao
do pH dos extratos, cujos valores variaram 10,8 a 12,0 de acordo com a quantidade de
TMAH adicionada. Nessa faixa (pH>10) todo o EDTA assume a forma aniénica (Y*) ligante,
a qual é responsavel para complexacao dos metais (Harris, 2001).

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas 4 Capitulo 10

104



Todos os materiais (tubos, frascos e Beckers) foram previamente descontaminados
por imersé@o a 24 h em solugéo 5% HNO, (Merck, P.A.), previamente purificado em sub-
destilador de quartzo (FGG Comercial, Sdo Paulo, Brasil), seguido de enxague com agua
de osmose reversa (Q-342-210, Quimis, Sao Paulo, Brasil).

O TMAH 25 % foi usado como recebido. A solucdo 34 mM (10.000 mg/L) de EDTA
(Sigma-Aldrich, forma é&cida, 99,995 %) foi preparada dissolvendo-se exatamente 0,500
g em 50,0 mL de agua deionizada com 1,5 mL do TMAH para auxiliar na solubilizacdo do
EDTA.

Para calcular a concentracéo de cada elemento extraido da amostra de petréleo a
concentracdo medida nos extratos aquosos (Ca) foi corrigida subtraindo-se a contribuicéo
do branco (Cb), e ao considerar as massas da fase extratora aquosa (Ma) e massa da
amostra (Mp) utilizada em cada ensaio, bem como, a densidade do petréleo (d), expressa
em g/cm?®, equacao 1.

Conc. na amostra (mg/kg) = (Ca — Cb) *Ma/(Mp*d) Eq. (1)

Os valores de concentragdo, de cada elemento extraido das amostras, foram
contrastados frente os dados de concentracdo total (obtida com digestdo em micro-
ondas) para avaliar os efeitos das variaveis sobre os teores extraidos e a eficiéncia do

procedimento.

31 RESULTADOS

A caracterizacgdo fisico-quimica das amostras e os teores totais dos constituintes
traco sdo apresentadas nas tabelas 2 e 3, respectivamente. As amostras sao classificadas
como 6leos pesados, com grau API<22, com valores prdéximos do limite para classificacao
como extrapesado (° APl< 10). Isso indica que as amostras séo ricas fracbes pesadas
(como resinas e asfaltenos), as quais concentram elementos como V e Ni, estando estes
fortemente ligados em metaloporfirinas (Shang et al. 2016).

BSW Sal Acidez PF* Densidade Grau Viscosidade S
(%) (mg/L) (mg/L) (°C) (g/cm?) API (mm2/s) (%)
A 1,6 60,7 2,19 12 0,9772 12,74 1484 0,396
B 0** 3.985 1,29 -12 0,9500 14,85 3749 0,488

* PF= ponto de fluidez. ** Nao houve separacgéo de fases.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas das amostras teste (A e B)

Arazao agua-6leo é chamada de BSW (basic sediment and water - BSW). Segundo
Silva (2004), ha uma grande dificuldade para promover a separa¢do da agua emulsionada
no 6leo dada a repulsao elétrica interfacial entre as goticulas da fase aquosa, impedindo
sua coalescéncia. A aglutinagdo das goticulas apenas ocorre quando estas colidirem

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas 4 Capitulo 10

105



em si com energia suficiente para superar a forga repulsiva. Asfaltenos, resinas, fendis,
compostos oxigenados e de enxofre atuam como emulsificantes naturais, estabilizando a
emulséo, pois formam uma pelicula que dificulta o contato entre as goticulas de agua. O
que impede a coalescéncia da fase aquosa dispersa (Silva 2004).

As amostras A e B séo distintas no que se refere aos valores de BSW. A amostra
A apresenta menor teor de sais dissolvidos, como indicado pelo parametro sal, o qual foi
determinado com método potenciométrico (ASTM D6470-99), além de menor viscosidade e
grau API. Em contraste seu maior ponto de fluidez provavelmente resulta de maiores teores
de parafinas e/ou aromaticos policiclicos, como correlacionado por Coutinho et al. (2022).

A amostra A apresenta 1,6 % de agua emulsionada que pdde ser separa mediante o
tratamento com agente desemulsificante do método ASTM D4007-08. O mesmo tratamento
quando aplicado para a amostra B ndo produziu separagéo de fases e, por isso, o resultado
€ apresentado como zero. Isto indica que a amostra B contém maior teor de emulsificantes
naturais. Esta suposicao é corroborada pelos maiores valores de viscosidade cinemética,
sal e enxofre total (S). Assim a amostra B se apresenta como a mais dificil para tratamento
com a técnica de EIQE, empregada nesse estudo. Por isso, a discusséo de seus resultados
sera destacada. Greaney and Polini (1998) reportaram a grande estabilidade das emulstes
formadas ao tratar petréleo com solucgdes alcalinas de NaOH e KOH, as quais se mantiveram
estaveis mesmo quando aquecidas a 100° C.

Na sequéncia de imagens da Figura 2 esta ilustrada a dificuldade de quebra da
emulsdo agua-éleo, a qual foi superada para aplicagdo da técnica de EIQE mediante a
inclus@o de uma etapa de aquecimento (sem irradiagdo de micro-ondas) ap6s acidificagao
do extrato (adigéo de 300 pyL de HNO, a 50 %), seguida de centrifugagdo (5.000 rpm por
10 min). A imagem 2C ilustra que sem a etapa de aquecimento (60° C por 30 min), a
combinacdo de apenas acidificacdo e centrifugagdo ndao promove a quebra da emulséo.
Em 2D é mostrada que mesmo com a irradiacdo de ultrassom por 30min, a temperatura
ambiente, também n&o se consegue uma efetiva separacao de fases, pois a fase aquosa
ainda permanece visivelmente turva. A inclusdo de uma etapa de aquecimento, entre as
etapas de acidificagéo e centrifugacé@o, permitiu obter extratos mais limpidos, imagem 2E,
quando comparados com os tratamentos ilustrados em 2C e 2D.
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Figura 2. Aspecto dos extratos da amostra B ao longo do processo de extragdo. (A) extratos
compostos por aprox. 2,0 g de petroleo e 10 mL de fase extratora aquosa, contendo EDTA e TMAH.
(B) apos irradiacéo e aquecimento (70° C) no banho de ultrassom por 30 min. (C) ap6s acidificagdo

e centrifugagdo. (D) apo6s irradiagdo em ultrassom em temperatura ambiente. (E) extratos apos
acidificagdo, aquecimento e centrifugagéo.

Estes extratos limpidos puderam ser submetidos a analise por ICP-MS sem
significativo “drift”instrumental ao longo das sessdes de andlise (sinalizado pela estabilidade
do sinal dos padrées internos escandio e indio (**Sc* e '"®In*); drift<15 %) e repetibilidade
gerada pela solugéo padréo de verificagao utilizada nos métodos Cotta e Enzweiler (2009),
e Magaldi et al. (2019).

Os teores totais dos elementos-trago nas amostras sdo apresentados na Tabela
3. Outros analitos (Ag, Al, B, Be, Bi, Cd, Ce, Dy, Er, Eu, Ga, Gd, Ge, Hf, Ho, La, Li, Lu,
Nb, Nd, Rb, Sb, Se, Sm, Sn, Ta, Tb, Tl, Tm, U W, Y, Yb) foram analisados, mas néo sédo
apresentados na Tabela 2, pois estéo abaixo do limite de deteccdo do método = 0,1 mg/kg.
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A B
As 1,8 0,8
Ba 2,7 5,3
Ca 2.712 1.214
Co 2,5 1,0
Cr 1,5 0,4
Cu 0,5 0,2
Fe 73 152
K 98 48
Mg 66 64
Mn 1,0 0,9
Mo 0,7 0,08
Na 500 709
Ni 39 17
Pb 1,6 0,8
Pr 0,08 0,04
Sr 0,9 6,0
Ti 16 6,0
\' 4,9 2,6
Zn 6,1 4,0
Zr 2,2 0,8

Tabela 3. Concentragéo total (mg/kg), medida por ICP-MS apds digestéo total

A eficiéncia do procedimento de extracdo € representada na Figura 3 pela

comparacao dos maiores valores de concentracao registrado nos extratos aquosos, quando

comparados com os teores totais obtidos ap6s decomposicao total das amostras.
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Figura 3. Maxima eficiéncia de extracéo (Tabela 1) frente os teores totais.

Aeficacia das extracdes foi avaliada contrastando os dados obtidos com as extracdes
frente os valores gerados apds a digestdo total. Uma faixa de +25% de incerteza foi
considerada, dada as dificuldades de determinacao de elementos em baixas concentracbes
e possiveis heterogeneidades entre aliquotas de 2 g das amostras. Desta forma, admitiu-
se que elementos com extrag@o superior a 75 % sejam considerados como eficientemente
extraidos. Os sete analitos (Ba, Mn, Sr, Fe, Cu, Na e Mo) puderam ser quantitativamente
determinados com o procedimento proposto. Para os demais (Cr, Mg, Pb, Zn, Ca, K e Co)
apenas uma extracao parcial, variando de 74 a 9 %, foi alcancada. Outros constituintes
como Ni eV, além de As, Ti e Zr, estdo fortemente retidos a matriz do petréleo e, por isso,
as eficiéncias foram inferiores a 3 %. V e Ni sdo, sabidamente, retidos em porfirinas e
outras fases associadas a fragcdo pesada dos 6leos (Ali e Abbas 2006; Nuranbaeva et al.
2013, Shang et al. 2016), o que torna dificil sua extracao.

Abbas et al. (2010) também alcancou apenas extracdes parciais (entre 50 e 66 %)
para Na, Ca, Fe, Zn e Cr ao tratar amostra de 6leo pesado em condigdes brandas, isto &,
ao usar acidos diluidos como extrator. Os mesmos autores, destacaram também que V
e Ni demandam o uso de condi¢des drasticas para sua extragdo (i.e. alta conc. de acido
sulfurico a 250° C). Chevron (1986) reportou eficiéncias de 99 % para o Ca, 35 % para
o Fe e inferiores a 4 % para V e Ni em 6leos pesados tratados com solugdes de acido
pentacético e EDTA (pH entre 2 e 4,5).
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Nossos resultados para Ca, Cr, Fe e Zn se assemelham aos reportados Abbas et
al. (2010), e por Chevron (1986), o que indica que parte destes elementos é passivel de
extracao total, ao passo que outros estao fortemente retidos a matriz das amostras. E por
isso, o procedimento proposto serve como uma forma de especiacdo dos constituintes
facilmente extraiveis daqueles fortemente retidos. Constatou-se que, praticamente, todo
o contelido de V e Ni esta fortemente retido nas amostras analisadas. Desta forma, sua
extracdo completa requerer o emprego de procedimentos mais energéticos capazes de
destruir a matriz das amostras.

Nas figuras 4 a 11 sdo apresentados os diagramas de Pareto, destacando as
variaveis e interacées com efeito significativo, ao nivel de 5 % de probabilidade (p=0,05), e
as representacdes bidimensionais (geradas ao se fixar a terceira variavel no valor do ponto
central, correspondente a 200 pL, isto é, com EDTA e TMAH em 200 pL nas imagens do
centro e da direita, respectivamente) da concentracdo dos elementos extraidos da amostra
B.

Nas figuras 4 a 9 sdo apresentados os efeitos para os analitos com recuperagéo
total e nas figuras 10 e 11 s@o para o Pb e Ca, respectivamente, para os quais o
procedimento estudado permitiu apenas uma extracao parcial. A avaliagdo para o Mo néo
€ apresentada, dado que sua concentragdo na amostra B é muito baixa (0,08 mg/kg).
Como um planejamento fracionario, 23, foi utilizado nos ensaios as interagdes nao foram
consideradas, assim os diagramas foram construidos com o modelo linear ajustado pelo
Chemoface para resposta de cada analito.
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Figura 4. Diagrama de Pareto e representacéo da resposta para o Ba.
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Figura 5. Diagrama de Pareto e representacéo da resposta para o Mn.
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Figura 9. Diagrama de Pareto e representacéo da resposta para o Na.

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas 4 Capitulo 10

111



=005 Pb (mgfka) Pb (mgfks)

i3] 00275

!

EDTA 34 mi (u)(X3)|

Temp C)X1) F 0075

TMAH 25% (UL)(X2) rﬂ 0025

swofffoss

0 0005 001 0015 002 0025 003 50
Effoct (absoluto valuo)

0.0275

3
i
P
]
a

55
Tomp ()

Figura 10. Diagrama de Pareto e representacdo da resposta para o Pb.

Ca (mgkg) Ca (mgkg)
. P=008 ;. . . . 300 R
TMAH 25% (UL)(X2) -29.42¢ 2044 1954
1078 1012
Temp (°)(X1)] -23.825
1911 1072
xive 428
3 220
; - {1845 - {1832
xitx }a.szs % 200
g 1778 1791
EDTA 34 mM (uL)(X3)| 8775 L
1z 175
el
1645 1708
s 0 EY 50 0 e 7 % 5 w0 s e e 7

5 20 25 55
Effect (absolute value) Tomp ) Tomp ()

Figura 11. Diagrama de Pareto e representacdo da resposta para o Ca.

Ao examinar os diagramas de Pareto (Figuras 4 a 11) percebe-se que néo existe
uma condicdo Unica que permita maximizar a extracao de todos os analitos considerados.
Por exemplo, para o Sr e Ca a temperatura produziu efeito negativo e significativo sobre a
eficiéncia da extracdo, sendo que ambos séo melhor extraidos quando o procedimento &
realizado a 40° C (nivel inferior). J&, Fe, Cu e Na apresentaram respostas significativamente
superiores com emprego de maior temperatura, 70° C, (nivel superior).

Os efeitos significativos para as quantidades de TMAH e de EDTA foram consistentes
para diversos elementos. No geral, o uso de menores quantidades de TMAH e maiores
de EDTA levaram sistematicamente as maiores eficiéncias de extragcdo, Tabela 4. O que
favorece o estabelecimento de um procedimento Unico de extragdo para uma suite de

analitos.
Elemento Temperatura TMAH 25 % EDTA 34 mM

Ba 1

Mn { 1

Sr 1

Fe 1 { 1

Cu 1 1

Na 1

Pb

Ca { { T

Tabela 4. Indicagao dos efeitos significativos (a = 5 %) para os niveis superior (1) e inferior (|) das
variaveis
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Para o Ba apenas a variavel EDTA produziu efeito significativo sobre a eficiéncia da
extracdo. O que implica que a completa extragdo desse elemento independe do nivel das
variaveis temperatura e quantidade de TMAH. A extracdao do Pb se mostrou insensivel a
alteracéo das variaveis nos niveis estudados. Isto €, a mudanca das condi¢des de extracéo,
entre os niveis inferior e inferior, ndo causou uma melhora significativamente na quantidade
de Pb extraido, a qual se manteve entre 25 a 56 % nas amostras A e B (Figura 3).

Objetivando estabelecer uma condicdo que maximize a extracdo conjunta de uma
suite de elementos a fungao “global desirability’ (GD) foi aplicada combinando-se os dados
dos elementos passiveis de extragdo completa (Ba, Mn, Sr, Fe, Cu e Na), com pesos iguais.
A otimizacao conjunta revelou, Figura 12, que a condicao 6tima de extracéo independe da
temperatura, dentro da faixa estudada, e que o uso de menores quantidades de TMAH (100
uL) e maiores de EDTA (300 pL) propiciam as maiores eficiéncias de extracdo para esta
suite de analitos.
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Figura 12. Diagrama de Pareto e representacao da resposta “desirability” combinada para Ba, Mn,
Sr, Fe, Cu e Na.

Manjusha et al. (2019) também reportou maiores exiracbes de metais de 6leos
vegetais comestiveis ao empregar menores propor¢gdes TMAH:EDTA.

41 CONCLUSOES

Os testes demonstraram que o procedimento baseado na EIQE, com extrator alcalino
(TMAH) auxiliado por um agente complexante (EDTA) com aquecimento e irradiacéo de
ultrassom, € aplicavel no preparo de amostras para a determinacéo de elementos-traco
em amostras de petroleo por ICP-MS, explorando a maxima sensibilidade instrumental
desta técnica oferecida com analise de solugdes e padroes aquosos. Com o procedimento
estabelecido mesmo a amostra B, de mais dificil desemulsificacdo, péde ser analisada.

A dificuldade da quebra de emuls&o agua/éleo foi superada ao se estabelecer um
procedimento com acidificagdo, aquecimento e centrifugacdo que permite a obtencao de
extratos aquosos limpidos, e que puderam ser analisados no ICP-MS sem causar problemas
de “drift’ instrumental, perda de sensibilidade por obstrucdo dos cones, nem problemas de
ionizagc&o no plasma, como verificado pela estabilidade da resposta dos elementos usados
como padrdo interno, boas taxas de recuperagcdo nas porcoes fortificadas e adequada
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precisdo instrumental reportadas.

Uma suite de sete elementos (Ba, Mn, Sr, Fe, Cu, Na e Mo) pode ser quantitativamente
extraida. Estes elementos estao provavelmente associados a fase aquosa coloidal Iabil ou
a sais dispersos no petréleo. Este estudo revelou uma associagéo rica e complexa dos
constituintes associados a diferentes fases das amostras. Distintivamente demonstrou-se
que existe uma suite de elementos que é passivel extracdo total (Ba, Mn, Sr, Fe, Cu e
Na), outros que por terem uma distribuicdo mais complexa entre fases labeis e fortemente
ligadas (Cr, Mg, Pb, Zn, Ca, K e Co) exibem apenas uma extracdo parcial, € um terceiro
grupo (V, Ni, As, Ti e Zr) que estdo inteiramente retidos em fracbes de alta estabilidade
quimica, e portanto, ndo séo passiveis de extracdo com um procedimento brando, como o
estudado.

O procedimento proposto se mostra Util, uma vez que os elementos-tragco de grande
interesse para caracterizacdo do petroleo podem ser analisados com facilidade e rapidez,
e de acordo com os principios da quimica verde. Estes resultados servirdo para direcionar

novos estudos para continuar a otimiza¢do do procedimento de extragdo.
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RESUMO: A qualidade da semente de
milho é um fator determinante que afeta
diretamente o sucesso de todo o ciclo de
cultivo e producédo. Objetivou-se verificar
se 0s Oleos essenciais de capim-limao,
botdes florais de cravo, gengibre, hortela e
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citronela interferem na qualidade fisiologica
de sementes de milho. O experimento foi em
DIC com dez tratamentos sendo cinco 6leos
essenciais em duas concentragdes mais a
testemunha sendo. Houve total inibicao
para germinacdo no tratamento com o6leo
essencial a base de cravo na concentragao
de 1,0 pL mL', que se diferenciou
totalmente dos demais tratamentos, isto &,
a porcentagem de plantulas normais ao final
do teste foi zero. Os dleos essenciais de
hortela e citronela a 0,5 L mL", apresentam
maior germinacdo quando comparado com
os demais tratamentos.
PALAVRAS-CHAVE: Qualidade
fisioldgica. Compostos naturais. Zea mays.
Concentragoes. Inibigéo.

GERMINATION AND GROWTH OF
CORN SEEDLINGS SUBJECTED
TO SEED TREATMENT WITH
ESSENTIAL OILS

ABSTRACT: The quality of corn seed is
a determining factor that directly affects
the success of the entire cultivation and
production cycle. The objective was to verify
whether the essential oils of lemongrass,
clove flower buds, ginger, mint and
citronella interfere with the physiological
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quality of corn seeds. The experiment was DIC with ten treatments, five essential oils in two
concentrations plus the control. There was complete inhibition of germination in the treatment
with clove essential oil at a concentration of 1.0 yL mL", which was significantly different from
the other treatments, as the percentage of normal seedlings at the end of the test was zero.
The essential oils of mint and citronella at 0.5 yL mL™" exhibited higher germination rates when
compared to the other treatments.

KEYWORDS: Physiological quality. Natural compounds. Zea mays. Concentrations. Inhibition.

INTRODUCAO

A qualidade da semente de milho (Zea mays) é um fator determinante que afeta
diretamente o sucesso de todo o ciclo de cultivo e producdo. As sementes de milho, quando
cuidadosamente selecionadas e baseadas em pardmetros de alta qualidade genética,
fisica, fisiologica e sanitaria, constituem a base essencial para alcangar o maximo potencial
de crescimento e rendimento.

Sendo a semente considerada o mais importante insumo agricola, por conduzir ao
campo as caracteristicas genéticas determinantes do desempenho da cultivar e contribuindo
decisivamente para o sucesso do estabelecimento da cultura, base da produgéo rentavel
faz-se necessario a obtencao de sementes de alta qualidade fisioldgica para que se obtenha
alta produtividade e rentabilidade (MARCOS FILHO, 2005).

A capacidade de acumulagao de fotoassimilados do milho faz dele uma das plantas
mais eficientes na natureza em termos de armazenamento de energia. O milho é de grande
importancia econdémica devido as diversas formas de utilizacdo que abrangem desde a
alimentagéo animal até a indUstria de alta tecnologia. Em termos de consumo, a maior parte
do uso do milho em gréos se da na alimentacdo animal, representando cerca de 70% do
consumo global do cereal (EMBRAPA, 2021).

Para a safra 2022/23, a previsao da Companhia Nacional de Abastecimento - Conab
€ de que a produgéo total de milho alcance 124,7 milhdes de toneladas, o que representa
um aumento esperado de 10,2% em relacdo a safra anterior. Esse aumento se deve
ao crescimento da area plantada de milho segunda safra, bem como a recuperagéo da
produtividade prevista nas trés safras. E importante ressaltar que, de acordo com a Conab,
espera-se um aumento de 2,1% na area plantada e de 7,9% na produtividade do setor
(CONAB, 2023).

Utilizar sementes de qualidade é crucial para elevar a produtividade agricola, uma
vez que elas contém todo o potencial da planta e podem determinar o sucesso ou fracasso
da producdo. Entretanto, a qualidade das sementes é resultado de parametros genéticos,
fisicos, fisiologicos e sanitarios, 0os quais devem garantir a emergéncia uniforme e agil de
plantulas diante de distintas condi¢des ambientais (MARCOS FILHO, 2015).

Nos ultimos dez anos, houve uma crescente atencdo a pesquisa de produtos

naturais derivados de plantas, tais como extratos vegetais e 6leos essenciais (OEs), que
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demonstraram possuir propriedades antimicrobianas eficazes. Essa area de estudo tem
sido impulsionada pela busca por alternativas mais sustentaveis aos produtos quimicos,
resultando em um aumento significativo na quantidade de trabalhos realizados nessa area
nos ultimos anos (NASCIMENTO et al., 2021).

Desta forma, a germinacéo é o primeiro estagio do desenvolvimento da planta e
sua eficiéncia pode afetar diretamente o crescimento e produtividade da lavoura. O uso de
Oleos essenciais na agricultura tem sido objeto de extensas pesquisas visando oferecer
uma alternativa viavel para reduzir a exposi¢do da populagdo humana e do meio ambiente
a compostos quimicos.

Nesse sentido, avaliar a eficacia dos 6leos essenciais na germinagao do milho pode
contribuir para o desenvolvimento de praticas agricolas mais sustentaveis e seguras. Desse
modo, o estudo proposto pode trazer beneficios tanto para a produgéo agricola quanto para
0 meio ambiente e a saude humana.

Assim, objetivou-se com o trabalho verificar se os 6leos essenciais de capim-limao,
botdes florais de cravo, gengibre, hortela e citronela interferem na qualidade fisioldgica de
sementes de milho.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Sementes do IFSULDEMINAS -
Campus Inconfidentes. As sementes de milho MI-17 utilizadas foram doadas pela Casa
Comunitaria de Sementes “Mae Terra”, e foram submetidas a desinfestacdo com uma
solugdo composta por 1 mL de hipoclorito de s6dio na concentracdo de 2,5% diluido em
100 mL de agua. As sementes foram imersas na solu¢do por um periodo de 3 minutos,
seguido de enxague em agua corrente.

Os Oleos essenciais de capim-limédo (Cymbopogon flexuosus), botbes florais de
cravo (Eugenia caryophyllus), gengibre (Zingiber officinale), hortela (Mentha piperita) e
citronela (Cymbopogon citratus) utilizados no experimento, foram adquiridos da empresa
Ferquima Industria e Comércio Ltda.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com dez
tratamentos sendo cinco 6leos essenciais em duas concentracdes (0,5 e 1 uL mL™") mais a
testemunha (0 pL mL- 1), sendo: T1: testemunha - 4gua destilada esterilizada (0 uL mL");
T2: capim-liméo (0,5 pL mL™") + 1 mL de Tween 20°, T3: botdes florais de cravo (0,5 uL mL™")
+ 1 mL de Tween 20%; T4: gengibre (0,5 pL mL") + 1 mL de Tween 20%; T5: hortela (0,5 pL
mL™") + 1 mL de Tween 20®; T6: citronela (0,5 uL mL") + 1 mL de Tween 20%; T7: capim-
limdo (1 uL mL") + 1 mL de Tween 20®, T8: botdes florais de cravo (1 pL mL") + 1 mL de
Tween 20°; T9: gengibre (1 uL mL") + 1 mL de Tween 20°; T10: hortelda (1 uL mL") + 1 mL
de Tween 20%; T11: citronela (1 uL mL") + 1 mL de Tween 20°.

As sementes foram imersas em 100 mL de agua junto com 1 mL de Tween 20° e as
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doses de (0,5uL mL" e 1 yL mL™") por 5 minutos nos distintos tratamentos e concentragcbes
e posteriormente as sementes foram escorridas e secadas com papel absorvente. O Tween
20° foi utilizado para facilitar a emulsificagdo dos 6leos em agua (JARDINETTI et al., 2011).

O teste de germinagéo foi conduzido em rolo de papel toalha, tipo germitest, sendo
distribuidas 50 sementes por rolo, totalizando 200 sementes por tratamento. Os rolos de
papel toalha, referente a cada tratamento, foram esterilizados e umedecidos com &gua
destilada esterelizada na propor¢éo 2,5 vezes o peso do papel seco e acondicionados em
sacos plasticos dentro de bandejas e incubados em BOD a 25°C por 7 dias. A primeira
contagem foi realizada aos 4 dias ap6s semeadura e a contagem final aos 7 dias ap6s
semeadura, sendo os resultados expressos em porcentagem de plantulas normais,
plantulas anormais, sementes duras, sementes dormentes e sementes mortas, de acordo
as Regras para Andlise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009).

Os parametros de germinacéo e vigor, incluindo primeira contagem, indice de
velocidade de germinacéo (IVG), comprimento de plantulas e raiz, foram empregados para
a avaliacdo da qualidade fisioloégica das sementes, sendo o IVG efetuado por meio de
contagens diarias do numero de plantulas normais desde a emergéncia da primeira e o
calculo conforme metodologia de Maguire (1962).

Os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia utilizando o programa
Sisvar (FERREIRA, 2019), e as médias comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974) a
5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenca significativa entre os tratamentos para as variaveis germinacao,

IVG, comprimento da parte aérea e comprimento da raiz (Tabela 1).

Tratamentos* %G IVG CPA CR
Cravo (1,0 yL mL") 0,00d 0,0833 e 0,0000 g 0,0000 h
Cravo (0,5 pL mL") 25,00 c 3,9856 ¢ 4,6712d 9,4439 ¢
Gengibre (1,0 yL mL™) 40,00 c 2,9404 c 2,9431 e 7,8496 d
Gengibre (0,5 L mL™") 24,50 c 4,5833 ¢ 4,5058 d 10,5948 b
Citronela (1,0 yL mL") 27,00 c 1,9285d 2,0194 f 3,3691¢g
Citronela (0,5 pL mL") 55,50 b 5,2975 ¢ 10,0328 a 6,6010 e
Capim-limao (1,0 yL mL") 30,50 ¢ 3,1452 ¢ 4,6082d 10,8158 b
Capim-limao (0,5 uL mL™) 4150 c¢c 3,9225 ¢ 5,0142 ¢ 11,8159 a
Horteld (1,0 yL mL™) 35,50 ¢ 2,56356 d 2,8726 e 4,2568 f
Hortela (0,5 yL mL™) 75,00 a 7,5487 b 5,4990 b 11,6190 a
Testemunha (0 yL mL) 55,00 b 9,3779 a 4,8123d 10,4293 b
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Média Geral 37,22 4,1226 4,2708 7,8905
CV**(%) 33,46% 28,93% 10,09 % 7,49 %

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott e Knott
(1974) a 5% de probabilidade.

**CV: Coeficiente de variagédo (em porcentagem).

Tabela 1 - Médias para porcentagem de germinagéo (%G) e indice de velocidade de germinagao
(IVG), comprimento da parte aérea (CPA) e comprimento radicular (CR) para os diferentes tratamentos
utilizados. IFSULDEMINAS — Campus Inconfidentes. Inconfidentes/MG, 2023.

Fonte: Dos autores (2023).

No que se refere a germinacao, observa-se que houve sua total inibicdo para o
tratamento com 6leo essencial a base de cravo na concentragdo de 1,0 yL mL", que se
diferenciou totalmente dos demais tratamentos, isto &, a porcentagem de plantulas normais
ao final do teste foi zero. Dados contrastantes foram encontrados por Dias et al. (2021),
que ao estudarem o efeito de Oleos essenciais na qualidade sanitaria e fisiolégica de
sementes de milho crioulo, verificaram que o 6leo de cravo néo influenciou na germinagcéao
das sementes. Em contrapartida, a germinagé@o para os tratamentos com gengibre (0,5 e
1,0 yL mL"), cravo (0,5 pyL mL"), citronela (1,0 yL mL™), capim-liméo (0,5 e 1,0 uL mL") e
hortela (1,0 uL mL") ndo se diferenciaram estatisticamente entre si.

A maior porcentagem de germinacdo foi verificada no tratamento horteld a 0,5 yL mL™,
com valor igual a 75%, o0 que mostra a viabilidade do 6leo essencial para a manutengéo da
germinagéo.

Por outro lado, em relagéo ao IVG, houve diferenca significativa entre os tratamentos,
com destaque para o 6leo essencial de cravo a 1,0 yL mL", que se diferenciou totalmente
dos demais, apresentando menor valor de IVG e germinagéo, pois sementes germinadas
ndo € igual sementes com plantulas normais, as sementes germinadas tem protrusdo
radicular com pelo menos dois centimetros e o IVG contabiliza essas sementes ou seja
as sementes anormais também entram nessa contagem pois essas sementes germinaram
mas nao desenvolveram as estruturas suficientes para serem classificadas como plantulas
normais. Nesse caso, houve destaque também para a testemunha, que apresentou maior
IVG, seguida do 6leo a base de hortela na concentragdo a 0,5 yL.\ mL™", que teve o maior
valor de IVG dentre os tratamentos que receberam algum 6éleo essencial. De acordo com
os dados obtidos no trabalho de Gomes et al. (2019), o tratamento com andiroba (1,0 pL
mL") proporcionou maior IVG. Comportamento semelhante foi verificado por Dias et al.
(2021), em que encontraram que os 6leos essenciais de alecrim, cravo, eucalipto e girassol
resultaram em IVGs mais elevados em comparacao com 0s outros tratamentos.

Para o IVG os tratamentos com citronela (1,0 yL mL") e hortela (1,0 yL mL")
resultaram em menores IVGs quando comparados com os 6leos essenciais de gengibre
(0,5 e 1,0 uL mL"), capim-liméo (0,5 e 1,0 yL mL™), citronela (0,5 yL mL"), cravo (0,5 pL
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mL") nas suas respectivas doses diferindo da testemunha, sendo assim, mostram que
esses tratamentos afetam a velocidade de germinagcéo das sementes de milho. Dias et al.
(2021) usaram Oleos essenciais para averiguar a qualidade fisiolégica das sementes de
milho crioulo onde obtiveram o resultado de que o IVG foi significativamente reduzido com
oleos essenciais de olibano e lavanda. Gomes et al. (2019) observaram em seu estudo com
sementes de sementes de pata de vaca (Bauhinia variegata Linn.), que os 6leos essenciais
que resultaram menores valores de IVG foram as sementes que receberam 6leo essencial
de canela e de manjericédo nas concentracdes de 1,0 e 1,5 pL.

Pode-se observar na Tabela 1, que o tratamento que recebeu o 6leo essencial de
citronela (0,5 yL mL™") se destacou em relagéo ao CPA quando comparado com os demais
tratamentos. Os tratamentos com 6leos essenciais de citronela (1,0 yL mL"), hortela (1,0
uL mL") e gengibre (1,0 yL mL") demonstraram resultados inferiores em comparacéo
com os demais tratamentos, com valores variando entre 2,0194 e 2,943 cm plantula'. Em
pesquisa realizada por Alves et al. (2004), em que estudaram o efeito do tratamento de
sementes de alface com os 6leos essenciais de canela (Cinnamomum zeylanicum), alecrim
pimenta (Lippia sidoides), capim citronela (Cymbopogon citratus), cravo-da-india (Ocimum
gratissimum) e jaborandi (Policarpus microphyllus), constataram um efeito alelopatico
vinculado a concentrag@o dos 6leos essenciais diminuindo ou aumentando o crescimento
das plantulas de alface, para a maioria dos 6leos estudados, com excecéo ao 6leo de
jaborandi, que promoveu o crescimento das plantulas.

Em relacdo ao CR os tratamentos com capim-liméao (0,5 yL mL"), hortela (0,5 pyL
mL™"), capim-limao (1,0 yL mL™"), gengibre (0,5 uL mL"") e testemunha obtiveram melhores
resultados quando comparados com o0s outros tratamentos, demonstrando viabilidade
na sua utilizacédo. Dias et al. (2021), observaram que o tratamento com 6leo de alecrim

resultou no maior CR quando comparado aos demais tratamentos.

CONCLUSAO

Os Oleos essenciais de hortelad (0,5 yuL mL™") e citronela (0,5 pL mL") apresentam
maior germinacao quando comparado com os demais tratamentos. Os 6leos essenciais de
cravo (1,0 e 0,5 yL mL"), gengibre (1,0 e 0,5 pL mL""), citronela (1,0 yL mL"), capim-liméao
(1,0 e 0,5 uyL mL™") e hortela (1,0 yL mL") inibem a germinagao das sementes de milho.
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RESUMO: A hibridacdo artificial em
programas de melhoramento genético
de plantas é realizada para explorar a
variabilidade genética nas progénies e
o vigor hibrido na geracdo F1. Nesse
contexto, o objetivo deste capitulo foi
descrever as principais etapas da obtencéo
de hibridos F1 em melao, Cucumis melo
var. momordica, desde a autofecundagao
até a hibridagéo artificial, sob condi¢des
de casa de vegetagdo. Os hibridos obtidos
podem ser avaliados em diferentes sistemas
de cultivo, locais e para resisténcia ou
tolerancia a fatores bibdticos e abibticos,
visando explorar ao maximo a heterose e
as vantagens dos hibridos F1.

PALAVRAS-CHAVE: Cucumis melo L.;
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HYBRIDIZATION IN MELON (Cucumis
melo L. var. momordica)

ABSTRACT: In order to exploit the genetic
variability of the progeny and to know the
hybrid vigour in the F1 generation, artificial
hybridization is carried out in plant breeding
programmes. In this context, the aim of this
chapter was to describe the main stages
in obtaining F1 hybrids in melon, Cucumis
melo var. momordica, from self-fertilization
to artificial hybridization under greenhouse
conditions. The hybrids obtained can be
evaluated in different cropping systems,
production zones and to obtain resistance
or tolerance to biotic and abiotic factors,
in order to maximise heterosis and the
advantages of F1 hybrids.

KEYWORDS: Cucumis melo L.; heterosis;
hybrid vigour; lines.

11 INTRODUGAO

O meldo, Cucumis melo L., é

uma olericola pertencente a familia
Cucurbitaceae e género Cucumis. A

espécie C. melo L. & subdividida nas
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subespécies melo e agrestis (JEFFREY, 1980). Os frutos séo a parte da planta explorada
comercialmente e de grande importancia econémica no Brasil e no Mundo, botanicamente
classificados como hortalica, mas, comercializados como fruta.

Os frutos apresentam grande variabilidade fenotipica para o formato, tamanho,
sabor, coloracéo da polpa e casca (LUAN et al., 2010). Devido essa variabilidade fenotipica,
foram sugeridas ao longo dos tempos diversas classificagcdes intraespecificas para C. melo
L, sendo a primeira delas sugeridas por Naudim em 1859. Uma das classificacbes mais
recentes e utilizada na literatura propds a divisdo da subespécie melo em 10 variedades
botanicas, sao elas, cantalupensis, inodorus, reticulatus, adana, dudaim, flexuosus, ameri,
chandalak, chate e chito) e a subespécie agrestis em seis, momordica, tibish, conomon,
chinensis, makuva e acidulus (PITRAT et al., 2000). Os diferentes grupos botanicos de C.
melo L. podem ser cruzados entre si, sem nenhuma barreira de incompatibilidade genética
(ARAGAO, 2011).

Das variedades descritas por Pitrat et al., (2000), apenas trés sdo consideradas
importantes do ponto de vista econdmico; inodorus, cantalupensis e reticulatus, nessas
estdo inclusos os “tipos varietais” (tipo de classificagdo comercial) mais cultivados e
comercializados, entre eles os meldes Amarelo, Pele de Sapo, Honey Dew (inodorus),
Charentais (reticulatus), Cantaloupe e Galia (cantalupenis) (ARAGAO, 2011).

Outras variedades botanicas, sdo encontradas em diferentes areas do Brasil. Essas
variedades sdo adaptadas a diversas condi¢cdes edafoclimaticas (TORRES FILHO et al.,
2009) e tém sido cultivadas ao longo dos tempos, na sua maioria em “rogas”, constituindo-
se em importantes fontes de germoplasma Gteis aos programas de melhoramento genético.
Os melGes pertencentes a variedade momordica, conhecidos vulgarmente por “phut” ou
“snap melon” nas regibes tropicais e subtropicais da india, constituem em um desses
tipos crioulos encontrados no Brasil. Esses frutos, dependendo do local, sdo conhecidos
popularmente por meldo papoco, meloite, meldao da neve, melao caxi, meldo vitamina e
etc. Apresentam variabilidade fenotipica e como caracteristica marcante, a ruptura dos
frutos quando maduros, baixo teor de soélidos sollveis e sdo aromaticos (VALADARES et
al., 2017).

Devido ao sabor naturalmente insipido, os meldes da variedade momordica sao
consumidos “in natura” acompanhados de acglcar, mel ou outros adogantes, além de
poderem ser utilizados para o preparo de sucos, saladas e picles quando maduros ou
cozidos quando imaturos (VALADARES et al., 2017). Além dos atributos culinarios, séo
citados como fonte de resisténcia genética a mdltiplas pragas e doencas, entre elas
Fusarium oxysporium, Podosphaera xanthii, Meloidogyne incégnita, PRSV (Papaya Ring
Spot Virus) (DHILLON et al., 2007), Myrothecium roridum (NASCIMENTO et al., 2012),
Liriomyza trifolii Burgess e Aphis gossypii (FERGANY et al., 2011).

O interesse na hibridacédo de meldes da variedade momordica em programas de

melhoramento se da por duas razdes, a primeira visando a exploracdo da heterose na
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geracao F1 e a segunda, visando a exposicéo e exploracdo da variabilidade genética
nas progénies F2, com isso, promover a selegéo artificial de gendtipos superiores para
tolerancia e resisténcia a fatores abioticos e bibticos de importancia para C. melo L.

A variedade momordica por se tratar de espécie albgama, a hibridagdo entre
individuos ocorre naturalmente, mantendo a alta heterozigose e variabilidade genética na
populacéo. Todavia, a hibridagéo pode ser realizada entre individuos homozigotos, obtidos
por autofecundacdes sucessivas e cruzados artificialmente, todos os processos controlados
para evitar contaminagéo genética.

Diante do exposto, o objetivo deste capitulo € mostrar as principais etapas da
obtengéo convencional de linhagens e cruzamento manual para obtenc¢édo de hibridos F1
em meléo da variedade momordica.

FORMA DE REPRODUCAO

O melado, C. melo L., trata-se de uma espécie albgama, ou seja, se reproduz por
fecundagéo cruzada ao acaso e natural. As plantas podem apresentar flores masculinas,
femininas e hermafroditas, podendo expressar quatro diferentes tipos de expressao
sexual controladas por dois pares de genes: Mm e Gg. Plantas monodicas: MMGG; as
andromonodicas: mmGG; as ginodicas: MMgg e as hermafroditas: mmgg, sendo que a maior
parte das cultivares comerciais pertencem ao grupo das andromonoéicas (MAROTO, 1995;
COSTA e PINTO, 1977).

O melédo da variedade momordica pertence ao grupo das monoicas (VALADARES
et al., 2018). Plantas mondicas emitem flores masculinas e femininas separadas na mesma
planta (Figura 1). As flores masculinas surgem, em grande quantidade partir de 12 dias
apos a semeadura, predominantemente na haste principal. Ap6s o inicio do florescimento
masculino, surgem nos ramos secundarios e terciarios, em menor quantidade, as flores
femininas.

Figura 1. Flores masculinas e femininas.

Fonte: Autores.
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Assim, como em outras variedades botanicas de melédo, a quantidade de flores
femininas em relacdo as masculinas s@o menores. Podendo ocorrer, dependendo da
fase de florescimento alteracdo dessa proporgcédo. Fatores como o hormonal e ambiental
influenciam na expressdo sexual. Geralmente em condigbes de dias longos e baixas
temperaturas ocorre um acréscimo no aparecimento de flores femininas ou hermafroditas
em relagdo as masculinas, o contrario acontece quando em condi¢des de temperaturas
mais elevadas e fotoperiodo curto estimulam uma maior frequéncia de flores masculinas
(ALVARENGA e RESENDE, 2002).

A polinizacdo é exclusivamente realizada por insetos, principalmente abelhas Apis
mellifera, existindo alta correlag@o positiva entre a quantidade de visitas dos insetos e do
pélen depositado no estigma, com o nimero de sementes e tamanho dos frutos produzidos.
Logo, quanto maior for o niUmero de sementes, maior sera o tamanho do fruto (HECHT, 1993).

OBTENCAO E AVALIAGAO DE LINHAGENS

Ahomozigose na variedade momordica pode ser alcangcada ap6s 5 ou mais geracoes
de autofecundagdes sucessivas e controladas. Nesta variedade, que possui expressao
sexual do tipo mondica, as autofecundacdes séo realizadas manualmente, depositando
no estigma de uma flor feminina, quantidade suficiente de grédos de pélen coletados nas
flores masculinas da mesma planta ou friccionando as anteras das flores masculinas
com o estigma das flores femininas, em proporgéo suficiente para garantir o sucesso da
polinizacdo. Esse processo € realizado de forma controlada para evitar a ocorréncia de
contaminacgédo genética.

Sob condi¢cbes de casa de vegetacdo, os procedimentos para a realizacdo das
autofecundacdes iniciam no dia anterior, com a protecéo das flores masculinas e femininas
em pré-antese nas plantas selecionadas (Figura 2). No dia das autofecundacées,
preferencialmente no inicio do dia e logo ap6s a abertura das flores, faz-se a coleta de
quantidade suficiente de flores masculinas, protegidas no dia anterior.

Figura 2. Flores masculinas e femininas protegidas com céapsula de gelatina.

Fonte: Autores.

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas 4 Capitulo 12

130



Apo6s a coleta das flores, retira-se as pétalas e expde as anteras. Em seguida, mantem
as anteras da flor masculina em contato com o estigma da flor feminina, anteriormente
selecionada e protegida, e fricciona levemente. Apos faz-se a protecéo e identificagao.

Apos trés dias, o desenvolvimento do ovério ou queda da flor autofecundada indicara
que houve ou nado sucesso. Os frutos provenientes das autofecundacdes séo colhidos
maduros, e as sementes extraidas manualmente, lavadas em &gua corrente, secas a
sombra e em armazenadas em camara fria e seca até a semeadura.

Quando o objetivo € a obtencdo de hibridos, o conhecimento e a investigacao
quanto ao desempenho destas linhagens per se, e em combinag¢des hibridas sao de
fundamental importancia. Nessa fase, o uso de cruzamentos dialélicos tém sido utilizados
(COSTA et al., 2019) e por se mostrarem bastante eficientes (RAMALHO et al., 1993). Entre
as metodologias de andlise dialélica mais comumente utilizadas, estdo as de HAYMAN
(1954), GRIFFING (1956) e GARDNER e EBERHART (1966), essas metodologias tém por
finalidade analisar o delineamento genético, provendo estimativas de pardmetros Uteis na
selecéo de genitores para hibridagdo e no entendimento dos efeitos genéticos envolvidos na
determinacao dos caracteres (CRUZ et al., 2012). Por meio da analise dialélica, € possivel
também estimar a heterose existente nos hibridos que normalmente esta associada a
diferenca de frequéncias alélicas entre os genitores, atribuida possivelmente a efeitos de
dominancia e/ou epistasia dos caracteres (CRUZ e VENCOVSKY, 1989, HALLAUER et al.,
2010).

HIBRIDACAO CONVENCIONAL

A obtencgéo de hibridos de melao da variedade momordica pode ser obtido mediante
cruzamento de dois ou mais individuos selecionados (top crosses). Sob condi¢gbes de casa
de vegetacao, os procedimentos para a realizacao das fecundagdes cruzadas manuais
iniciam no dia anterior, com a protecdo das flores masculinas e femininas, nas plantas
selecionadas (Figura 2). No dia seguinte, nas primeiras horas do dia, coleta-se as flores
masculinas e retira-se as pétalas e sépalas expondo as anteras. Imediatamente, nas
plantas do genitor feminino, retira-se a protecéo da flor e realiza a polinizagéo, friccionando
suavemente as anteras da flor masculina no estigma da flor feminina (Figura 3).

E importante que a polinizagdo seja realizada de modo a depositar uma quantidade
suficientemente de graos de polens para garantir a formagéao do fruto e de grande quantidade
de sementes. As flores que receberam os graos de poélens séo protegidas e o cruzamento
etiquetado (Figura 3). Apos trés dias, o desenvolvimento do ovario ou queda da flor que
recebeu os gréos de pdlens indicara se houve ou ndo sucesso das hibridagoes.
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Figura 3. Polinizacao artificial, protecédo e identificagdo do cruzamento

Fonte: Autores.

Os frutos provenientes dos cruzamentos sdo colhidos maduros e as sementes
extraidas manualmente, lavadas em &agua corrente, secas a sombra e em armazenadas
em camara fria e seca até o momento da semeadura (Figura 4).

Figura 4. Frutos no ponto de matura¢do

Fonte: Autores.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Os hibridos obtidos podem ser avaliados em diferentes condi¢des de cultivo, locais
e para resisténcia ou tolerancia a fatores abidticos e bi6ticos de importancia para C. melo
e outras caracteristicas de interesse agronémico visando explorar ao maximo a heterose e
as vantagens dos hibridos F1.
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CAPIiTULO 13

MANIFESTACOES OCULARES DO HERPESVIRUS
FELINO-I
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RESUMO: O herpesvirus felino 1 (HVF-1)
é responsavel pelo desenvolvimento de
doencas do trato respiratorio superior e
doencas oculares em felinos domésticos
e silvestres em todo o mundo. Animais
jovens e adolescentes apresentam maior
risco de desenvolvimento de infec¢do
priméaria pelo HVF-1. De modo geral, as
manifestagbes clinicas oculares mais
comuns sdo conjuntivite, ulceracdo da
cornea, ceratite, dor e cegueira. E comum
a falta de especificidade nos sinais clinicos,
sendo comum a outras doengas oculares.
Adicionalmente, as vacinas comerciais nao
promovem protecdo completa aos animais
ou ao desenvolvimento latente além do fato
de propagar-se inclusivamente em animais
selvagens ou silvestres. A infeccdo presente
nas conjuntivas nasal, oral e ocular sdo
observadas, havendo eliminagdo do virus
por meio das secrecdes destes sistemas por

Data de aceite: 01/02/2024

1 a 3 semanas apos a infecgdo. O contagio
ocorre pelo contato direto entre os animais
e as secregOes respiratorias, por meio dos
espirros, fémites contaminados ou praticas
de manuseio anti-higiénicas. Os riscos de
infeccdo e reinfeccdo estdo diretamente
ligados a densidade populacional de animais
no ambiente e pelo grau de encontro com
outros animais, podendo resultar em nova
eliminag&o viral subclinica, na qual o animal
n&o apresenta sinais clinicos, ou eliminagéo
com sintomatologia menos grave. Assim,
é possivel identificar que durante a
infeccéo por HVF-1 a sintomatologia ocular
variada associada a gravidade dos sinais
clinicos e a carga viral torna o diagnostico
ocular um grande desafio para o médico
veterinario. Deste modo, neste capitulo
veremos que o HVF-1 pode desenvolver
amplo espectro de doencgas oculares e
perioculares, seja na infecgdo primaria ou
na recidiva, sendo possivel a observagéo
de oftalmia neonatal, conjuntivite, ceratite
podendo apresentar ulceracdo dendritica
ou ulceracdo geografica da cdérnea ou
estromal crénica, simbléfaro, sequestro da
coérnea, conjuntivite eosinofilica associada a
ceratite, ceratoconjuntivite seca, ceratopatia
de banda calcificada, dermatite periocular e
uveite anterior ocular.
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PALAVRAS-CHAVE: Herpesvirus Felino tipo 1; manifestacdes oculares; caracteristicas
clinicas.

INTRODUCAO

O herpesvirus felino 1 (HVF-1) é responséavel pelo desenvolvimento de doencgas do
trato respiratorio superior e doengas oculares em felinos domésticos em todo o mundo,
com taxas de exposicéo de até 97% sendo que 80% dos animais permanecem infectados
persistentemente. E classificado na Ordem: Herpesvirales, Familia: Herpesviridae,
Subfamilia: Alphaherpesvirinae e género: Varicellovirus. Caracteriza-se por ser um virus
de fita dupla que apresenta curto ciclo de replicacéo, rapida disseminagéo célula a célula
com tendéncia a induzir autdlise e persisténcia nos ganglios sensoriais de seu hospedeiro
(MAGGS et al., 1999; ANDREW, 2001; STILES & POGRANICHNIY, 2007; GOULD, 2011;
MAES, 2012; TOWNSEND et al., 2013).

No sistema respiratério o HVF-1 pode causar rinotraqueite felina, com sinais clinicos
incluindo secreg¢éo nasal, rinossinusite, traqueite, podendo envolver ulceracdo oral, mal-
estar e febre. Nao obstante, héa relato de aborto ao longo da infecgéo (TIZARD, 2020).

Animais jovens e adolescentes apresentam maior risco de desenvolvimento
de infecg@o primaria pelo HVF-1. As manifestagdes clinicas oculares mais comuns séo
conjuntivite, ulceragéo da cérnea, ceratite, dor e cegueira. E comum a falta de especificidade
nos sinais clinicos, sendo comum a outras doengas oculares (CAl et al., 2001), o que
dificulta o diagnostico para a determinacéao da causa e a dire¢éo do tratamento. Além disso,
devido a persisténcia do virus no individuo, a recorréncia dos sinais clinicos encarece o
tratamento, uma vez que 45% dos animais infectados disseminam o virus espontaneamente
ou como resultado de situagcbes de estresse natural enquanto cerca de 70% disseminardo
0 virus em resposta a administracdo de corticosteréides (ANDREW, 2001; GOULD,
2011). Adicionalmente, as vacinas comerciais ndo promovem prote¢do aos animais ou
ao desenvolvimento latente (LEE et al., 2023), fato este que remete a uma importante
problemética de saude destes animais cuja populacdo aumenta significativamente, além
do fato de propagar-se inclusivamente em animais selvagens ou silvestres (MARINO et al.,
2021; MUNSON, et al, 2004, WU et al., 2022).

PATOGENIA

O DNA do herpesvirus foi detectado por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tecidos oculares felinos, tanto em animais doentes como nos considerados
clinicamente normais (STILES et al., 1997a,b; NASISSE et al., 1998; BURGESSER et al.,
1999).

Observa-se que o HVF-1 apresenta pouca variacdo gendmica com apenas trés
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principais grupos genotipicos reconhecidos. Contudo, estudos experimentais determinam
que h& variagdo na viruléncia entre grupamentos isolados da mesma cepa, o que pode
estar relacionado a variagéo da gravidade dos sinais clinicos (ZICOLA et al., 2009; GOULD,
2011).

A infecca@o presente nas conjuntivas nasal, oral e ocular séo observadas, havendo
eliminagé@o do virus por meio das secre¢des destes sistemas por 1 a 3 semanas apés a
infeccéo (GASKELL & DAWSON, 1998).

TRANSMISSAO

Considera-se que o HVF-1 & instavel no meio ambiente. Apresenta meia vida em
torno de 18h em ambiente Umido e menor tempo em ambiente seco. Sendo susceptivel
a maioria dos desinfetantes, antissépticos e detergentes. Assim sendo, o contagio ocorre
pelo contato direto entre os animais e as secregdes respiratérias, por meio dos espirros,
fomites contaminados ou préaticas de manuseio anti-higiénicas (STILES, 2000).

INFECCAO PRIMARIA E OS SINAIS CLINICOS

Conforme ja dito anteriormente, gatos filhotes e adolescentes sdo os animais mais
suscetiveis a infeccdo primaria, devido ao decréscimo dos anticorpos maternos em torno
de 8 semanas de idade e a limitagdo da eficiéncia das vacinas. O protocolo vacinal em
gatos filhotes recomenda a vacinagéo inicial por volta de 8 semanas de vida, proximos de
completar 60 dias de vida. As vacinas comercialmente disponiveis apresentam cobertura
para rinotraqueite felina que é provocada pelo HVF-1, no entanto foi observado que gatos
vacinados continuam apresentando risco de contaminagao porque as vacinas, parentéricas
e/ou intranasais, conferem apenas imunidade parcial contra os sinais clinicos e nenhuma
protecao contra reativagdo/eliminacao (STILES, 2000).

O HVF-1 infecta células mucoepiteliais das amigdalas, conjuntiva e mucosa nasais
e significativamente as células epiteliais da cornea (GASKELL & POVEY, 1979; NAISSE
et al., 1989). Observa-se alta agdo citolitica consequente da rapida replicagdo e ao dano
celular agudo. Os sinais oculares associados a esta fase sao conjuntivite aguda e ceratite
epitelial caracterizada pela formagdo de Ulceras epiteliais puntiformes e dendriticas
(STILES, 2000).

RECIDIVA

Os riscos de infeccdo e reinfeccdo estdo diretamente ligados a densidade
populacional de animais no ambiente e pelo grau de encontro com outros animais. Animais
que convivem com outros em ambiente Unico como domicilios, internatos, criadouros, e

abrigos correm risco substancial. Outro fator que deve ser levado em consideragéo € a
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introducao de novos membros ao agregado familiar, seja pelo desenvolvimento isolado do
estresse e/ou conjunto com a nova ordem social (TIZARD, 2020). Assim, fatores variados
tém sido demonstrados como sendo efetores da reativacdo do HVF-1, seja de modo
espontaneo ou secundario ao estresse, ou mesmo quando da submissdo a tratamento
por corticosteroides, infeccdo concomitante, mudangas de alojamento, parto e lactacao,
podendo resultar em nova eliminagéo viral subclinica, na qual o animal ndo apresenta
sinais clinicos, ou eliminacdo com sintomatologia menos grave e/ou desenvolvimento
ceratite estromal crénica quando se apresenta resposta imunoldgica contra os antigenos

virais presentes na cornea (GALLE, 2007)

MANIFSTACOES OCULARES

O HVF-1 pode desenvolver amplo espectro de doencas oculares e perioculares
como a oftalmia neonatal, conjuntivite, ceratite podendo apresentar ulceragéo dendritica
ou ulceracdo geogréfica da cornea ou estromal crénica, simbléfaro, sequestro da cérnea,
conjuntivite eosinofilica associada a ceratite, ceratoconjuntivite seca, ceratopatia de banda
calcificada, dermatite periocular e uveite anterior ocular (ANDREW, 2001; GOULD, 2011).

OFTALMIA NEONATAL

Durante o periodo neonatal, é possivel que o animal seja acometido por
infeccéo pelo HVF-1 com acumulo de secrecdo mucopurulenta ainda com as palpebras
fechadas. Clinicamente, o caso & grave devido ao extenso comprometimento da cérnea
e a possibilidade de ruptura do globo ocular. Nestes casos, o tratamento inclui a ruptura
prematura da fissura palpebral e irrigacao da superficie ocular. (BISTNER et al., 1971,
ANDREW, 2001, GOULD, 2011)

CONJUNTIVITE

A conjuntivite nos casos de infeccéo pelo HVF-1 pode se desenvolver de modo agudo
ou cronico. Usualmente, esta associada ao quadro de rinotraqueite nas infeccdes primarias.
Observam-se os sinais clinicos apés 2 a 6 dias de periodo de incubacdo. Nestes casos,
a conjuntivite apresenta-se bilateralmente, hiperemia local, secrecdo ocular serosa e grau
variavel de quemose ou seja, inchacgo da conjuntiva que reveste as pélpebras e os olhos. A
evolugdo do quadro clinico pode levar ao surgimento de necrose epitelial e desenvolvimento
de ulceragao conjuntival. Na maioria dos casos, os sinais clinicos desaparecem com 10 a
20 dias, contudo, como ja expressado anteriormente, a recrudescéncia viral &€ constante
nesses animais, e deste modo, pode-se observar a cronicidade em alguns casos. (GOULD,
2011)
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CERATITE

A ceratite ou queratite € uma inflamacé@o que acomete a cérnea, ou seja, a camada
transparente do olho. Pode ser causada pela deficiéncia do filme lacrimal, lesé&o fisica ou
quimica, bactérias, fungos, amebas, vermes e virus, como no caso do HVF-1(ANDREW,
2001, GOULD, 2011).

Ulceracao dendritica

Expressamos anteriormente que séo variados e inespecificos os sinais clinicos
pela infecgcdo por HVF-1, contudo, as ulceragdes dendriticas sé@o consideradas como sinal
clinico patognomdnico nesses casos. Assim, na evolucdo da infec¢do primaria aguda em
que ocorre a ulceracdo da cérnea, é possivel observar-se defeitos epiteliais lineares ou
ramificados. Clinicamente, pode-se acreditar que a aparéncia esta boa, nesses casos, 0
uso da fluoresceina topica ou a coloracdo rosa bengala auxiliam no diagnostico, contudo,
ressalta-se a necessidade de lavagem logo apds a aplicacdo devido a irritacdo local
(ANDREW, 2001, GOULD, 2011).

Ulceracao geografica da cérnea

Ulceragbes geogréaficas também podem estar presentes em infeccdes causadas
pelo HVF-1, sendo Gnicas ou mdltiplas. E uma evolugdo mais frequente nos casos de
recidivas (ANDREW, 2001, GOULD, 2011).

Ceratite estromal cronica

A ceratite estromal crénica estabelece-se apés multiplas recidivas ou ap6s longa
cronicidade da lesé@o devido a deficiéncia da resposta imune aos antigenos virais. Nestes
casos, visualiza-se neovascularizacao, infiltrado inflamatério, pigmentacéo, tecido cicatricial
e fibrose (NASISSE. et al, 1993, 1995; ANDREW, 2001, GOULD, 2011 )

SIMBLEFARO

A conjuntivite grave em animais jovens e adolescentes pode desencadear a adeséo
da conjuntiva a prépria ou a cornea nos casos de ulceracao da cornea. A condicao acomete
a capacidade de piscar e a manutengao do filme lacrimal sobre a cérnea, levando ao
desenvolvimento de ceratoconjuntivite seca, conjuntivalizacdo da coérnea e cegueira do
olho acometido (GOULD, 2011).

SEQUESTRO CORNEAL

A degeneracdo do estroma corneal associado a descoloragdo marrom/preta
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€ determinada como sequestro corneal, sendo uma caracteristica que apresenta
predisposicao racial acometendo gatos Persas e Himalaio. Nessas ragas, a condicédo pode
representar uma doencga estromal primaria, mas a maioria dos casos esta associada a
ulceragao crénica da cérnea ou a ceratite crénica. A utilizagdo de corticosterdides topico
em animais infectados por HVF-1, em modelo experimental, foi determinante como causa
do sequestro corneal. O sequestro corneal ndo é responsivo ao tratamento médico, sendo
recomendada ceratectomia superficial com ou sem procedimentos de enxerto (enxerto
pedicular conjuntival ou transposicdo corneoconjuntival) (ANDREW, 2001, STILES &
TOWNSEND, 2007; GOULD, 2011).

CONJUTIVITE EOSINOFILICA

A conjuntivite eosinofilica, bilateral ou unilateral, &€ resultado de infiltrado proliferativo
superficial, irregular, apresentando coloragédo branca/rosa da conjuntiva ou cornea devido a
vascularizagdo. Nao foi observado relagéo entre a conjuntivite eosinofilica com o complexo
eosinofilico felino. O diagnostico é baseado no aspecto clinico e nos achados citologicos
esfoliativos, que revelam infiltrado misto de eosinoéfilos, plasmécitos, linfocitos, mastécitos e
macrofagos. Ainda que presente nas infecgoes por HVF-1, a patogénese ainda permanece
incerta. A condicao geralmente responde aos corticosterdides topicos sem a necessidade
de medicagéo antiviral, 0 que pode argumentar contra uma causa viral primaria (ANDREW,
2001, STILES & TOWNSEND, 2007; GOULD, 2011; LABELLE & LABELLE, 2023).

CERATOCONJUNTIVITE SECA E INSTABILIDADE LACRIMAL

A ceratoconjuntivite seca estabelece-se devido a insuficiente lubrificagcdo da
superficie ocular promovida pelo filme lacrimal. Nos casos de infeccdo por HVF-1 pode
estar presente, ainda assim, ndo se entende se a agao viral ocorre diretamente sobre
as glandulas lacrimais desenvolvendo a sintomatologia, ou se a mesma é consequéncia
da oclusao dos ductos lacrimais secundarios a inflamagéo. Adicionalmente, em andlise
histopatolégica, observa-se que as células caliciformes da conjuntiva apresentam menor
densidade nas infec¢des por HVF-1 além de apresentar reducdo no tempo de ruptura do
filme lacrimal, assim, a qualidade do filme lacrimal torna-se deficiente, fato que se associa
ao desenvolvimento da ceratoconjuntivite seca (ANDREW, 2001, STILES & TOWNSEND,
2007; GOULD, 2011).

DERMATITE PERIOCULAR

Na pele periocular de animais acometidos pelo HVF-1 pode ser identificado lesées
ulcerativas contendo o DNA viral e corpos de inclusdo intranucleares. Clinicamente, as
lesbes consistem em vesiculas, crostas e Ulceras e a condi¢do pode ser grave em sua
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apresentacéo (GOULD, 2011)
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RESUMO: O solo é um ambiente dindmico
e complexo, sendo o habitat de uma grande
diversidade de macro e microrganismos. A
descontinuidade e variabilidade no tamanho
das particulas, dos agregados do solo,
possibilitam que ele seja composto por
inimeras pequenas comunidades invisiveis
a olho nu. Os microrganismos atuam na
manutencéo da fertilidade do solo através
da ciclagem de nutrientes influenciando sua
disponibilidade, melhorando a estrutura do
solo, apoiando o crescimento saudavel das
plantas e degradando poluentes organicos.
Com isso, essa revisdo de literatura
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foi elaborada com o objetivo de fazer um levantamento bibliografico sobre a Biologia do
Solo, focando as questées microbiolégicas relacionadas a qualidade do solo e producéo de
forragens.

PALAVRAS-CHAVE: Biodiversidade; Produgéo Vegetal; Reciclagem de Nutrientes

SOIL MICROBIOLOGY: MICROORGANISMS IN FOCUS

ABSTRACT: Soil is a dynamic and complex environment and is home to a great diversity of
macro- and micro-organisms. The discontinuity and variability in the size of soil particles and
aggregates make it possible for it to be made up of countless small communities invisible to the
naked eye. Microorganisms work to maintain soil fertility by cycling nutrients, influencing their
availability, improving soil structure, supporting healthy plant growth, and degrading organic
pollutants. This literature review was prepared with the aim of carrying out a bibliographical
survey on soil biology, focusing on microbiological issues related to soil quality and forage
production.

KEYWORDS: Biodiversity; Nutrient Recycling; Plant Production

11 INTRODUGAO

O solo é considerado um dos mais importantes reservatérios de biodiversidade
do planeta terra, devido a numerosa e diversa quantidade de organismos vivos que
habitam esse ambiente. Estes organismos sado classificados em grupos conforme suas
caracteristicas e atuagdo, que por sua vez sdo influenciadas pelas praticas agropecuarias
(CERETTA e AITA, 2008).

O impacto ambiental das praticas agropecuarias tem ocasionado alteragbes nas
caracteristicas e na qualidade do solo, causando perdas de ordem financeiras, pelo
acréscimo dos custos de producgdo e pela redugéo ou prejuizo da competéncia produtiva.
Dados da FAO (2015), mostram que 33% dos solos do mundo encontram-se em processo
de degradacéo.

No Brasil, estima-se que 50% das areas de pastagens estejam degradadas, o que
implica a entender-se que a vida microbiologica do solo esteja em déficit, e assim este se
torna incapazes de sustentar as exigéncias para a produtividade animal (VILELA et al.,
2017).

Ainda que se saiba que a demanda de alimentos ocasionada pelo crescimento
populacional tenha potencializado o manejo intensivo do solo a partir do uso de pesticidas,
fertilizantes e emprego de monoculturas, atualmente, o interesse em reduzir a degradacéao
e manter a qualidade do solo, é estimulado pela consciéncia renovada de que o solo é vital
para a produgéo de alimentos, para sustentar a produtividade vegetal e animal, manter ou
melhorar a 4gua e a qualidade do ar (VEZZANI; MIELNICZUK, 2009).

Assim, a recuperacgéo das areas degradadas, principalmente as de pastagem, deve
ser realizada para se manter a producdo no patamar desejado, e, sobretudo, garantir a
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vida do solo. Nessa perspectiva, esta revisdo tem por objetivo fazer um levantamento
bibliogréafico sobre a Biologia do solo, focando as questdes microbioldgicas relacionadas a

qualidade do solo e produgéo de forragens.

2] SOLO

O solo é um ambiente “vivo”, dindmico e complexo. E um dos principais
compartimentos da biosfera em termos de reservatorio biolégico, além de funcionar como
um importante reservatorio de agua, suporte essencial do sistema agricola e atividades
humanas. Além disso, serve como habitat de uma grande diversidade de microrganismos
e macrorganismos que atuam na transformacéo e decomposicdo da matéria organica,
ciclagem de nutrientes e no fluxo de energia no solo (COTTA, 2016).

Ele encontra-se estruturado de maneira heterogénea e descontinua. Possui
agregados formados por diferentes proporcdes de areia, argila e silte, que funcionam como
um suporte fisico para a aderéncia microbiana e proporcionam condi¢des diferenciadas
de aeragéo e disponibilidade de nutrientes que possibilitam a coexisténcia de milhares de
microrganismos, com diferenciadas habilidades metabdlicas, nessas regides (DUCHIELA
et al., 2013).

A diversidade microbiana dos diferentes tipos de solo € também bastante extensa
que esta diretamente relacionada com um conjunto de fatores: abi6ticos (atmosfera,
temperatura, agua, pH, potencial redox, fontes nutricionais, entre outros) e bibticos
(genética microbiana, a interagdo entre os microrganismos, entre outros) que permitem
o desenvolvimento microbiano e a estruturagéo da comunidade viva dos solos (ARAUJO;
MONTEIRO, 2007).

Na agricultura, de maneira geral, a vida do solo tem uma influéncia direta nas
caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas do solo, estando diretamente ligada a
produtividade e qualidade das colheitas.

31 MICRORGANISMOS DO SOLO

A microbiologia constitui um dos cinco fatores que interagem na formagéo do solo, em
conjunto com o clima, topografia, material parental e tempo. Portanto, € um dos elementos
essenciais que ajudam ativamente na melhoria e manutengéo da qualidade do solo para
permitir o desenvolvimento dos mais diversos tipos de culturas (SILVA et al., 2006).

Arelagao entre a diversidade de animais e 0s processos que ocorrem no solo permite
identificar grupos funcionais da fauna edafica mais sensiveis ao sistema. Os microrganismos
se enquadram nesses critérios, sendo responsaveis por servigos ambientais de importancia
fundamental, tais como os processos de formacao do solo, decomposicdo de residuos
organicos (animais e vegetais), ciclagem de nutrientes e formacéo da matéria organica,

biorremediagéo de poluentes e agrotoxicos, entre outros (MENDES et al., 2010).
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Estes microrganismos estéo localizados na rizosfera, onde realizam transformacgdes
bioquimicas da matéria orgénica, promovendo ou inibindo o crescimento das plantas
(ALEXANDER, 1977). E importante ressaltar, que os microrganismos ndo existem
isoladamente, eles interagem e essas intera¢des influenciam a fertilidade do solo e
consequentemente na produtividade das culturas. Quando o solo é pobre em microrganismos
ocorre perda nos teores de matéria organica, o que representa problemas para o sistema
agricola (CHAER et. al, 2014).

Apresentam-se no solo de maneira diversa e numerosa, e em funcéo do seu tamanho
podem ser classificados como macrorganismos e microrganismos. Os microrganismos
sé@o as bactérias, actnomicetos, fungos e algas. J& o grupo de macrorganismos inclui as
minhocas, cupins e nematoides (CERETTA e AITA, 2008).

3.1 Bactérias

As bactérias séo os organismos em maior nimero no solo (108-10° n°/g) embora sua
biomassa represente apenas de 25-30 % da biomassa microbiana total dos solos agricolas
(MARTINS, 2021).

As bactérias melhor representadas no solo séo as diferentes espécies do género:
Pseudomonas, Bacillus, Arthrobacter, Achromobacter, Xanthomonas e MIcrococcus. Estas
s&0 responsaveis por processos bioquimicos de grande interesse para o sistema solo-planta
(transformagbes de nutrientes minerais no solo). Além desses, representantes dos géneros
Rhizobium, Azospirillum, Bradyrhizobium e Azorhizobium, que s&o fixadores de nitrogénio
em simbiose com leguminosas e/ou gramineas séo bastante utilizados (MARTINS, 2021).

3.2 Actinomicetos

Os actinomicetos do solo, apesar de pertencerem ao mesmo grupo taxondmico
das bactérias, exercem fungdes que, com excecdo de certas caracteristicas proprias, se
assemelham muito as desempenhadas pelos fungos (GALLI, 1964). A sua presenca no
solo é detectada pela produgéo de substancias volateis com cheiro rangoso caracteristico,
que emanam de solos recém arados e sdo denominadas “geosmin” (MARTINS, 2021).

O género Sheptomyces é o mais representativo (70-90 % dos actinomicetos do
solo), seguidos pelos géneros Nocardia, Actinomyces, Micromonospora e Frankia.

Todos os organismos deste grupo sao capazes de decompor matéria organica em
temperaturas mais altas, como na adubacgé@o verde, compostagem e esterqueiras, e de
degradarem celulose e proteinas com pequena imobilizagédo de nitrogénio. Além disso, esse
grupo é capaz de produzir antibiéticos que proporcionam uma prote¢ao contra bactérias e
fungos patogénicos. Alguns deles, como representantes do género Frankia formam nédulos
e fixam nitrogénio em simbiose com plantas (MARTINS, 2021).
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3.3 Fungos

Embora ndo sejam os microrganismos em maior abundancia no solo (10%-10%g
solo) os fungos representam de 70-80 % da biomassa microbiana do solo, principalmente
nos solos acidos, ricos em matéria organica e umidade proxima a capacidade de campo
(MARTINS, 2021).

Dentre as fungdes dos fungos no solo, uma das principais € a sua capacidade da
formacéo de relagdes simbioticas mutualista denominadas micorrizicas. Essa simbiose
proporciona para a planta elementos essenciais para a sua sobrevivéncia e desenvolvimento
(CERETTA e AITA, 2008).

Os fungos mais representativos do solo sdo espécies dos géneros: Aspergillus,
Penicillium, Rhizoctonia, Humicola, Alternaria, Phytium, Fusarium e Rhizopus (MARTINS,
2021).

3.4 Algas

As algas representam um grupo de organismo no solo bastante heterogéneo
tanto do ponto de vista morfolégico como fisiolégico. Elas sdo consideradas organismos
incorporadores de matéria orgénica aos solos, pois convertem H,O+nutriente+luz, em
biomassa, sendo assim, considerados os mais fotossintetizantes deste meio. Além disso,
apresentam a capacidade de fixarem N, atmosférico, em simbiose com plantas ou em vida
livre (MARTINS, 2021).

Os principais tipos no solo sé@o representados pelas divisées: Clorophycofita (algas
verdes); Chrysophycofita (diatomaceas e algas verdes-amareladas); Euglenophycofita
(euglendides-unicelulares moéveis) e, Rhodophycofita (algas avermelhadas) (MARTINS,
2021). Porém, devido a sua capacidade de sintetizar as substancias orgénicas que
necessitam, através do uso da energia solar, elas independem da matéria orgénica do solo
e, por isso, e como consequéncia, ndo exercem nenhum papel de maior importancia na
microbiologia do solo (CERETTA e AITA, 2008).

41 OUTROS MICRORGANISMOS DO SOLO

Além das bactérias, actinomicetos, fungos e algas, podemos encontrar em atividade

nos solos outros microrganismos como 0s Virus e 0s protozoarios.

4.1 Virus

Os virus sdo moléculas de DNA ou RNA cobertos pelo capsideo (subunidade proteica
- 0 capsOmeros que sao responsaveis pela especificidade viral) e ndo sdo considerados
organismos no senso estrito, pois ndo tem a capacidade de autorreproducao ou crescimento.

Entretanto, mesmo tendo seu papel ainda pouco explorado nesse ambiente, os virus do
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solo sdo conhecidos por serem abundantes, morfologicamente diversos e abranger uma
ampla gama de tamanhos de genoma (PRINGENT et al., 2005; WILIAMSON et al., 2005),
0s virus sédo microrganismo promissores para uso em controle biolégico de ervas daninhas
e insetos.

Segundo Wigington et al., (2016) os virus, especialmente aqueles que infectam
bactérias e arquéias, sdo bastante abundantes quando comparados aos hospedeiros
concorrentes e desempenham um importante papel na formacao da diversidade genética
bacteriana, estrutura da comunidade e funcéo.

Conforme relatado no estudo de Williamson et al. (2017), a abundancia viral nos
solos pode variar de abaixo dos limites de deteccdo em desertos quentes a mais de 1
bilhdo por grama em areas consideradas com alto teor de umidade. Segundo os autores,
a diversidade viral do solo é altamente subestimada e subamostrada, embora as medidas
atuais de riqueza viral sejam maiores para solos do que para ecossistemas aquaticos.

Na tabela 01 a seguir, adaptada de Zablocki, Adriaenssens & Cowan et al. (2015),
encontram-se alguns estudos realizados para identificagdo de carga viral em diversos tipos

de solo.

Autores, ano Tipo (s) de solo Localizacao (Ges) Método (s) usado (s) @

de publicacao de coleta de
amostra

Pearce et al. Solo superficial llha Alexandre, Pirosequenciamento de
(2012) Antartica metagenoma Shotgun

Prestel et al. Superficie de areia Deserto de Mojave, EM, amplificacdo aleatéria para
(2013) de duna EUA DNA viral (Sanger)

Srinivasiah et Solo superficial Antéartica (lagoa do Impressao digital da comunidade

al. (2013) (Antartica); solo Tom e do Obelisco);  viral RAPD

argiloso (EUA)

Delaware, EUA

Srinivasiah et Solo argiloso Delaware, EUA Microcosmos, impresséao digital da
al. (2015) comunidade viral RAPD, contagem
de epifluorescéncia
Adriaenssens  Rochas associadas  Deserto do Namibe Sequenciamento de metagenoma
et al. (2015) ao solo viral Shotgun (lllumina)

3 EM, microscopia eletronica; PFGE, eletroforese em gel de campo de pulso; LASL, biblioteca shotgun

amplificada por linker; RAPD, DNA polimoérfico amplificado aleatoriamente.

Tabela 1. Estudos baseados em solo de rendimento médio a alto relativos a ecologia viral desde 2012

Adaptado de Zablocki , Adriaenssens & Cowan et al. (2016)

4.2 Protozoarios

Os protozoarios constituem a forma mais simples da vida animal, sdo um importante
elo na chamada Cadeia Alimenticia do Solo. Ocorrem no solo como saprozobicos (que
vivem as custas de restos organicos depositados no solo) e com maior frequéncia como

holozébicos (que ingerem células bacterianas vivas, predadores), sendo algumas espécies
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fotossintetizantes.

A densidade de protozoarios no solo, vai variar em fungéo da fertilidade de 10* g™ a
1059 de solo (BRANDAO, 1993), com biomassa de 15 a 150 kg ha" (SIQUEIRA, 1988),
e localizar-se nos espacos interagregados (JASTROW; MILLER, 1991). Os trés principais
grupos de protozoarios séo os flagelados, os ciliados e as amebas, sendo os dois primeiros.

A principal fonte de alimento dos protozoarios sdo bactérias, actinomicetos e
fungos (dependendo do tamanho), e segundo Garcia (2003), a quantidade de bactérias
e actinomicetos, que sao o alimento preferencial dos protozoarios, em um hectare pode
ser de até 5 toneladas por hectare. O aumento da biomassa bacteriana, por exemplo, faz
com que o numero de protozoarios bacteriéfagos e de nematoides aumente em até 40x em
relacdo ao solo adjacente a rizosfera (GRIFFITHS, 1990).

Os estudos sobre os protozoarios no solo, se iniciaram a partir da hipétese de
Russell & Hutchinson (1909), que diziam que a presenca de protozoarios no solo o tornava
menos fértil, 0 que acabava por reduzir o niumero de bactérias. Essa hipotese foi refutada
posteriormente por estudos que mostravam que a presencga de protozoarios acaba por
estimular a atividade bacteriana, sendo importante ressaltar ainda que aproximadamente
70% da respiragdo total dos microrganismos do solo pode ser atribuida aos protozoarios
(SOHLENIUS, 1980; FOISSNER, 1987).

Ao se alimentarem de bactérias, algas e pequenos fungos, os protozoarios passam
a ser de extrema importancia na regulacdo do numero desses grupos de organismos,
mantendo o equilibrio biolégico do solo. Com isso, quando o solo tem auséncia de
protozoarios, pode haver explosdo da quantidade de bactérias e esse aspecto podera
comprometer a reciclagem de nitrogénio.

Utilizando isétopos radioativos, o estudo realizado por Crotty et al., (2012)
avaliou o papel dos protozoarios do solo na mineralizacdo da biomassa microbiana, e
consequentemente na ciclagem do carbono e nitrogénio, em pastos e bosques com o
mesmo tipo de solo. Observaram que calembolas, minhocas, nematoides e larvas de insetos
tiveram uma maior quantidade de nitrogénio e de carbono, seja por consumir diretamente
0s protozoarios ou por absorgcédo da biomassa.

51 MICROBIOLOGIA DO SOLO EM SISTEMAS INTEGRADOS

A utilizacao de sistemas integrados de produgéo se apresenta como uma das opc¢des
para garantir melhorias na producdo de grdos, carne e madeira com sustentabilidade e
conservacgao desses recursos. Nos sistemas de producgéo agricola, os atributos microbianos
do solo, como a diversidade de microrganismos, atividade enzimatica, taxa de respiragéo
e biomassa microbiana, sdo considerados indicadores sensiveis que podem ser utilizados
no monitoramento de alteragdes ambientais decorrentes do uso agricola (EPELDE et al.,
2014; FERREIRA et al., 2010; FERREIRA; WENDLAND; DIDONET, 2011).
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Visto que o0s microrganismos sao parte integrante da funcionalidade dos
ecossistemas, € importante se monitorar por longo prazo os sistemas integrados de
producdo, a fim de entender melhor aspectos de microbiologia de solos como: interagédo
microrganismos x sistemas de produc¢éo; interagdo microrganismos X microrganismos; e
interacdo microrganismos x plantas cultivadas nos sistemas.

Estudo realizado por Ferreira, Stone & Martin-Didonet (2017), sobre a Populacéao
e atividade microbiana do solo em sistema agroecolédgico de producéo, avaliaram o efeito
de sistemas de manejo do solo e época de amostragem nos atributos microbianos do solo
cultivado com arroz em sistema agroecolégico de produgcéao. Observaram que os sistemas
de cultivo provocam alteragcdes nos atributos microbiolégicos do solo quando comparados
com a condi¢do preservada do ambiente de mata e que o nimero de microrganismos
cultivaveis avaliados era pouco impactado pelos sistemas de manejo do solo; contudo,
menor niUmero de microrganismos foi observado em solo de mata.

Os sistemas integrados podem ter diferentes configuracbes produtivas no campo,
sendo que nos ultimos anos tem se adotado cada vez mais a integragéo lavoura-pecuaria-
floresta (ILPF). No caso do ILPF, destaca-se como beneficios obtidos no decorrer dos anos
(MEDRADO, 2000):

»  Melhoria das propriedades quimicas, fisicas e biologicas do solo;

+  Aumento da eficiéncia do uso de insumos; Reduc¢éo dos custos das atividades
agricola, pecuaria e florestal;

+  Produgéao ecologicamente correta de madeira;

* Reducao da dependéncia do uso de areas marginais para producao agrope-
cuaria.

5.1 Nematoides como biodicadores em sistemas de producéao

Os nematoides constituem um diverso grupo dos invertebrados, abundantes como
parasitas ou na forma de vida livre no solo, em ambientes aquaticos ou marinhos. Diversas
formas sao utilizadas para avaliar o desempenho do estabelecimento de novos sistemas,
como por exemplo, indicadores quimicos, fisicos e biolégicos.

Os nematoides atuam como bons bioindicadores na avaliagdo de qualidade do solo
e alteragbes ambientais (NEHER, 2001; GOULART, 2003; NEILSON, 2005; CARES, 2006;
TOMAZINI, 2008), principalmente por:

+  Ocorrer em qualquer ambiente que forneca uma fonte de carbono organico;
«  Ocorrer em qualquer tipo de solo e condi¢des climaticas;
+  Constituir comunidade multiespecifica;

»  Certos taxons podem apresentar sensibilidade diferenciada a disturbios ocorri-
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dos no meio;
«  Apresentar diversidade tréfica de facil identificagcdo por analise morfologica.

Segundo Whitford et al. (1982), uma das maiores importancias em utilizar nematoides
como indicadores da qualidade do solo e alteragdo ambiental encontram-se no seu papel
regulatério na velocidade das transformacgdes, como por exemplo, as transformagdes da
matéria organica.

Os nematoides possuem variadas formas de adaptagdo a mudancas que ocorrem
no ambiente causadas por diversos fatores, entre 0os quais 0 manejo realizado nos cultivos,
a época de plantio, o estresse climatico, a fisiologia das plantas e o melhoramento genético
(BLAKELY et al., 2002).

indices ecologicos tém sido desenvolvidos para considerar a comunidade de
nematoides como um indicador em ecossistemas aquaticos e terrestres como o indice
maturidade (IM) e o indice de parasitas de plantas (IPP) (BONGERS, 1990; BONGERS
et al.,, 1991). Da mesma forma séo utilizados indices que diagnosticam a cadeia alimentar
do solo, como o indice de enriquecimento (IE), indice de estrutura (IS) e indice canal (IC)
(FERRIS et al., 2001). Essas andlises acabam por oferecer informages complementares
que quando usados em combinacdo revelam informagdes descritivas e quantitativas da
comunidade de nematoide do solo e as condi¢des dos sistemas naturais e/ou agricolas.

61 MICROBIOLOGIA DO SOLO ASSOCIADA A PRODUCAO DE FORRAGEM

O uso de microrganismos com a finalidade de melhorar a disponibilidade de nutrientes
as plantas é uma pratica de grande importancia e muito necessaria para a agricultura. Entre
os sistemas biolégicos envolvendo planta e microrganismos temos os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) que é considerada importante para o processo de nodulagdo (CRUZ
et al. 2017). Segundo Tavares (2016), a dupla inoculagéo é capaz de reduzir os custos com
fertilizantes nitrogenados e fosfatados, além de conferir as plantas maior capacidade de
absorc¢éo de nutrientes, induzindo ao aumento de produtividade.

A acdo dos microrganismos, especialmente os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs), em solos de baixa a média fertilidade possibilita maior eficiéncia no transporte e
absorgédo do fosforo, aumentado a disponibilidade deste nutriente as plantas. Desta forma,
a inoculacéo de leguminosas com FMAs selecionados pode contribuir para acelerar o seu
estabelecimento no campo, pois aumentam sua capacidade de absorcdo de nutrientes
e agua do solo, melhorando o seu estado nutricional e tornando-as mais resistentes ao
periodo seco. Como consequéncia, as taxas de crescimento sdo aumentadas e as plantas
podem ser mais competitivas no campo (MIRANDA, 2008)

Segundo MIRANDA (2008), o amendoim forrageiro € uma leguminosa promiscua,
capaz de nodular e fixar nitrogénio em simbiose com grande variedade de bactérias do
género Rhizobium e com diversas espécies de FMAs, proporcionando muitos beneficios
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ao meio ambiente e ao sistema de producgéo. Para Azevedo (2010), cada planta apresenta
peculiaridades quando em associagcdo com FMAs, o que vai depender da espécie de
FMA inoculada, do funcionamento e eficiéncia da simbiose, considerando as diferentes
combinacgdes de espécies de fungos com a planta hospedeira.

Os fungos micorrizicos melhoram a adaptagdo de plantas em simbiose, realizando
0 aumento a resisténcia de raizes contra patdbgenos e capacidade de captagcéo de agua.
Esses fungos podem influenciar no crescimento vegetal, ajudando no seu estabelecimento
em areas com solos pobres ou em condi¢des de estresse hidrico, aumentando a absorcéao
de agua e de nutrientes pelas plantas, principalmente elementos minerais de pouca
solubilizacdo (RODRIGUES, 2008). Outros fatores da planta como idade, estado nutricional,
presenca de compostos fungistaticos, desfolha, pastejo, poda e aplicacéo de fitohormonios
também influenciam a micorrizagao. Por outro lado, a colonizag¢édo das raizes e produgéo de
esporos de FMA ¢ afetada por diversos fatores, entre os quais a aplicacao de fertilizantes,
a intensidade de luz e desfoliagdo, que reduzem a fotossintese e, consequentemente, o
suprimento de carbono (CAVALCANTE et al., 2009).

Pesquisas revelam que a presenca de fungos micorrizicos no sistema radicular das
plantas aumentam a absorcdo de nutrientes do solo em especial os elementos minerais
pouco méveis no solo, exemplo fésforo (AZEVEDO, 2010) e promovem também a maior
nodulagéo e consequentemente a maior fixagcdo de nitrogénio (PIZZANI, 2008).

71 FIXAGAO BIOLOGICA DE NITROGENIO EM LEGUMINOSAS E GRAMINEAS

Em plantas, as elevadas exigéncias de N o tornam um dos fatores mais limitantes
para os sistemas agricolas e naturais (PENUELAS et al., 2013), sendo as principais
fontes de fornecimento: 1) o solo, principalmente pela decomposi¢cdo/mineralizacdo da
matéria organica; 2) fixagdo néo biologica, resultante de processos naturais; 3) fertilizantes
nitrogenados e 4) fixagao biolégica do N atmosférico (N2) (HUNGRIA; CAMPO; MENDES,
2007).

No que se refere ao N do solo, o estoque contido na matéria organica é finito,
passivel de exaurimento, apds cultivos sucessivos. As condigdes climéaticas predominantes
nos tropicos intensificam a decomposicdo da matéria orgénica, bem como as perdas, e
resultam em baixos teores do elemento (MAIA et al., 2008).

Em areas degradadas ou fortemente alteradas pela agdo antropica, onde o
teor de matéria organica do solo ja € muito baixo (SOARES, 2007), o crescimento das
plantas é induzido pela adi¢cdo de grandes quantidades de adubos orgénicos, fertilizantes
nitrogenados ou pelo processo natural da FBN, que constitui na quebra da ligagéo tripla do
N2 atmosférico. No entanto, apenas uma parcela relativamente pequena de espécies de
procariotos possui a enzima nitrogenase que é capaz de reduzir o N2 em N biologicamente
disponivel. Estes organismos sdo chamados de fixadores de N2 ou diazotréficos e sao eles
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os mediadores do processo de FBN, que na sua maioria, envolve as formas de simbiose
microrganismo-planta vascular (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A simbiose riz6bio-leguminosa forma nodulos radiculares, que sdo estruturas nas
raizes habitadas por microrganismos especificos como as bactérias do género Rhizobium
e Bradyrhyzobium e os actinomicetos do género Frankia, que fixam o N2 atmosférico. Esse
N reativo entra nos processos do ciclo de N através das plantas, animais, microrganismos,
solos, solucbes e sedimentos. Nessa relagdo o microrganismo (rizébio) utiliza a planta
(leguminosa) como fonte de carbono, enquanto libera o N fixado que sera convertido em N
organico e utilizado pela planta ou liberado como N inorganico reduzido (NH4+) (POOLE;
ALLAWAY, 2000; LODWIG et al., 2003; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

As entradas de nitrogénio no ecossistema pastagem se dao geralmente por adubacéo
nitrogenada e pela introducdo de leguminosas forrageiras (ANDRADE, VALENTIM e
CARNEIRO, 2002). A adubagao mineral permitiu ganhos na biomassa seca da pastagem
e no numero de perfilhos (BRAZ, URQUIAGA, et al., 2004), entretanto tem sido pouco
utilizada devido a baixa eficiéncia dos adubos nitrogenados e custo elevado.

A consorciag@o de gramineas com leguminosas, além de servir como aporte de N,
confere varios beneficios tais como: aumento da oferta de forragem em algumas épocas
do ano; melhoria da qualidade nutricional das forragens; aumento da produtividade animal;
aumento da diversidade da pastagem; recuperagdo das areas degradadas; reducdo da
pressao ambiental por fertilizantes quimicos e a tolerancia ao sombreamento (CARVALHO
e PIRES, 2008) e tem sido citada por muitos autores como uma alternativa econdmica para
a melhoria das pastagens (PACIULLO, AROEIRA, et al., 2003; CARVALHO e PIRES, 2008;
DU, TIAN, et al., 2009).

O sucesso da insercdo dessas leguminosas depende, principalmente, do
estabelecimento de uma simbiose eficiente com os micro-organismos diazotroficos nativos.
A eficiéncia simbibtica pode ser restringida por diversas condi¢cbes relacionadas a planta,
aos micros simbionte e as condi¢bes edafoclimaticas (SILVA, 2017).

Para o sucesso da pastagem que utilize o consorcio de leguminosa com gramineas é
de suma importancia a escolha da leguminosa que se adapte as condi¢cdes edafoclimaticas
e presséo de pastejo, e ainda que apresente alta capacidade de reproducao, alta eficiéncia
com o simbionte que fixa o nitrogénio e boa competicdo com a graminea que sera cultivada
em conjunto (CARVALHO e PIRES, 2008).

81 CONCLUSAO

A pecuaria e a produgao agricola exercem um papel importante para a economia
brasileira. Por isso, faz-se necessario a utilizagdo consciente dos solos dentro do limite
dos ecossistemas naturais, sendo estes gerenciados de modo a sustentar a produtividade

vegetal e animal, manter ou melhorar a agua e qualidade do ar, a fim de promover a satde

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas 4 Capitulo 14

153



vegetal e animal.

Assim, conhecer a diversidade de microrganismos existentes no solo, suas funcoes,
interacdes, vantagens e a relagdo com as leguminosas e gramineas é fundamental para
que se tenha uma melhor eficiéncia e capacidade de produgéo de pastagens.
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ABSTRACT: The production of insects for animal feed emerges as a sustainable alternative,
standing out for its efficiency in land use compared to conventional animal production.
Characterized by a rapid life cycle, insects allow massive production, taking advantage of by-
products fromthe agri-food industry as food substrate, avoiding competition with more expensive
ingredients intended for human and animal food. In addition to having low greenhouse gas
emissions, zootechnical entomoculture benefits economic efficiency with more sustainable
production systems. In the PET FOOD industry, insects stand out for containing significant
levels of protein, essential amino acids, fatty acids, macro and microminerals, vitamins,
peptides with biological activity and chitin with prebiotic action. Insect farming demonstrates
socioeconomic viability, providing subsistence and business opportunities on different scales.
However, given the advances in the production of biomass from food insects, it is essential to
understand the risks associated with consumption by dogs and cats.

KEYWORDS: Production of insects, by-products, food insects, insect farming, animal nutrition.

SEGURANCA NUTRICIONAL EM SUBPRODUTOS DE INSETOS PARA PET
FOOD

RESUMO: A producéo de insetos para a alimentagéo animal emerge como uma alternativa
sustentavel, destacando-se pela eficiéncia no uso da terra em comparacao com a produgéao
animal convencional. Caracterizados por um ciclo vital rapido, os insetos permitem uma
producdo massiva, aproveitando subprodutos da indUstria agroalimentar como substrato
alimentar, evitando concorréncia com ingredientes mais caros destinados a alimentagcéo
humana e animal. Além de apresentarem baixas emissbes de gases de efeito estufa, a
entomocultura zootécnica beneficia a eficiéncia econdmica com sistemas de producéo
mais sustentaveis. Na industria PET FOOD, os insetos destacam-se por conterem niveis
significativos de proteina, aminoacidos essenciais, 4cidos graxos, macro e microminerais,
vitaminas, peptideos com atividade biol6gica e quitina com agéo prebidtica. A entomocultura
zootécnica demonstra viabilidade socioecondémica, proporcionando oportunidades de
subsisténcia e negocios em diferentes escalas. Contudo, diante do avanco na producéo de
biomassa de insetos alimenticios, € essencial compreender os riscos associados ao consumo
por cées e gatos.

PALAVRAS-CHAVE: Producgéo de insetos, subprodutos, insetos alimenticios, entomocultura,
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nutricdo animal.

11 INTRODUCTION

By 2050, the global human population is predicted to be approximately 9 to 11 billion
(Legendre and Baker, 2020); therefore, the priority is food security and environmental issues
related to food production and consumption. According to estimates by the World Health
Organization (WHO), up to 870 million people may suffer from malnutrition during this period
due to a lack of food (Baker et al., 2016). Another major global concern is the production
of food intended for feeding production and companion animals, which are responsible for
a large part of environmental impacts. Within this context of prospecting for new, more
sustainable ingredients, the production of insects for human and animal food appears
as an efficient alternative in terms of land use compared to traditional animal production
(Kepinska-Pacelik and Biel, 2022).

Edible insects have a rapid life cycle and development, facilitating their mass
production. Furthermore, by-products from the agri-food industry can be used as a substrate
for feeding these animals, not requiring more expensive ingredients that compete with
human and animal food (Makkar et al., 2014). The production of insect biomass to obtain by-
products is characterized by lower greenhouse gas emissions than the farming of vertebrate
animals (Halloran et al., 2014). Furthermore, the benefits of zootechnical entomoculture
can increase economic efficiency through more sustainable and cost-effective production
systems (Kepiriska-Pacelik and Biel, 2022).

Itis generally considered that insects and their by-products are interesting ingredients
for the PET FOOD industry, as they have notable levels of protein, essential amino acids
and fatty acids, as well as a variety of macro and microminerals, vitamins (Rumpold and
Schulter, 2013), as well as bioactive compounds, such as peptides with biological activity
(antioxidant, antimicrobial, anti-cancer and anti-hypertensive) and chitin (with proven
prebiotic action) (Cruz-Monterrosa and Liceaga, 2022). In the socio-economic sphere,
insect farming demonstrates important viability as a subsistence and business opportunity,
ranging from small producers to micro-enterprises and multinationals (Pyett et al., 2023).

Among edible insect species, some have received greater attention because they
are considered to have greater industrial potential for applications in the area of food and
animal feed. It is interesting to mention the housefly (Musca domestica), black soldier fly
(Hermetia illucens), mealworm or Mealworm (Tenebrio molitor), giant Tenebrious (Zophobas
atratus), mealworm (Alphitobius diaperinus), Wax Moth (Galleria mellonella), Lesser Wax
Moth (Achroia grisella), Silkworm (Bombyx mori), House Cricket (Acheta domesticus),
Cinerea Cockroach (Nauphoeta cinerea), Cockroach de-Madagascar (Gromphadorhina
portentosa) and Dubia Cockroach (Blaptica dubia) (EFSA, 2015).

In Brazil, the Ministry of Agriculture and Livestock (MAPA) issued Normative
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Instruction N° 110 (IN 110/2020), which lists some species of insects that can be used as
raw materials, additives, or vehicles for use in animal feed, except for ruminant animals
(Costa, 2021). This IN includes dehydrated adult Cinereous Cockroach (Nauphoeta cinerea),
dehydrated or non-fat chrysalis flour, dehydrated black soldier fly (Hermetia illucens) larvae
flour, dehydrated adult black cricket (Gryllus assimilis) and ground dehydrated larvae or not
of Mealworm (Tenebrio molitor) and giant Tenebrio (Zophobas morio) (Brazil, 2020).

With the increasing advancement in the production and commercialization of food
insect biomass, it is necessary to have a greater understanding of the risks associated with
the consumption of insect products and by-products by dogs and cats.

21 CHEMICAL RISK

Several chemical risks inherent to the consumption of insect by-products for dogs
and cats have been reported in the scientific literature. Worryingly, insects can be vectors
for antimicrobial resistance genes, according to Channaiah et al. (2010). It is mentioned in
the literature that symbiotic fungi (including Aspergillus spp.) are present in the intestine of
Acheta domesticus and are capable of producing or modifying toxins, which is why studies
have emerged investigating the detection and quantification of mycotoxins in insect by-
products and their effects on the metabolism of dogs and cats (Fernandez-Cassi et al.,
2019).

Bednarska et al. (2015) proved the possibility of bioaccumulation of heavy metals
in insects. In these studies, Gryllus assimilis were exposed to diets enriched with zinc or
cadmium. It was concluded that zinc accumulation occurred at the highest level of exposure,
while tissue bioaccumulation occurred for cadmium at a lower level of exposure.

In the case of the black soldier fly larva (H. illucens), it was demonstrated that the
absorption of heavy metals can influence its growth rate, but the effect of heavy metals on
the intestinal microbiota of the live larva is largely unknown and requires further studies. In
studies by Wu et al. (2020), the effect of copper and cadmium on the growth and intestinal
microma of black soldier fly larvae was analyzed, as well as the distribution of heavy
metals accumulated in the larvae and their excreta. The experiments by Proc et al. 2020
demonstrated the ability of H. illucens to bioaccumulate Cu, Fe, Hg, Mg, Mo, Se, and Zn,
and this accumulation occurred at all stages of insect development. From the point of view
of dog and cat food production, it is obvious that the content of toxic heavy metals must be
monitored, and their effects must be further studied.

31 MICROBIOLOGICAL RISK

Biological contaminants refer to species of pathogenic microorganisms, such
as bacteria and fungi, and the toxic metabolites they produce, in addition to viruses and
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parasites (Vandeweyer et al., 2021). When analyzing the microbiological aspects of edible
insect species, it is essential to consider that they naturally harbor microorganisms, which
are essential for their metabolic functions (Jordan and Tomberlin, 2021). The composition of
the microbiome is associated with factors such as vertical transmission as well as production
and processing conditions (Garofalo et al., 2019). However, the possible presence of
biological contaminants is one of the main risks associated with entomoculture (Garofalo et
al., 2019), considering that these agents affect the safety of insects as food, with adverse
implications for animal health and impacting product quality (Kooh et al., 2019).

It is important to highlight that food insects are recognized as safe as long as
prophylactic measures are implemented during breeding and slaughter using correct and
efficient techniques, which promote a reduction in the microbial load (Wade and Hoelle,
2020). However, for a product to be considered microbiologically safe, it is necessary that,
in a pre-determined quantity for analysis, certain contaminants are below a defined level or
are not detected (Brasil, 2022). Values are expressed in Colony Forming Units per gram or
milliliter (CFU/g or CFU/mL) or based on the logarithm of this result (log CFU/g or log CFU/
mL) (Messina et al., 2019).

41 ALLERGENIC RISK

Despite the numerous advantages of using insects to feed canines and felines,
it is necessary to analyze the risk of adverse food reactions, including allergic reactions
(Broekman et al., 2017). Allergy is a hypersensitivity reaction initiated by specific
immunological mechanisms. The clinical signs of food allergy can affect a variety of organs
and systems in dogs and cats, including the skin, intestine, and respiratory, circulatory, and
nervous systems. They can range from mild symptoms of hypersensitivity, such as itching
in the mouth, to severe, systemic, and often fatal reactions, such as anaphylactic shock (De
Martinis et al., 2020). Food allergies are a common cause of skin diseases in dogs and cats,
where skin symptoms in food-allergic dogs can include itching and erythematous dermatitis
of the face and ear canals (Kim and Kim, 2020).

Research indicates that insects can also be a trigger for food allergies. An allergy
related to insect consumption can be caused by a primary sensitization or by a cross-
reaction with another allergen (de Gier and Verhoeckx, 2018). In a study carried out by Kim
and Kim (2020) with the aim of investigating the interaction between T. molitor proteins and
the immune system of dogs with clinical signs of allergy and dust mite allergy, compared
to a control group of clinically healthy dogs, no evident correlation was found between
dust mite allergy and the clinical condition of dogs. In this study, the binding of canine
serum IgE to mealworm proteins was confirmed, but the differences between healthy and
allergic dogs were nonsignificant. The results of these studies suggest that dogs allergic
to dust mites may also exhibit clinical cross-reactivity with tenebrious mealworm proteins.
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Therefore, caution should be exercised when using mealworms as an alternative source of
dietary protein.

51 CONCLUSION

Insects can be used in the dog and cat food industry, a fact that is supported by
evolution in the adaptation of their wild ancestors to entomophagy in the natural environment.
The chemical composition of insects also corresponds to the nutritional needs of dogs and
cats, as insect by-products are characterized by a very good nutritional value (high protein
content, high content of essential amino acids and fatty acids, including lauric acid) and good
acceptability. However, diets containing insect proteins and their effects on animals require
careful analysis, especially in terms of the risk of adverse reactions to foods, including
allergic reactions that can be caused by consuming insects. Other hazards are related to
microbiological or chemical contamination. There must be quality control to prevent them
from being contaminated with anthropogenic factors during creation, packaging, cooking, or
eating. These contaminants include the presence of bacteria, fungi, mycotoxins, and heavy
metals, metals, among others. More studies are needed to look at the use of insects and
their products in the diet of dogs and cats, associating the levels of inclusion in the diet with
microbiological, chemical, and allergenic risks in the short to long term.
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RESUMEN: Las mieles monoflorales
obtenidas de Ulmo se han asociado con
propiedades farmacolégicas para su uso
en patologias cutaneas. Esta planta de
la especie Eucryphia cordifolia es nativa
de las regiones al sur de Chile. La miel
de ulmo es rica en minerales como calcio,
zinc, hierro, vitaminas y otros compuestos

Data de aceite: 01/02/2024

organicos y se le atribuyen propiedades
antimicrobianas, balsamicas y curativas.
Este estudio se baso en la hipbtesis de que
la accion antifingica de la miel de ulmo esta
vinculada a su contenido de polifenoles. El
objetivo fue evaluar su efecto antimicotico
in vitro frente a la cepa de Candida albicans
ATCC 29213 y determinar los compuestos
polifendlicos y flavonoides presentes
en el producto apicola.Los ensayos de
actividad antimicrobiana se realizaron por
triplicado utilizando un antibiograma en
placas de Petri con medio enriquecido
para candidas y discos de papel de filtro.
Se calcul6 la media y desviacion estandar.
Los polifenoles totales fueron 10.8 mg/100g
(equivalentes a gramos de pinocembrina) y
los flavonoides totales fueron 4.6 mg/100g
(equivalentes a gramos de quercetina).
Los valores de MIC para la miel de ulmo
fueron 10.1 + 1.7 mm, en comparacion
con el control Miconazol de 15.5 + 3.2
mm. Se empleo el test de ANOVA Multiple
Comparison con post test de Tukey para el
analisis estadistico. Los resultados sugieren
propiedades antimicrobianas de la miel de
ulmo relacionadas con su alto contenido
de polifenoles; sin embargo, se requieren
estudios experimentales adicionales para
comprender los mecanismos subyacentes
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de su accion antifungica.

THERAPEUTIC PROPERTIES OF CHILEAN HONEY FROM Eucryphia cordifolia
(Ulmo honey)

ABSTRACT: Monofloral honeys obtained from Ulmo have been associated with
pharmacological properties for use in skin pathologies. This plant of the Eucryphia cordifolia
species is native to the southern regions of Chile. UImo honey is rich in minerals such as
calcium, zinc, iron, vitamins and other organic compounds and has antimicrobial, balsamic and
healing properties. This study was based on the hypothesis that the antifungal action of ulmo
honey is linked to its polyphenol content. The objective was to evaluate its antifungal effect
in vitro against the ATCC 29213 strain of Candida albicans and determine the polyphenolic
and flavonoid compounds present in the bee product. Antimicrobial activity assays were
performed in triplicate using an antibiogram in Petri dishes with candida-enriched medium and
filter paper discs.The mean and standard deviation were calculated. Total polyphenols were
10.8 mg/100g (equivalent to grams of pinocembrin) and total flavonoids were 4.6 mg/100g
(equivalent to grams of quercetin).Values of MIC for ulmo honey were 10.1 + 1.7 mm,
compared to the control Miconazole of 15.5 + 3.2 mm.ANOVA Multiple Comparison test with
Tukey’s post test was used for statistical analysis.The results suggest antimicrobial properties
of ulmo honey related to its high polyphenol content; however, additional experimental studies
are required to understand the underlying mechanisms of its antifungal action.

KEYWORDS: Eucryphia cordifolia, UImo honey, antimicrobial activity.

INTRODUCCION:

Las plantas pueden sintetizar diferentes metabolitos secundarios moléculas estan
implicadas en muchos en los procesos fisiologicos de los vegetales.

Los grupos fendlicos de compuestos han sido mencionados en muchas publicaciones,
se identificaron aproximadamente 4000 fenoles vegetales. Diversos tipos de flavonoides
como flavonoles, flavonas, flavanonas, flavanonoles, isoflavonas, antocianidinas y taninos
fueron cuantificados en propo6leos chilenos. Las sustancias fenoélicas se caracterizan por
la presencia de mas de un anillo aromatico (unidad de fenol) o bloque de construccion por
molécula (1).

Varios autores han relacionado algunas variables como la zona de colecta, estacion
del afo, tipo de vegetacion o clima con la composicion de los productos apicolas y so
contenido de compuestos polifendlicos.El area fitogeografica en el caso de la miel de ulmo
determina el predominio de granos de polen de la especie Eucryphia cordifolia en méas de
un 45% (2,3,4).

La miel es un producto obtenido por la abeja (Apis mellifera) y es un importante
producto natural que posee elevado valor nutricional y ademas puede ser utilizada en el
tratamiento de algunas afecciones respiratorias y dermatolégicas (5).
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DESARROLLO:

En nuestro estudio se tomaron 0,5 gramos de miel de ulmo y se mezclaron 25 pL de
esta muestra con 450 pL de agua desionizada, agregando 1500 pL de solucion A (1% de
8SDS;0.4 % NaOH, 2 % de Na,CQO,;0.16 %- tartrato de sodio y potasio) Esta mezcla se incubo
a 37 °C durante 10 minutos, para después agregar 150 pL del reactivo FolinCiocalteu 0.2 N.
Los polifenoles totales se expresaron en mg de pinocembrina.Se determiné la absorbancia
de la solucién en un espectrofotometo Jenway a 750 nm y se interpol6 la absorbacnia en
una curva de calibracién elaborada con estandares comerciales de pinocembrina (6).

Para la determinacion del contenido de flavonoides totales se midieron 250 pL del
extracto de miel y se mezclo con 1000 pL de agua desionizada, se afiadio 75 pyL de NaNO,
para dejar reaccionar por 5 minutos. Luego se adicionaron 75 uL de AICI, al 10 % (tricloruro
de aluminio) y 500 pL de NaOH (1M).Los flavonoides totales fueron expresados en mg de
quercetina Las absorbancias fueron medidas a 510 nm en espectrofotometro Jenway y se
interpol6 la absorbancia en una curva de calibracién elaborada con estdndares comerciales
de quercetina.(6).

El contenido de polifenoles totales obtenido se cuantificé en 10.8mg +0.04 mg /100g
equivalentes a gramos de pinocembrina,mientras que los flavonoides totales se calcularon
en 4.6mg +0.14 mg /100g equivalentes a gramos de quercetina.

Para los ensayos de actividad antimicrobiana se utilizd la técnica de difusion en
placas petri.Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se calcul6 la media y desviacion
estandar.

El estuido de las propiedades antimicrobianas como por ejemplo su efecto antifingico
frente a cepas de candida albicans se realiz6 mediante la técnica de difusién en placas
Petri. Se utiliz6 medio de cultivo Agar Sabouraud y se incubaron a 37°C durante 24 horas.
Se aplicaron discos de papel de filtro whatman 1 que contenian 0,5 gramos de miel de ulmo
y 0,5 gramos de miconazol como control. Se realiz6 la medicién de los halos de inhibicién
(en milimetros), los ensayos reaizados por triplicado permitieron obtener datos para la
aplicacion de técnicas estadisticas. Para el analisis estadistico se empleo el test de ANOVA
Multiple Comparison con post test deTukey con significacién estadistica (p-value) de 0.5.

Los valores de MIC para la miel de ulmo fueron de 10.1 + 1.7 mm, en comparacién
con el control Miconazol 15.5 + 3.2 mm.(observar Figura Nro.1 y Tabla Nro.1)

Tratamiento antifungico MIC ‘p-value
Miel de ulmo 0,5 gr 101 £1.7 p< 0.5
Miconazol 0,5 gr 155+3.2 -

Tabla nro.1. Actividad antifungica de la miel de ulmo frente a cepa ATCC 29213 de C. albicans.

Los valores de inhibicién (en milimetros) se analizaron utilizando el test de ANOVA
Multiple con post test deTukey’s.’p-value, expresa el nivel de significacion estadistica.
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Figura Nro.1.Ensayo de actividad antifungica de la miel de ulmo frente a cepa ATCC 29213de
C.albicans. Técnica de disfusion en placas Petri.

La miel es un producto natural que se ha incluido ampliamente en investigaciones
relacionadas con problemas de salud en el ser humano. Ademas, otros productos de abeja
como miel y jalea real son muy ricos en compuestos bioactivos como esenciales y no
esenciales compuestos y vitaminas con propiedades farmacolégicas. Estas moléculas se
pueden incluiren nutracéuticos y alimentos funcionales y permitira beneficios para la salud.
Algunos investigadores han evaluado la efectividad de la miel de abejas en la cicatrizacion
de heridas, en el tratamiento del "pie diabético™ y mejorar lesiones en la piel en pacientes
con psoriasis y eczema, ademas se ha empleado en casos de dermatitis pediatrica (7).

Estudios realizados en Chile permitieron evidenciar los efectos cicatrizantes de las
mieles chilenas, estos resultados se asociaron ademas con sus efectos antioxidantes y
antimicrobianos que ya han sido mencionados con anterioridad.(8)

Los polifenoles presentes en la miel de ulmo y los taninos, compuestos que han
sido cuantificados también en propo6leos han permitido estudiar la capacidad ciatrizante
de los productos apicolas.En el caso de algunas muestras de propoleos chilenos
presentaron elevado contenido de compuestos fenélicos donde se identificaron flavonoides,
antocianidinas, taninos y otros tipos de moléculas (9).

Dentro de los mecanismos que se han planteado para la accion cicatrizante de la
miel se encientra su efecto inhibidor de la produccion ROS, por células monociticas (MM6),
ademas existen otros compuestos asociados a la actividad antioxidante como el acido
ascorbico, vitaminas del complejo B, tocoferoles, catalasa, superéxido dismutasa, glutation
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reductasa, péptidos y varios tipos de aminoacidos(8,10).

Adicionalmente la miel de abejas se ha relacionado con otras propiedades biolégicas
que la hacen util en el tratamiento de patologias digestivas como diarrea, estrefiimiento y
gastroenteritis (7).

CONCLUSIONES:

En el caso de dentro de la Miel de Ulmo obtenida desde la especie Eucryphia
cordifolia, ha sido poco estudianda y se requieren estudios adicionales para explorar
algunas porpiedades farmacoldgicas como lo son su poder antioxidante, cicatrizante y
regenerador.
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RESUMO: A cana-de-acUcar (Saccharum
officinarum L.) tem grande importancia
econdmica na agricultura no Brasil e, mais
recentemente, com a utilizacdo do etanol
em escala mundial, torna-se ainda mais
relevante. A forma mais utilizada para a
obtencdo de mudas dessa espécie é a
partir de segmentos de colmos. No entanto,
um problema muito recorrente nessa
forma de propagacdo é a disseminagao
de doencas. Uma ferramenta que pode
ser utilizada a fim de minimizar isso é a
micropropagacéo, técnica considerada uma
alternativa vantajosa para a multiplicacao
de plantas, devido a economia de tempo em
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relacdo as técnicas convencionais, além da
obtencéo de mudas de excelente qualidade
fitossanitaria e geneticamente idénticas
ao material de origem. Dessa forma este
trabalho teve como objetivo testar trés
protocolos de assepsia em meristema
apical de cana-deagucar a fim de obter
plantas micropropagadas. O experimento foi
realizado no laboratério de Biotecnologia da
PUC-PR, campus Toledo. Para a realizagéo
do experimento foi utilizado o delineamento
inteiramente casualizado contendo trés
tratamentos com 10 repeticdes cada. Os
tratamentos testados foram: T1 (triplice
lavagem em é&gua destilada, alcool 70%
por 2 minutos, 2% hipoclorito de sodio
(NaClO) durante 15 minutos,1,5% de &cido
citrico por 5 minutos); T2 (alcool 70% por
30 segundos por trés vezes, imersdao em
agua destilada, 2% de NaClO durante
15 minutos,1,5% de &cido citrico por 3
minutos); T3 (triplice lavagem em agua
destilada, alcool 70% por 1 minuto, 2% de
NaClO durante 15 minutos, 2,5% fungicida
mancozeb por 15 minutos). Todos os
meristemas foram inoculados em meio MS
+ carvéo ativado (2g.L-1 ), e mantidos em
sala de crescimento (25°C) no escuro por
15 dias. O tratamento 2 promoveu melhor
resultado (40 % de explantes sadios).
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Porém, essa porcentagem é considerada um valor baixo, com isso novos testes deverdo ser
realizados para aumentar a porcentagem de explantes sadios.
PALAVRAS-CHAVE: Saccharum officinarum L, propagacéo, meristema apical.

ASEPSY PROTOCOL FOR SUGAR CANE MICROPROPAGATION

ABSTRACT: Sugarcane (Saccharum officinarum L.) has great economic importance in
agriculture in Brazil and, more recently, with the use of ethanol on a global scale, it becomes
even more relevant. The most commonly used way to obtain seedlings of this species is from
stem segments. However, a very common problem in this form of propagation is the spread of
diseases. Atool that can be used to minimize this is micropropagation, a technique considered
an advantageous alternative for the multiplication of plants, due to the time savings compared
to conventional techniques, in addition to obtaining seedlings of excellent phytosanitary
quality and genetically identical to the source material. Therefore, this work aimed to test
three asepsis protocols in sugarcane apical meristem in order to obtain micropropagated
plants. The experiment was carried out in the Biotechnology laboratory at PUC-PR, Toledo
campus. To carry out the experiment, a completely randomized design was used, containing
three treatments with 10 replications each. The treatments tested were: T1 (triple washing in
distilled water, 70% alcohol for 2 minutes, 2% sodium hypochlorite (NaClO) for 15 minutes,
1.5% citric acid for 5 minutes); T2 (70% alcohol for 30 seconds three times, immersion in
distilled water, 2% NaClO for 15 minutes, 1.5% citric acid for 3 minutes); T3 (triple washing in
distilled water, 70% alcohol for 1 minute, 2% NaClIO for 15 minutes, 2.5% mancozeb fungicide
for 15 minutes). All meristems were inoculated in MS medium + activated charcoal (2g.L-1)
and kept in a growth room (25°C) in the dark for 15 days. Treatment 2 promoted the best result
(40% of healthy explants). However, this percentage is considered a low value, so new tests
must be carried out to increase the percentage of healthy explants.

KEYWORDS: Saccharum officinarum L, propagation, apical meristem.

11 INTRODUGAO

A cana-de-agucar (Saccharum officinarum L.) tem grande importancia econémica na
agricultura no Brasil e, mais recentemente, com a utilizagdo do etanol em escala mundial,
torna-se ainda mais relevante. A propagacéao convencional desta espécie é realizada a partir
de segmentos de colmos provenientes de plantas do campo, ap6s o primeiro ou segundo
ano de plantio. Porém, novas variedades estdo continuamente sendo desenvolvidas e
sua disponibilizacdo pode ser acelerada por meio da biotecnologia, via micropropagacéo
(OLIVEIRA et al., 2010).

Na cana-de-acgUcar, diversos estudos tém demonstrado que o tecido mais adequado
para a micropropagacao € o meristema apical, oriundo de perfilho jovens, com grande
vigor e crescimento, e que sejam removidos de colmos de tamanhos variando entre vinte e
oitenta centimetros (CIDADE et al., 2006).

Uma vez que cada espécie ou clone apresenta caracteristicas Unicas, determinadas
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por fatores genéticos, as necessidades para seu cultivo in vitro também tendem a ser
Unicas. A capacidade de regeneragéo e crescimento in vitro parece estar associada néo
apenas ao genotipo, mas também a atividade fisiologica na planta-matriz, sob o controle de
diversos fatores endégenos (SILVA et al., 2012).

O tamanho do explante utilizado depende essencialmente do objetivo da
micropropagacgéo. Caso se pretenda eliminar algum microrganismo sistémico como virus,
bactéria ou micoplasma, deve-se considerar, evidentemente, que quanto menor o explante
isolado, ou quanto mais isolado este tecido estiver das regides subjacentes vascularizadas,
maiores serdo as chances de sucesso (GRATTAPAGLIA e MACHADO et al., 1998).

O principal objetivo da fase de multiplicacdo € produzir o maior numero de plantas
possivel, no menor espaco de tempo, alguns aspectos qualitativos importantes devem ser
considerados. Nao basta conseguir altas taxas de multiplicagcdo em alguns explantes, o
importante é obter uma taxa média satisfatério com o minimo de variagdo de explante para
explante (LEE et al., 1984).

O verdadeiro desafio, estd no material vegetal e na sua manipulagdo antes de
excisar o explante inicial, e em todos os passos até o transplantio da planta produzida.
Esta manipulagéo inclui: manejo da planta-matriz, as caracteristicas do explante utilizado,
o procedimento de sub cultivo adotado, as condi¢cbes ambientais e micro ambientais dentro
do frasco de cultura e o transplantio.

Depois de isolados e inoculados em meio de cultura apropriado, os meristemas
apicais de cana-de-agUcar se desenvolvem dando origem as plantulas que serdo entédo
multiplicadas, enraizadas e aclimatizadas (LIMA et al., 2001).

A justificativa é estabelecer um protocolo de micropropagagéo de cana-de-agucar.
A técnica de propagacao desta espécie por meio de meristema apical é considerada uma
alternativa vantajosa para a multiplicagdo de diversas variedades, devido a economia de
tempo em relacdo as técnicas convencionais, além da obtencdo de mudas de excelente
qualidade fitossanitaria e geneticamente idénticas ao material de origem (VIEIRA et al.,
2009).

O problema mais recorrente € as doencas da cana que sdo de carater sistémico,
portanto facilmente disseminadas pelas canas usadas nos plantios. A importancia
das doencgas é de dificil quantificacdo, pela diversidade das cultivares e das condigbes
ambientais em que séo exploradas. Como uma doenca é produto da interagdo patégeno-
hospedeiro-ambiente, seus efeitos podem variar de um local para outro. Outro fator
importante € a baixa quantidade de matéria propagativo com qualidade fitossanitaria, para
a ampliagdo da producéo.

Dessa forma este trabalho teve como objetivo testar trés protocolos de assepsia em
meristema apical de cana-de-agucar a fim de obter plantas micropropagadas.
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21 MATERIAIS E METODOS

Para todas os protocolos foram coletados colmos em uma é&rea rural no municipio
de Mercedes-PR e destes foram retirados os palmitos com aproximadamente 5 cm de
comprimento, depois foram cortados em cubinhos. O corte e a desinfestacdo foram

realizados fora da caAmara de fluxo, os outros processos foram realizados dentro.

PROTOCOLO |

Os explantes receberam a desinfestagdo com um triplice lavagem em 4gua destilada,
depois foi realizado a imers@o em alcool 70% por 2 minutos, depois em hipoclorito de sédio
(2%) por 15 minutos. Posteriormente, o meristema foi imerso por 5 minutos na solucéo de
acido citrico a 1,5%, para evitar sua oxidacao. Os explantes foram transferidos e inoculados
para frascos de vidro autoclavados e esterilizados contendo meio de cultura MS+carvéo,
onde recebeu quatro meristemas do mesmo genotipo em sua superficie, depois foi vedado
com papel aluminio e plastico filme, ap6s todo o processo foram mantidos no escuro por 15
dias (DUTRA et a., 2011).

PROTOCOLO I

Os explantes receberam a desinfestacédo com alcool, foram lavados em alcool 70%
durante 30 segundos, por trés vezes sem reutilizagdo das solugdes, depois fui imerso em
agua destilada. Depois em hipoclorito de sodio (2%) por 15 minutos, depois no acido citrico
1,5% por 3 min.

ApOs a retirada do excesso de solugdo de acido citrico dos cubos meristematicos.
Os explantes foram transferidos e inoculados para frascos de vidro autoclavados e
esterilizados contendo meio de cultura MS+carvao, onde recebeu quatro meristemas do
mesmo genotipo em sua superficie, depois foi vedado com papel aluminio e plastico filme,
apos de todo o processo foram mantidos no escuro por 15 dias (MELO et al.,2020).

PROTOCOLO Il

Os explantes receberam triplice lavagem em &gua destilada para a desinfestacéo,
depois foram mergulhados em alcool 70% por 1 minuto, depois foi previamente mergulhado
em solucao de hipoclorito de sédio (2%) por 15 minutos.

Na desinfestacdo os explantes foram imersos por 15 minutos no fungicida mancozeb,
foi usado 2,5g e diluido em 30ml de agua. Os explantes foram transferidos e inoculados
para frascos de vidro autoclavados e esterilizados contendo meio de cultura MS+carvao,
onde recebeu quatro meristemas do mesmo gen6tipo em sua superficie, depois foi vedado
com papel aluminio e plastico filme, ap6s de todo o processo foram mantidos no escuro por
15 dias (FARIA et al ., 2010).
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Figura 1- Frascos contendo meristemas de cana-de-agucar inoculados em meio de cultura MS
(Murashige & Skoog,1962), em sala de crescimento do laboratério de Biotecnologia, PUC- Campus
Toledo, 2021. Fonte: as autoras,2021.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Ap6s 15 dias foi realizada a avaliagdo dos protocolos, verificando a oxidacéo, a
presenca de fungos, bactérias e também os explantes sadios conforme tabela 1.

% CONTAMINACAO

PROTOCOLO % SADIOS . %OXIDACAO  CONTAMINACAO POR 2
FUNGICA  BACTERIANA
1 10 20 0 50 BACTERIA + OXIDAGAO 20
2 40 20 10 10 FUNGO + OXIDACAO 10

BACTERIA + OXIDAGAO 10

3 20 10 30 40

Tabela 1- Porcentagem de explantes de cana-de-agucar sadios, contaminados (fungos ou bactérias) e
oxidados submetidos a trés protocolos de assepsia. Toledo, 2021.

O maior problema foi a contaminagéo dos explantes, devido ao manuseio da planta
no campo. O instrumento que foi utilizado para cortar a cana mesmo limpo no alcool,
pode estar contaminado e no laboratoério o bisturi mesmo sendo novo também pode estar
contaminado e o manuseio incorreto do explante na camara de fluxo também pode causar
esse problema. Mesmo com a desinfestacdo dos protocolos, todas os protocolos tiveram
oxidagao, o que teve o melhor resultado nesse aspecto foi o protocolo 2.
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Teve também a contaminacéo flngica e bacteriana devido ao material utilizado, que
provavelmente veio do campo com essa contaminagdo. O protocolo que teve o melhor
resultado nesse aspecto foi o protocolo 3, devido ao uso do fungicida Mancozeb no
procedimento.

Tivemos o maior cuidado no transporte e na execucédo dos protocolos. Mas o
sucesso do cultivo in vitro e da introdu¢do de um determinado genétipo nos programas
de melhoramento utilizando a sele¢éo in vitro, depende das condi¢cbes de cultivo do meio
de cultura, do estado fisiologico da planta mée de onde é retirado o explante e, sobretudo,
da capacidade do genétipo doador do explante de induzir calos embriogénicos e de sua
posterior regeneracdo em plantas. A fonte de carbono adicionada ao meio de cultura influi
significativamente o desempenho do cultivo, devido aos seus efeitos sobre o aporte de
energia para o explante e a manutencéo do potencial osmoético do meio (RIBEIRO et
al.,2015).

Mesmo sendo um material de dificil manuseio, de facil oxidagdo e com problemas
com bactérias e fungos, tivemos também resultados positivos com explantes sadios que
foram colocados na luz para o seu desenvolvimento. O tratamento que obteve o melhor
resultados foi 0 2.

Protocolo 1

OXIDAGAO + FUNGO

Protocolo 2
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Protocolo 3

Figura 2: Imagens de frascos contendo meristemas de cana-de-agucar submetidos a trés protocolos de
assepsia. Toledo, 2021. Fonte: as autoras, 2021.

41 CONCLUSAO

O protocolo Il no qual o usou a desinfestagdo com alcool 70% durante 30
segundos, por trés vezes sem reutilizagdo das solugbes promoveu melhor resultado para
a descontaminagédo de explantes de cana-de-agucar. Porém, 40% de explantes sadios
pode ser considerado um valor baixo, com isso novos testes deverdo ser realizados para
aumentar a porcentagem de explantes sadios.
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RESUMO: Ao longo dos anos a agricultura
tem sido parte fundamental da composigao
do produto interno bruto do Brasil. Devido
a transformacgédo digital, & esperado que
haja um forte crescimento tecnoldgico
neste seguimento. A internet das coisas
ou loT tem o potencial de auxiliar este
processo através do monitoramento dos
dados fisicos permitindo a pratica da
agricultura de precisdo, entretanto os
dispositivos /oT possuem a caracteristica
de baixa capacidade de processamento de
dados. A Computagdo em nuvem possui
capacidade de processamento virtualmente
ilimitada. A integracdo do loT ao Cloud
Computing constitui uma ferramenta versatil
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e importante para o crescimento do setor
agricola Brasileiro. Este trabalho enfoca
o0 desenvolvimento, projeto e otimizagao
de um sistema /oT e computagdo em
nuvem para monitoracdo de plantagcdes de
pequenos e médios agricultores. Evidencia-
se todos os aspectos de ferramentas
de desenvolvimento usadas, custos e
analise de desempenho, que viabilizam os
corretos critérios de decisao das potenciais
abordagens.

PALAVRAS-CHAVE: /oT, Cloud Computing,
Agricultura, LPWAN, Sigfox, MQTTS,
HTTPS.

SYSTEM USING INTERNET OF
THINGS AND CLOUD COMPUTING
TO INCREASE THE PRODUCTIVITY

AGRICULTURA AREAS

ABSTRACT: Over the years, the agriculture
has been a fundamental part of the
composition of Brazil's gross domestic
product. Due to the digital transformation,
it is expected that there will be strong
technological growth in this segment.
The Internet of Things or loT has the
potential to help this process through the
monitoring of physical data allowing the
practice of precision agriculture, however
loT devices have the characteristic of low
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data processing capacity. Cloud computing has virtually unlimited processing power. The
integration of 10T to Cloud Computing is a versatile and important tool for the growth of the
Brazilian agricultural sector. This work focuses on the development, design and optimization
of an 10T and cloud computing system for monitoring small and medium farmers’ plantations.
It highlights all aspects of development tools used, costs and performance analysis, which
enable the correct decision criteria for potential approaches.

KEYWORDS: loT, Cloud Computing, Agricultura, LPWAN, Sigfox, Lorawan, MQTTS, HTTPS.

11 INTRODUGAO

O Cloud Computing ou Computagcdo em Nuvem, e o loT (Internet of Things),
Internet das coisas), sdo dois sistemas independentes entre si, que quando combinados
transformam-se em uma importante ferramenta para o futuro (SADEEQ et al., 2021).

A Internet das Coisas pode ser definida como uma rede de objetos sejam, fisicos
ou légicos, que conseguem interagir e se comunicar entre si através da internet. O termo
“coisas” compdem o a sigla loT, devido aos diversos objetos e dispositivos que podem
integrar a rede, como exemplo podemos citar sensores, carros, dispositivos residenciais
(MASCARENHAS et al., 2021).

Cloud Computing (CC) é definido da seguinte forma (PIERLEONI et al., 2019, p.1):

CC é um modelo que permite o acesso a um conjunto de recursos de
computagao compartilhados e configuraveis (por exemplo, redes, servidores,
estruturas de armazenamento, aplicativos) oferecidos como servigos. Esses
recursos podem ser rapidamente solicitados, gerenciados e usados em um
modelo de reparticdo, de forma que o usuario pague pela quantidade de
uso efetivo de um recurso. O CC também ¢ independente de localizagao,
permitindo 0 acesso do usuario aos servicos em nuvem de qualquer local e
com qualquer dispositivo por meio da conexdo com a internet.

O estudo do McKinsey Global Institute solicitado pelo Banco Nacional de
Desenvolvimento Econémico e Social (BNDES) em parceira com o Ministério da Ciéncia,
Tecnologia e Inovacdes e Comunicacdes (MCTIC), a respeito do uso do /oT, estima que no
Brasil o impacto econémico chegue a 200 bilhdes de dolares até 2025 (MCKINSEY, 2017).

Para 41% dos participantes do estudo, o foco principal de loT deve se concentrar em
como aumentar a produtividade agricola e para 24% o crescimento econémico (MCKINSEY,
2017). Neste estudo foram apontadas as verticais para utilizacdo de aplicagbes /loT no
Brasil.

A vertical Rural recebeu nota 7.4 para o critério de Competitividade do Brasil no
ambiente de aplicacdo de /oT, e nota 10 para o critério de Facilidade de desenvolver
Inovagcéao e Ambiente de negbcios.

Segundo o ranking do Observatério de Complexidade Econdémica do MIT
(Massachusetts Institute of Technology), no ano de 2019 o Brasil obteve cerca de US$ 230
bilhées de dblares americanos com exportagdes (MIT, 2021).
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Os itens com maior parcela de contribuicdo para o valor obtido com exportagoes,
foram a soja (11.4%), o milho (3.21%) e o café (2.05%) (MIT, 2021).

Dado a matriz de exportacdes do Brasil, desenvolver aplicacbes em setores nos
quais é referéncia mundial, como agronegécio de fato torna-se estratégico.

Segundo projecdes da Gartner consultoria, a expectativa € que o mercado mundial
de servigo de Cloud Computing movimentara US$ 362,263 bilhdes de dolares americanos
em 2022 (GARTNER, 2020).

Com o contexto e dados apresentados, observa-se que o setor da Agricultura tem
grande relevancia para a economia do Brasil. Com alto potencial de crescimento produtivo
e ambiente propicio para desenvolvimento de inovacgdes tecnolbgicas, o Brasil pode se
beneficiar de solugdes que integrem Cloud Computing e IoT.

O estudo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA) destaca
os maiores desafios para o setor de agricultura no Brasil, sendo eles a coleta e o
processamento de dados sobre umidade, monitoramento do ar e luz solar (EMBRAPA,
2017 apud MCKINSEY, 2017).

Dado o nivel limitado de processamento de um dispositivo /oT e a alta capacidade
de processamento encontrada em CC, a integracdo entre as duas ferramentas se tornam
estratégica (NGUYEN et al., 2020). A esta integracao, este autor denomina Cloud of Things,
Nuvem das coisas.

Em 2020, a EMBRAPA realizou uma pesquisa com mais de 750 participantes tais
como produtores rurais, empresas e prestadores de servico do ramo, para mapear o retrato
da agricultura digital brasileira (EMBRAPA, 2020).

Segundo a pesquisa, para 40,9% dos produtores rurais a falta de conhecimento
sobre quais as tecnologias mais apropriadas € uma dificuldade. Ainda, de acordo com o
estudo, existe a visdo de que essas novas tendencias séo acessiveis para produtores de
grande porte e alta capacidade de investimento.

1.1 Objetivo geral

Este trabalho compreende a anélise das melhores solu¢des de Cloud Computing em
termos de custo e usabilidade, e IoT em termos de disponibilidade e eficiéncia energética,
que contribuam para a melhoria da produtividade das principais culturas agricolas dos
pequenos produtores do Brasil. Por principais culturas entenda as que compdem os itens
de exportacao relevantes: soja, milho e café (MIT, 2021).

1.2 Objetivos especificos

Para que o objetivo deste trabalho seja atingido é necessario o desenvolvimento dos
seguintes objetivos especificos:
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1 - Especificar quais sdo as melhores praticas de computagao para area agricola em
termos de computacdo em nuvem e de borda.

2 - Dadas as dimensoes e localizagdo de uma propriedade agricola, € importante
determinar os dispositivos de telecomunicagées que viabilizam a implementagéo de
sensores e atuadores com 6tima eficiéncia energética e baixo custo.

3 - Analisar e determinar quais sdo os engenhos necessarios para fazer a interface
e integracéo dos dispositivos com 0 ambiente de computacdo em nuvem.

4 - Desenvolvimento de um prot6tipo /o7, ou identificagdo no mercado de solugéo
apropriada (custo, funcionalidade), com processamento em nuvem para validagcao
das caracteristicas e estimativas itens 1, 2 e 3.

21 METODOLOGIA

A metodologia do trabalho est4 dividida em etapas que atendem os objetivos
detalhados na Subsecgéo 1.2.2. A seguir, estas sdo apresentadas.

Etapa 1- Entendimento das trés maiores plataformas de Cloud Computing no Brasil,
e suas solugdes tipicas de mercado /oT.

E realizado estudo das trés maiores plataformas de Cloud Computing no Brasil,
a saber: Amazon Web Services, Microsoft Azure e Google Cloud Platform (INFONOVA,
2021). Por meio de artigos cientificos publicados, livros e blogs, € feita uma pesquisa
documental, em busca do entendimento e da apresentacdo de como solucdes tipicas
destas empresas e suas respectivas plataformas para o mercado de /oT. Além disto, como
cada plataforma pode atender aos requisitos basicos de fazendas inteligentes tais como:
custeio, capacidade de carga, facilidade de implementacdo, manutencéo e operacao de
sistema. Para os pequenos agricultores, tem-se ainda os requisitos minimos: intuitividade
de uso, baixo custo operacional requerido sem perder confiabilidade e eficiéncia.

Apos a identificagdo de quais solugdes de plataformas atendem os requisitos, séo
feitas analises comparativas entre estes, para a identificacdo de qual solugdo poderia
atender da melhor maneira, implementacdes de solugdes loT, para o pequeno produtor
brasileiro.

Etapa 2 - Estudo de possiveis solugdes de telecomunicagdes viaveis no Brasil de
baixo consumo (LPWAN). Levantamento de sensores, atuadores, microcontroladores de
baixo consumo energético.

Esta etapa consiste na pesquisa de informacgdes, do estudo, entendimento
e levantamento das caracteristicas de operacdo de redes de telecomunicacdes de
baixo consumo energético, disponiveis para implementacdes de dispositivos de loT. O
levantamento das informacdes é realizado por pesquisa na Internet, em materiais técnicos
disponiveis em bases cientificas como a do IEEE (Instituto de Engenheiros Elétricos e
Eletronicos) (2021). E realizado um mapeamento das redes viaveis e homologadas pela
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ANATEL (Agéncia Nacional de Telecomunicacdes) (2021), cobertura do territério, custos
operacionais existentes, consumo de radio transmissores e confiabilidade destes. Os
custos, facilidade de aquisicdo de radiotransmissores para montagem de dispositivos loT
e de operacgéo sao levantados, estudados, descritos e classificados. Para tal pretende-se
utilizar materiais disponiveis em bases da Internet, como a do IEEE (2021) e de fabricantes
como o da Sigfox (2021).

O Arrolamento e estudo de sensores, usuais em aplicacao de /oT para monitoracao
e suporte a agricultura (EMBRAPA, 2017), é realizado junto a empresas fabricantes ou de
importacao, com informacgdes disponiveis na Internet, por exemplo a MOUSER (2021), ou
através de contatos diretos com estes.

Sao ainda estudados os microcontroladores usuais para aplicagdo em loT através
de materiais cientificos e técnicos disponiveis nas bases de consulta, estes ultimos como
GIALELIS et al. (2020). Dentro da disponibilidade de telecomunicacdes adotada para maior
cobertura do territério nacional, é determinado o microcontrolador viavel, sendo ponderados
custos de aquisi¢ao no Brasil, consumo energético e possibilidades de programacao.

Etapa 3 — Interface e integracdo dos dispositivos com o ambiente de computacao
em nuvem.

A partir dos resultados obtidos nas Etapas 1 e 2, e fundamentado em artigos e
coletaneas técnicas e cientificas apresentadas na Secgdo 3, pretende-se entender e
descrever a melhor arquitetura do ambiente que precisara ser implementada. Dois aspectos
precisam ser atentados na etapa: a seguranga das comunicagbes e, se necessario,
0s gateways com os dispositivos loT em campo. Para o tratamento da seguranca, séo
trabalhadas as solugbes que preferencialmente respeitarem os principios do MQTT,
protocolo apresentado na Secdo 3. O levantamento da infra de internet possivel, pode
ser identificado pelo enderego da localidade rural, utilizando-se de mapas do CGl, Comité
Gestor da Internet no Brasil, como o do SIMET (2021).

Etapa 4 - Desenvolvimento ou identificacdo no mercado de uma solucéo /loT com
processamento em nuvem, apropriada para areas agricolas do Brasil

Esta etapa consiste no desenvolvimento ou identificacdo no mercado, de protétipo
loT, gateway, com processamento em nuvem para validagdo das métricas, caracteristicas
e estimativas trabalhados nas etapas metodolégicas. O processamento do protétipo ou
solugéo encontrada no mercado, deve utilizar a plataforma dos trés maiores provedores
de servicos de computacdo em nuvem no Brasil, solugcdo de sensores e atuadores,
microcontroladores e softwares de integracéo identificados/detalhados. O ensaio pratico
ou em laboratério permite validar as métricas e céalculos levantados nas demais etapas de
estudo/projeto.
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31 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Internet das Coisas

Alnternet das Coisas ou Internet of Things (loT) € um paradigma baseado na Internet
e pode ser definida como uma rede de objetos sejam, fisicos ou lo6gicos, que conseguem
interagir e se comunicar entre si através da internet (MASCARENHAS et al., 2021).

Segundo a pesquisa realizada pela EMBRAPA, as areas mais interessantes para o
uso de novas tecnologias digitais s&o: planejamento das atividades, gestéo da propriedade
e controle de deficiéncias nutricionais do solo (GALINARI et al., 2021). Dentro dessas
vertentes os dispositivos /oTs, tem o potencial de ajudar o agricultor.

3.2 Computacao em Nuvem

Devido as limitagbes do /oT, e a capacidade virtualmente ilimitada de processamento
e armazenamento do Cloud Computing, as integracbes entre CC e dispositivos loT
constituem uma robusta ferramenta complementar entre si (PIERLEONI et al., 2019).

O termo Computagcdo em Nuvem ou Cloud Computing se tornou popular a partir
de 2006, apos ser utilizado por Eric Shmidt, CEO da Google no ano em questdo, em
uma conferéncia para explicar como feito o gerenciamento dos data centers da empresa
(DARWISH et al., 2017).

Em 2011 o Instituto Nacional de Normas e Tecnologia dos Estudos Unidos definiu
Cloud Computing (NIST, 2011):

A computacdo em nuvem € um modelo para permitir acesso onipresente,
conveniente e sob demanda a rede a um pool compartilhado de recursos de
computacgao configuraveis (por exemplo, redes, servidores, armazenamento,
aplicativos e servicos) que podem ser rapidamente provisionados e liberados
com minimo esforco de gerenciamento ou interagdo com o provedor de
servicos. Este modelo de nuvem é composto por cinco caracteristicas
essenciais, trés modelos de servi¢co e quatro modelos de implantacao.

3.3 Protocolo MQTT

Criado e desenvolvido pela IBM no final dos anos 90, o MQTT (Message Queuing
Telemetry Transport), € um protocolo aberto de mensagens com suporte para realizar
comunicagao assincrona (IBM, 2017).

O protocolo MQTT define duas entidades na rede: um message broker e os clientes.
O broker & um servidor que recebe todas as mensagens dos clientes e, em seguida, distribui
essas mensagens para os clientes de destino.

Conforme o trabalho de PIERLEONI et al., (2019), o MQTT obtém os melhores

resultados em termos de atraso fim a fim e consumo de largura de banda.
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Conforme Yuan (2017),0 MQTT é um protocolo de rede flexivel e leve. A caracteristica
de leveza, permite a implementacao em hardware e redes de largura da banda limitada e

de alta laténcia.

3.4 Protocolo HTTPS

O protocolo HTTPS (Hypertext Transfer Protocol Secure) € um protocolo de
comunicacgao, projetado para manipulagdo de mensagens web de forma segura, que pode
também ser utilizado nas redes de comunicagao /loT (BALBINOT, 2019).

Fazendo uso do método de requisicdo e respostas e de métodos previamente
definidos no protocolo, o cliente HTTPS realiza uma chamada e obtém um arquivo de
resposta com o status de sucesso ou erro da chamada, bem como a resposta desejada no

corpo da mensagem.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Seguindo as etapas descritas na Sec¢éo 2, realizou-se as seguintes atividades:

4.1 Arquitetura idealizada para os ambientes em nuvem

Em conformidade com a etapa 1 descrita na metodologia, realizou-se o estudo
documental das plataformas de cloud e identificacdo de quais solugdes destas, atendem
0s requisitos mencionado.

Foi feita uma andlise comparativa entre 0s recursos e servicos para a identificacao
de qual solugédo poderia atender da melhor maneira, implementagdes de solugdes /oT, para
0 pequeno produtor brasileiro.

Para melhor entendimento foi proposto um sistema genérico para representacao
dos itens que compdem uma solugdo com uso de um /oT e integrado as clouds.

A Figura 1 exibe o referido sistema genérico.

Smart Devices Gateway Data Data Storage Analytics e
Ingestion Transformation Dashboards
= o oﬁ-o‘o
o) - &4 %‘*‘%"v""..
[ ~—
loT device Gateway Message Broker Stream Processing Storage Analytics e
Dashboards
[ loT Codec ) [ Network ) ( Cloud Configuration )
Figura 1 — Sistema Generalizado
Fonte: Proprio Autor
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O Quadro 1 contém os servigos utilizados para o sistema genérico e sua respectiva

descrigéo.
. Smart Data Data Analytics e
Servigo Devices Gateway Ingestion Transformation Storage Dashboards
. - Comunicagdo | Servico que Orquestra Andlises e
Descricao DISp;)OS7IEIVOS entre recebe as os dados na Arm da:c?:sa 0s exibicéo de
ambientes mensagens infraestrutura dados

Quadro 1 — Descrigéo dos servigos do sistema generalizado

Fonte: Proprio autor

Elencou-se que os trés provedores de servicos de cloud observados possuem

solucdes similares para o uso com ambientes de /oT.

O Quadro 2 contém as categorias de servigos similares oferecidos pelos provedores

Amazon Web Services, Microsoft Azure e Google Cloud Platform.

Categoria do . . Oferta Microsoft
servico Tipo do servico Oferta AWS Azure Oferta GCP
Business
Analise de dados Intelligence Amazon QuickSight | Microsoft Power Bl Looker
Internet das Coisas
(loT) Plataforma de loT AWS IoT Core Hub IoT do Azure Cloud loT
Armazenamento de Amazon
Banco de dados dados DynamoDB Azure Cosmos DB Datastore
Processamento de
Anédlise de dados codigo aberto Amazon S3 Azure Data Lake Dataproc
Orquestracao de Azure Stream
Anédlise de dados fluxo de dados AWS IoT Analytics Analytics Dataflow
Compute Serveless AWS Lambda Azure Functions Cloud Functions

Quadro 2 — Servigcos Similares oferecidos pelos provedores de Cloud

Fonte: Modificado de GOOGLE CLOUD PLATFORM (2021)

Observa-se na tabela 2 a categoria e tipo dos servicos entregues pelas trés

plataformas bem como os servigos equivalentes entre si, do ponto de vista conceitual.

4.2 Tecnologias LPWAN

Referente a etapa 2 da Subsecédo 2, conforme o estudo realizado das principais

tecnologias LPWAN destacam-se a rede Sigfox e Lorawan (MEKKI, K. et al., 2019).

O estudo realizado pela Teleco Inteligéncia em Telecomunicag¢des (TELECO, 2021),

mostra a evolugdo dos municipios e porcentagem de populagéo cobertos pelas tecnologias
LPWAN no Brasil em setembro de 2021.
Segundo o estudo, a rede Sigfox possui cobertura de 492 municipios, cobertura

esta que abrange 51.3% da populagao, enquanto a rede Lorawan possui cobertura de 262
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municipios, cobertura esta que abrange 50.0% da populagéo nacional.

O Quadro 3 descreve as caracteristicas de operacdo das solugbes LPWAN

observadas pelo autor.

(868 MHz na Europa, 915 MHz
na América do Norte e 433 MHz

Sigfox Lorawan
Modulacao BPSK CSSs
Frequéncia Bandas ISM néo licenciadas Bandas ISM néo licenciadas

(868 MHz na Europa, 915 MHz
na América do Norte e 433 MHz

na Asia) na Asia)
Largura de banda 100 Hz 250 kHz e 125 kHz
Taxa maxima de dados 100 bps 50 kbps

Bidirecional Limitada / Half-duplex Sim / Half-duplex
Maximo de mensagens/dia 140 (UL), 4 (DL) llimitado
Comprimento maximo do 12 bytes (UL), 8 bytes (DL) 243 bytes
payload
Cobertura da rede 10 km (urbano), 40 km (rural) 5 km (urbano), 20 km (rural)
Imunidade a interferéncias Muito Alta Muito Alta
Autenticacao e criptografia Nao suportado SIM (AES 128b)
Taxa de dados adaptavel Nao Sim

Handover Os dispositivos finais ndo se Os dispositivos finais ndo se
unem a uma unica estacao unem a uma Unica estacgéo
base base
Geo Localizagao Sim (RSSI) Sim (TDOA)
Permitir rede privada Nao Sim

Normas A empresa Sigfox esta LoRa-Alliance
colaborando com a ETSI na
padronizacao da rede baseada

em Sigfox

Quadro 3 — Comparagao servicos LPWAN
Fonte: MEKKI, K. et al. (2019)

Dentre as duas solugdes optou-se pelo uso da rede Sigfox devido ao maior raio de
cobertura no ambiente rural, variando de 10 a 40 km, backend robusto que possibilita a
integracao do dispositivo com o ambiente de nuvem em geral sem a necessidade de uso
de um gateway fisico.

A tecnologia da rede Sigfox pode ser descrita como um protocolo de rede voltado
para aplicagdes IoT sem a utilizacdo de fios e trabalhando em baixa poténcia (DATEM,
2021).

Algumas das vantagens da utilizacdo dessa tecnologia sdo: baixo consumo de
energia e preco padronizado mundialmente - a assinatura anual para envio de duas
mensagens por dia por dispositivo é de US$0,50 (NOVIDA, 2019).

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas 4 Capitulo 18

188



4.3 Gateway

A fungé@o de um gateway loT é realizar a comunicacao entre os dispositivos e assim
formar uma rede, para compartilhamento de recursos, informagdes e tornando possivel a
intercomunicacao dos equipamentos que possuam diferentes protocolos de comunicacao
(RAMIREZ et al., 2019). O gateway é a ponte que realiza o fluxo de dados entre os sensores
sem fio e redes de comunicagdes locais ou Internet (JUNIOR et al., 2018). Um possivel
cenario de uso para um gateway fisico no contexto deste trabalho, seria a utilizacdo de
dispositivos Sigfox em ambientes fora da zona de cobertura informada no site. Através do
uso do gateway é possivel criar um repetidor da rede para a cobertura desta localidade.
Para a rede Sigfox existem solugcbes prontas disponiveis para a implementagdo dos
mesmos, como descrito em MATURIX (2021).

4.4 Protétipo loT

Alinhado a etapa 4 da Subsecdo 2, apds conclusdo das pesquisas para
desenvolvimento ou identificacdo no mercado de um prototipo /oT, optou-se pela aquisicdo
e utilizacdo de produto encontrado no mercado. Tal produto possui o melhor custo
encontrado no territério nacional, permite desenvolvimentos em diversas plataformas e
com diversos sensores e tem as caracteristicas técnicas descritas a seguir.

4.4.1 Caracteristicas do protétipo utilizado

A solugdo para uso neste trabalho foi o devkit de desenvolvimento Sigfox com
moédulo Wisol Thinxtra, ou Sigfox Developer Xkit (THINXTRA, 2021).
O kit de desenvolvimento é composto pelos seguintes itens:
a- Shield suportando as redes Sigfox RCZ2 (Brasil, EUA e México);

b- Placa Arduino uno r3.

c- Sensores de temperatura, pressao, luminosidade, magnético (reed switch) e
acelerometro de 3 eixos;

d- Licenca de 1 ano de conectividade Sigfox, pacote Sigfox Platinum, 140 mensagens
de upload e 4 de download.

A placa Arduino uno r3 que acompanha o devkit esta pré-carregada com uma
aplicagdo demo que envia informacao do sensor de temperatura, tensdo de saida do
sensor foto-elétrico, valor da pressao e acelerémetro.

Estes dados s&o enviados nas seguintes condicoes:

a- A cada 10 minutos;
b- Caso o botdo SW1 do médulo Sigfox seja pressionado;

c- Se houver proximidade de um ima ao sensor magnético (reed switch).
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Visando o desenvolvimento do prot6tipo para o ambiente agricola, foi acrescentado
o sensor de umidade DHT 22 e o cddigo original pré-carregado ao devkit foi modificado de
acordo.

Uma bateria de Litio lon de 4.8 Ah para uso com o /oT foi usada para o fornecimento
de energia ao dispositivo.

Para acomodacéo do hardware do IloT foi criado um case fisico e impresso em 3D no
laboratorio da Escola de Engenharia da Universidade Presbiteriana Mackenzie.

Na Figura 2, observa-se a lista dos materiais utilizados para desenvolvimento do
projeto

[ Sigfox - XKIT ] [ Sensor DHT22 ] [ Bateria 4.8 Ah ] [Chave gangorra] [ CabosJumper] [ Case 3D ]

Figura 2 — Lista de Materiais Utilizados

Fonte: Proprio Autor

Na Figura 3, temos uma fotografia do hardware projeto finalizado.

Figura 3 — Protétipo

Fonte: Proprio Autor

4.5 Decodificacao dos dados

Os dados medidos pelos sensores do devkit sdo exibidos na base hexadecimal
(Sigfox, 2021).

Para leitura mais amigavel dos dados, é necessario realizar a decodificagdo do
payload da base hexadecimal para base decimal e adequagédo da unidade para o sistema
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internacional (S.I).

Conforme a documentacéo do devkit informa, a decodificagdo do payload pode ser
realizada manualmente (THINXTRA, 2021).

Na Figura 4, apresenta-se o processo de decodificagdo manual.

A mensagem é enviada com 12 bytes, conforme padrao Sigfox. Ela é enviada em hexadecimal conforme estrutura
abaixo:

Integer Integar Integar Signed Integar Signed Intsger Signed Intager
2 bytes 2 bytes 2 bytes 2 bytes 2 bytes 2 bytas
Received frame = o
TEMPERATURE PRESSURE PHOTO X_Acc Y_Acc Z_Acc
v ¥ ¥
Actual measured Temperatura/100 Pr'r-_‘s.‘:'ure‘a ann'/w 000 ¥_Acc/250 Y_AD:::HQECI Z_Ace/250
valug (=€) (Pa) ] (@ @ ]

Exemplo de mensagem recebida: f7096679b3050c009900c100

Para facilitiar podemos separar os caracteres: [f] i) 52 (2 5] [ [ fF G2 ) o5 8)
Extracao dos dados:

JTemperatura:
LSB (less significative bit = bit menos significativo) = {7
MSB (most significative bit = bit mais significativo) = 09
Temperature em hexadecimal = 097
Conversé&o de hexadecimal para decimal= 0x 16+ 9x 162+ 15x 16" + 7 x 16° = 2551
Conforme a estrutura mencionada este valor deve ser divido por 100 para resultar na temperatura
em °C, logo a temperatura é 25,51°C
Figura 4 — Decodificagdo manual

Fonte: THINXTRA (2021)

Para realizacdo da decodificacdo do payload ha a possibilidade da criagdo de uma
funcao em determinada linguagem de programacao para operagado em servicos serverless
tais como AWS Lambda, Microsoft Azure Functions e GCP Functions (GIL, 2021).

Foram desenvolvidas fung¢des para este fim e o cddigo encontra-se no repositorio do
Github (DOI:10.5281/zenodo.5648126) (RODRIGUES, 2021).

Visando tornar simples a implementagéo para usuario com menor nivel técnico, foi
feita uma pesquisa de quais ferramentas teriam a capacidade de facilitar o processo de
decodificagao.

Apbds pesquisa documental com base em féruns, foi encontrada uma aplicagéo de
Saa$ - software como servico chamada Bitdecoder fornecida pela empresa de monitoracao
de dados, Paessler (PAESSLER BITDECODER, 2021). A versado utilizada no corrente
trabalho é a beta sem custos.

Com o uso da ferramenta destacada, pode-se realizar a decodificagdo dos dados
advindos diretamente do ambiente Sigfox e realizar a entrega destes dados, ja convertidos,
para a nuvem de interesse.

De acordo como o manual da ferramenta, o processo de decodificagdo dentro da
plataforma pode ser realizado via codigo ou de forma visual (PAESSLER BITDECODER,
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2021).

Dentro da plataforma Paessler Bitdecoder existe a possibilidade de integracao direta
com o ambiente AWS IoT Core e Microsoft loT Hub (PAESSLER BITDECODER, 2021).

Para a utilizacao das demais nuvens, tais como GCP, h& a possibilidade de utilizagao
do MQTT Broker.

Na Figura 5, ha a representagéo do funcionamento da ferramenta destacada, com a
chegada dos dados vindos da Sigfox Cloud, conversao do pacote e entrega dos dados as
clouds requeridas.

EIPAESSLER BITDECODER

ENCODED DECODED ~

PAYLOADS LYol [ [0 1[1]] BR PAYLOADS T

6 Hoooopnom Wizcre =

DEVICES SIGFOX STATIONS ~ SIGFOX CLOUD BITDECODER ENDPOINT
(AZURE 10T HUB, AWS 10T, PRTG ...}

Figura 5 — Funcionamento Paessler Bitdecoder
Fonte: PAESSLER BITDECODER (2021)

4.6 Ambiente de Cloud Computing

Cada ambiente de computag@o em nuvem e seus respectivos cenarios de operacao

séo descritos a seguir.

4.6.1  Sigfox Cloud

Os dados coletados pelos sensores, séo enviados para estacdes radio base da rede
Sigfox e apds esse processo, é feito o upload dos dados para a nuvem da rede Sigfox e
apods essa etapa pode-se fazer a integragdo com as clouds (LAVRIC et al., 2019).

A Sigfox Cloud pode encaminhar automaticamente para outras clouds, usando
servicos de retorno de chamadas, denominado callbacks (SIGFOX, 2021). Este servico
utiliza protocolo HTTPS.

A Figura 6 ilustra a arquitetura da rede Sigfox.

Objects Sigfox stations Sigfox CLOUD™ Customer IT
Figura 6 — Sigfox Network Architecture
Fonte: SIGFOX (2021)

E possivel a configuracéo de callbacks para AWS e AZURE de forma simplificada e
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a criacao de callbacks customizadas para integracdo com demais nuvens (SIGFOX, 2021).

4.7 Integracao com nuvens publicas

Com o objetivo de simular o uso da integracdo com nuvens publicas, dois cenarios
foram elaborados: um obedecendo as recomendacdes basicas do provedor e outro de
seguranca, incrementada através do protocolo MQTTS e aperfeicoamento do dashboard.

4.7.1  Primeiro Cenario

Utilizando callbacks nativas e protocolo HTTPS: os dados lidos pelos sensores sao
enviados do Sigfox cloud para as nuvens AWS, Microsoft Azure e GCP.

Com a chegada do dado ao ambiente de nuvem, este € armazenado ainda em
formato original (hexadecimal), sendo o cenario mais simples.

Aintegracdo com AWS e AZURE é realizada através de wizard (assistente) presente
no backend Sigfox cloud.

Ja a integracdo com o GCP é realizada através de callback desenvolvida para
conexao do backend Sigfox cloud.

Os provedores dos ambientes AWS, AZURE e GCP possuem documentagao que
auxilia no processo descrito (GARCIA, 2017; LIU, 2018; LEPISTO, 2020a, 2020b).

Na Figura 7, observam-se as callbacks utilizadas para este trabalho.

Downlink Enable Channel Subtype Batch Information

[ ™ [*] BIDIR [ [POST] hitkps://asia-northeast1-sigfoxgcp2 cloudfunctions net/callback data
4 Q PNk (O 0 evice)/messages/eve ersion=2018-0
2 @ w 0 -

Figura 7 — Callbacks

Fonte: Proprio Autor

4.7.2 Segundo Cenario

Os dados lidos pelos sensores do loT sao enviados do backend Sigfox para a
ferramenta Paessler Bitdecoder e protocolo MQTTS. Apds a conversdo, o payload com
dados convertidos é encaminhado aos servigos de endpoint das nuvens AWS e Microsoft
Azure. Como endpoins entenda os servicos de Message broker cuja representagao grafica
encontra-se na Figura 1.

Para o Google Cloud Platform optou-se pelo ndo desenvolvimento do 2° cenario no
trabalho em funcéo de complexidades de conexao para o desenvolvimento de um gateway.

4.7.3 Arquitetura de integracgéo.

Nas Figura 8, observa-se os elementos pertinentes as arquiteturas de integracao
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entre o backend Sigfox cloud e as nuvens AWS, Microsoft Azure e GCP para o primeiro
cenario, no qual os dados trafegam por protocolo HTTPS e sdao armazenados sem
decodificagéo.

= —
Sigfox Base Station |-. }.\ -p *

gt Azure 10T HUB MS Azure Datalake

(l:l&: )

Callbacks -
&E- - -
g AWS loT Core Amazon DynamoDB

Sigfox DevkKit M Sigfox Cloud

()

®-0-Q

Cloud Function Cloud Pub/Sub ~ GCP BigQueryDB

Figura 8 — Arquitetura de integracéo Sigfox e Clouds para 1° cenario

Fonte: Proprio Autor

Na Figura 9 observam-se os elementos pertinentes as arquiteturas de integracao
entre o backend Sigfox cloud e as nuvens AWS, Microsoft Azure no segundo cenario.
Neste cenario os dados trafegam por protocolo MQTTS, sé&o decodificados pelo Paessler
Bitdecoder, armazenados em bancos de dados e posteriormente exibidos em dashboards,

@ AWS loT Analytics
v
Sigfox Base Station ﬁ— #

AWS 10T Core QuickSight
‘ -

Sigfox DevKit

" Paessler Bitdecoder

o LR
0 ODoDooooo - DynamoDB

© poooooom - _
| -
L 2 - ‘ Datalake |.'Im
L 5 l. »J_.J Pawer BI
AZ loT Hup  StreamAnalytics Power BI
| P o |

CosmosDB

Figura 9 — Arquitetura do segundo cenario no ambiente AWS e AZURE respectivamente

Fonte: Proprio Autor

4.8 Funcionamento do sistema

Como o funcionamento como um todo depende de inUumeras camadas de aplicacéo,
além da presente Subsec¢éo, um video explicativo € proposto em RODRIGUES (2021).

A fim de documentar o processo de fluxo de dado do Cenério 1, as etapas relevantes
sdo apresentadas nas Figuras 10, 11, 12 e 13. A Figura 10, contém um exemplo de
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mensagem sequencial apresentada no ambiente Sigfox cloud.

ull e

Figura 10 — Mensagem 2002 no ambiente Sigfox Cloud

Fonte: Proprio Autor

A Figura 11 exibe um registro do banco de dados DynamoDB, tal qual é apresentado
na interface do ambiente AWS. Pode-se observar informag¢des do registro como data,
numero sequéncia da mensagem e um numero hexadecimal que representa os valores
medidos pelos sensores do dispositivo e transmitidos a nuvem.

Figura 11 — Amazon DynamoDB Original Data

Fonte: Préprio Autor

A Figura 12 contém a imagem de um registro do banco de dados CosmosDB, similar
a apresentagéo na interface do ambiente Microsoft Azure. A direita pode-se observar os
metadados e as informagdes de um registro que foi acessado no dia 25/10/2021.

Authentication method: Ac 3 i P i G SA
: 2 Overview s Edit Generate SAS
solve problems Location:

j 00
Control (JAM)

Figura 12 — Microsoft Azure Datalake

Fonte: Proprio Autor

Na Figura 13 existe um print screen de tela com informacdes de do payload
carregado no banco de dados BigQueryDB, semelhante a visualizacdo na interface do
ambiente Google Cloud Platform.

ieulture 411845

Resulta...nsulta & SALVA

~ 8o sigtoxgep? ¥ 122 e 411845 20
» [ sigfox H 123 loT-Agriculture 411845 20
£ B sensit ] 124 icllture 411845 2 ) -
5 11845 ! 7 D
icl
Figura 13 - Google BigQuery
Fonte: Proprio Autor
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Com a finalidade de documentar o processo de fluxo de dados do cenério 2 de
acordo com a Subsegéo 4.7.2.
Na Figura 14, a mensagem de numero sequencial 2034, é apresentada no ambiente

Sigfox.
2021-10-25 19:03:43 2034 63024b793d01020001005200 ull g

Figura 14 — Mensagem 2034 no ambiente Sigfox cloud

Fonte: Proprio Autor

Ja na Figura 15, observa-se um sumario das integracdes realizadas entre a
ferramenta Paessler Bitdecoder e os endpoints AWS loT Core e Microsoft loT Hub.

Name Connection Template Endpoint Actions

- 5 aws ﬂ
: . A oo

Figura 15 — Paessler Bitdecoder integragdes com endpoints

Fonte: Proprio Autor

A seguir na Figura 16, apresenta-se a mensagem 2034 armazenada no banco de
dados AWS DynamoDB apés o processo de decodificagdo. Pode-se observar os valores
de temperatura, presséo e umidade de um pacote ja decodificados corretamente usando
a ferramenta.

).004 B Numbe
emperature 2658 Numbe
Phota 0.317 Numbe:
Pressure 93153 Number
XA ) 0008 Numbe

Humidity 2 Numbe

Figura 16 — Amazon DynamoDB Converted Data

Fonte: Proprio Autor

Os dados armazenados no banco de dados sdo apresentados nas diversas
ferramentas através de dashboards criados, o que facilita a interpretacéo pelo usuario, e
trabalhas as questdes de IHM, ou seja, a interface homem maquina.

A copia de uma tela de um dashboard montado em ambiente AWS é exibida na
Figura 17.
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27.02 73.424

- ' 0.4562

Figura 17 — AWS Quicksight com os dashboards dos dados

Fonte: Proprio Autor

Na Figura 18, observa-se a mensagem 2034 armazenada no outro ambiente de
cloud elaborado no Microsoft Azure com o registro no CosmosDB ap6s o processo de
decodificagdo semelhante ao apresentado da Figura 19.

0 Data Explorer b Triacers
Settings

Features

Figura 18 — Microsoft CosmosDB Converted Data

Fonte: Proprio Autor

Um print screen de uma tela de um dashboard montado em ambiente Microsoft

Azure é exibida na Figura 19.

2178 83 0571 ‘ F i

ISEEEEES

2009 82650

Figura 19 — Dashboards dos dados no Microsoft Power Bl

Fonte: Proprio Autor

4.9 Tempo de computagcao em nuvem

Acorrente Subsecao destaca as métricas de tempo observadas no corrente trabalho.

4.9.1 Tempo no cenario 1

Utilizando as ferramentas que registram os logs de servicos de cada plataforma de
cloud, foram observadas as seguintes métricas quanto ao tempo de recep¢édo dos dados
advindos do Sigfox cloud e posteriormente armazenamento no banco de dados.

As ferramentas de registro de logs utilizadas sdo as disponiveis nos devidos
sistemas, a saber: AWS CloudWatch, Microsoft Azure Monitor e Google Cloud Log.

O Quadro 4, contém os tempos mensurados pelas aplicagdes, desde a chegada
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do payload ao ambiente de nuvem e seu armazenamento no banco de dados de cada
fornecedor de servicos de cloud para 0s 2 cendrios propostos.

Tempo em Cloud (ms)
1° cenario 2° cenario
Amazon Web Services 195 193
Microsoft Azure 213 548
Google Cloud Platform 508 X

Quadro 4 — Descrigao dos servigos

Fonte: Proprio Autor

Pode-se observar que o ambiente AWS é 2,5 mais rapido nas recepgbes para o
cenario 2 do que o ambiente AZURE. Ja para o cenario 1, o ambiente do AWS e AZURE

possuem tempos de respostas semelhantes, apenas o GCP apresenta laténcia de 2,5 maior.

4.10 Autonomia da bateria

O célculo da auténima é realizado com base na equacéao em (1).

Para o proto6tipo finalizado aferiu-se o consumo de 12.3mA utilizando a bateria de
3.7V e 4.8Ah.

Com base na equacgao apresentada em (1), a autonomia da bateria é de 390 horas

ou 16 dias.
. _ Capacidadedabateria(Ah)
Autonomla(h} - Correnteconsumida(A) (1)
. __ 48(4h) _
Autonomia(h) = o1z = 390.24h 2)

Na Figura 20, ha a exibicdo da leitura de corrente consumida pelo dispositivo loT

desenvolvido no corrente trabalho.

Figura 20 — Corrente consumida pelo dispositivo loT

Fonte: Proprio Autor
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4.11 Custos

A seguir, estao descritos todos os custos do projeto, sejam relacionados ao hardware

ou software ou desenvolvimento.

4.11.1 Custos do hardware

+  Kit de desenvolvimento Sigfox com médulo Wisol, placa Arduino e sensores
XKIT1-2 - R$731,40 (SMARTCORE, 2021).

. Dht22 Sensor De Temperatura E Umidade — R$ 25,14 (MOUSER, 2021).

- Bateria 3,7v—4.8 Ah Li-lon Recarregavel — R$ 18,00 (MERCADO LIVRE, 2021).

+  Case fisico — Impresso gratuitamente no Laboratério de Engenharia Elétrica da
Universidade Presbiteriana Mackenzie.

O total dos custos relacionados ao hardware do projeto foi: R$774,54.

4.11.2 Custos do ambiente em nuvem

Para este trabalho foram utilizadas apenas contas de avaliagéo, que permitem a
utilizacéo de créditos para consumo dos servigos em nuvem. Nao houve custos recorrentes,
que dependam de uma assinatura mensal.

Os custos relacionados a cada plataforma de computagéo em nuvem a seguir estdo
descritos no Quadro 5.

Custos das nuvens (R$)

AWS 6,56
AZURE 110,03
GCP 0

Quadro 5 — Descri¢ao dos servigos

Fonte: Proprio Autor

Conforme apontamento no Quadro 5, para execugédo deste trabalho, ndo houve
custos relacionados ao Google Cloud Platform. Todo o processamento registrado ficou
dentro da camada gratuita e os créditos da conta de estudante ndo foram utilizados.

4.12 Sobre a implementacao do ambiente

Em termos de facilidade de implementac¢éo do projeto, evidenciou-se que a operag¢ao
do devkit Sigfox se mostrou simples devido a utilizacdo da /DE da placa Arduino e ampla
documentagéo.

Referente as plataformas de computagcdo em nuvem, destacam-se nos quesitos
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de facilidade e documentacéo os provedores AWS e Microsoft Azure se mostram de facil
manuseio e contam com documentacao de boa qualidade.

Quanto ao Google Cloud Platform, constatou-se que requer maior conhecimento
técnico e a documentagéo encontrada no site, € menos detalhada se comparada com as
demais plataformas.

Para a implementacdo de ambiente de computacdo em nuvem é possivel a
utilizacéo de ferramentas de /aC — Infraestrutura como codigo, para este trabalho utilizou-
se da conhecida ferramenta Terraform. Tal ferramenta permite a automacéo da criagdo de

cenarios de aplicagbes em nuvem.

4.13 Desempenho das nuvens segundo as métricas definidas para o trabalho

A Tabela 1 contém as notas atribuidas a cada plataforma de nuvem segundo as

métricas descritas no corrente trabalho.

. . . Google Cloud
Métricas Amazon Web Service Microsoft Azure Platform

Tempo de operagéo 10 8 4

Custo agregado 9 4 10
Facilidade de

implementagéo 85 1° °
Qualidade de_z 10 9 7
documentagao

Total 37,5 31 26

Tabela 1 — Desempenho das plataformas de Cloud

Fonte: Proprio Autor

O Amazon Web Service ofereceu o servico mais satisfatorio, de acordo com a
classificacdo apresentada na Tabela 1.

O Microsoft Azure possui facilidade de implementacéo e atende a demanda dos dois
cenarios, todavia o custo agregado para o uso constitui um fator a ser considerado pelo
pequeno e médio produtor rural.

Com respeito ao Google Cloud Platform destacou-se que em termos de custo,
possui a plataforma mais adequada ao produtor rural de pequeno porte, todavia requer
maior conhecimento técnico para operagéo e documentagédo mais restrita.

51 CONSIDERAQ()ES FINAIS

Nos primeiros estagios do projeto, considerou-se a substituicdo da placa Arduino
Uno RS3 pela placa Arduino Mega 2560 para aumento de quantidade de portas digitais
(ALL3DP, 2020).
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Com a placa Arduino Mega e os sensores especificados na lista de materiais, foi
medido o consumo de corrente elétrica do projeto em 80 mA. Tal consumo gera o tempo
de autonomia da bateria para 60 horas. Devido a esse fator optou-se pela utilizagdo em
definitivo da placa Arduino Uno R3, com esta placa o consumo observado foi o descrito na
Subsecao 4.8.

Para melhorias futuras sdo indicados trabalhos voltados para otimizacao bateria e
consumo energético.

Existe a possibilidade de integrag@o dos bancos de dados alocados na nuvem com
assistentes de voz tais como Amazon Alexa ou Google Assistente, o que pode facilitar a
utilizacdo para o usuario final (DZONE, 2020).

Com os dados armazenados e usando técnicas de analise de dados, pode-se
realizar predi¢des e encontrar correlacdes que interessem ao usuario (REDHAT, 2021).

Conforme estimativa do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - Mapa,
através do uso da tecnologia o Valor Bruto da Producgéo (VBP) da Agropecuaria crescer
9,6% — equivalente um aumento de R$ 101,47 bilhdes sobre o atual R$ 1,057 trilhdo
(MAPA, 2021).

61 CONCLUSAO

Este trabalho tem o objetivo de evidenciar a melhor solugédo possivel para um
desenvolvimento de dispositivo /oT e sua respectiva integracdo ao ambiente de cloud,
visando o menor custo e melhor performance de forma a beneficiar o pequeno e médio
produtor rural do Brasil.

Conforme estudos de empresas como a EMBRAPA e instituicdes como os Ministérios
da Agricultura, Comunicacoes e Ciéncia e tecnologia, o uso destas solugdes aumentara o
desempenho da safra Brasileira e otimizara o uso de recursos no campo.

De acordo com os nossos melhores estudos até o término deste artigo, o dispositivo
desenvolvido apresenta desempenho que poderia auxiliar o pequeno e médio produtor
rural com um custo baixo dadas as capacidades de retorno de ganho através da pratica da
agricultura de preciséo.

Quanto as plataformas de computagdo em nuvem, foi observado que cada
plataforma fornece um ponto de acesso a nuvem por meio do qual dispositivos fisicos
podem se conectar de forma segura e privada. Ap6s conexdo autorizada, os dispositivos
podem comecar a enviar seus dados para a nuvem: o protocolo mais utilizado é o MQTT.

Os resultados evidenciam como as plataformas, mesmo com tempos de servigo
diferentes, atuam de forma uniforme com niveis de desempenho satisfatério. A analise
feita com relacdo aos custos das plataformas, entrega ao leitor mais um elemento de
comparacao para fazer a sua escolha, ainda que seja possivel realizar o mesmo trabalho
com o AWS, Microsoft Azure e GCP.
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ABSTRACT: Phytates play pivotal roles in plant physiology, acting as reservoirs for
phosphorus and specific cations throughout various stages of plant life cycles. They are
essential raw materials for cell wall formation after germination and shield seeds against
oxidative stress during storage. However, their chelating effect forms robust bonds with amino
acids, starch, and vital minerals, detrimentally affecting nutrient assimilation in feed and
consequently diminishing feed yield. This article investigates the antinutritional aspects of
phytates, exploring their reactivity, chelating actions, and adverse effects on gastrointestinal
metal availability in animals. In addition, the article examines how unutilized phytates during
poultry and pig feeding contribute to environmental concerns as they are excreted, contributing
to groundwater eutrophication. The European Union now mandates feed supplementation
with exogenous microbial phytases to address this issue. The terms phytate, phytic acid,
myo-inositol, myo-inositol hexaphosphate, and phytin are used to denote different forms of
this antinutritional factor. Despite being hydrolyzed by phytase enzymes, these compounds
remain distinct. Inositol, a constituent prevalent in cereals, plays critical roles in various
biological processes, including insulin signal transduction, calcium concentration control,
and gene expression. This study elucidates the interaction of phytic acid with proteins under
variation pH conditions, delineating its role in forming insoluble complexes and impacting
enzymatic activities. Phytate is considered one of the most potent antinutritional factors,
leading to substantial nutritional losses and diminished protein and energy availability in
animals. The content of phytic phosphorus varies among ingredients of plant origin, which
influences phosphorus bioavailability. Dietary phosphorous utilization varies across species,
with ruminants exhibiting higher utilization due to fermenting microorganisms secreting
phytase. Understanding the implications of phytates on nutrient availability is paramount for
animal nutrition and environmental conservation. This article underscores the necessity of
evaluating phosphorus bioavailability to enhance ingredient utilization and mitigate ecological
impacts.

KEYWORDS: anti-nutritional factor, phytic acid, bioavailability, animal nutrition, environmental
conservation

11 INTRODUCTION

Phytates have several important functions in plant physiology during the life cycle of
plants, including the storage of phosphorus and some cations, which provide raw material
for the formation of the cell wall after germination. In addition, phytate protects the seed
against oxidative stress during storage. The greatest negative effect of phytates is their
chelating effect or strong bonds with other molecules such as amino acids, starch, and
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minerals such as calcium, iron, zinc, and magnesium (Figure 01). This effect affects the
assimilation of nutrients needed in feed and, consequently, a significant reduction in the
yield of the feed used (Yin et al., 2007; Benevides et al., 2011).

Starch

Protein -CH2- H @
~,

/7
Starch

Protein -CH2-

Figure 01. Representation of the phytate-nutrient complex (Reproduced from Bertechini, 2013)

According to Nagashiro (2007), the antinutritional nature of phytate can be attributed
to several factors, such as: high reactivity of the molecule, providing a strong chelating
action, making metals such as Ca*?, Mg*3, Zn*2, Fe*2 unavailable in the gastrointestinal
tract of animals; formation of complexes with amino acids that resist enzymatic hydrolysis,
because the phosphate groups of phytic acid can electrostatically bind to the terminal amine
groups or to the residues of the amino acids lysine and arginine; interaction with amylase,
trypsin, and acid phosphatase enzymes, among others, resulting in reduced activity
and inhibition; formation of a phytate—mineral— protein complex that can be formed with
multivalent cations, making the bound proteins less susceptible to proteolytic hydrolysis.

Another negative factor of phytates is that they are not used during the feeding
of poultry and pigs, leading to their direct excretion into the environment. Phytates are
hydrolyzed by microorganisms that are part of the soil microbiota, and the phosphorus
released flows into the groundwater, causing eutrophication of water in areas where animals
are intensively produced. In recent years, the European Union has passed important
environmental laws obliging poultry and pig producers to supplement their feed with
exogenous microbial phytases (Leal et al., 2010).

Phytate, phytic acid, myo-inositol, myo-inositol hexaphosphate (Figure 02) and phytin
as terms used to refer to different forms of an anti-nutritional factor (Figure 02). Although
phytase enzymes hydrolyze all these substances, they are distinct compounds: myo-inositol
hexaphosphate, phytic acid or phytate, a term used to refer to the mixed salt of phytic acid;
myo-inositol is the free form of the aromatic ring of phytate (inositol), without the phosphate
groups (PO43-); phytin, on the other hand, refers specifically to the complex of myo-inositol
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hexaphosphate with potassium, magnesium and calcium, as occurs in vegetables (Valle,
2010).

Figure 02. Molecular structure of phytate, myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakis(dihydrogen phosphate) acid
(Reproduced from Faria et al., 2006).

Phytate, phytic acid, myo-inositol, myo-inositol hexaphosphate (Figure 02), and
phytin are terms used to refer to different forms of an antinutritional factor (Figure 02).
Although phytase enzymes hydrolyze all these substances, they are distinct compounds:
myo-inositol hexaphosphate, phytic acid, or phytate, a term used to refer to the mixed salt
of phytic acid; myo-inositol is the free form of the aromatic ring of phytate (inositol), without
the phosphate groups (PO,*); phytin, on the other hand, refers specifically to the complex
of myo-inositol hexaphosphate with potassium, magnesium, and calcium, as occurs in
vegetables (Valle, 2010).

Inositol is found in many foods, especially cereals. As the basis of many signaling
and secondary messenger molecules, inositol is implicated in many biological processes,
including insulin signal transduction, control of intracellular calcium concentration, cell
membrane potential, modulation of serotonin activity, fat metabolism, and reduction of blood
cholesterol levels and gene expression (Larner, 2002).
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Figure 03. Chemical structure of the myo-inositol molecule (IUPAC, 1968)

According to Silva (2004), at neutral pH, orthophosphate groups have one or two
negatively charged oxygen atoms; consequently, several cations can be strongly chelated
between two phosphate groups or weakly chelated with one phosphate group. The
interaction with the protein is dependent on pH conditions, as is done by ionic bonding, as
shown in Figure 4. Under acidic conditions, phytic acid has a negative charge and can bind
to basic residues through strong electrostatic interactions, resulting in an insoluble complex.
At neutral pH, the protein will not bind to phytic acid because its charge is neutral. At basic
pH, phytic acid forms a complex with the protein in the presence of divalent cations, which
act as a bridge between the negatively charged carboxyl group and phytic acid. Several
studies have shown that proteins from soy, corn, wheat, rapeseed, sunflower meal, and rice
form complexes with phytic acid (Ravindran et al., 2001).

Imidazole group of histidine

[T . TCH—coo
|

Guanidyl group of arginine

NN N
N b
Decrease in Carboxylic group of aspartate
protein availability and glutamate
00C— CH, —cI:H —C00
/ A NH,*
£-amino group of lysine 00C— CH;— CH; —fi‘H —C0o"
NH:*

Figure 04. Schematic representation of the interaction between phytic acid and amino acids (Personal
archive).

Phytate is a complex compound that is considered to be one of the most potent
antinutritional factors. It is responsible for significant nutritional losses, reducing protein and

energy availability to the animal as well as increasing mucin production and cell turnover in
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the digestive tract (Cowieson et al, 2006). Phytic phosphorus is the phosphorus that forms
part of the inositol hexaphosphate (IP,) molecule, which is only found in plants. The inositol
phosphates found in cereal grains contain approximately 90% of the inositol in the hexa
phosphorus form (IP,), with the remaining 10% corresponding to the sum of the penta (IP,),
tetra (IP,), and triphosphates (IP,). Consequently, only IP, and IP6 have a negative effect on
mineral bioavailability. The other inositol phosphatides formed have a low capacity to bind
to minerals (Valle, 2010).

The amount of phytic phosphorus in cereal grains and oilseeds depends on
their location. In maize, phytate is found in large quantities in the germ; in legumes, it
accumulates in the cotyledons and soybeans; in particular, it is found attached to protein
bodies distributed throughout the seed (Selle et al., 2003; Valle, 2010).

Animal nutrition is mainly based on ingredients of plant origin, in which 66% of the
phosphorus is in the form of inositol hexaphosphate, which is unavailable for absorption
by non-ruminant animals. The phytate content varies between ingredients (Table 02),
directly affecting the bioavailability of phosphorus. According to the NRC (1994), only 33%
and 42% of this mineral is bioavailable in corn and soybean meal, respectively (Borgatti
et al., 2009). Determining the bioavailability of phosphorus is essential for assessing the
use of ingredients by animals and protecting the environment, as the ecological impact of
eliminating fecal phosphorus is considerable (Borgatti et al., 2009).

Ingredients Total Phytic Non-phytic Phosphorus Digestible
phosphorus phosphorus phosphorus digestibility phosphorus
(%) (%) (%) (%) (%)
Corn 0,24 0,17 0,07 29,0 0,07
Wheat 0,27 0,19 0,08 38,0 0,1
Rice bran 1,31 1,05 0,26 16,0 0,24
Wheat bran 0,99 0,79 0,20 37,0 0,37
Soybean meal 0,39 0,23 0,16 42,0 0,16
Meat and bone 5,0 0,0 5,0 61,0 3,05
meal
Fish meal 2,20 0,0 2,20 74,0 1,63

Table 02. Contents of total phosphorus, phytic phosphorus, non-phytic phosphorus and phosphorus
digestibility in ingredients used in poultry and pig feed (Borgatti et al., 2009).

level of utilization of dietary phosphorus also varies according to species and is
directly related to the anatomical and physiological characteristics of the gastrointestinal
tract. Therefore, in the descending order of utilization of dietary phosphorus, there are
ruminants, monogastric herbivores , poultry, and pigs. It should be noted that, for poultry
and pigs, the bioavailability of dietary phosphorus is approximately 30% and 20%—-60%,
respectively. Younger animals are less able to use phytic phosphorus and are even more
susceptible to a reduction in dietary digestibility (Silva, 2012).
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In ruminant animals, phytic phosphorus is made available by fermenting
microorganisms, which secrete the enzyme phytase, which has an intensive action on
phytates (Dvorakova et al., 1997). However, phosphorus that may not have been made
available by rumen microorganisms flows into other gastric compartments, remains in an

unavailable form, and is finally excreted (Silva, 2012).

2| CONCLUSION

In conclusion, the multifaceted role of phytates in plant physiology is undeniable,
encompassing the storage of phosphorus and cations, formation of the cell wall, and
protection of seeds against oxidative stress. However, their substantial negative impact
stems from their chelating effect, forming strong bonds with essential molecules and
minerals, preventing the assimilation of nutrients in food and consequently reducing food
yields. The anti-nutritional nature of these compounds is attributed to their high reactivity,
strong chelating action, and formation of complexes with amino acids, hindering enzymatic
hydrolysis and leading to a reduction in the activity of critical enzymes. In addition, there are
environmental consequences, such as the eutrophication of groundwater, when phytates not
used in poultry and pig feed result in direct excretion into the environment. In this context,
it is important to meet the requirements for supplementing animal feed with exogenous
microbial phytases. Inositol, abundant in cereals, plays pivotal roles in various biological
processes, underscoring the broader implications of phytates in nutritional contexts.
The intricate interaction of phytic acid with proteins under different pH conditions further
elucidates its impact on forming complexes and affecting enzymatic activities. Ultimately,
the potent antinutritional nature of phytates, responsible for substantial nutritional losses
and diminished protein and energy availability in animals, prompts a critical reevaluation
of dietary phosphorus utilization. The variable utilization across species highlights the
importance of considering anatomical and physiological characteristics in assessing dietary
phosphorus bioavailability.

Understanding the complex interplay of phytates in plant and animal systems is
essential not only for optimizing animal nutrition but also for mitigating the ecological impacts

associated with their presence in feed and subsequent excretion into the environment.
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RESUMO - Tanto a Zoobiquidade quanto
a oncologia comparada sdo areas
multidisciplinares em  expansdo nos
Ultimos anos, pois estudam os riscos de
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neoplasmas e o seu desenvolvimento em
diferentes espécies, com o objetivo de
ampliar o conhecimento destas doencas.
Os céanceres caninos sdo considerados
fisiopatologicamente e clinicamente
equivalentes aos humanos, ocorrendo de
forma espontanea. O céancer de mama
representa o cancer mais hegeménico e
a principal causa de &bito por cancer em
mulheres em todo o mundo. O estudo dos
neoplasmas é de grande relevancia tanto
na medicina humana quanto na veterinaria
devido ao aumento preocupante de sua
incidéncia nas Ultimas décadas. Sendo
assim, o objetivo geral desse estudo foi
identificar morfologias e quantidades
de tumores mamarios de cadelas e
de mulheres e correlacionar tumores
mamarios nas mesmas espécies, além de
verificar e validar, ou ndo, o conceito de
modelo sentinela em caes com neoplasias
mamarias. Trata-se de um estudo do tipo
descritivo, transversal, com abordagem
quali-quantitativa, desenvolvido no periodo
de janeiro a junho de 2020, utilizando
85 fichas e laudos histopatologicos de
bibpsia de tumores de glandula mamaria
de cadelas, de duas clinicas veterinarias
particulares do municipio de Patos de Minas/
MG. Dentro das alteragdes neoplasicas, 21
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eram benignas (24,70%) e 53 eram malignas (62,35%). A neoplasma mais prevalente foi o
carcinoma simples (41,50%), seguido do carcinoma complexo (24,53%). Em relacdo aos
tumores benignos, observou-se a prevaléncia de tumor misto benigno. A hipétese do céo,
como animal sentinela para tumores mamarios em mulheres néo foi validada, pois ndo houve
correlagé@o entre caes com tumores e seus respectivos tutores.

PALAVRAS-CHAVE: Neoplasma. Sentinela. Zoobiquidade.

ZOOBIQUITY AND ONE HEALTH: AN INTERSECTION BETWEEN VETERINARY
AND HUMAN MEDICINES

ABSTRACT - Zoobiquity and comparative oncology are multidisciplinary areas that have
been expanding in recent years, as they study the risks of neoplasms and their development
in different species, with the aim of expanding the knowledge of these diseases. Canine
cancers are considered physiopathologically and clinically equivalent to humans, occurring
spontaneously. Breast cancer represents the most hegemonic cancer and the leading cause
of cancer death in women worldwide. The study of neoplasms is of great relevance in both
human and veterinary medicine due to the worrying increase in their incidence in recent
decades. Thus, the general objective of this study was to identify morphologies and quantities
of breast tumors in dogs and women and to correlate breast tumors in the same species, in
addition to verifying and validating, or not, the concept of sentinel model in dogs with breast
neoplasms. This is a descriptive, cross-sectional study, with a qualitative and quantitative
approach, developed from January to June 2020, using 85 records and histopathological
reports of biopsy of mammary gland tumors in dogs, from two private veterinary clinics in
Patos de Minas / MG. Within the neoplastic changes, 21 were benign (24.70%) and 53 were
malignant (62.35%). The most prevalent neoplasm was simple carcinoma (41.50%), followed
by complex carcinoma (24.53%). Regarding benign tumors, the prevalence of mixed benign
tumors was observed. The hypothesis of the dog as a sentinel animal for breast tumors in
women has not been validated, as there was no correlation between dogs with tumors and
their respective tutors.

KEYWORDS: Neoplasm. Sentinel. Zoobiquity.

11 INTRODUGAO

Tanto a Zoobiquidade quanto a oncologia comparada sao areas multidisciplinares em
expansao nos ultimos anos, pois estudam os riscos de neoplasmas e o0 seu desenvolvimento
em diferentes espécies, com o objetivo maior de ampliar o conhecimento destas doencas
(SCHIFFMAN, BREEN, 2015).

Os céanceres caninos sdo considerados fisiopatologicamente e clinicamente
equivalentes aos humanos, ocorrendo de forma espontanea. De fato, a esperanca de
vida canina ser mais curta tem por consequéncia um menor periodo de laténcia entre a
exposicdo a agentes de risco e o desenvolvimento da neoplasia, permitindo inferir que o
estudo destes neoplasmas em cées abrevie a avaliacdo de novas técnicas de diagnostico,
tratamento e prevencdo atuando os caes como modelos sentinela de alertas para perigos

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas 4 Capitulo 20

224



ambientais sobre a saude humana. A coabitacdo proxima entre cées e seres humanos
coloca os primeiros numa posicéo privilegiada e mais aproximada a realidade humana,
quando comparados com os tradicionais modelos murinos, podendo fornecer uma poderosa
fonte de informacao para o estudo dos neoplasmas (REIF, 2011).

O cancer de mama representa o cancer mais hegeménico e a principal causa de
Obito por cancer em mulheres em todo o mundo (FERLAY et al., 2015). Apesar do progresso
consideravel no tratamento do cancer de mama, o prognoéstico no cenéario infiltrativo e
metastatico permanece fraco. A sobrevida especifica em cinco anos apés o diagnostico
inicial foi estimada em 97% para o estagio |, 88% para o estagio I, 70% para o estagio lll e
apenas 25% para o cancer de mama em estagio IV (MACIA et al., 2012). Um dos desafios
atuais é definir ferramentas e modelos experimentais imprescindiveis que possam prever a
resposta e a potencial resisténcia a terapias.

Os modelos classicos in vitro (linhas de células tumorais) e in vivo (autoenxertos,
homoenxertos, xenoenxertos) tém limitacGes relacionadas a dificuldade de reproduzir
interacbes com o microambiente, o padrédo metastatico ausente ou incompleto e sua
incapacidade de integrar totalmente a resposta imune do hospedeiro (VARGO-GOGOLA
et al., 2007). Modelos de neoplasmas espontaneos, naturais, sdo, portanto, de grande
interesse, para estudar a farmacocinética de terapéuticas inovadoras in vivo, seus efeitos
no tumor e no paciente — metastase - e nas interagdes entre as células tumorais e seu
microambiente. A este respeito, os tumores espontaneos caninos parecem particularmente
relevantes para a oncologia humana (PAOLONI et al., 2008).

Apesar de, sua prevaléncia diminua nas regides onde a ovariohisterectomia (OH)
preventiva precoce é realizada rotineiramente, os carcinomas mamarios caninos continuam
sendo o cancer preponderante (MERLO et al., 2008). Publicagbes recentes descrevem a
importancia dos carcinomas mamarios caninos espontaneos como modelos de cancer de
mama humano, devido a semelhangas na idade relativa de inicio, a sua alta incidéncia,
comportamento biolégico e padrdo metastatico (PINHO et al., 2012). No entanto, o
comportamento biol6gico dos mesmos precisa de uma avaliagdo mais aprofundada.
De acordo com Benjamin et al. (1999), poucos estudos trataram da historia natural dos
carcinomas mamarios caninos, ou seja, o resultado de caes ap6s mastectomia como
terapia impar.

Na obra “Zoobiquidade: o que os animais podem nos ensinar sobre saude e a ciéncia
de cura”, as autoras observam: “Num mundo onde nenhuma criatura esta verdadeiramente
isolada e as doencas se espalham tdo rapidamente como os jatos podem voar, somos
todos os canarios e todo o planeta é a nossa mina de carvao. Qualquer espécie pode ser
uma sentinela de perigo, mas apenas se a ampla gama de profissionais de saude estiver a
prestar atengdo” (NATTERSON-HOROWITZ; BOWERS, 2012).

Cada vez mais ha uma conscientizacdo sobre a necessidade critica de abordar
problemas de saude e alcancar objetivos numa perspectiva holistica, considerando a
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interface entre a satde do animal, a salde do homem e o ecossistema, que caracteriza
a esséncia do conceito “One Health” em que esses trés campos séo interdependentes e
interligados (EVANS; LEIGHTON, 2014).

O estudo dos neoplasmas é de grande relevancia tanto na medicina humana quanto
na veterinaria devido ao aumento preocupante de sua incidéncia nas ultimas décadas. Assim
como os humanos, os neoplasmas mamarios em caes sao mais frequentes nos animais
mais velhos, com maior predominio em fémeas (FERLAY et al., 2015). Os canceres sao
também similares entre as duas espécies nos aspetos de morfologia celular, de genética e
caracteristicas clinicas. Por esse fato, as classificagoes utilizadas na medicina veterinaria
sé@o adaptacdes da humana (ITO et al., 2014).

Os riscos ambientais de saude s&o todos os contaminantes, naturais ou néo,
presentes no ar, na 4gua, no solo ou na comida, que podem causar danos, agudos ou
crénicos, na saude dos seres humanos (SHAN; TAN, 2017). Apos as intensas modificagbes
advindas da revolugéo industrial e intensa urbanizacdo, os poluentes como a poluicdo
advinda da combustao de combustiveis fosseis, das industrias e principalmente do tabaco,
sdo de longe o que mais danos causam a saude humana e animal. De acordo com a
Organizagédo Mundial de Saude (OMS), o tabaco € o maior perigo de habito a satde humana
(OMS-GUIDELINE, 20086).

Desta forma a comparacdo entre as espécies canina e humana pode fornecer
varias informacdes a respeito de possiveis fatores de risco ambiental e de habito e revelar
evidéncias que contribuam para o melhor entendimento das causas de tumores em ambas,
0 que € imperioso para 0 meio académico-cientifico e para a sociedade.

A partir das fichas e laudos histopatologicos, o objetivo geral desse estudo foi
identificar morfologias e quantidades de tumores mamarios de cadelas e de mulheres.
Na perspectiva one health, foi relacionar fontes de potenciais riscos carcinogénicos,
considerando habito diario, farmacoterapia hormonal e patologias especificas em ambas as
espécies. Na oncologia comparada, foi descrever os principais tipos de tumores mamarios
em ambas as espécies, quantificar e correlacionar tumores mamarios em cadelas e
mulheres, além de verificar e validar, ou néo, o conceito de modelo sentinela em cées com

neoplasias mamarias.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Etica da pesquisa

Atesto para os devidos fins que o projeto intitulado “ ZOOBIQUIDADE E “ONE
HEALTH” UMA INTERSECAO ENTRE AS MEDICINAS VETERINARIA E HUMANA”,
trabalho sob a orientacéo do professor D.Sc. Dalton César Milagres Rigueira foi submetido
a Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro Universitario de Patos de Minas —

Avances cientificos y tecnoldgicos en ciencias agricolas 4 Capitulo 20

226



UNIPAM, sob o numero de protocolo 31/20, tendo sido considerado aprovado para
execucao, conforme metodologia apresentada, e arquivado junto a esse comité, em 06 de
outubro de 2020.

2.2 Delineamento experimental

2.2.1 Amostragem em cadelas

Trata-se de um estudo do tipo descritivo, transversal, com abordagem quali-
quantitativa, desenvolvido no periodo de janeiro a junho de 2020.

Foram utilizados 85 fichas e laudos de exames histopatologicos de bidpsia de
tumores da glandula mamaria de cadelas, de duas clinicas veterinarias particulares do
municipio de Patos de Minas/MG. Informagdes quanto a raga, a idade, ao score corporal e
ao diagnostico morfologico foram extraidas dos protocolos de exames histopatologicos e
respectivas fichas clinicas.

Sempre que informados, a ocorréncia de pseudociese e o uso de contraceptivos
foram também computados.

Quanto a idade, os caes foram agrupados em trés grandes grupos: filhotes (menos
de um ano), adultos (de um a nove anos) e idosos (dez anos ou mais).

Foram considerados como ‘tumores mamérios’ todos os disturbios do crescimento
da glandula mamaria, tanto os neoplasicos (compreendendo neoplasmas benignos
e malignos) como os nao neoplasicos (compreendendo as alteracdes hiperplésicas:
hiperplasias, cistos, ectasia ductal e fibroesclerose).

Neste estudo, foram considerados os diagnésticos morfolégicos que constavam
nos protocolos originais, buscando-se, quando necessario, a padronizagdo dos mesmos
com o sistema atual de classificacdo dos tipos histologicos, conforme preconizado pela
Organizagcdo Mundial de Saude - Armed Forces Institute of Pathology (OMS-AFIP)
(MISDORP et al., 1999).

Ap0s a classificagdo dos tumores, foi calculada a prevaléncia de cada tipo histologico

em relagéo ao total de tumores mamarios diagnosticados.

2.2.2 Amostragem em mulheres

Este estudo baseia-se em analise descritiva com abordagem quantitativa de
portadoras de cancer de mama.

A forma de escolha deste grupo de pacientes consistiu no método de amostragem
intencional, por se enquadrarem nos critérios de elegibilidade apresentados a seguir. O
critério de elegibilidade para este estudo consiste em pacientes que possuem ou possuiram
caes portadores de neoplasias mamarias.

De posse das fichas e laudos histopatolégicos caninos, foi feita uma entrevista com
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0s respectivos tutores a despeito de habitos diarios (uso de tabaco), obesidade e uso de

farmacoterapia hormonal (contraceptivos e terapia de reposicao hormonal).

2.3 Analise estatistica

Para analisar os resultados dos tumores mamarios, foi observada a distribuicao
normal dos dados por meio dos pressupostos de normalidade e homogeneidade.

Para a homogeneidade de variancias utilizou-se o Teste de Levene e para a
normalidade de dados utilizou-se o Teste de Shapiro Wilk e o grafico Q-Q Plot. Em seguida,
foi realizado o teste de Tukey para determinar se existe, ou ndo, diferenca estatistica entre
as médias dos tipos de tumores mamarios. Os resultados foram ilustrados por meio de
graficos ‘boxplot’, ressaltando a presencga ou auséncia de entalhes, que indicam o intervalo
de confianca das medianas e se elas sdo, estatisticamente, diferentes ou semelhantes.
Se nédo houver sobreposicdo dos entalhes, as medianas tendem a ser diferentes. Se
houver sobreposicdo dos entalhes, as medianas tendem a ser semelhantes. Ademais, para
cada tipo de tumor foi criado um gréafico em coluna, exibindo os tipos morfologicamente
encontrados e suas respectivas quantidades.

Todas as analises estatisticas foram elaboradas utilizando-se o software RStudio,
versdo 3.6.1.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Tipos, morfologia e quantidade de tumores em cadelas

As 85 fichas e laudos de exames histopatoldgicos de biopsia de tumores da glandula
mamaria de caes foram analisados. Dentro das alteragdes neoplésicas 21 (24,70%) eram
benignas e 53 (62,35%) eram malignas. Dados semelhantes a este estudo foram reportados
por outros autores brasileiros, nos quais a prevaléncia dos neoplasmas malignos variou
entre 68% e 91% (DE NARDI et al., 2002; MARTINS et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003).
Estudos baseados na submisséo de exames a laboratérios tendem a apresentar maior
prevaléncia de neoplasmas malignos, uma vez que muitos n6dulos mamarios pequenos,
ndo sdo removidos ou remetidos aos laboratérios pelos médicos veterinarios e tutores
(MORRIS et al, 1998). Outra possivel causa para a alta prevaléncia de neoplasmas
malignos no estudo € o tempo prolongado entre o aparecimento do tumor e a avaliacdo
clinica (OLIVEIRA et al., 2003). Ha evidéncias de que o tempo prolongado possibilita a
progresséo de tumores benignos para malignos (SORENMO et al., 2009).

Cronologicamente a idade variou de 1,3 ano a 16 anos e a média de idade foi
de 9,2 anos. Filhotes ndo foram acometidos e 15 casos néo tiveram a idade informada.
Assim, das 85 cadelas que tiveram suas idades informadas, 49 (57,65%) eram adultas e
36 (42,35%) eram idosas. Estes dados sé@o corroborados por Fighera et al. (2008), que
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descrevem que cées adultos séo 1,2 vezes mais prevalentes do que filhotes e 3,1 vezes
mais prevalentes que cées idosos. A média de idade descrita para a manifestacdo dos
tumores mamarios esta entre 10 e 11 anos (RUTTEMAN et al., 2001), porém médias mais
baixas (entre 7,3 e 9,5 anos) ja foram relatadas (EGENVALL et al., 2005; STRATMANN et
al., 2008; SORENMO et al., 2009).

Outro dado importante foi que caes idosos tiveram mais neoplasmas malignos (75%)
que os adultos (65,3%). A média de idade dos caes com neoplasmas malignos também foi
maior (9,2 anos) que a dos com neoplasmas benignos (8,1 anos). Relagdo semelhante
também foi relatada por outros autores (OLIVEIRA et al., 2003; SORENMO et al., 2009).

Os neoplasmas malignos foram mais prevalentes em caes das ragas, quando
informadas: Poodle, Cocker Spaniel, Duchshund, Pastor alemao e Pinscher. A prevaléncia
das racas mais acometidas neste estudo fica limitada, pois ndo se conhece a populagcéo
canina total da area. Entretanto, algumas observagdes sao relevantes. Quatro das cinco
ragas supracitadas foram apontadas como tendo maior risco de desenvolvimento de
tumores mamarios em um estudo de Sorenmo (2003). Entretanto, estas sdo racas muito
prevalentes em nossa cidade e isso pode, talvez, apenas refletir a populagdo estudada.

Dentre as racas mais prevalentes, 72,2% dos neoplasmas de Pastores Alemées
foram malignos, enquanto que apenas 52,3% foram malignos em Poodles. Acredita-se
que isso se deve, em parte, ao contato mais proximo de cées de ragas pequenas com
0s proprietarios, possibilitando a detec¢cdo mais precoce de nddulos mamarios, o que
favoreceria o diagnostico de alteragdes benignas. Esse raciocinio leva em conta que
muitos tumores benignos sao pequenos no momento do diagnostico e também o principio
da malignizagéo dos neoplasmas benignos (SORENMO et al., 2009).

As nomenclaturas morfoldégicas e a quantidade de neoplasmas malignos estédo
explicitadas no grafico 1.
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Grafico 1 — Morfologia e quantidade de neoplasmas malignos, diagnosticados em glandulas mamarias
de cadelas, em duas clinicas veterinarias particulares de Patos de Minas-MG, no periodo de janeiro a
junho de 2020.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

O neoplasmamais prevalente foi o carcinoma simples (41,50%), seguido do carcinoma
complexo (24,53%). A alta prevaléncia de carcinomas simples e complexos também foi
observada em outros estudos (ZUCCARI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2003). Prevaléncia
bem mais alta para o carcinoma simples também foi relatada por Karayannopoulou et al.
(2005).

Em seguida, observou-se a presenca de tumores mistos (15,1%). As neoplasias
com mais de um tipo de célula, mas decorrentes de apenas uma camada germinativa, séo
denominadas ‘tumores mistos’. Um tumor misto € um tumor que deriva de varios tipos de
tecidos. Os tumores mistos sdo definidos pela presenca de uma mistura (pelo menos 33%)
de componentes glandulares e tumores neuroendocrinos em um Unico tumor. O melhor
exemplo é o tumor misto benigno, também chamado de adenoma pleomorfico.

As nomenclaturas morfolégicas e quantidade de neoplasmas benignos estédo
citadas, posteriormente, no grafico 2.
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Gréfico 2 — Morfologia e quantidade de neoplasmas benignos, diagnosticados em glandulas mamarias
de cadelas, em duas clinicas veterinarias particulares de Patos de Minas-MG, no periodo de janeiro a
junho de 2020.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Em relagéo aos tumores benignos, observou-se que a prevaléncia de tumor misto
benigno foi de 38,1%, seguido de adenomas simples (28,57%) e adenomas complexos
(23,81%). Os demais foram fibroadenoma e hemangioma, ambos com 4,76%.

Os tumores mistos benignos sdo caracterizados pela proliferagcdo benigna de
células morfologicamente semelhantes a componentes epiteliais (luminais ou mioepiteliais)
e células mesenquimais que produziram cartilagem e/ou tecido 6sseo e/ou tecido adiposo
eventualmente em combinagéo com tecido fibroso. A presenca de medula 6ssea com tecido
hematopoético e tecido adiposo de permeio pode ser observada em alguns casos.

O adenoma é uma neoplasia benigna de células bem diferenciadas, epiteliais ou
mioepiteliais. Aqueles tumores compostos de células epiteliais bem diferenciadas séo
classificados como tubulares do tipo simples. No céo, os crescimentos so6lidos compostos
por células fusocelulares séo designados como mioepiteliomas, podendo requerer imuno-
histoquimica para p63 para confirma¢ao (MORRIS; DOBSON, 1998).

As hiperplasias identificadas nos 85 laudos foram de 11 casos divididos em 5 tipos.
Estas hiperplasias foram diagnosticadas e transcritas no Grafico 3, representado a seguir.
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Il Hiperplasias

Gréfico 3 — Morfologia e quantidade de hiperplasias, diagnosticadas em glandulas mamarias de
cadelas, em duas clinicas veterinarias particulares de Patos de Minas-MG, no periodo de janeiro a
junho de 2020.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Pode-se perceber que os tipos de hiperplasias analisados nos laudos foram os
seguintes: cistos, 4 casos (36,36%), ectasia ductal, 3 casos (27,27%), hiperplasia lobular, 2
casos (18,18%) e hiperplasia ductal e fibroesclerose, ambas com 1 caso (9,09%) apenas.

A hiperplasia mamaria é encontrada, mais comumente, em cadelas jovens
ndo castradas, mas também pode ser encontrada em cadelas prenhes ou em fémeas
tratadas com progestina, como o acetato de medroxiprogesterona (LORETTI et al., 2005;
MACDOUGALL, 2003).

Na hiperplasia mamaria, uma grande caracteristica evidente é o crescimento rapido
da(s) glandula(s) que pode vir acompanhado de ulceragdo, sangramento e necrose. A
linfonodomegalia pode acompanhar os quadros mais graves consequentes a estagnacao
do sangue (OLIVEIRA, 2015).

As mamas abdominais caudais e inguinais sdo as mais acometidas na hiperplasia
mamaria, em virtude do maior tamanho tecidual, contribuindo com o diagnéstico diferencial
de neoplasias mamarias; e necessitando também de palpagéo minuciosa, pois aidentificacéo
de tumores pequenos pode ser dificultada (DE NARDI; FERREIRA; ASSUNCAO, 2016).

3.2 Influéncia da progesterona em tumores mamarios em cadelas

Neste estudo, ndo foram computados os casos em que a castracado foi realizada

simultaneamente com a bidpsia mamaria, mas essa pratica se mostrou frequente durante a
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avaliagao dos protocolos. O indice de risco de desenvolvimento de neoplasmas mamarios
varia entre cadelas castradas e ndo-castradas e depende ainda da fase em que a castracéo
€ efetuada (FONSECA; DALECK, 2000). A ovariohisterectomia (OH) realizada antes do
primeiro estro reduz o risco de desenvolvimento de neoplasmas mamarios para 0,5%;
este risco aumenta significativamente nas fémeas esterilizadas ap6és o primeiro (8,0%)
e 0 segundo (26%) ciclos estrais (RUTTEMAN et al., 2001). Os beneficios da castracéo
desaparecem se a mesma for realizada ap6s os dois anos e meio de idade, ou ap6s o
terceiro ciclo estral, quando nenhum efeito é obtido pela OH (FONSECA; DALECK, 2000).

Pseudociese foi relatada em um caso (11,76%). Dados sobre a relagdo da
pseudociese com o desenvolvimento de tumores mamarios sdo conflitantes (MISDORP,
2002). Estudos comparativos de Morris et al. (1998), afirmam que a pseudociese ndo tem
nenhuma relagdo com o desenvolvimento de neoplasmas mamarios.

O uso de contraceptivos foi informado em nove casos (10,59%). Destes, 68%
apresentaram neoplasmas malignos e 30%, neoplasmas benignos. De acordo com Misdorp
(2002), o tratamento prolongado com progesterona ou progestinas sintéticas esta associado
ao aumento do numero de casos de hiperplasias e neoplasmas benignos de mama. A
administracao de progestinas combinadas a estrogenos ou de altas doses de progesterona
estdo associadas particularmente a ocorréncia de neoplasmas malignos.

3.3 Tipos, morfologia e quantidade de tumores em mulheres

Das 85 fichas e laudos histopatoldgicos, conseguimos comunicagao com 23 tutores
do sexo feminino. Aidade das mesmas foi minima de 26 anos e maxima de 62 anos. A média
foi de 37 anos e a mediana foi de 38 anos. Dessas, oito (54,78%) eram usuarias de tabaco,
trés (13,04%) tinham obesidade grau | (IMC- kg/m? — 30 a 35) e nove (39,13%) faziam uso
de contraceptivos orais. Nenhuma delas fazia uso de terapia de reposicdo hormonal (TRH)
e ndo foram detectados tumores mamarios em nenhuma das entrevistadas. Isto se deve ao
fato do baixo n amostral, de uma coleta de dados insuficiente, ou que realmente o cdo nao

€ considerado um animal sentinela para tumores mamarios em mulheres.

3.4 Analise Estatistica dos dados

3.4.1 Normalidade de dados

A suposicao de normalidade dos dados amostrais € uma condi¢cdo exigida para
a realizagdo de muitas inferéncias validas a respeito de parametros e dados. O grafico
nuamero 4, de normalidade Q-Q Plot, apresenta essa possivel simetria dos dados.
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Gréfico 4 — Distribuicdo normal dos dados de tumores mamarios de cadelas por meio dos pressupostos
da normalidade. 2020.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

O gréfico de normalidade Q-Q Plot mostra que os dados estdo bem distribuidos,
sem variagoes extremas em um dado e outro. Os pontos estdo sobrepostos ou bem
préximos a linha tracejada de normalidade. A normalidade dos dados também é verificada
pela observacdo de pontos acima, abaixo, a esquerda e a direita da linha tracejada de
normalidade.

3.4.2 Teste de Shapiro Wilk

Aqui, para fins didaticos, foi gerada uma amostra de tamanho 85 (nimero de fichas
e laudos) de uma variavel aleatéria X~N(p=1,02=0.16)X~N(u=1,02=0.16). Neste caso a
hipétese a ser testada é se os dados seguem uma distribuicdo gaussiana.

Shapiro-Wilk normality test

data: Quantidade[Classificacao == “Benignos”]
W =0.88482, p-value = 0.3317

data: Quantidade[Classificacao == “Malignos”]
W = 0.8635, p-value = 0.1627

data: Quantidade[Classificacao == “Hiperplasias”]
W =0.90202, p-value = 0.4211
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O valor de p, em todos os tipos de tumores mamarios obtiveram valores acima de
0,05, o que representa distribuicdo normal dos dados, seguindo os pressupostos desejados.

3.4.3 Teste de Lavene

O teste de Lavene € usado para verificar a homogeneidade das variancias.
Levene’s Test for Homogeneity of Variance (center = median)

Df F value Pr(>F)

group 2 2.1024 0.1591

O valor de p foi de 0.1591, maior que 0,05 com Df (degree of freedom) igual a 2
representando teste positivo com variancias homogéneas.

3.4.4 Teste de Tukey

Tukey multiple comparisons of means

95% family-wise confidence level

diff Iwr upr p adj
Hiperplasias-Benignos -2.000000 -10.818269 6.818269 0.8257469
Malignos-Benignos 3.371429 -4.792702 11.535559 0.5408446
Malignos-Hiperplasias 5.371429 -2.792702 13.535559 0.2318085

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Classificacao 2 88.7 44.34 1.562 0.244
Residuals 14 397.3 28.38

O teste de Tukey analisa a diferenca entre mais de duas médias. Dessa forma os
pares: hiperplasias-benignos, malignos-benignos e malignos-hiperplasias tiveram médias
estatisticamente iguais com valor de p=0,244.

Este dados podem ser melhor visualizados em boxplot, como mostra o grafico 5.
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Grafico 5 — Quantidade de cadelas com tumores mamarios por tipo em grafico Boxplot apresentando
média, mediana, entalhes e whiskers. 2020.

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.

Caixas acompanhadas de letras iguais nao diferem estatisticamente entre si de
acordo com o teste de Tukey com 95% de confiabilidade. Houve presenca dos trés tipos
tumorais com preponderancia do neoplasma maligno. A média de tumores mamarios
malignos, benignos e hiperplasias foram 7,57; 4,2 e 2,2 respectivamente.

Dos 85 casos computados de tumores mamarios, 87,8% de cées tiveram apenas um
tipo histolégico de tumor, 10,3% tiveram dois tipos histologicos de tumores e 1,9% tiveram
mais de dois tipos histolégicos de tumores. Desses, 74 (87,06%) eram neoplasicos e 11
(12,94%) eram né&o-neoplasicos, constituidos principalmente por hiperplasias mamarias.
Este resultado assemelha-se a um estudo realizado no Brasil, no qual lesdes nao-
neoplasicas acometeram apenas 5% dos casos de tumores de mama em cdes (MARTINS
et al., 2002).

41 CONCLUSAO

O numero de neoplasmas malignos foi maior que o nUmero de neoplasmas benignos
com a média de idade dos primeiros também superior. Houve correlagéo positiva entre o
tamanho dos nddulos e a malignidade, sendo o carcinoma simples o tipo histolégico mais
prevalente. A hipotese do cédo, como animal sentinela para tumores mamarios em mulheres
nao foi validada, pois ndo houve correlagéo entre cdes com tumores e seus respectivos

tutores.
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