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PREFACIO

O livro Caracterizacdo, Propriedades e Aplicagbes de Compostos
(Bio)Quimicos aborda diferentes experiéncias cientificas desenvolvidas por
professores e alunos do Programa de P6s-Graduagdo em Quimica (PPGQ) da
Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para (Unifesspa).

O PPGQ esta inserido na area de concentragdo da Quimica e € composto
por quatro linhas de pesquisas: Métodos de Analise e Quimica Ambiental,
Quimica de Produtos Naturais e Biotecnologia, Quimica Te6rica e Computacional
e Quimica de Materiais e Nanomateriais.

A escrita deste livro se deu pela necessidade de divulgacéo dos trabalhos
desenvolvidos no programa de forma mais acessivel a comunidade académica e
sociedade em geral, a qual faz parte da pesquisa e muitas vezes ndo tem acesso
ao resultado do trabalho.

O texto estd estruturado em sete capitulos, onde temos as quatro
linhas de pesquisa envolvidas, sendo os dois primeiros capitulos sobre a
caracterizagéo fisico-quimica e a aplicagéo industrial de residuos vegetais com
capacidade adsortiva. O terceiro capitulo é sobre a analise de composto quimico
para armazenamento de energia. O quarto capitulo apresenta um estudo sobre
a avaliacéo de fungos tolerantes a metais. No quinto capitulo, os pesquisadores
realizaram estudos sobre compostos biolégicos para o tratamento alternativo
do céncer. O sexto capitulo aborda a modulacdo da fermentacdo ruminal e,
para finalizar, &€ apresentado uso de técnicas de modelagem para estudar as
propriedades do composto antidiabético fenformina.

Este livro apresentaresultadosinéditos einovadores sobre acaracterizagéo
e propriedades de compostos quimicos e bioldégicos que possuem grande
potencial para ser usados no desenvolvimento de novos produtos e processos
com aplicacao industrial, envolvendo as areas da medicina, siderurgia, pecuaria,
energia e biorremediacéo.

Nesse contexto, temos o orgulho e a grata satisfacéo de divulgar essas
pesquisas multidisciplinares e recomendar para os docentes e discentes de
graduacado e pds-graduacdo em Quimica, Biomedicina, Biologia, Engenharia,
Farmacia, Medicina e Agronomia, bem como a sociedade em geral, a leitura e

indicagé@o do presente livro.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO
RESIDUO DE ACEROLA (Malpighia emarginata
DC)

Sérgio Dantas de Oliveira Junior
Universidade Federal do Rio Grande do
Norte (UFRN)

Natal - Rio Grande do Norte
http://lattes.cnpq.br/4641007172823726

Jocélia Pinheiro Santos
Universidade Federal do Amazonas
(UFAM)

Manaus - Amazonas
https://orcid.org/0000-0001-8428-2719

Sidnei Cerqueira dos Santos

Programa de P6s-Graduagéo em Quimica
da Universidade Federal do Sul e Sudeste
do Para (Unifesspa)

Maraba - Para
https://orcid.org/0000-0003-1169-256X

RESUMO: Este estudo investigou a
caracterizacao fisico-quimica e nutricional
do residuo de acerola (Malpighia emarginata
DC), visando contribuir com a valorizagéo do
produto resultante apés o processamento.
O residuo de acerola foi cedido por uma
industria de fruta do Rio Grande do
Norte, Brasil. O residuo foi submetido ao
despolpamento mecénico, seco em estufa,
triturado e caracterizado por técnicas fisico-
quimicas tradicionais. A baixa umidade e

Data de aceite: 03/06/2024

atividade de agua observadas séo atributos
desejaveis para aumentar a preservagao e
facilitar o uso do residuo de acerola como
substrato em processos fermentativos. Os
resultados mostraram que a secagem em
estufa € uma estratégia eficaz e que exige
menos energia para converter o residuo
de acerola em matéria-prima de valor
agregado, sendo indicado como potencial
substrato em processos biotecnoldgicos.
PALAVRAS-CHAVE: Método de secagem,
substrato, processos fermentativos.

PHYSICOCHEMICAL
CHARACTERIZATION OF OVEN-
DRIED ACEROLA RESIDUE
(Malpighia emarginata DC)
ABSTRACT: This study
the physical-chemical and
characterization of acerola  residue
(Malpighia emarginata DC), aiming to
contribute to the valorization of the resulting
product after processing. The acerola
residue was provided by a fruit industry in
Rio Grande do Norte, Brazil. The residue
was subjected to mechanical pulping, dried
in an oven, crushed and characterized using
traditional physical-chemical techniques.
The low humidity and water activity observed

investigated
nutritional
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are desirable attributes to increase preservation and facilitate the use of acerola residue as
a substrate in fermentation processes. The results showed that oven drying is an effective
strategy that requires less energy to convert acerola residue into value-added raw material,
being indicated as a potential substrate in biotechnological processes.

KEYWORDS: Drying method, substrate, fermentative processes.

INTRODUCAO

A espécie Malpighia emarginata DC, conhecida popularmente como acerola,
destaca-se como um dos frutos de maior cultivo no territério brasileiro e possui capacidade
de adaptacdo em diversas condicdes climaticas. E amplamente utilizada nas indistrias
alimenticias, sendo empregada na producéo de geleias, doces, sucos, entre outros, devido
ao seu alto valor nutricional e riqueza em compostos bioativos. A incorporagéo desse fruto
na dieta esta associada a promogéao da saude dos consumidores, dada a sua contribuicao
para o aporte de nutrientes presentes nesta espécie (Alvarez-Suarez et al., 2018; Jaeschke
et al.,, 2016; Paz et al., 2015).

Ao empregar frutas, como a acerola, na fabricagao de produtos, ocorre a geragdo em
larga escala de residuos, resultantes das etapas de processamento dos frutos, englobando
cascas, sementes, talos e bagacos. Esses residuos apresentam elevadas concentrages
de substancias bioativas, frequentemente superiores as quantidades encontradas na polpa
da fruta (Bortolotti et al., 2013; Michalska; Lysiak, 2014).

A obtencao da farinha ou p6 de acerola ocorre mediante o processo de secagem
da fruta in natura ou a partir dos subprodutos gerados na etapa de processamento. Esta
abordagem se configura como uma alternativa para mitigar as perdas poés-colheita, em
grande parte decorrentes da fragilidade das frutas durante a colheita e o transporte (Reis
etal., 2017).

A transformacdo de residuos agroindustriais, como cascas e partes dos frutos,
representa uma alternativa para a valorizagdo desses materiais, ndo apenas visando
a obtencdo de novos produtos, mas também como estratégia para mitigar impactos
ambientais adversos. Dessa forma, o objetivo desse estudo concentrou-se na realizagédo
da caracterizacao fisico-quimica e nutricional do residuo de acerola (Malpighia emarginata
DC), visando contribuir com a valorizagdo do produto resultante apds o processamento.

MATERIAL E METODOS

Residuo vegetal

O residuo de acerola foi gentilmente doado pela industria Delicia da Fruta, localizada
em Macaiba, Rio Grande do Norte, Brasil. O fruto da acerola foi higienizado e submetido
ao processo de despolpamento mecanico (ltametal, Compacta, Brasil), resultando no
subproduto composto principalmente por cascas, além de polpa residual e sementes (Figura
1). O residuo de acerola foi acondicionado em sacos de polietileno e mantido congelado a
-20°C até o seu uso.

CARACTERIZACAO, PROPRIEDADES E APLICACOES DE COMPOSTOS (BIO) Capitulo 1
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Polpa de acerola

Acerola

Residuo de acerola

Figura 1. Etapas do despolpamento da acerola: formagéo da polpa e do residuo de acerola

Fonte: Elaborada pelos autores, 2023

Condicoes de secagem

O processo de secagem em estufa foi conduzido a 50°C por 24 horas, utilizando
uma estufa de secagem (Lucadema, LUCA-80/64, Brasil). Posteriormente, o material foi
submetido a trituragdo em moinho de facas (Tecnal, TE-621, Brasil), e peneirados através
de malha de 24 mesh. O p6 do residuo foi mantido em frasco de vidro protegido da luz a
-20°C.

Rendimentos de secagem

Os rendimentos de secagem foram calculados como a recuperacao total de solidos
apods os processos de secagem, moagem e peneiramento. Os rendimentos foram definidos
como a razéo entre o teor de solidos totais do residuo de acerola seco e o teor de sélidos
totais do bagaco de acerola in natura (Daza et al., 2016). Os resultados foram expressos
em percentagem (%), como a média de trés experiéncias de secagem independentes.

Caracterizacao do residuo

Os paradmetros fisico-quimicos do material seco foram analisados conforme os
métodos da Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC, 2006). A determinagéo
da umidade foi realizada pelo método gravimétrico, utilizando um analisador de umidade
infravermelho (BEL Engineering, M5-iThermo 163L, Italia). A atividade de agua (aw) foi
avaliada utilizando um higrobmetro de ponto de orvalho Aqualab® série 3 TE (Decagon
Devices, Pullman, EUA). O teor de cinzas foi determinado por incineragdo a 550°C.

CARACTERIZACAO, PROPRIEDADES E APLICACOES DE COMPOSTOS (BIO) Capitulo 1
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O pH foi determinado utilizando um potencidmetro digital (Instrutherm, pH 2600,
Brasil). A acidez total foi avaliada por meio de titulagdo. O teor lipidico foi determinado por
extracao Soxhlet com hexano. O teor total de proteina foi avaliado pelo método Kjeldahl.
A determinacéo do teor de pectina foi conduzida por meio de extracdo acida, expressa em
porcentagem (%), conforme descrito por Rangana (1979).

A capacidade de retencdo de agua (CRA) foi determinada de acordo com Moraes
et al. (2017). Apos a realizagdo do procedimento, o sobrenadante foi descartado e os
solidos restantes foram pesados. A proporgédo de CRA foi expressa como a massa de agua
retida por 1 g de amostras correspondente em base seca. A higroscopicidade foi avaliada
conforme Correia et al. (2017). As amostras secas (0,5 g) foram acondicionadas em placas
de Petri por 7 dias em dessecador contendo solucdo saturada de NaCl (UR 75,3%), a
temperatura ambiente. O resultado foi expresso em porcentagem de absorgéo de umidade
(%).

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica 7.0 (Tibco Statistica,
Palo Alto, CA, EUA). Todos os testes foram realizados em triplicata (n = 3) e os dados
apresentados como média e desvio padrao (DP).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A selecéo do método de secagem adequado demanda atencéo, visando otimizar a
utilizacdo do material residual, uma vez que diferentes processos podem influenciar nas
caracteristicas do produto (Correia et al., 2017).

O elevado teor de umidade presente nos bagacos de frutas (70-80%) os tornam
suscetiveis a degradagcédo microbiana e quimica, o que acaba prejudicando o uso dessa
matéria-prima bioativa e rica em fibras. A aplicagdo de técnicas de secagem aplicadas
aos bagacos de fruta sdo uma forma eficaz de reduzir a deterioragcdo e permitir o
reprocessamento dos subprodutos (Martins et al., 2018; Nobrega et al., 2015).

O rendimento médio observado para o residuo de acerola foi de 86,4% apds o
processo de secagem do material (Tabela 1). O elevado rendimento observado pode ser
atribuido a natureza do residuo de acerola, composto em grande parte por cascas de frutas
e polpa residual, as quais apresentam facilidade de moagem apés o processo de secagem.

O pd do residuo de acerola apresentou baixo teor de umidade (1,58%), baixa
atividade de agua (0,365) e pH acido (3,12 — 3,25) (Tabela 1), caracteristicas que propiciam
a preservacgao do produto contra reagdes deletérias e ataques microbianos (NObrega et al.,
2015).
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A acidez titulavel teve um aumento ja esperado apds a secagem, o que também
contribui para uma melhor preservacéo do p6 de acerola. Esses resultados estédo de acordo
com os relatos de Rezende et al. (2018), usando extratos de acerola secos por pulverizagéo,
e bagaco de acerola seco em leito (Borges et al., 2016).

Analises Resultados
Umidade (%) 1,58 £ 0,09
a, 0,365 + 0,01
pH 3,12+ 0,02
AT (g &cido citrico/ 100 g massa seca) 12,83 £ 0,04
Cinzas (%) 4,10 £ 0,04
Lipideos (g/100 g massa seca) 3,40 £ 0,07
Proteina (g/100 g massa seca) 13,25 £ 0,03
Pectina (%) 14,09 + 1,83
CRA (g agua/g massa seca) 7,08 +0,17
Higroscopicidade (%) 15,59 + 0,40

aw: atividade de agua; AT: Acidez Titulavel; CRA: Capacidade de retencéo de agua.

Tabela 1. Caracterizagéo fisico-quimica do residuo de acerola

Teores significativos de cinzas e lipideos podem estar relacionados a presenca de
minerais, fibras insoluveis e lipidios na estrutura morfolégica das cascas e sementes dos frutos
(Borges et al., 2016). O alto teor de proteina encontrado no p6 do residuo de acerola (13,25
g/100 g) foi superior ao da farinha de semente de acerola (8,51 + 0,11 g/100g) e da farinha de
bagaco de acerola (11,55 + 0,09 g/100 g) obtidos por liofilizagdo (Marques et al., 2013).

O alto teor de pectina observado (14,09%) € um atributo desejavel para aplicagdes
biotecnoldgicas do bagaco de acerola desidratado, indicando seu potencial como possivel
substrato indutor para a produgéo de enzimas pectinoliticas. Os teores médios de pectina
foram semelhantes aos encontrados por Souza et al. (2018) para cascas de maracuja
(11-19%) e por Wikiera et al. (2016) para bagago de magéa (10-20%).

Os resultados indicam que as amostras do residuo de acerola possuem a capacidade
de retencéo de agua de 7,08 + 0,17 g 4gua/g massa seca (Tabela 1). A CRA representa
a capacidade que as amostras tém de absorver e reter &gua em suas estruturas (Ahmadi
et al., 2019). Em geral, os residuos agroindustriais apresentam teor significativo de fibras
insolUveis, o que influencia a CRA das amostras em p6 (L6pez-Marcos et al., 2015).

Os resultados da higroscopicidade apresentados neste estudo corroboram com os
relatados por Moraes et al. (2017), onde avaliaram a adicéo de transportadores de secagem
durante a liofilizagdo de polpa e bagaco de acerola e observaram valores semelhantes.
Segundo Moraes et al. (2017), o material seco em estufa pode ser categorizado como
higroscépico.
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A absorcdo de agua pelo substrato exerce influéncia direta no fenbmeno de
transferéncia de massa (Casciatori et al., 2015; Durand, 2003). Tanto a CRA e a
higroscopicidade estao relacionadas a diferentes formas de retencéo de agua pelo substrato.
Concomitantemente, o teor de agua retido por conta do CRA preenche os espagos capilares
e porosos, o que torna favoravel para o uso microbiano durante o processo fermentativo
(He; Chen, 2015; Yang, 1988). A aplicagdo de substratos higroscopicos e de alta retengédo
de agua para a producgéo de enzimas celuloliticas em fermentagédo em estado solido ja foi
descrito (Casciatori et al., 2015; Vijayaraghavan et al., 2016).

CONCLUSAO

A secagem é uma estratégia eficaz e versatil para desenvolver formas alternativas
de aproveitar matérias-primas ricas e abundantes, como residuos e/ou bagacos de frutas.
A escolha do processo de secagem deve ser baseada nos pardmetros custo-beneficio e
qualidade, conceito que deve considerar a aplicagdo alvo do subproduto. O baixo custo
dos equipamentos de secagem em estufa, facil manuseio e operacdo, associados a
menor demanda energética, fazem da secagem em estufa uma abordagem eficaz para a
exploragao racional do residuo de acerola em processos fermentativos.

Os resultados mostraram que a secagem em estufa € uma estratégia eficiente
para o reprocessamento do residuo de acerola, conciliando custo operacional mais baixo
e a manutencéo de caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais importantes do residuo
vegetal, sendo indicado como potencial substrato em processos biotecnoldgicos. .
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RESUMO: Com o avancgo das industrias
e as acgbes antropogénicas, tornaram-
se incontaveis as preocupagbes quanto
aos recursos voltados a geragcdo e ao
armazenamento de energia. Dessa forma,
cientistas tém colaborado na producdo de
materiais eficientes para o armazenamento
de energia. Este trabalho teve como objetivo

Data de aceite: 03/06/2024

sintetizar e caracterizar as nanoparticulas
magnéticas de ferritas de cobalto e niquel
pela rota sol gel proteico para aplicagdo
em eletrodos, como dispositivos de
armazenamento de energia. A sintese das
ferritas de CoFe,O, e NiFe,O, foi realizada
com gelatina comercial e sais de ferro
e niquel, respectivamente, seguida por
calcinagéo a 500°C por 2 horas. Estudos
fisicos, morfoldégicos e estruturais foram
realizados para caracterizar as propriedades
das nanoparticulas de ferritas e dos
eletrodos produzidos com estes Oxidos. Os
resultados do padrao de DRX confirmaram
a formacédo das ferritas. A andlise de
microscopia eletrdbnica de varredura
mostrou que as nanoparticulas de ferrita
exibem uma estrutura porosa, formada por
uma morfologia hexagonal. Além disso,
as histereses magnéticas para ambos o0s
materiais comprovam a suscetibilidade
magnética. Foi possivel observar que a
sintese sol-gel, somada ao processo de
calcinagdo, resultou em materiais mais
cristalinos e melhor organizados. Estas
caracteristicas revelam capacidade de
82,58 mA h g para o eletrodo de NiFe,O,,
comparado com a 100,08 mA h g obtidos
pelo eletrodo de CoFe,O,.

PALAVRAS-CHAVE: Energia limpa,
eletrodo, nanoparticulas de cobalto e niquel

CARACTERIZACAO, PROPRIEDADES E APLICACOES DE COMPOSTOS (BIO)

QuiMICOS

Capitulo 2


https://orcid.org/0000-0003-1156-0196

SYNTHESIS OF FERRITES BY PROTEIN SOL-GEL ROUTE FOR ENERGY
STORAGE

ABSTRACT: With the advancement of industries and anthropogenic actions, concerns
regarding the resources aimed at generating and storing energy have become countless.
In this way, scientists have collaborated in the production of efficient materials for energy
storage. This work aimed to synthesize and characterize cobalt and nickel ferrite nanoparticles
via the protein sol gel route for application in electrodes, such as energy storage devices. The
synthesis of CoFe204 and NiFe204 ferrites was carried out with commercial gelatin and
iron and nickel salts, respectively, followed by calcination at 500°C for 2 hours. Physical,
morphological, and structural studies were carried out to characterize the properties of ferrite
nanoparticles and electrodes produced with these oxides. The XRD pattern results confirmed
the formation of ferrites. Scanning electron microscopy analysis showed that the ferrite
nanoparticles exhibit a porous structure, formed by a hexagonal morphology. Furthermore,
the magnetic hysteresis for both materials proves the magnetic susceptibility. It was possible
to observe that the sol-gel synthesis, added to the calcination process, resulted in more
crystalline and better organized materials. These characteristics reveal a capacity of 82.58
mA h g-1 for the NiFe204 electrode, compared to 100.08 mA h g-1 obtained by the CoFe204
electrode.

KEYWORDS: Clean energy, electrode, cobalt and nickel nanoparticles

INTRODUCAO

Os recursos energéticos renovaveis sofrem a previsdo de nado-suprimento da
demanda global vindoura (Smdani et al., 2023),tornando-se necessario o desenvolvimento
sustentavel de materiais voltados a geracdo e armazenamento de energia, como 0s
dispositivos de armazenamento de energia (DAE).

Dispositivos de armazenamento de energia sdo compostos por materiais que, devido
a todas as suas propriedades, podem armazenar uma determinada quantidade de energia
para que seja utilizada em outras aplicagcdes posteriores (Dubal et al., 2015). Os DAE
podem ser aplicados em varias areas, por exemplo, na confecgéo de eletrénicos portateis,
roupas e no setor de transporte, devido a sua alta ciclabilidade, longa vida util e ao baixo
custo de producao (Chen et al., 2018).

Os sistemas de armazenamento apresentam diferentes classificagées: mecanico,
quimico, elétrico e eletroquimico. O sistema mecéanico atualmente é o método dominante
de armazenamento, no entanto, os capacitores eletroquimicos e baterias tém demonstrado
grande potencial. Dentre os materiais utilizados para o armazenamento de energia,
nanomateriais baseados em éxidos tém sido prepostos como materiais de eletrodo em
varios sistemas eletroquimicos, isso acontece em razdo de sua alta condutividade
eletrbnica, grande area superficial e inércia quimica (Jiang et al., 2012).

Existem diversas rotas de sinteses que podem ser aplicadas para preparar materiais
com as caracteristicas necessarias no ramo de energia, como as sinteses inorganica,
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hidrotermal e Pechini, e 0o método de combustéo. No entanto, uma vez que buscamos somar
aos preceitos da quimica verde, é necessario também visar meios menos agressivos de
produzir o material. Surge assim o método de sintese sol-gel proteico, que apresenta valor
de custo relativamente mais baixo do que os citados anteriormente e eficiéncia equiparavel
quanto a rendimentos e qualidade do material formado (Silva et al., 2018). O sol-gel € um
processo quimico utilizado para sintese de uma suspensao coloidal de particulas sélidas
em um liquido e que, sequencialmente, gera a formagdo de um material de fase mista
composta por um s6lido ocupado por um solvente em gel (da Silva et al., 2020).

Muitos trabalhos realizam essa sintese com precursores metalicos, dissolvidos em
solucdo aquosa basica ou acida dependendo da finalidade desejada. O agente quelante
dessa reacdo normalmente € suprido com um composto de estrutura proteica como o
agar-agar, a agua de coco e a gelatina comercial. Como esperado, a estabilidade quimica
€ encontrada facilmente em 6xidos de metais preciosos que geralmente sdo caros no
mercado, portanto, ha necessidade de materiais mais baratos, menos tdxicos e mais
estaveis. Os 6xidos de metais de transicédo tém sido amplamente estudados como material
de eletrodo de pseudocapacitores, devido as suas propriedades, como alta area superficial,
porosidade e estabilidade (El-Shafai et al., 2023; Sivakumar et al., 2021).

Diante do exposto, é extremamente viavel aplicar o método sol-gel para que seja
possivel gerar um 6xido metalico misto, com caracteristicas controladas por meio do uso da
temperatura de decomposicdo térmica. As principais vantagens do processamento sol-gel
para aplicacdes Opticas e eletrbnicas séo: (i) temperatura ambiente da preparagéo do sol
e processamento do gel; (i) homogeneidade do produto; (iii) baixa temperatura de sintese;
(iv) facilidade de fabricacéo de materiais multicomponentes; e (v) controle sobre o tamanho
e a forma das particulas de pd, bem como a distribuicdo de tamanhos. Dessa forma, esse
trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar as nanoparticulas magnéticas de
ferritas de cobalto e niquel pela rota sol gel proteico para aplicacdo em eletrodos, como
dispositivos de armazenamento de energia.

MATERIAIS E METODOS

Sintese dos 6xidos

Para a sintese de ferrita de cobalto (CoFe,O,), foi adicionado 1 g de gelatina comercial
sem sabor, 0.5 g de CoCl,.6H,0 e 0.5 g de FeCl,.6H,0 (Sigma Aldrich), em 200 mL de agua
destilada, e 20 mL de solugdo de KOH (1mol.L") para possibilitar a hidrélise da solugéo,
o0 método foi adaptado de Silva et al. (2018). O procedimento foi 0 mesmo para o preparo
de ferrita de niquel (NiFe,O,), porém, utilizando 0.5 g do sal de NiCl,.6H,0O. Esta mistura
foi homogeneizada em temperatura de aproximadamente 50°C em constante agitacéo,
durante 50 minutos. O material foi seco em uma estufa a temperatura de aproximadamente
100°C durante 24 horas, em seguida, foi realizada a etapa de calcinacdao a 500°C por 2
horas (Figura 1).
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Figura 1. Procedimento experimental para obtencéo das ferritas.

Preparo dos eletrodos

Para o preparo dos eletrodos, foi utilizado um substrato metélico de ago inox 304, nas
medidas de 1,0 cm x 0,5 cm, previamente tratado por jateamento de silica para remogao de
impurezas. Os substratos foram lavados com &agua fervente, sonicados com alcool etilico
e secos em estufa a 100°C por 2 horas. A tinta para o processo de deposi¢do no eletrodo
foi preparada na proporgédo 70:20:10 de material ativo (NiFe,O, ou CoFe,0,), material
condutor (Carbono Vulcan) e aglutinante (Nafion) em meio alcodlico, respectivamente, com
0 auxilio do banho ultrassénico. Foram preparados, para cada temperatura de sintese, 24
eletrodos para realizagdo das triplicatas.

Técnicas de caracterizacéao

Os Oxidos obtidos foram caracterizados por difracdo de Raios-X, usando o X-Ray
(Shimadzu, XRD 7000) e CuKa (A = 1.54056 ,&), com tamanho de passo de 0,05° e tempo
de varredura de 2 s por passo. As propriedades magnéticas das nanoparticulas sintetizadas
foram medidas usando o VSM (Lakeshore), a temperatura ambiente e com ciclo de histerese
desenhado com o campo magnético alternando entre -20000 G a 20000 G.

A caracterizacdo morfolégica dos Oxidos foi realizada por microscopia eletrdnica
de varredura (MEV), modelo Vega3 Tescan. A preparag¢do da amostra foi realizada a partir
do depoésito do p6 calcinado em uma placa de silicio, fixada a um suporte de aluminio.
A amostra foi previamente metalizada em um equipamento de pulverizagdo de ouro
(SCD 050, Bal-Tec). Os voltamogramas ciclicos (VC) foram realizados em uma faixa de
potencial entre -1,3 e -0,3 V em diferentes taxas de varredura, variando de 5 a 50 mV s'.
Os ciclos de carga de descarga galvanostatica (CDG) foram registrados em uma faixa de
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potencial de -1,0 a 0,0 V, com densidade de corrente de 1 A g™, para calcular a capacidade
especifica dos eletrodos. Os espectros de eletroquimica de impedancia foram coletados
na faixa de frequéncias de 0,1 a 10.000 Hz em 10 mV. Todas as medidas eletroquimicas
foram realizadas usando um potenciostato Autolab (PGSTAT, 302 N). A capacitancia por

voltametria ciclica foi calculada pela equacéo abaixo:

Q
¢= fAE .m
Onde C, ¢é a capacitancia dada em mAh g, Q, € a carga voltamétrica (C) e AE é a
janela do potencial em (V).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os difratogramas das amostras de CoFe,O, e NiFe,O

de 500°C, apresentaram picos estreitos e intensos (Figura 2A), que caracterizam maior

tratadas a temperatura

274

cristalinidade nos materiais. Com o auxilio do software Mercury, foi identificada a presenca
da fase cristalina da ferrita de cobalto (CoFe,O, - JCPDS 22-1086) e a fase cristalina da
ferrita de niquel (NiFe,O, - JCPDS 10-0325). As constantes de rede calculadas foram 8.481
A para CoFe,0, e 8,332 A para NiFe,O, Estes resultados estdo de acordo com os padrdes
observados por Manohar et al. (2019), confirmando a obtencao de ferritas nanoestruturadas
na forma de espinélio. Além disso, € importante salientar a auséncia perceptivel de fases
de impureza nestes difratogramas, indicando alta porcentagem de pureza dos Oxidos
sintetizados.

Neste estudo, o oOxido CoFe,O, apresentou maior cristalinidade. Por meio da
equacéo de Scherrer, o tamanho de cristalito do CoFe,O, encontrado foi de 31 nm para
o plano (3 1 1), referente ao pico mais intenso. Para o NiFe,O,, nas mesmas condigdes,
o valor encontrado foi de 42 nm. Esses dados séo relacionados a area superficial dos
oxidos, observando que a menor area superficial € muito benéfica para o armazenamento

de energia.
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Figura 2. (A) Difratogramas e (B) Histereses magnéticas dos oxidos CoFe,O, e Nife,O, depositados nos
eletrodos.

A Figura 2(B) apresenta as histereses magnéticas para o conjunto de amostras de
ferrita em p6. Através das medidas de magnetizacéo, foi possivel observar que os 6xidos
foram ferrimagnéticos do tipo duro, devido ao elevado valor de magnetizacao de saturagéo,
134 emu/cm? para CoFe,O, e 48 emu/cm?® para NiFe,O,, mostrando que o 6xido CoFe,O,
apresenta maior suscetibilidade magnética.

Sabe-se que a principal caracteristica de ferritas, materiais ferrimagnéticos, é a
suscetibilidade magnética. Essa grandeza fisica tem relacdo com a permissividade do
oxido a um determinado campo magnético, podendo também ser extrapolado para uma
maior interagcdo com campos elétricos e, até mesmo, causar aumento da difus@o entre as
particulas, favorecendo aplicagdes como materiais de armazenamento de energia(Kennedy
et al., 2018).

As estruturas do o6xido NiFe,O, (Figura 3A) e do CoFe,O, (Figura 3B) obtidas por
MEYV exibiram uma organizagéo morfolégica hexagonal, corroborando com Sivakumar et al.
(2021). Aléem disso, foi possivel observar nas microestruturas que o 6xido de CoFe,O, se
organiza melhor na superficie do que o NiFe,O,, isso ocorre devido ao seu menor tamanho
cristalino. Entende-se que materiais estruturalmente melhorados sejam benéficos para
a interagcdo com o eletrélito, levando em consideracao que reagdes eletroquimicas séo
aprimoradas a partir da interacdo do material com o eletrélito, seja ele salino, basico ou
acido(Yang et al., 2016).
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Figura 3. Microscopia eletrénica de varredura dos 6xidos (A) NiFe,O, e (B) Cofe,O,. Magnifica¢do de
10 ym.

Os perfis dos voltamogramas referentes aos oOxidos NiFe,O, e CoFe,O, estéo
apresentados na Figura 4 (A e B). Os voltamogramas séo levemente distintos para Ni e Co,
com picos de oxidagéo e redugdo em -1,00 e 0,52 V e em -1,02 e 0,58 V, respectivamente.
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Figura 4. Curvas de voltametria ciclica realizadas no eletrolito de KOH 1M, em diferentes velocidades
de varredura para os eletrodos de (A) NiFe O, e (B) CoFe,O,.
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O comportamento de ambos os eletrodos indica um armazenamento do tipo
pseudocapacitor (Costa et al., 2020). O efeito de polarizagdo do eletrodo do material
em altas taxas aconteceu devido ao deslocamento dos picos com o0 aumento da taxa de
varredura. O pico de redugéo corresponde a reagdo de conversao de Fe®* e Ni?*, e 0 pico
de oxidacgéo foi atribuido a oxidagéo de Fe e Ni para Fe3* e Ni?*, respectivamente, podendo
ser deduzido para Fe e Co no segundo eletrodo. Utilizando a taxa de 25 mV.s™, foi possivel
observar que o eletrodo de NiFe, O, apresentou 82,58 mA h g comparado a 100,08 mA h
g do CoFe,O

,O,, mostrando a capacidade de armazenamento superior da ferrita de cobalto,

devido sua maior suscetibilidade magnética e menor area superficial.
As curvas de carga e descarga galvanostatica dos eletrodos de NiFe, O, e CoFe,O,
estdo apresentadas na Figura 5(A). Os resultados de capacidade obtidos foram 6,74 e 18,58

mA h g-1 para os 6xidos NiFe,O, e CoFe,O,, respectivamente. Estes dados corroboram

274

com os observados na voltametria ciclica.

Através da analise dos graficos de Nyquist, foram observados desempenho capacitivo
para NiFe,O, e CoFe,O, (Figura 5B), com diferentes comportamentos e determinadas
particularidades. O eletrodo contendo NiFe,O, demonstra uma maior resisténcia de

transferéncia de carga na regido de alta frequéncia.
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Figura 5. (A) Curvas de carga de descarga galvanostatica realizadas no eletrélito de KOH 1M, em
densidade de corrente de 1 A g, para os eletrodos de NiFe, O, e CoFe,O,; (B) Grafico de Nyquist (-Z”
vs. Z') para os eletrodos de NiFe,O, e CoFe,O, em solugdo de KOH 1 M.

Apesar de demonstrar comportamentos capacitivos, os Oxidos apresentaram
diferentes inclina¢des por Nyquist, devido a diferenca no nivel de cristalinidade visto nas
caracterizacgdes anteriores. As caracterizagdes e aplicagdes dos nanomateriais mostram que
suas propriedades fisicas sdo importantissimas para a aplicagdo como pseudocapacitores.
Tais caracteristicas resultaram em uma resposta de capacidade de 82,58 mA h g-1 de
NiFe,O,, comparado a 100,08 mA h g-1 do CoFe,O,.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

O estudo das nanoparticulas magnéticas de ferritas via rota sol gel proteico
demonstrou que o 6xido ferrimagnético de cobalto apresentou o melhor desempenho
para aplicacdo em eletrodos, devido suas propriedades atenuadas. Esta pesquisa ndo s6
mostra a possibilidade de produzir ferritas através de uma rota mais simples e ecologica,
como também estuda a obtencéo de materiais com a estabilidade necessaria para um bom
desempenho como pseudocapacitor e a influéncia que as propriedades fisicas tém sobre a
resposta eletroquimica de diferentes 6xidos. Dessa forma, este trabalho gerou informagdes
importantes para subsidiar novas pesquisas cientificas e tecnologicas envolvendo o uso de
oxidos para o desenvolvimento de eletrodos.
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RESUMO: O impacto causado pelo descarte de rejeitos no meio ambiente, tem se tornando
uma preocupagdo mundial, pois estes provocam grandes danos ao ambiente. E uma forma
de diminuir estes danos ¢ a utilizagdo de microrganismos como biorremediadores, pois estes
podem adsorver, reter e até mesmo remover metais pesados desses ambientes. Assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de absor¢éo de metais pesados pelos fungos
Rigidoporus lineatus e Aspergillus niger, isolados da area de mineragao. Os microrganismos
foram inoculados em placas de petri contendo meio so6lido BDA (batata-dextrose e agar)
enriquecidos com concentra¢des de 100 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L dos metais pesados
cobalto, cromo, chumbo, cobre e niquel, em seguida as placas de petri foram colocadas
na BOD e acompanhadas por um periodo de 10 dias. Para realizar a analise microscopica
por Absor¢éo Atémica com Chama, os microrganismos foram cultivados em erlenmeyers
contendo meio liquido BD (batata e dextrose) enriquecidos com metais pesados cobre e
chumbo, nas concentra¢des de 100 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L, os quais foram deixados
por 10 dias na camara de agitagdo com temperatura de 30°C e rotagdo de 250 rpm. Foi
observado que as espécies A. niger e R. lineatus foram tolerantes a altas concentragdes de
cobre e chumbo, apresentando um bom desenvolvimento nas placas de petri e nas analises
realizadas por Absorcdo Atbmica, os fungos também mostraram ter um bom potencial
adsorvente frente aos metais chumbo e cobre.

PALAVRAS-CHAVE: microrganismos, metais pesados, mineracao

STUDY OF HEAVY METAL TOLERANCE IN FUNGAL STRAINS Rigidoporus
lineatus AND Aspergillus niger

ABSTRACT: The impact caused by the discharge of waste on the environment has become
a worldwide concern, as these disposals cause significant damage to the environment. One
way to diminish these impacts is the use of microorganisms as bioremediators, because they
are able to adsorb, to retain, and even to remove heavy metals from these environments.
Therefore, this study aims to evaluate the capacity of adsorption of heavy metals by the fungi
Rigidoporus lineatus and Aspergillus niger, isolated from a mining area. The microorganisms
were inoculated in Petri dishes containing solid medium PDA (potato-dextrose-agar) enriched
with concentrations of 100 mg/L, 500 mg/L and 1000 mg/L of the heavy metals cobalt, chromium,
lead, copper, and nickel. Then, the Petri dishes were placed in the BOD and monitored for
a period of ten days. To execute the Flame Atomic Absorption Microscopy Analysis, the
microorganisms were cultivated in Erlenmeyer flasks containing liquid medium PD (potato
and dextrose) enriched with the heavy metals copper and lead, at the concentrations of 100
mg/L, 500 mg/L and 1000 mg/L, which were left for ten days on the shaking chamber, at the
temperature of 30°C and rotation of 250 rpm. It was observed that the species A. niger and R.
lineatus were tolerant to high concentrations of copper and lead, having a good development
on Petri dishes. The fungi were shown to have a good absorption potential related to the
metals copper and lead on the analysis made by Atomic Absorption as well.

KEYWORDS: microorganisms, heavy metals, mining
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INTRODUCAO

Uma das principais causas da poluicdo do meio ambiente € o desenvolvimento
desproporcional que gera diversos residuos sem fins adequados, sendo nocivos ao meio
ambiente (CARVALHO E PONDOLA, 2022). Assim, consequentemente elevou os agentes
de poluicdo ao meio ambiente, crescendo a presenca de pragas tornando necessario a
utilizacao de produtos quimicos, como os agrotoxicos (ALVES E OLIVEIRA SILVA, 2003).
E, juntamente, resultou em problemas sociais, como: escolas superlotadas, invasdées
territoriais, violéncias e principalmente a contaminacao de solos e rios, que se encontram
nas proximidades destas areas de mineragao, tornando necessarios buscar medidas para
descontaminar estas areas impactadas (PALHETA et al, 2017).

Umas dessas atividades nocivas € a mineragdo, um dos principais setores basicos
responsaveis pela economia brasileira. As areas de mineragéo, depois de explorados nao
séo renovaveis e sua fonte é finita, possuindo assim danos futuros inevitaveis a partir do
fechamento de minas ou faléncia de empresas trazendo consequéncias aos dependentes
da regido, que se encontra em maioria (ARAUJO E FERNANDES, 2016).

Os paises da América Latina séo exemplos de exploragcdo mineral, por serem ricos
em recursos minerais, havendo consequéncias da elevada extracéo que afeta diretamente
questbes ambientais e econémica. Na Colémbia, hoje, ha um pensamento mais critico
sobre os impactos ambientais, o que levou o pais a procurar alternativas para sanar estes
impactos (LOPEZ-SANCHEZ et al, 2017).

A mineracdo é uma das atividades econémicas mais importantes do Brasil,
principalmente na regido paraense que tem como saldo comercial 77,5 do Estado. Apesar
da importancia econdémica, a regido sofre com muitos problemas ambientais, afetando
diretamente o ambiente, tais como: plantas, animais e pessoas, principalmente as que
moram no entorno da area (SILVA E ALVES, 2018).

No processo de recuperacdo de areas degradadas, como as de mineragéo, é
importante o retorno da atividade microbiana do solo, para facilitar o estabelecimento da
vegetacdo. O solo possui uma biodiversidade especifica de cada regido, possuindo uma
variedade de fungos, tornando-se assim um ambiente promissor para estudos quimico
de espécies que vivem nesse habitat, muitas dessas espécies de fungos ainda séo
desconhecidas e merecem atencéo para serem estudadas, como remediadores destas
areas impactadas (SUCCAR et. Al, 2019).

Um dos processos para a descontaminacao dessas areas com baixo custo é a
biorremediacdo, que utiliza organismos vivos, como plantas e microrganismos, para
transformar os contaminantes em substancias inertes [8]. Entretanto, & uma técnica muito
sensivel e que demanda grandes estudos sobre os microrganismos a serem utilizados para
o tratamento, pois o processo depende das condi¢des do local a ser tratado, a concentracao
dos contaminantes, pH, salinidade e umidade do solo (RAMOS et al, 2022).
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No processo de biorremediacédo por microrganismos, os fungos desempenham um
papel importante devido a sua capacidade metabdlica de degradar diferentes compostos
toxicos e recalcitrantes, como poluentes orgénicos, corantes téxteis, efluentes téxteis,
petréleo, hidrocarbonetos poliaromaticos, plasticos e pesticidas (MENEZES et al, 2017).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento fungico microscopio
e macroscopicamente dos fungos, isolados da area de mineragdo da Mina do Sossego,
Rigidoporus lineatus e Aspergillus niger em meios so6lido e liquido enriquecidos com os
metais pesados cobalto, cromo, cobre, chumbo e niquel.

MATERIAL E METODOS

Selecao dos fungos

Os microrganismos estudados foram selecionados da colecao de fungos da micoteca
do Laboratério Multidisciplinar de Biologia da Faculdade de Quimica-UNIFESSPA, as linhagens
utilizadas para este trabalho foram o Aspergillus niger e Rigidoporus lineatus. (Figura 1),
isoladas da Lagoa de Rejeito de Mineragéo da Mina do Sossego, localizada em Canaa dos
Carajas/PA.

Figura 1: Linhagem fangica A. niger e R. lineatus frente e verso, respectivamente (A e B)

Preparacédo do meio de cultura sélido com metais

Para o cultivo das linhagens fungicas em meio de cultura BDA (batata, dextrose e
agar) enriquecido com sal metalico, utilizou-se frascos de erlenmeyers de 500 mL. Apds
determinar a massa de sal necessaria para preparar as concentragcoes desejadas realizou-
se 0 preparo da solugdo com uma quantidade especifica de cada metal previamente
calculado para um volume de 200 mL. Para a preparagcdo da solugdo metalica, foram
utilizados, separadamente, os sais CuSO,, CoCl,.H,0, Pb(NO,),, K,Cr,0O, e Ni(NO,),, nas
concentragcbes de 100, 500 e 1000 mg/L.

As solugbes preparadas foram transferidas para erlenmeyers de 500 mL, sendo
posteriormente vedados por bonecas (algodao e gazes) e em seguida foram cobertos com
papel Kraft, evitando-se o contato com o0 meio externo, e posteriormente foram esterilizados
em autoclave Prismatec, modelo CS, série n.14190, voltagem 220V, poténcia 4.0 kv a 121
°C, presséo de 1 atm, durante 15 minutos.
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Apos esterilizagdo, o meio foi vertido em placas de petri, para observar se houve
contaminagao no meio, 0 mesmo foi incubado na BOD vertical Cientec@, modelo CT-705-
330, série n.1011358, voltagem 220V, poténcia 600W, por um periodo de 24h. Em seguida,
inoculou-se discos de micélio das linhagens fungicas em estudo, sendo acompanhado o
seu desenvolvimento micelial por um periodo de 240h (10 dias).

Analise da inibicao do crescimento micelial (PIC)

A avaliacdo do desenvolvimento micelial das linhagens fungicas, foi analisada de
acordo com a concentrac@o de cada metal através do crescimento radial obtido a partir das
medidas do didmetro médio do micélio do fungo a cada 48 horas. A inibicdo do crescimento
micelial (PIC) foi calculada pela equacao abaixo.

%PIC = CRTE - CRT X 100
CRTE

Equacéo 1 - Equacéo de inibi¢éo do crescimento micelial
Onde,

PIC: Inibicdo do crescimento micelial;
CRTE: Crescimento radial da placa controle (cm);

CRT: Crescimento radial da placa em tratamento (cm).

Preparacao do meio de cultura liquido contendo os metais chumbo e cobre

Para o cultivo das linhagens em meio liquido preparou-se 1000 mL do meio de
cultura liquido BD (batata e dextrose) e em seguida foi esterilizado em autoclave Prismatec,
modelo CS, série n.14190, voltagem 220V, poténcia 4.0kv, a 121 °C, pressdo de 1 atm,
durante 15 minutos. Apos realizar o calculo da quantidade de sal necessario, para
cada concentracdo desejada (100, 500 e 1000 mg/L) os mesmos foram dissolvidos em
determinado volume de meio BD, em seguida transferiu-se 20 mL de cada solugéo de
metal para tubos tipo Falcon esterilizados e apds 24h inoculou-se fragmentos de micélios
dos fungos. Posteriormente, os tubos falcon foram levados para a incubadora com agitacéo
SOLAB, modelo SL-223, modelo SL-223, série n.15-015, poténcia 1500 w, voltagem 220V,
durante 10 dias, a temperatura de 30 °C e rotacdo de 150 rpm, o experimento foi realizado
em triplicata.
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Preparo das amostras para analise por espectrometria de absorcao atdbmica
com chama

Antes de realizar as anélises no equipamento de Espectrometria de absor¢ao atdmica
com chama - FAAS, foi necessario seguir algumas condi¢bes instrumentais especificas
para cada metal, as quais sdo apresentadas na Tabela 1. O limite de detec¢éo (L.O.D) foi
calculado seguindo a relacdo 3 x s/b (s = estimativa do desvio padréo do branco analitico
e b = coeficiente angular da curva analitica). Em seguida, foram preparadas solugbes
padrées dos metais chumbo e cobre, afim de montar a curva analitica para os metais no
FAAS, com uma solugéo padrdo de 100 mg/L para cada metal.

Parametros Metais
Cobre Chumbo
Resolucao espectral (nm) 0,2 0,2
Corrente de lampada (mA) 4,0 4,0
Comprimento de onda (nm) 324,8 217,0
L.0.D (mg/L) 0,02 1,21

Tabela 1 - Condigdes instrumentais para determinagdo de cobre e chumbo por FAAS

Preparacéao da solucéo de cobre, para analise por FAAS

A partir da solucdo estoque de cobre (100 mg/L), foram preparadas cinco solu¢des
com as concentragdes de 1,0 a 5,0 mg/L, as quais foram utilizadas para montar a curva
analitica do metal cobre. As solugGes preparadas, foram aferidas com HNO, 5%, sendo as
concentragoes de 1,0 mg/L a 4,0 mg/L aferidas até 50 mL e a concentragéo de 5,0 mg/L
aferida até 100 mL.

As amostras contendo o fungo mais o metal cobre, com concentragdes de 100,
500 e 1000 mg/L, foram diluidas para em seguida serem analisadas no FAAS Thermo
Scientific, série n. 164056, poténcia 100-240 V. Da concentracdo de 100 mg/L, foi retirado
uma aliquota de 1 mL e aferido até 10 mL com agua destilada. Para as concentragbes de
500 e 1000 mg/L foram pipetados de cada, separadamente, 100 uL e aferido até 10 mL
com agua destilada.

Preparacéo da solugcédo de chumbo, para analise por FAAS

A partir da solugéo estoque de chumbo (100 mg/L), foram preparadas solu¢des com
as concentragdes de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 mg/L, as quais foram utilizadas para montar
a curva analitica do metal chumbo. As solugbes preparadas, foram aferidas com HNO, 5%,
sendo as concentragdes de 2,0 a 8,0 mg/L aferidas até 50 mL e a concentragédo de 10,0
mg/L aferida até 100 mL.
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As amostras contendo o fungo mais o metal chumbo, com concentra¢des de 100, 500
e 1000 mg/L, foram diluidas para em seguida serem analisadas no FAAS. Da concentragao de
100 mg/L foi retirado uma aliquota de 1 mL e aferido até 10 mL com agua destilada. Para as
concentracdes de 500 e 1000 mg/L foram pipetados de cada, separadamente, 100 pL e aferido
até 10 mL com agua destilada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da concentracdao dos metais no desenvolvimento dos fungos

Alinhagem fangica R. lineatus se desenvolveu bem nas concentragées de 100 mg/L,
em quase todos os metais, exceto no metal cromo, pois nesta concentracdo o metal foi
toxico para a espécie, sendo observado apenas um pequeno desenvolvimento micelial na
placa de petri. Nas demais concentracgdes, de 500 mg/L e 1000 mg/L, observa-se que a
espécie fungica é tolerante somente ao metal chumbo (Figura 2). J& a espécie A. niger,
se desenvolveu bem em todos os metais, na concentracdo de 100 mg/L, nas demais
concentracbes a espécie foi tolerante somente a altas concentragées do metal chumbo
(Figura 3).

Apesar do cobre ser um constituinte natural presente nos solos, principalmente do
solo de onde os fungos R. Lineatus e A. niger foram isolados, observou-se que as espécies
nao foram resistentes a elevadas concentracdes deste metal.

No entanto, as espécies foram resistentes a elevadas concentragcbes do metal
chumbo, mesmo com seu alto potencial de toxicidade, os dois fungos tiveram um bom
desenvolvimento micelial. Essa relagdo do metal chumbo com os fungos do solo esta
relacionado significativamente com o ambiente em um todo, como o pH, as propriedades
do solo, o teor de 6xido de carbono que sé@o as mais importantes caracteristicas para um
bom desenvolvimento microbiolégico no local (YOGABAANU, et al, 2017).

—— Controle|
—Cu
——cCr
—=Co

Ni

F— Controle
—cu
4 cr
—cCo
Ni
2 —Pb

E) 100 150 20 2%0 50 100 150 200 250 0 100 150 20 2%0
Tempo (H) Tempo (H) Tempo (H)

Crescimento Fungico R. lineatus [100 mg/L]

Crescimento fiingico R. lineatus [500 mg/L]

Crescimento fiingico R. lineatus [1000 mg/L]

Figura 2: Crescimento flngico do fungo R. lineatus, na presenca dos metais Cobalto, Chumbo, Cobre,
Cromo e Niquel em concentragcdes de 100 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L
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Figura 3: Crescimento fungico do fungo A. niger, na presenca dos metais Cobalto, Chumbo, Cobre,
Cromo e Niquel em concentragdes de 100 mg/L, 500 mg/L e 1000 mg/L

De acordo com os resultados exibidos na Tabela 2, observa-se que apenas na
concentracdo de 100 mg/L de Cu2+ e Cr6+ houve inibicdo de crescimento da linhagem
fungica. Em 500 mg/L houve desenvolvimento apenas no ion metalico Pb2+, mostrando
que o fungo é tolerante ao chumbo mais que os outros metais estudados, no entanto, no
mesmo metal, em 1000 mg/L houve aumento da inibicdo do desenvolvimento micelial.

Os fungos foram isolados de uma area de mineragéo, de onde € extraido os minérios
ferro e cobre, pela mineradora VALE, e a analise quimica do rejeito desta area, revelou a
presenca de diversos metais em diferentes concentragdes, além do ferro e cobre. Portanto,
pode-se inferir que estes fungos apresentaram resultados de tolerancia de acordo com o
ambiente que foram isolados.

Concentracao PIC (%)
(mg/L) Cu? Co? Pb2+ Crer Nie+
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
100 28,00 0,00 0,00 74,02 0,00
500 100 100 0,00 100 87,5
1000 100 100 15,41 100 100

Tabela 2. Efeito da dosagem de metais na percentagem de inibicdo do crescimento micelial (PIC) do
fungo R. lineatus em 240 horas de experimento.

Analise por absorcéao atdémica

Nas amostras contendo cobre, foram detectados que houve diminuicdo das
concentragOes iniciais de todas as concentragoes utilizadas (100 mg/L, 500 mg/L e 1000
mg/L).

Analisando os dados do fungo Rigidoporus lineatus, na solugdo de 100 mg/L de
cobre, verificou-se que o fungo adsorveu 4,7 mg/L, ou seja, 4,7 % da concentracéo inicial.
Em 500 mg/L, o fungo adsorveu, 34,5 mg/L, ou seja, 6,9 % da amostra inicial. J& em
1000 mg/L, houve a adsorgdo de 110,0 mg/L, logo, 11,0% da quantidade inicial de Cu?* na
amostra. (Tabela 3).
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Cu?* [Cu?] na solucao [Cu?*] adsorvida pelo

(mg/L) + desvio padrao fungo (mg/L) Remocao (%)
100 95,3+0,70 4,7 4,7
500 465,5+0,23 34,5 6,9
1000 890,0+0,25 110,0 11,0

Tabela 3 - Andlise de adsor¢ao do meio liquido enriquecido com metal Cu?*da linhagem R. lineatus

Estando em constante movimento por 240h, observou-se que a percentagem
de adsorgéo se elevou conforme o aumento da concentragdo. O fungo se desenvolveu
nas concentracoes de cobre em meio liquido diferentemente do meio solido, algumas
pesquisas mostraram que microrganismos expostos a perturbacdo constante aumentam a
sua tolerancia e degradacao de substancias toxicas do que as células em suspenséo (XIA,
et al, 2017).

Alinhagem fangica Aspergillus niger na concentragcdo de 100 mg/L de cobre, o fungo
adsorveu 6,6 mg/L, ou seja, 6,6 % da concentracao inicial. Em 500 mg/L, o fungo adsorveu,
464,0 mg/L, ou seja, 92,8 % da concentracdo. Em 1000 mg/L, houve a adsorcéo de 143,0
mg/L, cerca de 14,3% (Tabela 4).

[Cu?*] detectada na Concentracao de
Cu? solucéao (mg/L) Cu?* adsorvida pelo Remocao (%)
Desvio padrao fungo (mg/L)
100 93,37 +1,05 6,63 6,6
500 35,82 + 0,09 464 92,8
1000 857,26 + 0,90 143 14,3

Tabela 4: Andlises de ions Cu?* presentes na solugéo de diferentes concentragdes de amostras da
linhagem Aspergillus niger

A partir dos resultados obtidos, o fungo Aspergillus niger apresentou valores de
adsor¢éo que esta acima de 50% na concentracéo de 500 mg/L, porém na concentracdo
de 1000 mg/L o valor foi inferior a 20%. Cada organismo possui uma capacidade para
determinadas substancias, logo a tolerancia do fungo em estudo pode ser alterada
conforme a concentracédo de metal. Assim, o fungo A. niger pode tolerar o metal cobre até
determinada concentracéo (ZAFAR, et al, 2017).

Nas amostras com o fungo R. lineatus enriquecidas com o metal chumbo, observou-
se que o fungo teve um potencial de adsor¢ao maior, quando comparado ao metal cobre,
conforme observado na tabela 5, o fungo adsorveu 4,3 mg/L, ou seja, 4,3% da concentracao
inicial, da solugéo de 100 mg/L de chumbo. Em 500 mg/L, o fungo adsorveu, 306,5 mg/L,
ou seja, 61,3 % da amostra inicial. Ja na concentragdo de 1000 mg/L, houve a adsorgéo de
817,0 mg/L, logo, 81,7% da quantidade inicial de chumbo na amostra.
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[Pb?] na solugao [Pb*]adsorvida pelo

Pb?* (mg/L) + desvio padrao fungo (mg/L) Remocao (%)
100 95,7+1,93 4,3 4,3
500 193,5+0,15 306,5 61,3
1000 183,0+0,76 817,0 81,7

Tabela 5 - Adsor¢ao do meio liquido enriquecido com metal Pb? com o fungo R. lineatus

Comparando os resultados das amostras contendo cobre, com as amostras
contendo chumbo, nestas amostras se teve melhor potencial de adsor¢do, com o aumento
da concentragcdo do metal chumbo, observando a diminuicdo da presenca de ions metalicos
na solucdo. Logo, pode se observar que o fungo R. lineatus € um bom adsorvente de ions
Cu?+e Pb?*, adsorvendo mais que a metade da concentragédo presente.

Esse comportamento pode ser explicado a partir do estudo com fungos filamentosos
onde observou que em suas propriedades, grande biomassa de cepas sdo capazes de
absorver metais pesados, ndo apenas um, mas varios metais simultaneamente. Sendo
assim, podendo ser utilizados em tratamentos de fluidos. E o uso efetivo desses fungos
exigiria que eles tivessem alta tolerancia aos metais e que eles fossem capazes de remover
metais pesados com eficiéncia (OLIVEIRA, et al, 2022).

Na andlise das amostras do fungo Aspergillus niger que continha chumbo foi
detectado que houve diminuicdo das concentragdes iniciais de todas as concentracbes
utilizadas. Na solugdo de 100 mg/L de Pb?*, o fungo adsorveu 97,3% da concentragédo
inicial. Em 500 mg/L, o fungo adsorveu, 496,0 mg/L, ou seja, 99,2% da concentragéo inicial.
Ja em 1000 mg/L, houve a adsorgao de 997,0 mg/L, cerca de 99,7% (Tabela 6).

[Pb?*] detectada na Concentracao de Pb?*

Pb2+ solucéao (mg/L) adsorvida pelo fungo Remocao (%)
Desvio padrao (mg/L)

100 2,67 +1,55 97,3 97,3

500 4,02 +0,33 496,0 99,2

1000 2,06 +0,57 997,0 99,7

Tabela 6: Andlises de ions Pb?* presentes na solugdo de diferentes concentragbes de amostras da
linhagem Aspergillus niger

Do estudo realizado por Junior e Pereira (JUNIOR e PEREIRA, 2008) sobre a
tolerancia da linhagem Aspergillus sp. ao metal chumbo, os autores observaram que o0s
isolados do género Aspergillus sp apresentam um bom crescimento no tratamento com
metal chumbo.
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CONCLUSAO

As espécies Rigidoporus lineatus e Aspergillus niger s&o microrganismos com
certo potencial para ser aplicado em tratamento de ambientes contaminados com metais
pesados, nao sbé solos como também em efluentes, tendo em vista que se mostraram-se
bastante tolerantes ao metal Pb?* no meio so6lido, mesmo em grandes quantidades deste
metal. Quando realizado as andlises por absor¢do atdbmica com os metais Pb?* e Cu?,
observou-se que os mesmos sdo um bom adsorvente, resultados estes que corroboram
com aqueles obtidos em meio sélido.

Fungos do género Aspergillus sédo aplicaveis em tratamento de ambientes
contaminados por possuirem grande capacidade de tolerar e remover metais pesados

mesmo estando em elevadas concentracoes.
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RESUMO: Muitos s&o os danos ambientais
causados pelo descarte indevido de
residuos, como corantes, metais pesados
e compostos organicos nos cursos d’agua.
A adsorcado com o uso de carvao ativado
oriundo de biomassas tem ganhado
destaque na remocado desses poluentes.
Assim, o presente trabalho buscou avaliar
o potencial adsortivo dos carvées ativados
obtidos a partir dos residuos vegetais do
bioma amazénico, cacho de pupunha
(Bactris gasipaes Kunth), carogo de caja
(Spondias mombin L.), casca de cupuagu
(Theobroma grandiflorum) e brago de buiriti
(Mauritia vinifera), visando a remediagéo de
contaminantes em efluentes aquosos. Os
ensaios de adsor¢cdo mostram que todos
os adsorventes foram mais eficientes para

Data de aceite: 03/06/2024

a remocgéo do corante téxtil verde brilhante
(VB), quando comparado a remogao do
corante téxtil amarelo acido 17 (AY 17).
Ademais, o0s adsorventes designados,
CCP700 (carvdo da casca de cupuagu a
700 °C), CCJ800 (carvao do carogo de caja
a 800 °C) e o CPP700 (carvao do cacho de
pupunha a 700 °C) foram os mais eficientes
para a remogdo do corante téxtil verde
brilhante. Os ensaios de adsorg¢éo sugerem,
também, que os materiais possuem alta
capacidade adsortiva devido a alta remogao
do corante téxtil verde brilhante mesmo
na presenga de uma pequena massa de
adsorvente. Além disso, em meio basico
o indice de remocéo foi superior ao meio
acido, alcangando 99,8% de remocgao
com 0,2 g de adsorvente e pH 6 para
todos os carvbes usados no experimento,
apontando que as interacdes eletrostaticas
sdo importantes no processo de adsor¢éao.
Outrossim, os ensaios de adsorgdo com 0s
carvoes sintetizados e comercial sdo muito
proximos para a remogao do corante téxtil
verde brilhante. Infere-se, portanto, que
a utilizacdo dos adsorventes produzidos
neste trabalho também é viavel para
utilizacdo comercial e s@o promissores para
o tratamento de efluentes contaminados.
PALAVRAS-CHAVE: adsorvente; ensaios
de adsorcéo; amarelo &cido 17; verde
brilhante.
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POTENTIAL OF PLANT RESIDUES FROM AMAZON EXTRACTIVISM FOR
SYNTHESIS OF HIGH ADSORTTIVE CAPACITY ACTIVATED CARBON

ABSTRACT: Several environmental damages are caused by the disposal of the waste, such
as dyes, heavy metals and organic compounds in waterways. Adsorption process using an
activated trigger from biomass has gained prominence in the removal of these pollutants. Thus,
the current work focuses to evaluate the adsorptive potential of activated carbons obtained
from plant residues from the Amazon biome, peach palm bunch (Bactris gasipaes Kunth),
caja seed (Spondias mombin L.), cupuacu peel (Theobroma grandiflorum) and buriti arm
(Mauritia vinifera), with the remediation of contaminants in aqueous effluents. The adsorption
tests show that all adsorbents were more efficient for removing the textile dye brilliant green
(VB), when compared to removing the textile dye acid yellow 17 (AY 17). Furthermore, the
designated adsorbents, CCP700 (charcoal from cupuacu shell at 700 °C), CCJ800 (charcoal
from caja seeds at 800 °C) and CPP700 (charcoal from peach palm at 700 °C) were the most
efficient for removing brilliant green textile dye. The adsorption tests also suggest that the
materials have a high adsorption capacity due to the high removal of the bright green textile
dye even in the presence of a small mass of adsorbent. Furthermore, in basic medium the
removal rate was higher than in acidic media, reaching 99.8% removal with 0.2 g of adsorbent
and pH 6 for all adsorbers used in the experiment, indicating that the electrostatic interactions
are important in the process. Furthermore, adsorption tests with synthesized and commercial
carbons are very similar for removing the brilliant green fabric dye. It is therefore inferred
that the use of the adsorbents produced in this work is also viable for commercial use and is
promising for the treatment of contaminated effluents.

KEYWORDS: adsorbent; adsorption assays; acid yellow 17; Bright Green.

INTRODUCAO

O Brasil € um dos maiores produtores e consumidores téxteis, ocupando a quinta
posigéo no ranking mundial da industria téxtil e € o quarto no ramo de vestuario. No entanto,
este setor também tem sido responsavel por grandes impactos ao meio ambiente, uma vez
que os corantes utilizados na linha de producéo quando descartados de forma incorreta nos
cursos d’agua sdo considerados fontes altamente poluidoras, visto que, esses compostos
apresentam propriedades fisicas e quimicas que sdo extremamente prejudiciais ao meio
ambiente e aos seres humanos (XAVIER, 2020; CAVALCANTI; SANTOS, 2020). Além disso,
os efluentes produzidos pela indUstria téxtil impedem a passagem de luz no meio aquatico
e com isso retardam o processo de fotossintese (LALNUNHLIMI; KRISHNASWAMY,
2016). Outrossim, dados na literatura reportam que, algumas classes de corantes podem
causar irritacao na pele, nas vias aéreas e quando ingeridas podem gerar substancias com
propriedade carcinogénicas e mutagénicas (BAZZO, 2015).

Dentre os diversos corantes utilizados na indUstria téxtil, destaca-se o amarelo acido
17 (AY 17), este é um corante anidnico reativo, bastante empregado na indUstria téxtil,
gréfica e cosmética, bem como no processo de producédo de sabado e detergente. O AY

17 pode causar dispneia, dermatite e irritacdo nos olhos, no sistema cardiovascular e no
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sistema nervoso do ser humano. Similarmente, esse corante tem efeitos mutagénicos e
tumorigénicos em bactérias, leveduras e em células somaticas de mamiferos, podendo
afetar o material genético, e ocasionar problemas na reprodugéo e crescimento desses
seres (ASHRSF et al., 2012).

Outro corante muito utilizado na industria téxtil, o verde brilhante (VB), possui
carater basico e coloragéo verde, e geralmente é encontrado na forma de sulfato e pertence
a familia dos trifenilmetano (CALVETE et al., 2010). O VB é muito utilizado como agente
dermatologico, medicamento veterinario e medicamento para a alimentacdo de aves
para inibir a propagacgéo de fungos e parasitas intestinais. Mesmo com tantas aplicacoes,
esse corante pode apresentar diversos problemas para o homem e também para o
meio ambiente, causando nauseas, vomitos, diarreia, irritacdo no trato gastrointestinal e
respiratério e durante sua degradagao produz 6xidos de carbono, éxidos de nitrogénio e
oxidos de enxofre (KUMAR & BARAKAT, 2013).

Devido a estes efeitos e impactos no meio ambiente, tem-se buscado cada vez mais
desenvolver de novas técnicas eficientes e baixo custo no tratamento de agua e efluentes
(HYNES, 2020). Dentre os métodos que podem ser empregados para a remogao desses
efluentes, o uso do carvdo ativado vem sendo altamente empregado no processo de
adsorcéo, ja que, a maioria dos processos tradicionais (coagulagéo, flotacédo, decantacéo,
filtracdo e desinfec¢do) ndo sédo considerados totalmente eficientes para a remocgéo de
coloracao (KIELING, 2016).

Vale salientar que o uso de adsorventes, provenientes de matérias organicas
utilizadas no processo de adsorcdo é considerado de baixo custo, apresentam alta
porosidade e, além disso, sdo materiais que possuem alta disponibilidade, o que néo
ocorre com maioria dos adsorventes utilizados atualmente no mercado. Diante do exposto,
o respectivo trabalho tem como objetivos sintetizar adsorventes a partir das biomassas
do caroco de caja, casca de cupuagu, cacho de pupunha e braco de buriti (peciolos das
folhas), e avaliar a capacidade adsortiva para os corantes téxteis: amarelo acido 17 e verde
brilhante em meio aquoso.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizagcdo dos experimentos, foram coletadas as matérias-primas: cacho
de pupunha, casca de cupuagu, caroco de caja e brago de buriti (peciolos das folhas) na
comunidade quilombola de Bailique-Centro localizada no municipio de Oeiras do Para/PA.
Para os testes de adsorgédo foram utilizados solucdes sintéticas de Verde Brilhante (VB) e
Amarelo Acido 17 (AY 17) da Sigma aldrich.
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Materiais

Inicialmente, as biomassas foram selecionadas e lavadas com agua corrente para a
remocao de impurezas. Posteriormente, os insumos foram secos por exposi¢¢ao aos raios
solares, em seguida, levados para melhor secagem na estufa a 90 °C por 24 h. Depois de
isentos de impurezas, os mesmos foram triturados em um moinho de facas tipo Willey (SL-
31). A identificacdo dos grupos funcionais presentes nas biomassas foi realizada através
da Espectroscopia de Absorcao Molecular na Regido do Infravermelho. Os espectros de
infravermelho das amostras foram obtidos utilizando o equipamento Agilent Technologies
(Cary 630 FTIR) com registros de varreduras na regiao espectral de 400 a 4000 cm™.

Posteriormente, os materiais foram submetidos aos ensaios de carbonizacdo em
triplicatas num forno mufla da marca MAGNUS sob taxa de aquecimento de 10 °C/min. A
primeira carbonizagao foi realizada com temperatura maxima de 600 °C por 2 h. Repetiu-
se 0s experimentos sob as mesmas condi¢des variando a temperatura para 700, 800 e
900 °C para todos os materiais, exceto para o material oriundo do brago de buriti que a
carbonizacgéao foi apenas a 600 °C. Para a identificacdo dos grupos funcionais presentes nas
amostras ap6s o processo de carbonizacédo foi seguido o mesmo procedimento realizado

para os materiais in natura.

Preparacao e caracterizacédo dos adsorventes

Em uma balanca analitica foram pesadas separadamente a massa do corante
Amarelo Acido 17, o qual possui massa molecular 551,29 gmol”, formula molecular
C,.H,,CI,N,Na,0.S, e a massa do corante Verde Brilhante, que possui massa molecular

igual a 482,64 gmol' e férmula molecular C N,O,S. Um litro de solugdo estoque de

H
27 34
1000 mgL™" de cada corante foi preparada e devidamente armazenados até a realizacéo

dos ensaios de adsor¢éo.

Curva analitica

A partir das solugdes estoque, foram preparadas solu¢des de Verde Brilhante
diluindo aliquotas em tubo eppendorf de 2 mL na faixa de concentragéo de 1,0 a 7,5 mg/L.
As leituras no UV-VIS foram realizadas em um espectrofotbmetro da marca Bel Espectro
805, com faixa de operagéo de 320 a 1.000 nm, no comprimento de onda maximo, (A_,,),
625 nm, para o corante Verde Brilhante e em 400 nm para o corante Amarelo Acido 17. No
entanto, para Amarelo &cido a curva analitica foi construida na faixa de concentragéo de 1
a 22 mg/L. As amostras foram medidas numa cubeta de quartzo de 1 mL e caminho 6ptico

de 1 cm em triplicata
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Descricao do procedimento experimental

Todos os adsorventes foram classificados em peneiras com mesh passante de
325 e retida em peneira com mesh de 400. Inicialmente, foram adicionados 0,5 g dos
adsorventes em 100 mL de solugéo de AY 17 contidas em frasco tipo erlenmeyer de 250
mL na concentracéo de 100 e 200 mg/L. Em seguida, o erlenmeyer contendo a mistura
adsorvente/corante foi levado a uma mesa de agitacao orbital da marca Fisatom (mod. 786
e série 2090002), sob agitagdo de 150 rpm e 25 °C por 200 min.

Para o corante VB os ensaios foram realizados nas mesmas condicdes do AY 17,
porém nas concentragdes de 100, 200, 300 e 500 mg/L. Ainda para o VB foram realizado
estudos de dosagem (0,1 -1,0 g) e de pH com adic&o de pequenas quantidades de HCI ou
NaOH ajustando os mesmos para (3 — 10), ambos experimentos para concentragdo de 300
mg/L. Ao final dos experimentos, o adsorvente foi separado do sobrenadante com auxilio
de uma centrifuga analégica modelo 80-2B. Por fim, as leituras de absorbancias para o VB
foram realizadas no comprimento de onda de 625 nm e para 0 AY 17 em 400 nm. Ressalta-
se que, os estudos de dosagem e pH foram feitos apenas para os trés melhores carvoes e na
melhor temperatura de carbonizag¢éo. Todos os experimentos foram realizados triplicatas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Carbonizacao das biomassas

No processo de carbonizagéo dos materiais a 600 °C, observou-se que ndo houve
carbonizagcdo de forma homogénea em todos os precursores. Observa-se através do
aspecto visual que ainda ha material in natura no precursor de carogo de caja (Figura
1a), isso evidencia que a transferéncia de calor ndo ocorreu de forma uniforme para esse
material. Os demais materiais apresentaram aspecto homogéneo, ndo apresentado residuo
ndo carbonizado, Figura 1b, indicando que a carbonizagédo ocorreu de forma eficiente. A
eficiéncia da carbonizacao foi confirmada através da Espectroscopia Vibracional na Regiao
do Infravermelho (FTIR).
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Figura 1: Aspecto visual dos precursores carbonizados: a) Carogo de caja a 600 °C e b) Pupunha na
mesma temperatura.

Os rendimentos obtidos a partir da queima das biomassas sdo mostrados na Tabela 1.

MATERIAL 600 °C 700 °C 800 °C 900 °C
Caroco de Caja Nao carbonizou 23% 21,9% 20,3%
Casca de Cupu 27,6% 25,7% 24,1% 22,6%

Cacho de Pupunha 28% 25,2% 22,6% 19,4%
Buriti 11,6% N&o utilizado N&o utilizado N&o utilizado

Tabela 1 - Efeitos da variacdo de temperatura no rendimento da queima das biomassas por 2 h para
massa inicial de 50 g.

E possivel observar nos dados da Tabela 1 que com o aumento da temperatura de
queima o rendimento diminui para todos os materiais precursores. Varios trabalhos relatam
que com o aumento de temperatura o rendimento gravimétrico tende a diminuir devido a
maior perda de massa associada ao processo de queima da biomassa (AZEVEDO et al.,
2013.; VIEIRA et al., 2013.; SILVA et al., 2018).

O carvéo oriundo da biomassa do braco de buriti (peciolos das folhas) apresentou
rendimento muito baixo (11,6%) para a temperatura de carbonizagéo a 600 °C. Devido esse
baixo aproveitamento, ndo foram realizados experimentos de carbonizagdo em temperaturas
mais elevadas (LOPES, 2020). Essa baixa porcentagem de produc¢éo se deve ao fato desta
biomassa apresentar a menor densidade dentre todos os materiais. Outrossim, para essa
biomassa, foi perceptivel através do aspecto visual grande quantidade de cinzas. De acordo
com Silva (2020), a matéria mineral contida nas cinzas é um fator negativo no processo
de adsorcéo, pois causa um efeito desfavoravel na remocao de efluentes contaminados.
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Caracterizacao dos adsorventes

Os espectros de infravermelho apresentados na Figura 2 para todos os materiais
in natura apresentam uma banda bastante larga na regidao por volta de 3500 a 3200 cm-,
essa é uma banda de estiramento caracteristica do grupo OH (hidroxila), geralmente essa
absorcao é um indicativo de 4gua nas amostras. Verifica-se também nos espectros in natura,
que nas regides proximas de 2800 cm™' aparecem bandas de estiramento que € caracteristico
das ligagbes C-H (sp? e sp®), essas bandas sdo comumente apresentadas por substancias
lignocelulésicas. Constata-se ainda nos espectros in natura, uma banda de estiramento
da ligagdo C-O em 1000 cm™. Segundo Pavia et al. (2015) as bandas de estiramento C-O
aparecem entre 1260 e 1000 cm-'.
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Figura 2: Espectros vibracionais (FTIR) na regido de 4000 a 400 cm'dos adsorventes: in natura e
carbonizados.
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Nos espectros para os precursores carbonizados, percebe-se a auséncia das
bandas de estiramento dos grupos que apareceram nos materiais in natura, indicando que
os grupos O-H, C-O, C-H (sp? e sp®) foram eliminados das amostras devido a carbonizacéo
nas temperaturas bastante elevadas. Por esse motivo, para as amostras carbonizados

quase ndo é observado bandas vibracionais.

Curva de calibracdo para o corante anidnico amarelo acido 17

A curva analitica para o corante téxtil anibnico amarelo acido 17, na faixa de

concentracdo de 1,0 a 22 mg/L do corante é mostrada na Figura 3.
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Figura 3: Curva de calibragado para o corante téxtil aniénico amarelo acido 17.

De acordo com Lopes (2020) nesta faixa de concentracédo a curva de calibracao
apresentou uma excelente linearidade, caracterizada por um coeficiente de correlacéo, r?
de 0,99995. Para concentragdes acima de 22 mg/L foi observado um desvio da linearidade
devido a alta absortividade molar do corante em 400 nm, favorecendo desvios da lei de Beer-
Lambert. Assim, para as amostras com concentracdes fora desta faixa de concentracao
foram realizadas diluicdes para a quantificagcéo.
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Medidas de adsorcao para o corante aniénico amarelo acido 17

A remocéo do AY 17 na concentracao de 200 mg/L ndo ocorreu de forma eficiente
para todos os materiais adsorventes utilizados. Os testes mostraram que o CCP600 (carvéao
da casca de cupuacu a 600 °C) foi o adsorvente que apresentou o maior indice de remog¢ao
com porcentagem igual a 35,58% (dados nao mostrados). Para verificar se a concentragéo
do corante estava influenciando no processo foram feitos novos ensaios com 100 mg/L do
AY 17 (Figura 4). Quando comparado com a concentragdo de 200 mg/L, ha um aumento
da capacidade adsortiva para os materiais, em conformidade com dados reportados na
literatura, porém abaixo dos indices de remocgéo ideal para materiais adsorventes, que é
acima de 90 %.

(=]

60 5397 55.39
50
= 4159 55 1 41.59 4424
= 40 ; 35.19
=4 2822 ] 31.61 32.36
'S 30 25.39 2% 20
E
o 20
&

f=]

S P PSSP SN SIS D
LS O SN N Vs o MO M oA

Carvio

Figura 4: Remocéo do corante AY 17 na concentragcdo de 100 mg/L com 0,5 g dos carvées em
diferentes temperaturas de carbonizagao.

De acordo com os dados da Figura 5, observa-se que a melhor remog¢éao, 55,39%, foi
o material CCJ900 (carvao do carogo de caja a 900 °C). Porém, a temperatura do processo
de carbonizagé@o é um fator predominante para a produgéo de carvao, pois quanto maior
a temperatura maior sera o gasto energético, isso acaba tornando a producao mais cara,
inviabilizando a producéo desse adsorvente, principalmente em escala industrial.

Curva de calibracdo para o corante téxtil catibnico Verde Brilhante

A curva analitica para o corante téxtil catibnico verde brilhante (VB), na faixa de
concentragdo de 1,0 a 7,5 mg/L do corante € mostrada na Figura 5.
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Figura 5: Curva de calibragdo para o corante téxtil Catidnico verde Brilhante.

A Figura 5 mostra que na faixa de concentracédo de 1,0 a 7,5 mg/L a curva de
calibragédo apresentou boa linearidade, caracterizada por um coeficiente de correlagéo, r?
de 0,9975. Para concentracdes acima de 7,5 mg/L foi observado um desvio da linearidade
devido a alta absortividade molar do corante catiénico verde brilhante em 625 nm ser

favoravel ao desvio da lei de Beer-Lambert.

Medidas de adsorcao para o corante téxtil cationico Verde Brilhante

Os ensaios de adsorgédo para esse corante ocorreram de forma muito eficiente, a
Figura 6 mostra que os sobrenadantes do VB apresentam pouca ou mesmo nenhuma
coloracao para as concentracdes de 100, 200 e 300 mg/L. Ja para a concentracéo de
500 mg/L é possivel verificar a diferenga de cor nos tubos de ensaio, dessa maneira, é
perceptivel observar diferenca através do aspecto visual, indicando que alguns carvoes
apresentam melhor capacidade adsortiva que outros para remocgao desse corante catidnico.
Ressalta-se que, a coloragdo mais forte apresentada nos primeiros tubos de ensaio da
esquerda para a direita nas Figuras (6b, 6¢c e 6d), & da solugéo inicial, sem uso de carvao.
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Figura 6: Aspecto visual dos sobrenadantes do VB nas concentragcées: a) 100 mg/L, b) 200 mg/L, c)
300 mg/L e d) 500 mg/L apds o processo de adsor¢ao,

Os dados reportados na Tabela 2, 500 mg/L de VB, confirmam a alta eficiéncia
adsortiva dos carvdes, caracterizado por indices de remocéao superiores a 90%. Estes
dados permitem afirmar que a interagcdo adsorvente/adsorvato é mais efetiva, quando
comparada ao amarelo acido 17, e pode estar associada ao carater catidnico do corante
VB e ao menor tamanho deste corante. Vale ressaltar que, os ensaios foram feitos nas
mesmas condi¢cbes para os dois corantes.
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Materiais Remocéao %

BT600 92,62
CCP600 99,40
CCP700 99,90
CCP800 99,91
CCP900 99,66
CCJ700 98,16
CCJs0o 98,94
CCJ900 97,57
CPP600 98,59
CPP700 99,27
CPP800 99,82
CPP900 99,86

Tabela 2 - Remocéo do corante VB na concentracdo de 500 mg/L com 0,5 g dos carvbes em diferentes
temperaturas de carbonizacéo.

Uma vez que na presenca 0,5 g de carvao houve grande remocéo do corante VB na
concentracéo de 500 mg/L, foi selecionado, com excecao do CCP600 (carvao do brago de
buriti a 600 °C), apenas um carvédo de cada precursor para avaliar outros parametros no
processo de adsorcao. Os adsorventes utilizados para 0s outros processos de adsorcédo
devido ao alto indice de remocao do corante VB também na faixa de concentragdo de 500
mg/L foram o CCP700 (carvao da casca de cupuacgu a 700 °C) com 99,90% de remocgéo, o
CCJ800 (carvao do carogo de caja a 800 °C) que obteve 98,94% de remocao e o CPP700
(carvao do cacho de pupunha a 700 °C) com remoc¢éao de 99,27%.

Estudo da capacidade de remogcdo do VB em fungdo da variagdo de massa dos
adsorventes do CCP700, CCJ800 e CPP700

A Tabela 3 mostra o efeito da massa de adsorvente dos diferentes carvbes na faixa
de 0,1 a 1,0 g na remogédo do VB em 300 mg/L a 150 rpm e 25 °C. E observado que para
todos os adsorventes, a partir de 0,1 g o percentual de remogéo é acima de 95%. Esse
alto grau de remocgao do corante com uma pequena massa de adsorvente mostra a alta
afinidade dos materiais para o verde brilhante.

Nota-se também que, conforme foi aumentada a quantidade dos carvoes no
experimento, houve maior remogéo do corante. Isso acontece porque o nimero de sitios
ativos nos adsorventes é proporcional ao aumento da sua massa, ou seja, ha mais locais
disponiveis para alocar as moléculas do corante catiénico verde brilhante (FIGUEIREDO,
2022). Por isso, com a utilizacdo de apenas 0,3 g de carvao todos os adsorventes
alcancaram remog¢ao acima de 99,7%.
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Massa (g) Remocéo %

CCP700 CCJsoo CPP700
0,1 97,09 95,45 98,77
0,2 98,65 98,52 99,80
0,3 99,77 99,72 99,85
0,4 99,85 99,84 99,85
0,5 99,85 99,85 99,85
0,6 99,85 99,85 99,85
0,7 99,85 99,85 99,85
0,8 99,85 99,85 99,85
0,9 99,85 99,85 99,85
1,0 99,85 99,85 99,85

Tabela 3 - Estudo da capacidade adsortiva dos carvoes (CCP700), (CCJ800) e (CPP700) em fungéo da
variagdo de massa de adsorvente a 150 rpm, 25 °C, 200 min e 300 mg L' de VB.

Os resultados para todos os materiais sdo satisfatorios em escala de laboratoério,
indicando a viabilidade do uso de biomassas para produgéo de carvao ativado. O mesmo
fato é observado em outros trabalhos, ao aumentar a massa de adsorventes a remogao
de corantes é aumentada. Brasil (2019) usa carvéao ativado comercial para a remoc¢ao
do corante amarelo C-RG na concentragdo de 50 ppm, os resultados mostram que para
a concentragdo do carvao igual a 1 g/L a remocao do corante é de 78,95% e quando a
concentracdo massica do carvao foi duplicada, alcangou-se 92,02% de remoc¢éao do corante.

Outro trabalho que mostra maior remogao com o aumento de massa de adsorvente
€ o de Valcarenghi et al. (2014), que usa carvéo ativado granular (CAG), p6 de serragem
de MDF e de madeirite como adsorventes para a remogédo do corante Azul de Metileno
na concentracéo de 0,15 g/L, o trabalho evidencia que independente do adsorvente os
melhores resultados foram alcangados com o aumento da massa, no qual, com a utiliza¢ao
de 6 g de adsorventes os indices de remogao foram de 98,2% para o para serragem de
MDF, 97,9% para a serragem de madeirite e aproximadamente 100% para o carvao ativado
granular.

Estudo comparativo da adsorgdo do CCP700, CCJ800 e CPP700 em fung&o do pH

Os resultados para os testes de pH séo apresentados na Tabela 4. Para todos os
materiais utilizados no experimento verifica-se que houve maior remocao a medida que o
pH da solugédo aumenta. O CCJ800 foi o carvdo que apresentou a menor porcentagem de
remocao com 78,16% no pH igual a 3. Nesse mesmo pH, o CCP700 apresentou 83,46%
de remocgéo e o carvao com melhor capacidade adsortiva, acima de 99,33%, em toda faixa
de pH foi o CPP700.
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gl
T

Remocéo %

CCP700 CCJsoo CPP700
3 83,46 78,16 99,33
4 99,76 98,95 99,51
5 99,84 93,44 98,90
6 99,84 99,85 99,80
7 99,82 99,85 99,84
8 99,80 99,85 99,85
9 99,80 99,85 99,82
10 99,82 99,85 99,81

Tabela 4 - Comparagdo da capacidade adsortiva em fungdo do pH dos adsorventes (CCP700),
(CCJ800) e (CPP700) a 150 rpm, 25 °C, 200 min e usando 0,2 g de adsorvente.

A partir do pH 6 todos os carvdes alcancaram indice de remocéao acima de 99,8%.
Conforme verificado por Leal et al. (2012) a maior remog¢éao em valores de pH mais elevados
para esse corante se deve ao fato de que o VB é um corante de carater catidnico, que em
pH acido pode ocorrer uma competi¢céo entre os ions H*presentes na solugdo com 0s ions
também de carga positiva presentes no corante verde brilhante, por consequéncia, em pH
acido o indice de remocgao é menor do que em pH alcalino.

A influéncia do pH no processo de adsorgdo também é mostrada no trabalho de
Ferreira (2013), no qual, foi usado carvao ativado granular comercial e casca de arroz
modificada com NaOH para a remogé&o do corante Amarelo Tartrazina (AT), observou-se que
para os dois adsorventes houve mais remo¢ao em pH 2, a maior porcentagem de remoc¢éo
foi de 20%. Esse fato é explicado porque o grupo N-N do corante AT é negativamente
carregado, caracterizando ser um corante anibnico, por isso ele € melhor removido da
solugdo em meio acido.

O mesmo fato também é observado no trabalho de Marin et al. (2015) que utiliza o
adsorvente comercial Dowex™ Optipore™ SD-2 para a remogédo do corante Azul Reativo
5G, os resultados mostram que em pH 2 a remocao do corante foi de (292 + 8 mg/g) e
em pH entre 5 e 9 a remocéo foi de (aproximadamente 134 + 9 mg/g). A maior remogéo &
verificada em pH &cido porque o corante possui um grupo sulfonato, responsavel por seu
carater aniénico, possuindo assim, carga parcial negativa. Desse modo, ocorre uma maior
interacdo eletrostatica entre a superficie positiva do adsorvente e o corante anidnico, por
isso é favorecida a adsorgdo em pH 2.
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Estudo comparativo da adsor¢cdo do VB com uso dos carvées produzidos neste
trabalho e com um carv&o ativado comercial

Para verificar a qualidade dos carvdes produzidos, foi realizado ensaios de adsor¢céo
do corante verde brilhante na concentracéo de 500 mg/L usando carvao ativado comercial,
os testes foram feitos em duplicatas, nas mesmas condigbes que foram realizados os
ensaios para os carvdes sintetizados neste trabalho. O resultado de remog¢é&o desse corante
com o uso de carvao ativado comercial foi muito satisfatorio, com remocao de 99,6%.

Em comparacdo aos melhores carvbes das biomassas utilizadas neste trabalho,
nota-se que o potencial adsortivo se mostraram muito eficiente, pois na concentracao de
500 mg/L os carvdes BT600 (carvao de brago de buriti a 600 °C), CCP700 (carvao da casca
de cupu a 700 °C), CCJ800 (carvéo do caroco de caja a 800 °C) e o CPP700 (carvao do
cacho de pupunha a 700 °C) apresentaram 92,62%, 99,90%, 98,94% e 99,27% de remoc¢ao

do corante VB, respectivamente.

CONCLUSAO

Os ensaios realizados neste estudo indicam o potencial do uso de carvbes
obtidos de precursores amazoénicos como adsorventes alternativos para a adsorgcéo
dos corantes téxteis amarelo acido 17 e verde brilhante em meio aquoso, sendo mais
eficientes para o corante catiénico. No que se refere a caracterizagdo dos adsorventes,
por meio da espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, verificou-se que todos
os adsorventes apresentam uniformidades estruturais, nos quais os grupos funcionais
organicos foram removidos durante a carbonizagéo.

Os ensaios de adsorcédo para o corante amarelo acido 17 apresentaram valores
de remogédo maxima de 55,39%. Por outro lado, a remog¢ao do corante verde brilhante
alcancaram valores de remocdo préoximos de 100%, indicando que houve uma maior
interacdo quimica dos carvGes com esse corante, quando comparado com o AY 17. Os
estudos também mostraram que o pH influencia diretamente no processo de adsor¢do do
VB, pois em meio basico observa-se maior remog¢éo do que em meio acido.

Os carvoes CCP 700, CPP 700 e CCJ 800 apresentaram valores de remogéo iguais
ou superiores ao carvao comercial para o corante téxtil verde brilhante. Em razao disso,
pode-se inferir que os carvdes produzidos a partir dessas biomassas sao excelentes
alternativas no que diz respeito a substituicao do carvao ativado comercial, outrossim, essas
fontes renovaveis se utilizadas corretamente séo opc¢des valiosas para mitigar os impactos
causados por esses insumos que na maioria das vezes sdo descartados incorretamente

no meio ambiente.
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RESUMO: Este estudo aborda o desafio
globalrepresentado pelo cancer, destacando
o cancer de pulméo como uma das principais
causas de mortalidade, especialmente em
individuos com menos de 70 anos. Apesar
dos avangos nas terapias convencionais,
como cirurgia, quimioterapia e radioterapia,
os resultados muitas vezes séo limitados,
e os efeitos colaterais adversos persistem.

Data de aceite: 03/06/2024

Nos ultimos anos, proteinas derivadas do
leite, como HAMLET, BAMLET e Alpha
1H, tém ganhado destaque como uma
abordagem terapéutica inovadora. Essas
proteinas, inicialmente identificadas no leite
materno, apresentam propriedades Unicas
para o tratamento do cancer. O estudo
explora suas caracteristicas estruturais,
mecanismos de acdo e resultados de
estudos pré-clinicos. O cancer colorretal
(CCR) é particularmente abordado nos
ensaios clinicos, onde o HAMLET demonstra
citotoxicidade irreversivel em células CRC.
No entanto, linhagens mutantes, como
BRAF, podem apresentar resisténcia. O
BAMLET, variante bovina, também exibe
caracteristicas tumoricidas, especialmente
em células de adenocarcinoma. Além disso,
o Alpha 1H, isolado da alfa-lactoalbumina,
revela eficacia no tratamento de céancer
de bexiga. Essas proteinas destacam-se
por sua atividade seletiva contra células
tumorais, oferecendo vantagens em relagéo
a terapias convencionais. No entanto,
desafios como otimizacdo da formulagéo,
administragdo clinica e realizagdo de
estudos clinicos em larga escala precisam
ser superados. Comparadas a outras
terapias em desenvolvimento, essas
proteinas apresentam complexidade
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e amplitude em suas agdes, proporcionando uma alternativa promissora no tratamento
do cancer. Pesquisas futuras sdo essenciais para validar sua eficacia e posicionar essas
proteinas como opg¢des terapéuticas viaveis no combate ao cancer.

PALAVRAS-CHAVE: Tratamento de cancer. HAMLET/BAMLET. Alpha-1H.

LIPID-PROTEIN COMPLEXES IN THE ALTERNATIVE TREATMENT OF
CANCER: HAMLET, BAMLET AND ALPHA-1H

ABSTRACT: This study addresses the global challenge posed by cancer, with a particular focus
on lung cancer as a leading cause of mortality, especially in individuals under the age of 70.
Despite considerable advancements in conventional therapies such as surgery, chemotherapy,
and radiation therapy, the outcomes often remain limited, accompanied by persistent adverse
effects. In recent years, proteins derived from milk, namely HAMLET, BAMLET, and Alpha
1H, have garnered attention as an innovative therapeutic approach. Originally identified
in breast milk, these proteins exhibit unique properties for cancer treatment. The study
explores their structural characteristics, mechanisms of action, and outcomes from preclinical
studies. Colorectal cancer (CRC) is specifically addressed in clinical trials, where HAMLET
demonstrates irreversible cytotoxicity in CRC cells. However, mutant lineages, such as BRAF,
may exhibit resistance. BAMLET, a bovine variant, also displays tumoricidal characteristics,
especially in adenocarcinoma cells. Additionally, Alpha 1H, isolated from alpha-lactalbumin,
proves effective in treating bladder cancer. These proteins stand out for their selective
activity against tumor cells, offering advantages over conventional therapies. Nevertheless,
challenges such as optimizing formulation, clinical administration, and conducting large-scale
clinical studies need to be overcome. Compared to other therapies in development, these
proteins exhibit complexity and broad-spectrum actions, providing a promising alternative in
cancer treatment. Future research is essential to validate their efficacy and position these
proteins as viable therapeutic options in the fight against cancer.

KEYWORDS: Cancer treatment. HAMLET/BAMLET. Alpha-1H.

INTRODUCAO

O céancer continua a ser uma das principais causas de mortalidade em todo
o mundo, sendo o principal limitante do crescimento populacional mundial e de acordo
com estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o cancer de pulméo é o que
mais mata pessoas abaixo de 70 anos (FERLAY et al., 2020), representando um desafio
significativo para a saude publica e a medicina moderna (BRAY et al., 2018).

Apesar dos avangos consideraveis na compreensao da biologia tumoral e das
terapias convencionais disponiveis, muitos pacientes enfrentam resultados limitados
de tratamento, juntamente com efeitos colaterais adversos. Assim, a busca por terapias
inovadoras e mais eficazes é essencial (BASKAR et al., 2012; HANAHAN, D.; WEINBERG,
2000).

Nos ultimos anos, uma nova abordagem terapéutica tem despertado interesse
crescente: o uso de complexos de proteinas derivadas do leite, como HAMLET (Human
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Alpha-lactalbumin Made Lethal to Tumor cells), BAMLET (Bovine Alpha-lactalbumin
Made Lethal to Tumor cells) e Alpha 1H (Alpha-lactalbumin holo-form). Essas proteinas,
inicialmente identificadas no leite materno, mostraram propriedades Unicas e promissoras
para o tratamento do cancer (FISCHER et al., 2004; HAKANSSON et al., 1995; HO et al.,
2021; PUTHIA et al., 2014).

O objetivo deste capitulo é fornecer uma visdo abrangente sobre os complexos
proteicos HAMLET, BAMLET e Alpha 1H, bem como suas aplicagdes potenciais no
tratamento do cancer. Serdo abordados seus mecanismos de agéo, resultados de estudos
pré-clinicos e clinicos, além de uma discusséo sobre suas potencialidades e desafios.

Na primeira secdo, sera realizada uma revisdo das terapias convencionais
disponiveis para o tratamento do céancer, destacando suas limitacdes e os efeitos colaterais
associados. Em seguida, serdo apresentados os complexos HAMLET, BAMLET e Alpha
1H, incluindo suas caracteristicas estruturais e mecanismos de agéo especificos.

Posteriormente, sera feita uma anélise dos estudos pré-clinicos que investigaram o
potencial antitumoral dessas proteinas, discutindo as evidéncias de atividade seletiva contra
células cancerigenas e 0s possiveis mecanismos pelos quais elas induzem a morte celular.

Em seguida, serdao examinados 0s ensaios clinicos conduzidos até o momento,
avaliando a eficacia e a seguranca de HAMLET, BAMLET e Alpha 1H em pacientes com
cancer. Serao discutidos os resultados obtidos, as popula¢des estudadas e as perspectivas
clinicas futuras. Além disso, serdo abordadas as potencialidades dessas proteinas como
terapias complementares ou alternativas aos tratamentos convencionais, bem como os
desafios associados a sua producé@o em larga escala e administracao clinica.

CANCER E TERAPIAS CONVENCIONAIS

O céncer é uma doenga caracterizada pelo crescimento descontrolado e anormal
de células que perderam a capacidade de realizarem apoptose (JR; ROSENBERG;
LAWRENCE, 2001). Essas células invadem tecidos saudaveis do organismo causando
diversos efeitos fisiologicos maléficos, como por exemplo, o sequestro de recursos para
manter o seu crescimento a modificagdo do ambiente em sua volta, como o aumento do
volume (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

As formas de tratamento tradicionais que tém sido amplamente utilizadas no
tratamento do cancer séo a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia (NATIONAL CANCER
INSTITUTE, 2007; ROY; SAIKIA, 2016).

A cirurgia é frequentemente o primeiro passo no tratamento do cancer, com o
objetivo de remover o tumor primario e tecidos adjacentes afetados. No entanto, a cirurgia
nem sempre € viavel, especialmente em casos de tumores metastaticos ou quando a
remocgao completa do tumor é dificil devido a localizagé@o ou disseminacéo, e h4 evidéncias
que a remogao de um tumor via cirurgia pode aumentar ou gerar metastases (NATIONAL
CANCER INSTITUTE, 2023; TOHME; SIMMONS; TSUNG, 2017).
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A quimioterapia € uma abordagem que utiliza medicamentos anticancerigenos
para destruir ou inibir o crescimento das células cancerigenas. Esses medicamentos
podem ser administrados por via oral ou intravenosa e viajam pelo corpo para atingir as
células cancerigenas em varias partes do organismo. Embora a quimioterapia seja eficaz
na destruicdo de células cancerigenas, ela também pode afetar células saudaveis em
rapida divisao, resultando em efeitos colaterais como fadiga, queda de cabelo, nauseas e
supressao do sistema imunolégico e em alguns casos apresentar alta toxicidade que pode
levar a falha do sistema hepatico (CHABNER; ROBERTS, 2005; JOHN W. EKLUND; MARY
F. MULCAHY, 2005)

A radioterapia utiliza radiagdo ionizante de alta energia para destruir as células
cancerigenas ou impedir seu crescimento. A radioterapia é frequentemente usada apos
a cirurgia para eliminar células cancerigenas remanescentes, funcionando como uma
extensdo do tratamento anterior, ou como tratamento primario para tumores inoperaveis.
Embora seja altamente eficaz no controle do cancer, a radioterapia possui certa toxicidade
ao organismo humano, podendo causar danos as células saudaveis proximas a area
tratada, resultando em efeitos colaterais como fadiga, inflamagcéo da pele e distarbios
gastrointestinais (HANAHAN; WEINBERG, 2011; NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2023).

Embora essas terapias convencionais sejam amplamente utilizadas e tenham
melhorado os resultados do tratamento em muitos casos, elas tém limitagbes significativas.
Além dos efeitos colaterais mencionados, algumas células cancerigenas podem desenvolver
resisténcia aos medicamentos quimioterapicos ou a radiagédo, levando a recorréncia do
cancer. Nesse contexto, a busca por terapias alternativas e complementares se torna crucial.
A descoberta e 0 estudo de novas abordagens terapéuticas, como as proteinas HAMLET,
BAMLET e Alpha 1H, oferecem perspectivas promissoras para o tratamento do cancer.

COMPLEXOS HAMLET, BAMLET E ALPHA 1H

Os complexos proteicos HAMLET (Human Alpha-lactalbumin Made Lethal to Tumor
cells), BAMLET (Bovine Alpha-lactalbumin Made Lethal to Tumor cells) e a Alpha 1H (Alpha-
lactalbumin holo-form) sédo agregados de proteinas com &cidos graxos que tém despertado
interesse na comunidade cientifica devido a sua atividade seletiva contra células tumorais
e ao potencial de minimizar danos as células normais (RATH et al., 2018). Essas proteinas,
derivadas da alfa-lactoalbumina, bovina e humana, e do acido oleico, exibem propriedades
Unicas que lhes conferem atividade seletiva contra células tumorais, representando uma
abordagem promissora para a terapia anticancer (FISCHER et al., 2004; HAKANSSON et
al., 1995; HO et al., 2021; PUTHIA et al., 2014).

A alfa-lactoalbumina (a-LA) humana é uma proteina globular de 14,2 kDa com 123
residuos de aminoacidos. Além disso, ela contém uma similaridade relativamente alta
com o lisossomo, com 47 residuos iguais e ainda contendo uma estrutura tridimensional
similar (BARBANA; SANCHEZ; PEREZ, 2011; HAKANSSON et al., 1995). Na glandula
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mamaria dos mamiferos ela participa na sintese da lactose, controlando a especificidade
da galactosiltransferase, que faz parte de um sistema de transferéncia de grupos galactosil
para glicoproteinas (PERMYAKOV; BERLINER, 2000).

A a-LA é formada por basicamente duas regides: uma regido alfa e outra beta. A
regido alfa constitui-se por quatro alfa-hélices e por duas 3, -hélices e a regiéo beta por e
trés folhas beta antiparalelas, conectados pelo ion Ca?*, e estabilizados por quatro pontes
de dissulfeto (Figura 1) (BARBANA; SANCHEZ; PEREZ, 2011).

Figura 1 - Estrutura tridimensional da alfa-lactoalbumina.

Fonte: Protein Data Bank (2023). Disponivel em: <https://www.rcsb.org/structure/1adv>.

A a-LA humana é uma proteina que esta fortemente ligada ao ion Ca?*, que por
sua vez ajuda a estabilizar a estrutura quaternéria da proteina. Ele estd em coordenacgéo
com os carboxilatos e carbonilas dos residuos da cadeia da proteina. O ion ainda se
localiza entre os dois dominios da proteina, fazendo uma conexao entre ambos e a ligacao
€ extremamente forte, com uma constante de associagdo de 3x10% a 20° C (Figura 2).
Diferentes estudos apontam para as diferencas em agéo biol6gica dessa proteina com
outros cations, como Mg?*, Na* e K* (JOHNKE et al., 2012; PERMYAKOV; REYZER;
BERLINER, 1993; PERMYAKOV; KREIMER, 1986).
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“PHE B0

Figura 2 - Ampliagéo do sitio de ligagdo de Ca(ll). Ca(ll) é ion central em verde claro e as moléculas
coordenadoras do ion em vermelho.

Fonte: Protein Data Bank (2023). Disponivel em: <https://www.rcsb.org/structure/1a4v>.

Uma propriedade bastante util da ALA é sua capacidade de assumir conformacgdes
estaveis intermediarias, isto é, conformagdes espaciais diferentes do seu estado nativo
(SVANBORG et al., 2003; SVENSSON et al., 2000). Esse estado amorfo intermediario € um
estado no qual a proteina esta levemente desnaturada e perdeu o ion Ca*. Neste estado,
ela oscila entre os estados secundarios e terciarios.

Essa propriedade torna-se bastante Gtil na formagdo dos complexos e na sua
atividade antineoplasica. Neste estado, sem o ion, ela torna-se mais hidrofébica, o que
facilita sua adesao com acidos graxos (HO et al., 2013; JOHNKE et al., 2012; SVANBORG
et al., 2003).

Dos acidos graxos, mostrou-se que ela liga-se com C18:0, C16:0, C14:0 e C18:1
(SVENSSON et al., 2000) e também com compostos de baixa polaridade e também de
baixo peso molecular (PERMYAKOV; BERLINER, 2000). Desses acidos graxos, o acido
oleico (C18:1) foi 0 que se mostrou mais impactante no efeito citotéxico do complexo, o que
sugere que o estado amorfo apresenta determinada especificidade estérica.

HAMLET é o complexo formado pela associagdo da alfa-lactoalbumina do leite
humano com o acido oleico. Naturalmente, a alfa-lactoalbumina ndo tem afinidade
suficiente para ligar-se a acidos graxos e por isso a sintese desses complexos depende da
abertura da estrutura, tratamento por EDTA ou por cromatografia (BARBANA; SANCHEZ;
PEREZ, 2011). Estudos iniciais demonstraram que o HAMLET tem a capacidade de se
ligar seletivamente a células tumorais, desencadeando mecanismos de morte celular
programada, como apoptose e autofagia (HAKANSSON et al., 1995).

Evidéncias mostram que somente a a-LA demonstra certa citotoxicidade a células
tumorais e bactérias (HAKANSSON et al., 1995), porém, quando a proteina ¢ tratada pelas
técnicas supracitadas, ela & condicionada a voltar a sua condicao fechada e liga-se a um
ion Ca?*, e por essa razao, a citotoxicidade desaparece. Os acidos graxos, neste caso,
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funcionam tanto como um transportador da proteina no liquido intracelular da célula tumoral,
como um estabilizador da estrutura celular, fazendo com o que o complexo apresente
atividade tumorcida (MOSSBERG et al., 2010). Essa conclusédo corrobora com os achados
de Delgado e colaboradores (2015).

O BAMLET é uma variante bovina do complexo HAMLET, e surgiu quase ao mesmo
tempo que os estudos sobre 0 HAMLET (HAKANSSON et al., 1995). Essas duas areas
de pesquisa compartiiham resultados semelhantes, mostrando atividade seletiva contra
células tumorais e indugdo de apoptose tanto pelo HAMLET quanto pelo BAMLET (XIAO
et al., 2013).

O entendimento acerca da funcionalidade destes complexos é ainda incerto.
Diversos estudos apontam para uma miriade de possiveis causas, variando desde os ions
da membrana, histonas, organelas e enzimas especificas do substrato celular (RATH et al.,
2018). O que é majoritariamente aceito é que, como apontado anteriormente, o acido oleico
é o principal fator da toxicidade para as células tumorais, e a a-LA funcionaria como um
cavalo de troia, carregando o 4cido dentro de sua cavidade e levando para dentro da célula
(DELGADO et al., 2015; RATH et al., 2018).

Trabalhos foram feitos para tentar ilustrar esse mecanismo como o de Kaspersen e
colaboradores (2014) usando espalhamento de raio-x de baixo angulo (SAXS) reconstruiram
um modelo molecular genérico dos complexos. A estrutura, semelhante a uma lipoproteina
recebeu, o nome de “liprotidio” (Figura 3), no qual refere-se a uma estrutura micelar no
nucleo estabilizada por uma concha proteica flexivel (KASPERSEN et al., 2014).

Liprotide:

Oleic acid

Oleic Acid core
with partially unfolded protein shell

Figura 3 - llustragao representando os complexos lipidico-proteicos na estrutura chamada “liprotidio”.

Fonte: Kaspersen et al. (2014). Copyright: Wiley-VCH GmbH. Reproduzido com autorizagéo.
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O Alpha 1H é o dominio alfa-1, N-terminal, desta proteina isolado. Estudos tém
demonstrado que a Alpha 1H pode induzir a morte seletiva de células tumorais, enquanto
preserva a viabilidade de células normais e ainda apresenta pouca ou nenhuma toxicidade
ao organismo (BRISUDA et al., 2021). Além disso, o Alpha 1H pode formar complexos com
oleato de sodio.

Pelo fato de ser o primeiro de seus pares a ser sintetizado, o Alpha 1H torna-se o
primeiro complexo a ser utilizado em estudos clinicos, isso por conta da sua capacidade de
ser produzido em larga escala. Um estudo clinico feito em pacientes recém-operados de
cancer de bexiga mostrou descamacéao de células cancerigenas apo6s o tratamento com o
complexo alfa-1-oleato (BRISUDA et al., 2021), um resultado bastante promissor na busca
por formas alternativas de combater o cancer.

As proteinas HAMLET, BAMLET e Alpha 1H tém sido objeto de intensa investigacédo
devido ao seu potencial no tratamento do cancer. Essas proteinas, derivadas da alfa-
lactoalbumina e do acido oleico, exibem propriedades Unicas que Ihes conferem atividade
seletiva contra células tumorais, representando uma abordagem promissora para a terapia
anticancer.

As proteinas HAMLET, BAMLET e Alpha 1H tém demonstrado um potencial
significativo como terapias inovadoras no tratamento do céncer. A interagdo com
componentes especificos das células cancerigenas, como receptores de superficie e
proteinas intracelulares, desencadeia respostas celulares que levam a morte seletiva das
células tumorais.

Apesar do grande potencial dessas proteinas, ha desafios a serem superados. Um
dos principais desafios é a otimizagdo da formulacdo e administracdo dessas proteinas
para garantir sua estabilidade, biodisponibilidade e eficacia terapéutica. Além disso, &
necessario aprofundar os estudos pré-clinicos e realizar ensaios clinicos em larga escala
para avaliar a seguranca, eficicia e tolerabilidade dessas proteinas em pacientes com
diferentes tipos de cancer.

Em comparag¢do com outras terapias em desenvolvimento, as proteinas HAMLET,
BAMLET e Alpha 1H apresentam vantagens significativas. Ao contrario de muitas terapias
convencionais que tém como alvo vias de sinaliza¢ao especificas, essas proteinas possuem
uma atividade ampla e complexa, abrangendo diferentes vias celulares envolvidas no
crescimento e sobrevivéncia das células tumorais. Além disso, a seletividade dessas
proteinas na inducdo da morte celular em células cancerigenas, enquanto poupam as
células normais, oferece uma vantagem terapéutica importante.

Ainda é necessario um trabalho adicional para comparar as proteinas HAMLET,
BAMLET e Alpha 1H com outras terapias em desenvolvimento, como imunoterapia, terapia
genética e terapias-alvo. A combinagdo dessas abordagens pode abrir caminho para
estratégias terapéuticas ainda mais eficazes e personalizadas para o tratamento do cancer.
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ESTUDOS CLINICOS

No que diz respeito ao uso do complexo proteico-lipidico HAMLET (Human Alpha-
lactalbumin Made LEthal to Tumor cells), os estudos clinicos recentes de ZILINSKAS et al.,
(2023) evidenciam que a proteina possui um alto potencial no tratamento contra o cancer
podendo ser considerado um novo candidato para prevencéo e terapia do cancer colorretal
(CCR).

O CCR é definido como um tipo de cancer que atinge o revestimento interno
do colon ou do reto em seus estagios iniciais e é caracterizado como uma neoplasia
com alto indice letal. Conforme os estudos de PRADO et al.,, (2022), ha uma série de
fatores que evidenciam o seu indice de letalidade elevado, dentre eles encontram-se as
dificuldades enfrentadas apos a detecgéo tardia da doenga, que ocasiona 0 seu progresso
gerando estagios avangados no paciente e consequentemente dificulta os tratamentos
quimioterapicos.

Diante disso, ZILINSKAS et al., (2023) ressalta que o uso correto do complexo para
uma analise in vitro no tratamento do cancer colorretal em seu estagio avancado, necessita
de uma atencao minuciosa com a apropriacdo de estratégias, seletividade e abordagens
metodologicas personalizadas. Com o foco na investigagdo do efeito do complexo na
viabilidade, via de morte e bioenergética mitocondrial de células CRC acompanhadas
dos diferentes status de mutacdo KRAS/BRAF in vitro, em seus estudos apropriou-se
de metodologias que consistiram nas analises do efeito do HAMLET em trés linhagens
diferentes (Caco-2, LoVo, WiDr).

Sendo assim, por meio dos ensaios de viabilidade celular, clonogénicos, das
andlises de Western Blot, citometria de fluxo, estatisticas juntamente com a medicdo da
funcdo mitocondrial em células cancerigenas, extracdo de RNA e reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR). Suas analises foram promissoras obtendo bons
resultados durante a aplicagcdo da proteina no tratamento do cancer, constatando que
HAMELT apresenta citotoxicidade irreversivel em células CRC humanas, possibilitando
um alto desempenho na eliminagéo de células cancerigenas, entretanto algumas linhas
de células mutantes como a BRAF apresentaram resisténcia durante o tratamento, logo
compreende-se que deverdo ser realizados etapas futuras da pesquisa, para um melhor
entendimento dessas observacdes.

Em outra perspectiva, além dos fatos evidenciados com o uso do HAMLET existem
inimeros fatores que afetam negativamente o tratamento do CCR. Com base nisso, podem
ser feitas andlises alternativas com foco na utilizacdo de outras espécies de complexos
proteicos, em busca de métodos de otimizacdo para o tratamento da doenca em seu
estagio avancado.

Conforme os estudos de BABAZADEH et al., (2023) a proteina a-lactalbumina
bovina (BAMLET) semelhante ao HAMLET, pode ser indicada para avaliagdo dos mesmos

CARACTERIZACAO, PROPRIEDADES E APLICACOES DE COMPOSTOS (BIO) Capitulo 5
QuiMICOS

56



efeitos submetidos ao método terapéutico nas células do cancer colorretal. Diante disso
para avaliacéo dos efeitos em com a aplicagdo desta nova proteina, as analises in vitro
demostraram que BALMET possui caracteristicas tumoricidas contra as células cancerigenas
como, por exemplo, (A549) e HT-29 e DLD1 presentes no carcinoma pulmonar.

Sendo assim, suas pesquisas consistiram na comparagdo dos resultados de
BAMLET e 5-FU, no direcionamento do tronco em células de adenocarcinoma avaliando a
viabilidade celular de células colorretais sendo elas HT-29 e HCT116, por meio de anélises
estatisticas, avaliacdo das expressdes de genes envolvidos na area de estudo (caule do
cancer) e da citometria de fluxo de ambas as células de cancro do c6lon humano.

O stemmes é uma caracteristica importante do CCR pois, representa a propriedade
das células cancerigenas de adquirir caracteristicas semelhantes as células-tronco
(stem cells) e consequentemente a existéncia dessas caracteristicas é o fator principal
responsavel pela resisténcia do celular dificultando o tratamento do cancer. Em vista disso,
foram realizadas analises complementares para avaliar o efeito do complexo sob os essa
propriedade celular que traz atrasos no método terapéutico por meio das mesmas linhagens
celulares.

Os resultados obtidos por esse estudo demonstraram que BAMLET possui grande
relevancia no direcionamento dos stemmes nas células CRC humanas em relagéo ao 5-FU,
logo BABAZADEH et al., (2023) enfatiza que os resultados destas pesquisas foram de
grande importancia para evidenciar uma possivel otimizagdo no tratamento das CRC no
CCR tendo em vista os stemmes e a utilizacdo do BAMLET.

Por fim referente ao uso do complexo proteico-lipidico Alpha 1H ou Alpha-Oleato,
os estudos de HIEN et al., (2020) demonstram que essa proteina também pode ser
implementada em metodologias terapéuticas no tratamento de cancer. Esta pesquisa
evidenciou que a alfa-helicoidal N-terminal da alfa-lactalbumina aplicada ao método de
escalonamento de dose in vivo, aboliu a massa tumoral dos camundongos tratados em

seu estudo, corroborando com a eficacia anticancer sem o aumento de efeitos colaterais.

PERSPECTIVAS FUTURAS E CONCLUSAO
Em conclusdo, as proteinas HAMLET, BAMLET e Alpha 1H representam uma

abordagem promissora no tratamento do cancer, com mecanismos de acédo distintos,
potencialidades significativas e desafios a serem superados. Comparadas a outras terapias
em desenvolvimento, essas proteinas oferecem vantagens Unicas que as destacam como
uma alternativa promissora para o tratamento do cancer.

No entanto, € importante destacar que a aplicacdo clinica dessas proteinas ainda
esta em estagios iniciais e sdo necessarias mais pesquisas para melhor compreender
seus mecanismos de agao, otimizar sua eficacia e determinar as melhores estratégias de
administragdo em pacientes com diferentes tipos de céncer.
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Em suma, as proteinas HAMLET, BAMLET e Alpha 1H representam uma abordagem
promissora para o tratamento do cancer, explorando mecanismos especificos que induzem
a morte seletiva de células tumorais e a compreensao aprofundada de seus mecanismos
de acéo e arealizagao de estudos clinicos sdo passos importantes para validar sua eficacia
e estabelecer seu papel no arsenal terapéutico contra o cancer.
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RESUMO: O efeito estufa vem se
agravando no planeta, em especial pela
emissédo de didxido de carbono (CO,),
metano (CH,) e oxido nitroso (N,O). No
Brasil, uma das principais fontes antropicas
de metano na agropecuaria é a criagcao de
bovinos. As plantas medicinais séo bastante
utilizadas como fonte natural de modulag¢ao
da fermentacdo ruminal. Isso ocorre devido
a presenca de metabdlitos secundarios
em toda a extensdo da planta. Modificar a
fermentacdo entérica é dificil sem causar
efeitos adversos, logo esse presente estudo
tem como objetivo explorar a mitigacao do
metano entérico utilizando como suplemento
alimentar extrato de Acmella oleracea
usando como parametro de mitigagédo a
digestibilidade da matéria seca (DIVMS) e a
producgédo de acidos graxos volateis (AGV).
O experimento foi realizado por fermentacéo
ruminal in vitro. Foi adicionada ao substrato
volumoso:concentrado (50:50) o extrato
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etanolico de Acmella oleraceae (AO) na concentragdo de 0 mg/mL (controle), 3mg/mL (T3),
30mg/mL (T30) e tempo de incubacao de 6, 12, 24h. Para avaliar producéo de AGYV, foi feita
a andlise multivariada de dados que consiste no tempo de incubagéo, concentragdo de AO
e interagéo “tempo x concentracdo”. A digestibilidade da Matéria seca presentou alteragdo
significativa (p < 0.05) no tempo de 24h em ambos os tratamentos (T3 e T30) em relacéo
ao controle. No que se refere a producéo de acetato, propionato e butirato, a Unica variavel
significativa foi o tempo de incubagéo (p < 0,05) em relagéo ao controle. Conclui-se que a
utilizagéo do extrato de AO houve um decréscimo na digestibilidade em tempos maiores de
incubacado, mas néo alterou a producdo de AGV. Sendo assim, havendo a possibilidade de
mitigar a emiss@o de metano e a busca de novos parametros.

PALAVRAS-CHAVE: Acmella; Bioinsumo; Metabolitos secundarios; Fermentacao ruminal.

EVALUATION OF THE METHANE MITIGATION POTENTIAL OF Acmella oleracea
EXTRACT AS AN ALTERNATIVE IN MODULATING RUMINAL FERMENTATION

ABSTRACT: The greenhouse effect has been worsening on the planet, especially due to the
emission of carbon dioxide (CO,), methane (CH,) and nitrous oxide (N,O). In Brazil, one of
the main anthropogenic sources of methane in agriculture is cattle farming. Medicinal plants
are widely used as a natural source for modulating rumen fermentation. This is due to the
presence of secondary metabolites throughout the plant. Modifying enteric fermentation is
difficult without causing adverse effects, so this study aims to explore the mitigation of enteric
methane using Acmella oleracea extract as a feed supplement, using dry matter digestibility
(DIVMS) and volatile fatty acid (VFA) production as mitigation parameters. The experiment
was carried out using in vitro ruminal fermentation. The ethanolic extract of Acmella oleraceae
(AO) was added to the volume:concentrate substrate (50:50) at a concentration of 0 mg/
mL (control), 3mg/mL (T3), 30mg/mL (T30) and incubation times of 6, 12 and 24 hours. To
assess VFA production, multivariate data analysis was carried out, consisting of incubation
time, OA concentration and “time x concentration” interaction. Dry matter digestibility showed
a significant change (p < 0.05) at 24 hours in both treatments (T3 and T30) compared to the
control. With regard to the production of acetate, propionate and butyrate, the only significant
variable was the incubation time (p < 0.05) compared to the control. It can be concluded that
the use of OA extract led to a decrease in digestibility at longer incubation times, but did not
alter VFA production. Therefore, there is the possibility of mitigating methane emissions and
searching for new parameters.

KEYWORDS: Acmella; Bioinsumo; Secondary metabolites; Rumen fermentation.

INTRODUCAO

Segundo o Banco mundial (2022), a populacdo mundial atual é cerca de 8
bilhGes de pessoas. Em relagdo ha duas décadas (6,14 bilhdes), houve um aumento de,
aproximadamente 23 % em relagdo a populacéo atual. Com a populacdo crescendo de
forma gradual estima-se que em 2050 havera uma superpopulacgéo (Herrero, et al., 2015).
O Brasil ocupa a primeira posicao do ranking mundial de criacao de bovinos, contendo
aproximadamente 234,4 milhées de cabeca de gado ultrapassando a india. Atrelada ao

CARACTERIZACAO, PROPRIEDADES E APLICACOES DE COMPOSTOS (BIO) Capitulo 6
QuiMICOS

63



crescimento populacional e o aumento da renda per capita, ha um aumento na produgéo
da pecuaria — atividade de criagcdo de animais que deve atender a demanda de carne e
leite da populagédo. Vinculada ao desenvolvimento da pecuaria, no periodo de 1961 a 2018,
a liberagdo de metano aumentou em 51,4%. (IBGE, 2022; EMBRAPA, 2022; Chang et al.,
2021).

Os principais gases do efeito estufa s&o: di6xido de carbono (CO,), metano (CH,),
oxido nitroso (N,O) e fluorados (F-gases) (EPA, 2023). Alguns critérios determinam o
impacto desses gases no clima, o prazo de vida e a capacidade de reter calor. Sendo
assim, o metano que € segundo mais abundante do GEE, responsavel por cerca de 17,6%
— o primeiro é o CO, (74,4%) — das emissbes globais. Por apresentar curto periodo de
vida (uma década) e a capacidade de reter calor 25 vezes maior que a do CO, torna o
principal alvo de diversos estudos que visam buscar estratégias que possam mitiga-lo e
consequentemente, reduzir o aquecimento global (IPCC, 2014; Pinto et al., 2022).

Em 2020, o Brasil foi responsavel por 3,09% da emisséo de gases global — cerca

de 1.4 bilhdes de toneladas brutas de CO, equivalente (CO, ) — e assim, tornando-se o

2e )
7° pais que mais emite GEE. Da emissao total de CO,,, 26 %q corresponde a emissao de
metano. Dentre a emissdo de metano antropogénico, o setor agropecuario é o principal
responsavel, majoritariamente pela fermentacdo entérica de animais ruminantes (Climate
Watch, 2022; SEEG, 2020).

Além de impactar, negativamente, o meio ambiente, a producéo de metano pelos
animais ruminantes também reduz a eficiéncia energética alimentar. Entre 2 - 15% da
energia bruta é perdida na formacao de gas durante a digestdo no metabolismo desses
animais (Tawab et al., 2020).

A microbiota dos ruminantes vem sendo alvo de diversos estudos pela complexidade
da fermentagdo ruminal e assim, muitas estratégias vém sendo desenvolvidas utilizando
mecanismos de inibicdo de CH, como: a inibigdo de protozoarios presente no rimen; a
estimulagéo da producgéo de propionato; a reducéo da produgéo de hidrogénio; Inibicdo dos
micro-organismos metanogénicos (Castro- Montoya et al. 2012).

Alguns parametros sdo empregados para detectar a diminuicdo na producdo de
metano proveniente da fermentacao ruminal, tais como a elevacao da capacidade de digerir
a matéria seca (DIVMS) e a proporgcéao de acidos graxos volateis (AGV) (Beauchemin et
al., 2020).

A partir da degradagcéo dos compostos dietéticos, principalmente, dos carboidratos
sdo gerados alguns produtos de fermentacdo. Os acidos graxos volateis (AGV) séo
a principal fonte enérgica dos ruminantes. Os mais abundantes s&o, acetato, butirato e
propionato. Ademais, também s&o produzidos gases como o diéxido de carbono (CO,),
metano (CH,), gas hidrogénio (H,) e aménia (NH,) e sdo excretados para o meio ambiente
por eructacéo (Alemu et al. 2011)

O gas Hidrogénio (H,) presente no rdmen influéncia nas propor¢ées de AGV’s
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e na formag&o de metano. Na produgéo de propionato, o H, & removido. Enquanto na
producdo de acetato e butirato, liberam H, para serem formados. Os micro-organismos
metanogénicos precisam de H, para reduzir o CO,, dessa maneira produzindo CH,. Assim,
a formacao de propionato entra em competicdo com os micro-organismos metanogénicos
presentes no ramen, pelo H, disponivel. Portanto, 0 aumento da produgéo de propionato é
uma alternativa para reduzir a produg¢ao de metano entérico (Janssen, 2010).

Recentemente, diversos pesquisadores tém se dedicado a encontrar alternativas
que possam reduzir a produgéo de CH, proveniente do trato digestivo dos animais. Entre as
estratégias ja observadas, destacam-se a imunizagao, o controle biolégico, os probidticos,
a eliminagdo dos protozoarios do rimen, a utilizagdo de antibi6éticos e a manipulagéo e
adicao de aditivos fitogénicos na dieta dos animais (Castro-montoya et al. 2012).

A adi¢@o de fitogénicos é considerada uma forma natural de regular o processo
digestivo. Os fitobibdticos possuem propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes devido
aos seus metabdlitos secundarios, o que lhes permite modificar a populagdo microbiana no
rumen e potencialmente aumentar a eficiéncia da producéo, reduzindo assim a emisséo de
metano proveniente do trato digestivo (Calsamiglia et al. 2007; Tawab et al. 2020).

Numerosos estudos mostram que a adicdo de extratos de plantas ricas em
metabolitos secundarios como, taninos, saponinas e flavonoides apresentam potencial
de mitigacdo de metano. Segundo Jayanegara et al., 2020, ao adicionar extrato de
Scrophularia striata - possui atividade antimicrobiana devidos seus compostos bioativos-
modulou a fermentacao ruminal e diminuiu a produ¢ao de metano no rumen. Assim como,
Cherdthong et al. 2019, reportou a diminuigcdo de metano ao suplementar a dieta com p6
das folhas de Piper sarmentosum, rica em compostos bioativos (alcaloides, flavonoides).

Diante o exposto, a Acmella oleracea é uma planta com propriedades medicinais
que contém uma variedade de metabdlitos secundarios, com destaque para o espilantol,
um alcaloide (lamtham et al. 2023).

Portanto, levantou-se a hipétese que a adi¢cdo de extrato da Acmella olearacea
devido suas caracteristicas apresenta potencial para modular a fermentacdo ruminal e
afetar a digestibilidade da matéria seca.

METODOLOGIA

Obtencao do material vegetal

As amostras de jambu (Acmella oleraceae) foram obtidas na horta de um pequeno
produtor, localizada no bairro da Liberdade no municipio de Maraba-PA. A producgéo da
hortalica deste local, € cultivada de forma convencional, ou seja, com uso de fertilizantes.
Na producdo das mudas utiliza-se a técnica hidropénica com substrato em bandejas. A
partir do transplantio das plantas para o canteiro, em torno de 60 dias, foi realizada coleta
do material vegetal para estudo.
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Producao de gas in vitro e digestibilidade da matéria seca

O protocolo de coleta do fluido ruminal foi desenvolvido no laboratério de nutricao
animal da universidade Rural daAmazénia (UFRA), localizada no municipio de Parauapebas,
Para, Brasil (6° 4'25.53"S; 49°48'54.57"W).

A fermentagdo ruminal foi realizada utilizando o método de Tilley e Terry (1963).
O fluido ruminal (in6culo) foi coletado de um bovino fistulado da ragca Nelore com massa
corporal de aproximadamente 400 kg. O animal foi alimentado durante sete dias por uma
racdo misturada (concentrado: volumoso = 50:50) contendo forragem de capim Mombaca,
farelo de soja, milho e suplemento mineral. No sétimo dia, antes da alimentagdo matinal,
0 in6culo foi filtrado em pano de malha fina e armazenado em uma garrafa previamente
aquecida (39°C) e injetado CO,. Em seguida, levado imediatamente ao laboratério e
colocado em banho-Maria ja aquecido a 39°C.

Antes de realizar a coleta do liquido ruminal, no laboratério, pesou-se 0,5 + 0,059
de Substrato e transferi-os para frascos de penicilina de 100 mL. Também foi realizado a
diluicéo dos extratos de jambdu, utilizando etanol absoluto para obter as concentracdes de
3 mg/mL e 30 mg/mL.

A incubacéao foi realizada em frascos de penicilina de 100mL, contendo: 500mg de
substrato, 10 mL de liquido ruminal, 49,5 mL da solugcdo tamp&o de McDougall (1948),
0,5mL do extrato; pH 6-7. Logo foi obtida dois tratamentos (T3 e o T30) e o controle (T0)
(solugéo que contém o liquido ruminal, a solu¢do tamp&o e o substrato, mas sem o extrato
da planta).

Todos foram preenchidos com diéxido de carbono (CO,) e vedados com lacres de
aluminio. Em cada tratamento foi realizado 5 repeti¢des.

As amostras foram incubadas em trés tempos distintos: 6 horas, 12 horas e 24
horas, todas a uma temperatura de 39°C e cinco repeticbes para cada tempo. Durante a
incubacgéo na estufa (Marca:Vulcan; Modelo: EESCRAF-504D), a cada 6h os frascos foram
agitados, manualmente, e com o auxilio de uma seringa, retirado o gas produzido pela
fermentacgéo.

Este procedimento esta descrito na tabela 1.

ApbOs passar o periodo de incubacdo de 6, 12 e 24 horas, as misturas foram
separadas por filtragdo a vacuo em cadinhos filtrantes. Em seguida, a massa filtrada foi
levada a estufa (Marca: Solab; Modelo: SL-100) por 24 horas a 105°C. Passado o periodo
incubatorio, os cadinhos com as amostras foram levados ao dessecador por 25 minutos e
pesados.

CARACTERIZAGAO, PROPRIEDADES E APLICACOES DE COMPOSTOS (BIO) Capitulo6 66
QUIMICOS



Concentracao Tempo (h) N° de repetigbes
6 5

0 mg/g 12

24

6

Extrato do jambu 3,0 mg/g 12

24

6

30,0 mg/g 12

24

g o0 o0 o0 ;g ;o0 o ;

Tabela 1. Dados para andlises de DIVMS

Fonte: A autora

Analises de acidos graxos volateis

Retirou-se 1 mL da solugéo filtrante e foi colocado em um microtubo de 2 mL no
qual, foi adicionado &cido fosférico (H,PO,) ao filtrante na proporgéo 1:1 para realizar as
andlises de acidos graxos volateis (AGV). As amostras de AGV foram centrifugadas (4000
rpm x 10 min. em temperatura ambiente) e transferidas para vials de 2 mL, para analise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

A analise por CLAE foi realizada no Laboratério de Analises Quimicas da Faculdade
de Quimica da Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para. O equipamento utilizado
foi um Cromatdgrafo da marca Dionex Ultimate 3000 Dual (Dionex Corporation, Sunnyvale,
Ca, USA) equipado com amostrador automatico (autosampler) e detector de arranjo de
fotodiodos (DAD), o qual coleta espectros na regidao do ultravioleta e visivel, na faixa de
210-600 nm.

A fase estacionaria usada foi silica em uma coluna de C18 (250mm x 4,6mm de
diametro interno, tamanho das particulas de 5um). O volume de amostra injetado foi de 25
uL e a temperatura da coluna foi mantida a 30°C. A fase mével constituiu-se da solucédo
tampéo fosfato diacido de sodio (NaH,PO,) pH 3 e acetonitrila (ACN), utilizando gradiente
exploratério linear. O gradiente foi retornado a concentracao inicial em 5 min e mantido por
mais 10 min, para o equilibrio do sistema, antes da injecado da proxima amostra. O fluxo do
eluente foi de 1,0 mL/min.

A curva de calibracdo padréo foi preparada utilizando-se uma mistura de &cidos
graxos que continham os acidos: acético, férmico, propidnico, butirico, valérico, isovalérico,
isocaproicoe caproéico. Foi utilizado o acido adipico como padréo interno. Ao todo foram
preparadas sete concentragbes (mM/mol): 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8. As analises foram realizadas
em triplicatas.
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Analises Estatisticas

Os dados coletados do experimento in vitro foram analisados usando o procedimento
de andlise de variancia (ANOVA) utilizando o software Rstudio (versdo 4.3.1) Diferencas
entre meios de tratamentos foram testados usando o teste de Tukey e a significancia foi
declarada em P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do extrato de jambu na digestibilidade da matéria seca (DIVMS)

A digestibilidade da matéria seca no periodo de incubacdo de 6h e 12h néo
apresentou diferenca entre o controle e os tratamentos (P > 0.05). Ja no periodo de 24h
houve alteracdo na DIVMS. Apresentando uma diferenca significativa em relagdo ao
controle (P < 0.05). Os valores na DIVMS variaram entre 56,07 e 63,87. De acordo como
tabela 2

6H
PARAMETRO TRATAMENTO
CON T3 T30 SEM* P-VALOR P-VALOR
CONVST3 CON VS T30
Digestibilidade 12,01 9,01 10,75 1,12 0,84 0,39
(mg/g)
12H
Digestibilidade 38,11 38,09 37,48 2,95 1,00 0,88
(mg/g)
24H
Digestibilidade 63,87 56,07 57,60 2,23 0,01 0,04
(mg/g)

* Standard Error of the Mean

Tabela 2. Efeito do estrato de jambu sobre a digestibilidade da matéria seca (DIVMS) no periodo de
incubacgédo de 6, 12 e 24 horas.

Fonte: A autora

Estudos anteriores adicionaram diversas plantas medicinais na dieta para analisar
a efetividade na fermentacao ruminal, emissdo de gas metano, digestibilidade da matéria
seca in vitro e a producdo de &cidos graxos volateis. Posto isso, de acordo Grainger et
al. 2009 ao adicionar compostos bioativos extraidos da Acacia mearnsii, embora tenha
apresentando diminuicdo da producao de metano, houve decréscimo na digestibilidade.

Outros estudos que relataram alteracdo na digestibilidade da matéria seca quando
adicionado plantas medicinais. Segundo Zhang et al. 2022, ao mesmo tempo que houve
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aumento da digestibilidade da matéria seca utilizando 1% e 2% de extrato das folhas de
Neolamarckia cadamba, também ocorria um decréscimo na produg¢éo de metano.

A diminuicdo da digestibilidade da matéria seca pode estar relacionada com a
concentracéo e pH inadequados fornecidas. De acordo com Khiaosa-ard et al. 2020, a
dosagem e o pH influenciam na eficiéncia de suplementos com alcaloides, pois a atividade

microbiana é alterada e ndo a comunidade de micro-organismos.

Andlises dos AGV

Através das analises por HPLC da mistura de &cidos graxos pode-se observar
no cromatograma, figura 1, a presencga de oito acidos graxos, que em comparagdo com
dados fornecidos por Vargas, 2020, pode-se correlacionar cada um deles com o tempo de

retencao (ir), tabela 3.

Mistura de acidos graxos

4- Acido adipico
5 - Acido butirico

3 - Acido propionico
6- Acido isovalérico

1 - Acido férmico
7 - Acido valérico

2 - Acido acético
8 - Acido isocapréico
9 - Acido caproico

50

; L

0 2 4 6 8 10 12 14 16 ]ﬁ_ (mln)

Figura 1. Cromatograma da mistura de acidos graxos

Fonte: A autora
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Pico Tempo de retencao (tr) Acido graxos

01 4,494 acido foérmico
02 5,897 acido acético
03 8,547 acido propionico
04 8,814 acido adipico*
05 10,76 acido butirico
06 12,747 acido isovalérico
07 13,12 acido valérico
08 16,427 acido isocaproéico
09 17,84 acido caproico

*padrao interno
Tabela 3. Acidos graxos e respectivos tempo de retengéo obtidos através de HPLC

Fonte: A autora

Através das oito diferentes concentragcbes analisadas foi possivel obter uma curva
de calibragéo para cada um dos acidos presentes na mistura, todos apresentaram valor de
R2 proximo de 1, significando uma confiabilidade dos dados.

Efeito do extrato de jambu na producao de acidos graxos volateis (AGV)

Dentre os produtos finais da fermentacdo ruminal, os &cidos graxos volateis
correspondem a 70% de energia fornecida ao animal. Os acidos mais abundantes séo:
acético, propidnico e butirico, sendo assim, foi realizado uma analise de variancia (ANOVA)
das as concentracdes de acetato, propionato e butirato obtidos das amostras analisadas
utilizando-se a curva de calibragéo referente a cada um deles. Levou-se em consideracoes
duas variaveis, representadas por A = concentracdo do extrato de jambu; e B = tempo de
incubacao. Além disso, também foi analisado a interacéo entre essas variaveis, denominada
de AB = concentragcdo x tempo. Logo, de acordo com a figura 2, observa-se a interagéo
entre as variaveis descritas e a concentragdo do jambu ndo sao significativas (p > 0,05).
Somente o Tempo de incubag@o mostrou capacidade de influenciar significativamente as
concentragOes de (A) acetato e (B) propionato (p < 0,05). Para o butirato, nenhuma variavel
influencia na resposta (p > 0,05).
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Standardized Pareto Chart for [ACETATO] Standardized Pareto Chart for [PROPIONATO]

BTEMPO INCUBAGAO BTEMPO INCUBAGAO
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Figura 2. Grafico de Pareto dos efeitos concentragéo de jambu [A], Tempo de incubacéo [B] e interagcao
concentragdo x tempo (AB) na concentragéo: (A) Acetato; (B) Propionato; e (C) Butirato

Fonte: A autora

A partir dos dados que se construiu 0 modelo é possivel otimizar as respostas das
variaveis, com o intuito de observar qual € o melhor tempo e concentracdo para melhorar
a resposta das concentracdes dos AGV. Na figura 3, através do gréafico de superficie de
respostas, analisa-se 0s niveis das variaveis para o aumento da concentragédo de acetato e
propionato, e para ambos foi observado que o melhor tempo de incubagao para o aumento
da concentracdo é 24h. Na andlise da variavel “concentracdo de extrato” identificou que
com ou sem extrato, o efeito € o mesmo. Vale destacar que o tempo e concentracédo na
otimizagéo da concentragdo de butirato ndo foi significativo (p>0,05), assim ndo gerou uma

resposta de superficie.
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A) Estimated Response Surface [ACETATO]
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Figura 3. Grafico de superficie de resposta para o modelo linear mostrando os resultados experimentais
para A) concentragdo de acetato; e B) concentracéo de propionato.

Fonte: A autora

De acordo com Antonius et al. 2023, observou que ao utilizar Moringa oleifera,
Rhodomyrtus tomentosa, Clerodendron serratum, Curcuma longa Linn., Urena lobata,
Uncaria, e Parkia timoriana, nao houve efeito significativo na concentragdo de propionato e
butirato (p >0.05) em relagé@o ao controle. Em contrapartida, as plantas medicinais afetaram,
significativamente, a producado de acetato em relagéo ao controle (p <0.05). Assim como,
Cherdthong et al. 2019, ao adicionar Piper sarmentosum, uma fonte rica em flavonoides,
ndo houve alteracdo significativa nas concentracdes de acetato, propionato e butirato em
relagéo ao controle (p > 0,05).

CONCLUSAO

A reducéo das emissdes de metano através do uso de plantas medicinais tem sido
amplamente estudada por pesquisadores recentemente. Isso levou a investigagéo do
potencial do extrato de jambu na perspectiva de mitigar metano, modulando a fermentacéo

do sistema digestivo de ruminantes.
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O extrato etanodlico da Acmella oleracea nas concentragdes e incubacao utilizadas,
ndo apresentou efeito significativo na produgdo dos acidos graxos vdlateis (acetato,
propionato e butirato). Em relagéo a digestibilidade da matéria seca, tanto nas concentracées
de 3mg/mL como de 30 mg/mL foi observado um decréscimo no tempo de incubacgéo de
24h, ou seja, um efeito negativo na digestibilidade.

A utilizacdo do extrato de Acmella oleracea como suplemento é pioneiro, logo
necessita-se procurar novos parametros, como analisar o pH, a produgdo de proteina
microbiana, producdo gas total e N-amoniacal; identificar as comunidades dos micro-
organismo. Além disso, otimizar as concentragdes e tempo de incubacéao para uma melhor
avaliagdo da fermentag&o ruminal.
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RESUMO: A organizagdo mundial da saude informa que o diabetes se tornara a sétima causa
de morte mais frequente no mundo, até 2030. Estudos quantitativos sobre a distribuicdo dos
fendbmenos de salde/doenca oncologica e da diabetes mellitus tipo 2 sugerem que existe
uma associacao entre estas duas doengas crOnicas que representam um grande desafio
para os sistemas de saude global. Neste trabalho, as propriedades eletrnicas, estruturais,
vibracionais e 6pticas da fenformina oral da classe das biguanidas na fase gasosa e em
ambiente aquoso descritas com um modelo continuo polarizavel foram investigadas usando
a teoria do funcional da densidade e docking molecular. A absorgcéo ultravioleta-visivel e
infravermelha da fenformina em ambiente simulado com agua apresentou alteragbes nas
transicbes eletrbnicas para altas frequéncias, quando comparado com 0 meio gasoso,
levando a estabilidade da estrutura energética. Célculos relacionados aos orbitais entre
a banda de valéncia mais alta ocupada e a banda de condug¢é@o mais baixa desocupada
mostraram que a fenformina possui uma ampla energia de band gap indicando que o material
pode ser estavel e isolante. Os resultados do docking molecular mostraram que a fenformina
tende a se ligar espontaneamente ao receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano
(ErbB2), destacando a importancia da fenformina como um possivel medicamento que inibe
o crescimento de células de cancer de mama.

PALAVRAS-CHAVE: Ferformina, DFT, Docking Molecular, Cancer de Mama.

DFT AND MOLECULAR DOCKING CALCULATIONS TO STUDY ELECTRONIC,
STRUCTURAL, VIBRATIONAL AND OPTICAL PROPERTIES OF THE ORAL
ANTIDIABETIC DRUG PHENFORMIN

ABSTRACT: The world health organization reports that diabetes will become the seventh
most frequent cause of death in the world, by 2030. Quantitative studies of the distribution
of health phenomena/cancer disease and type 2 diabetes mellitus suggest that there is an
association between these two chronic diseases that represent a major challenge for global
health systems. In this work, the electronic, structural, vibrational and optical, properties of oral
phenformin of the biguanide class in the gas phase and in an water-simulated environment
described with a polarizable continuum model were investigated using density functional theory
and molecular docking. Ultraviolet-visible and infrared absorption of phenformin in an water-
simulated environment showed changes in electronic transitions to high frequencies, when
compared to the gaseous medium, leading to the energetic structure stability. Calculations
related to the orbitals between the highest occupied valence band and the lowest unoccupied
conduction band showed that phenformin has a broad band gap indicating that the material
can be stable and insulating. The molecular docking results showed that phenformin tends
to spontaneously bind to human epidermal growth factor receptor 2 (ErbB2), highlighting the
importance of phenformin as a possible drug that inhibits the growth of breast cancer cells.
KEYWORDS: Pherformin, DFT, Molecular Docking, Breast Cancer.
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INTRODUCAO

As biguanidas formam uma familia de compostos com aplica¢des clinicas no controle
da hiperglicemia, como fenformina, metformina, além de medicamentos antimaléricos,
antissépticos e antivirais [1]. A fenformina e a metformina sdo exemplos de medicamentos
antidiabéticos orais (biguanidas) convenientemente sintetizados em uma reacao quimica de
etapa Unica. Estes medicamentos para diabetes tém aplicacdes terapéuticas em diversos
tipos de céancer [2]. Ha diversos marcadores bioldgicos comuns entre pacientes com
diabetes e cancer, como niveis elevados de peptideo C, resisténcia a insulina, hiperativacéo
do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), efeito mitogénico da insulina,
leptina, baixo nivel de adiponectina em um ambiente pré-inflamatério. Esses indicadores
contribuem para uma associacdo entre essas condi¢cdes [2].

Estudos apontam para a importancia do uso da fenformina como agente
antineoplésico [3]. Agentes antineopléasicos sdo medicamentos usados para inibir o
crescimento acelerado de células cancerigenas. Esse tipo de medicamento comecou a ser
estudado e utilizado no final do século XIX, e seu uso aumentou ainda mais nos ultimos
anos devido ao aumento do diagnostico da neoplasia [4, 5]. Descobertas importantes
tém ocorrido para o desenvolvimento de medicamentos com atividade anticancerigena,
principalmente devido aos avangos feitos na descoberta e distribuicdo de medicamentos
[6, 7]. Afenformina pode ser considerada um avango, pois esse medicamento tem potencial
de letalidade em linhagens celulares de céncer cinquenta vezes maior que a metformina,
outra biguanida [2, 6, 7, 8].

Guo et al. [9] estudaram o uso da fenformina como inibidor do crescimento de
células de cancer de mama com superexpressdo do HER2/neu (receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano), conhecido também como ErbB2 (proteina presente em
alguns casos de cancer de mama que torna os tumores mais resistentes aos tratamentos
terapéuticos). O estudo foi realizado in vitro e in vivo em ratos e, segundo os autores, a
fenformina, dependendo da dosagem, inibiu em ambos os casos o crescimento de células
cancerigenas conforme mencionado. Krishnamurthy et al. (2014) [8] realizaram estudos
in vivo realizados em ratos camundongos com cancer de pulm&o humano (H460) tratados
com fenformina e demonstraram que este medicamento atuou como um antitumoral eficaz,
néo causando danos hepaticos.

Na pesquisa realizada por Caraci et al. [3] a fenformina e a metformina (biguanida
que substituiu a fenformina no tratamento do diabetes) foram estudadas como inibidores de
células cancerigenas da prostata. O estudo apontou a eficiéncia da fenformina em algumas
concentracdes com diferentes variagdes no tempo, enquanto a metformina se mostrou ineficaz.

Devido a urgéncia no combate ao cancer de mama, neste trabalho investigamos as
propriedades eletronicas, estruturais, vibracionais, épticas e a afinidade de interacdo entre
o receptor de fenformina do fator de crescimento epidérmico humano 2 (ErbB2).
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DETALHES COMPUTACIONAIS

Os calculos foram realizados usando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT)
com o funcional hibrido B3LYP (funcédo de troca com trés paradmetros de Becke [10]
combinados com a fung¢éo de correlacéo de Lee, Yang e Parr [11]) e a Aproximacao de
Gradiente Generalizada (GGA) em um conjunto base 6-31+G(d,p). Como primeiro passo,
as coordenadas atémicas que formam uma fenformina foram construidas usando o software
de modelagem Avogadro 1.2.0 [12]. Em seguida, foram gerados arquivos de entrada para o
software Gaussian 09 [13], que realiza calculos Ab Initio e descreve a troca e correlagédo de
energia de estruturas em ambiente gasoso e aquoso. Apds este processo, as geometrias
moleculares da estrutura foram otimizadas, inicialmente na fase gasosa. A quarta etapa
foi calcular as frequéncias Infravermelhas (IR), espectros Ultravioleta-Visiveis (UV-Vis),
Potenciais Eletrostaticos Moleculares (MEPs) e Orbitais Moleculares de Fronteira (FMOs).
Por fim, a estrutura previamente otimizada na fase gasosa foi colocada em um ambiente
aquoso e reotimizada.

Para calcular as frequéncias IR e UV-Vis da fenformina em ambiente aquoso foi
utilizado o Modelo Continuo Polarizavel (PCM) [14] no Campo de Reacgao Autoconsistente
(SCRF) [15], que considera um potencial de interagédo implicito entre o soluto e o solvente.
Ambos os ambientes (gasoso e aquoso) tiveram suas configuragdes minimas de energia
calculadas. Para o docking molecular, a estrutura proteica do dominio extracelular do
HER2/neu (receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano), conhecido também
como ErbB2 foi caracterizada por Difragdo de Raios X (DRX) com resolugéo de 3,25 Al16]
obtida no Protein Database [17] (http:// www.rcsb.org).

O UCSF Chimera [18] foi utilizado para realizar o ajuste entre ErbB2 com hidrogénios
e cargas elétricas negativas e ligantes da fenformina. O AutoDock Vina [19] foi utilizado
para realizar o docking entre ErbB2 e fenformina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Propriedades estruturais e eletrénicas

As Figuras 1a e 1b mostram as estruturas da fenformina otimizadas em ambiente
gasoso e aquoso, respectivamente. O funcional hibrido B3LYP/6-31++G (d,p) foi usado
para a realizagdo dos célculos. A Figura 1a e 1b e a Tabela 1 mostram uma comparacéo
entre as rotacdes dos angulos diédricos dos atomos de nitrogénio na fenformina em meio
gasoso e aquoso. Quando imersa em agua, a fenformina sofre o efeito de solvatacao que
provoca rotacoes nos angulos diédricos da regido do nitrogénio, em relacdo a fase gasosa.
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Figura 1: Estruturas da fenformina otimizadas. Em (a) em fase gasosa. Em (b) ambiente aquoso.

Ambiente C,,-N,-C-Ng C¢-N,-C, -N, N,-C,,-N,-C.,
Gasoso -8,08° -0,04° -172,70°
Aquoso -8,45° -3,25° -52,01°

Tabela 1: Angulos diédricos da regido de nitrogénio da fenformina.

Mapa de potencial eletrostatico e orbitais moleculares de fronteira

As Figuras 2a e 2b mostram os Mapas de Potencial Eletrostatico (MEP,) em
diferentes angulos e os limites dos Orbitais Moleculares de Fronteira (FMOs) da fenformina,
respectivamente. Os MEPs e os FMOs foram calculados na fase gasosa, usando o método
B3LYP.
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(b) Orbitais Moleculares
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Figura 2: (a) MPEs da molécula de fenformina na fase gasosa vistos de diferentes angulos. (b) FMOs
da molécula de fenformina em fase gasosa.

O vermelho mostrado na Figura 2a representa o potencial eletrostatico mais
eletronegativo com intensa repuls&o. O azul indica o potencial mais eletropositivo com forte
atracdo, enquanto o branco mostra que as regides apolares. A Figura 2a mostra ainda que
as cargas elétricas negativas estdo nas regides que circundam os atomos de nitrogénio
(=NH e -NH,) e as descargas elétricas positivas circundam os atomos de hidrogénio e
nitrogénio (NH).

O orbital molecular ocupado de maior energia (HOMO) doa elétrons para ocupar os
orbitais ligantes e realizar interagbes. O orbital molecular desocupado de menor energia
(LUMO) recebe elétrons doados por um ligante e favorece a formacgédo da ligagédo [22]. A
Figura 2 (b) mostra que os orbitais moleculares mais alto ocupados (HOMO-1 e HOMO)
estdo distribuidos na regidao nitrogenada da molécula de fenformina na fase gasosa. Os
orbitais moleculares mais baixo desocupados (LUMO e LUMO+1) estdo distribuidos
principalmente no anel aromatico da molécula e LUMO na regiéo nitrogenada. A energia de
band gap calculada entre os orbitais HOMO e LUMO foi de (AE =5,720 eV), esse

valor mostra que a molécula é quimicamente estavel [23] e isolante [22].

HOMO-LUMO

Espectroscopia vibracional

Andlises vibracionais usando espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FT-IR) fornecem detalhes sobre as interagdes intermoleculares envolvidas, dando
origem a cada uma das bandas observadas em numeros de onda especificos.
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A Figura 3a e 3b mostram os espectros FT-IR calculados da fenformina, em fase
gasosa e meio aquoso, respectivamente. Os espectros foram obtidos entre 0-4000 cm™'
usando o funcional hibrido B3LYP/6-31++G(d,p).
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Figura 3: Espectro de transmissao infravermelha (IR) da fenformina calculado na fase gasosa e meio
aquoso usando B3LYP/6-31++G(d,p).

Apresentaram bandas de deformagé&o angular dos grupos NH?, NH, 8NH, e 8(NH).
Na fase gasosa (Fig. 3a) foram observadas as bandas relacionadas a deformagéo p(CH2)
em 500 cm~' e aproximadamente 810 cm~' e as deformacdes d(=NH) e 5(C-N) apresentaram
uma banda em torno de 600 cm™'. Em ambiente aquoso (Fig. 3b), a deformag&o p(CH,)
foi observada préximo a 580 cm~' e em 770 cm~" e as deformacgdes d(=NH) e &(C-N)
em aproximadamente 700 cm~'. A banda (N-H), em fase gasosa, foi observada em 3504
cm™ enquanto, em ambiente aquoso, em 3473 cm™'. A Figura 3a mostra ainda, bandas de
p(CH,), v(C=N) e v(N-H) que aparecem em ambiente aquoso com frequéncias ligeiramente
inferiores ao observados na fase gasosa. Uma explicacédo tedrica para esse fato pode
ser atribuida a possibilidade de que, em um ambiente aquoso, certas ligagbes covalentes
intramoleculares da fenformina se tornam menos rigidas e passam a vibrar em frequéncias
mais baixas. A Figura 3a revela bandas de p(CH,), v(C=N) e v(N-H) que s&o observadas
em ambiente aquoso com frequéncias ligeiramente inferiores as observadas na fase
gasosa. Uma explicagéo teérica para esse fendmeno pode ser associada a ideia de que,
em um ambiente aquoso, algumas das ligagdes covalentes intramoleculares da fenformina
tornam-se menos rigidas, resultando em vibragdes em frequéncias mais baixas.
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As localizagdes e aspectos da banda de transmiss@o nos espectros de IR (Fig. 3a
e 3b) assemelham-se aos resultados relatados na literatura para compostos pertencentes
ao grupo das biguanidas e, portanto, estruturalmente semelhantes a fenformina [24,25]. O
espectro IR calculado em ambiente aquoso (Fig. 3b) é semelhante experimental da O-tolil
biguanida, substancia com estrutura anéloga a fenformina, adquirida do banco de dados
espectrofotométrico de materiais Spectra Base [26]. Esta semelhan¢a mostra que o método
teorico utilizado € confiavel.

Espectroscopia ultravioleta-visivel

As Figuras 4a e 4b mostram os espectros de absorcédo Optica da fenformina. Os
espectros foram calculados na regido Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) em fase gasosa obtidos
entre 180 a 250 nm (Fig. 4a) e em ambiente aquoso de 170 a 240 nm (Fig. 4b) ambos
espectros foram calculados usando o funcional hibrido B3LYP/6-31++G(d,p).

-_ (a) Absorcdo maxima —-

I I T T T

Absorbancia (a.u.)

UV-Vis meio aquoso

150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250
Comprimento de onda (nm)

Figura 4: Espectros de absorcéo do UV-Vis para fenformina. Em (a) fase gasoso. Em (b) meio aquoso.

As Figuras 4a e 4b mostram que o pico de absorcdo UV-Vis da fenformina
na fase gasosa ocorreu em aproximadamente 205 nm e no meio aquoso em 200 nm,
respectivamente. A partir destes resultados, é possivel observar que, em ambiente aquoso,
h&a uma alteracao nas transicoes eletronicas da fenformina para altas frequéncias, tornando-
as energeticamente mais estaveis.
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O espectro UV-Vis da fenformina mostrado na Fig. 4, calculado na fase gasosa, foi
comparado com o UV-Vis do O-Tolil Biguanidato. A absor¢cdo méxima da radiacdo UV-Vis
observada na O-Tolil Biguanida ocorre em torno de 205 nm, resultado semelhante ao obtido
para a fenformina na fase gasosa no presente trabalho.

As Figuras 5 (a), (b) e a Tabela 2 mostram, respectivamente, as transicoes
eletrbnicas e as energias envolvidas nos primeiros cinco estados excitados da fenformina
em ambiente gasosa e aquoso. As transicoes HOMO-LUMO (55-56) da fenformina na fase
gasosa ocorrem no 1°, 3° e 4° estados de excitagdo, enquanto em ambiente simulado de
agua ocorrem no 2° e 5° estados de excitagéo.

4
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Figura 5: TransigGes eletronicas dos primeiros cinco estados excitados da fenformina. Em (a)
fase gasosa com, 51=HOMO-4, 52=HOMO-3, 53=HOMO-2, 54=HOMO-1, 55=HOMO, 56=LUMO,
57=LUMO+1, 58=LUMO+ 2, 59=LUMO+3. Em (b) meio aquoso com, 52=HOMO-3, 53=HOMO-2,

54=HOMO-1, 55=HOMO, 56=LUMO, 57=LUMO+1, 58=LUMO+2.

Ambiente EES1 EES2 EES3 EES4 EES5
Gasoso 5,19 5,28 5,40 5,40 5,45
Aquoso 5,29 5,68 5,76 5,80 5,86

Tabela 2: Energias dos Estados Excitados (EES), em eV, da fenformina em fase gasoso e meio aquoso.

Docking molecular

O Docking molecular € uma técnica que busca possiveis orientagdes geométricas
para realizar a ligagdo de um ligante a uma macromolecular. As interagdes ligante-proteina
estdo envolvidas em muitos processos bioldgicos com implicagées farmacocinéticas.
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A Figura 6 mostra a proteina ErbB2 que € formada pela combinagéo de seis cadeias

polipeptidicas identificadas em ordem alfabética de Aa F.

Figura 6: Seis cadeias polipeptidicas formando a estrutura quaternaria do dominio extracelular do

A Tabela 3 mostra as dez regides com maior probabilidade de ocorrer docking entre
fenformina e proteina ErbB2, energia de ligacéo e as raizes dos desvios quadraticos médios

do limite inferior (RMSD Ib) e limite superior (RMSD u.b.).

receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (ErbB2).

Regides Energia (kcal/mol) RMSD L.b. RMSD u.b.
a -6,7 0,00 0,00
b -6,3 2,41 3,30
c -6,6 12,87 14,68
d -6,6 18,74 20,83
e -6,6 19,19 21,42
f -6,4 33,39 34,50
g -6,3 54,19 55,37
h -6,6 54,34 55,60
i -6,5 62,54 64,16
i -6,5 69,71 72,27
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De acordo a Tabela 3, as energias de ligacao calculadas estdo na faixa entre -6,3
e -6,7 kcal/mol. Os valores negativos sugerem que o docking entre fenformina e ErbB2
ocorre de forma espontanea, ou seja, os complexos séo estaveis. Na regido b, o segundo
ajuste mais favoravel, possui maior energia que as demais com exce¢do do docking em
g, mas é um processo muito favorecido devido aos baixos valores de RMSD Ib. e RMSD
u.b. O RMSD mede as distancias interatdmicas entre a estrutura gerada e a estrutura do
molde [27].

As Figuras 7a-j mostram o docking entre fenformina e ErbB2 em dez regides
diferentes. Em a, b e ¢, o docking da fenformina na proteina ErbB2 ocorreu na regido A da
cadeia polipeptidica e estabeleceu uma ligacdo de hidrogénio de 1,94 A com um residuo
de Valina (Val), 2,17 A com um residuo de Glicina (Gly) e 1,98 A com um residuo de Glicina
(Gly) e 1,98 A com um residuo de Alanina (Ala), respectivamente. Em d o docking da
fenformina (ligante) na proteina ErbB2 (receptor) ocorreu na regido da cadeia polipeptidica
A e B com residuos proximos a Alanina (Ala), Treonina (Thr), Leucina (Leu) e Serina (Ser).
Nesta regido nao foram observadas ligagdes de hidrogénio entre o ligante e o receptor. Na
Figura 7e, o docking da fenformina (ligante) na proteina ErbB2 (receptor) ocorreu na regiao
da cadeia polipeptidica A e B, onde ha uma ligacdo de hidrogénio de 1,94 A com a molécula
de fenformina e um residuo de histidina (His) da cadeia A. Regido formada principalmente
pelas cadeias polipeptidicas A e B e que estabeleceu ligagdes de hidrogénio de 3,56 A com
residuo de Glutamina (Glu) da cadeia A, 2,38 A com residuo de arginina (Arg) da cadeia B e
2,53 A de residuo de asparagina (Asn) da cadeia B. Na Figura 7g o docking entre o ligante
e 0 receptor ocorreu em uma regido formada pela cadeia polipeptidica C e estabeleceu
uma ligagdo de hidrogénio de 2,24 A com o residuo Prolina (Pro). Na Figura 7h o docking
entre o ligante e o receptor ocorreu em uma regiéo formada principalmente pelas cadeias
polipeptidicas C e B e os residuos de aminoacidos mais proximos foram o Glutamato (Glu),
Leucina (Leu) e Prolina (Pro). Nesta regiao nao foram observadas ligagdes de hidrogénio
entre o ligante e o receptor. Na Figura 7i o docking entre a fenformina e a proteina ErbB2
ocorreu na regiao da cadeia polipeptidica B e estabeleceu uma ligagéo de hidrogénio de
2,41 A com um residuo de Leucina (Leu). Finalmente, a Figura 7j mostra que o docking
entre fenformina e proteina ocorreu nas regides das cadeias polipeptidicas E e F que
estabeleceram ligacdes de hidrogénio de 2,03 A com residuo de Lisina (Lys) e 2,46 com
residuo de Glicina (Gly), respectivamente.
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Figura 7: Regibes de ajuste do docking entre a fenformina e a proteina ErbB2 em ordem alfabética.

CONCLUSOES

Neste trabalho estudamos as propriedades eletrénicas, estruturais, vibracionais,
opticas e a afinidade da ligacdo entre ErbB2/fenformina a partir dos métodos, DFT/B3LYP-
GGA/6-31+G(d,p) e PCM/SCRF.

Os calculos relacionados aos mapas de potencial eletrostatico mostraram que
ao redor dos atomos de nitrogénio (=NH e -NH,) ha predominéncia de cargas elétricas
negativas e entre as ligagdes dos atomos de hidrogénio com nitrogénio (NH) cargas
elétricas positivas.
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Os espectros UV-Vis e IR calculados em ambiente aquoso mostraram deslocamentos
das transic¢des eletronicas em direcdo a altas frequéncias.

A ligacédo espontanea entre a fenformina e a proteina ErbB2 observada no célculo
de docking molecular mostrou que as biguanidas podem ser utilizadas como possiveis
inibidores do crescimento de células de cancer de mama.

O valor estimado da energia de band gap relacionada aos orbitais moleculares de
fronteira, HOMO-LUMO, mostrou que a fenformina possui um largo band gap indicando
que o material € estavel e isolante.

Nossos resultados mostraram que € urgente uma investigagéo teérica-experimental
mais aprofundada das propriedades da fenformina para ser utilizada como medicamento
anticancerigeno.
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