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Biotecnologia na produção de alimentos e bebidas 

• Desenvolvimento de revestimentos de quitosana para a conservação pós-

colheita de banana cv. ‘prata’. 

• Influência do revestimento de goma tara com nanoCaCO3 na maturação 

de goiaba no pós-colheita. 

• Otimização da síntese de um sensor colorimétrico aplicado a embalagens 

inteligentes de alimentos. 

• Desenvolvimento de revestimentos de quitosana para a conservação pós-

colheita de pêssego. 

• Produção de filmes com adição de nanoquitosana para a preservação da 

goiaba no pós-colheita. 

 

Bioprocessos e Biotecnologia Assistidos por Computador 

• Modelagem e simulação do crescimento da microalga Chlorella vulgaris 

em fotobiorreator. 

• Produção de manganês peroxidase a partir do Ceriporiopsis 

subvermispora. 

• Hidrólise enzimática da casca de café visando a obtenção de açúcares 

fermentescíveis. 

• Lógica fuzzy como ferramenta para caracterização do ciclo celular em 

eucariotos. 
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Biologia Molecular e Celular Aplicadas a Bioprocessos e Biotecnologia 

• Desenvolvimento biotecnológico de scaffold associado a esfoliado de 

talco de pedra sabão para reparo ósseo. 

• Efeitos indiretos da tolerância oral associado à aplicação tópica de 

nanomateriais no reparo de feridas. 

• Tolerização oral por zeína sugere melhora no reparo ósseo em ratos 

Wistar. 

• Produção e purificação parcial de xilanase do fungo Kretzschmaria sp. 

crescido em sabugo de milho. 

• Impacto da tolerização por zeína nas propriedades biomecânicas em 

tíbias de ratos Wistar em fase final de recuperação pós-lesão. 

• Extração de modelos de classificação para protocolos experimentais em 

cultura de células 3D. 

• Avaliação da produção de esferoides pela técnica da gota suspensa nas 

linhagens celulares Vero e J774.A1. 

• Avaliação da atividade antimelanoma in vitro da curcumina em linhagens 

celulares tumorais. 

• Detecção de atividade antiviral em extratos de folhas e galhos de 

Maytenus sp. contra o Zika vírus (arbovírus). 

 

Bioenergia, Meio Ambiente e Sustentabilidade 

• Estudo da hidrólise enzimática do amido obtido da fruta-de-lobo (Solanum 

lycocarpum). 

• Síntese de nanopartículas magnéticas por cooprecipitação química para 

remoção de corante índigo carmim em águas contaminadas. 

• Indicadores do consumo de energia de diodos emissores de luz (LEDs) 

no tratamento de água residuária em fotobiorreatores 
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• Tratamento de água residuária em fotobiorretor operado em regime 

contínuo e iluminado por diodos emissores de luz (LED). 

• Obtenção de biomoléculas com atividade antioxidante oriundas da 

hidrólise alcalina da casca de café. 

• Degradação de fenol por pseudomonas aeruginosa isolada do lodo 

ativado de uma indústria siderúrgica. 

• Produção de etanol a partir do amido obtido da fruta-de-lobo (Solanum 

lycocarpum). 

• Produção de biocarvão proveniente do coco verde para a remoção do 

hormônio 17α-Etinilestradiol. 

• Produção de sabonete facial glicerinado com efeito de peeling enzimático. 

• Otimização da hidrólise ácida da casca de café visando a obtenção de 

açúcares fermentescíveis. 

Microbiologia  

• Bioprospecção de actinobactérias produtoras de enzimas de interesse da 

biotecnologia agroindustrial. 

• Potencial antifúngico de isolados bacterianos obtidos a partir da epiderme 

de anuros do quadrilátero ferrífero. 

• Estudo da geração de energia em diferentes construções de células 

combustíveis microbianas soil based.                                                                                                                                                                                                                                             

• Avaliação do efeito virucida em extratos de folhas e galhos de Tontelea 

sp. contra o Flavivírus zika. 

• Prospecção de bactérias produtoras de antimicrobianos na gruta 

Martimiano ii, Parque Estadual do Ibitipoca – MG. 

• Estudo da remoção de DQO e sulfato em células de energia microbiana 

utilizando diferentes membranas. 

• Extração de quitina a partir da biomassa fúngica seca do fungo 

Cladosporium sp. 

• O potencial antifúngico dos extratos vegetais etanólicos e acéticos de 

Mentha piperita e Rosmarinus officinalis contra o fitopatógeno Rhizopus 

oryzae. 
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Nanobiotecnologia 

• Avaliação da atividade antioxidante de um nanomaterial de carbono em 

infecções por Zika vírus. 

• Caracterização técnico-funcional da nanoestrutura de β-lactoglobulina 

para aplicação em produtos lácteos. 

• Efeito das nanopartículas de prata na sanitização de biofilmes 

bacterianos em placas de aço inoxidável. 
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II Simpósio de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia 

A Biotecnologia tem sido considerada mundialmente uma das áreas de 

maior impacto científico e econômico nas últimas décadas, por meio dela é 

possível melhorar a qualidade de vida das pessoas nas mais diversas áreas 

da sociedade, saúde, produção agrícola, meio ambiente etc. 

Quando a biotecnologia encontra a Engenharia ela se eleva à sua máxima 

potencialidade, pois, a engenharia com seus processos, e capacidade de 

escalonamento, coloca os produtos biotecnológicos ao alcance da 

população. 

A coordenação do Curso de Engenharia de Bioprocessos se empenha em 

fazer com que a sociedade servida por esses profissionais os conheça mais 

a cada dia. Faz a gestão de um curso de qualidade, divulga a engenharia de 

bioprocessos e a biotecnologia para a sociedade e empresas por diferentes 

meios, e um deles é a promoção de eventos como esse. 

A segunda edição do SIMBIO, consolida o evento e continua a missão de 

divulgar a Engenharia de Bioprocessos e a Biotecnologia. Obteve-se, pela 

primeira vez a parceria da prefeitura de Ouro Branco e de 6 empresas locais. 

O evento foi grandioso com mais de 100 participantes. 

Nesses dois anos o evento foi institucionalizado, foi adquirido o ISNN para 

o livro de trabalhos, e o curso foi conectado com diferentes instituições 

políticas, de pesquisa e empresariais.  

Mas queremos mais, queremos tornar este evento um marco regional para 

atrair alunos, profissionais e empresas, para que possamos convergir o 

encontro desses atores do setor em networking, parcerias e empregos. 

A terceira edição do evento acontecerá em 2021, esperamos vocês por lá!  
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Organização 

 

Comissão Geral 

Prof. Dr. Igor José Boggione Santos - Docente do Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ. 

Prof. Drª. Daniela Leite Fabrino - Docente do Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ. 

Amarildo de Sá Rocha - Discente de Engenharia de Bioprocessos, pela 

Universidade Federal de São João del-Rei. 

 

Comissão Acadêmica 

Prof. Me. Raquel Gomes de Oliveira - Docente do Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ. 

Prof. Dr. Enio Nazaré de Oliveira Júnior - Docente do Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ. 

Alice Silva Braga – Discente de Engenharia de Bioprocessos, pela Universidade 

Federal de São João del-Rei. 

 

Comissão de Logística 

Prof. Me. Marília Magalhães Gonçalves - Docente do Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ. 

Lucas Henrique Alcântara Lourenço de Souza – Discente de Engenharia de 

Bioprocessos, pela Universidade Federal de São João del-Rei. 

Isabella Anício Abib Andrade – Discente de Engenharia de Bioprocessos, pela 

Universidade Federal de São João del-Rei. 
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Comissão de Infraestrutura 

Prof. Drª. Ana Paula Fonseca Urzedo - Docente do Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ. 

Prof. Dr. Edson Romano Nucci - Docente do Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ. 

Eduarda Chaboudet Heringer – Discente de Engenharia de Bioprocessos, pela 

Universidade Federal de São João del-Rei. 

Launita Eloisa Rodrigues de Souza – Discente de Engenharia de Bioprocessos, 

pela Universidade Federal de São João del-Rei. 

Patrícia Avelar Ribeiro – Discente de Engenharia de Bioprocessos, pela 

Universidade Federal de São João del-Rei. 

 

Comissão de Marketing 

Prof. Drª. Daniela Leite Fabrino - Docente do Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ. 

Prof. Drª. Ana Cláudia Bernardes Silva - Docente do Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ. 

Heloísio Filipe Silva Tavares – Discente de Engenharia de Bioprocessos, pela 

Universidade Federal de São João del-Rei. 

Tayná Drielly de Almeida Ferreira – Discente de Engenharia de Bioprocessos, 

pela Universidade Federal de São João del-Rei. 
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Comissão Financeira e de Patrocínio 

Prof. Drª. Ana Maria de Oliveira - Docente do Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ. 

Prof. Dr. Gabriel de Castro Fonseca - Docente do Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ. 

Daniel de Freitas Rodrigues – Discente de Engenharia de Bioprocessos, pela 

Universidade Federal de São João del-Rei. 

Roberto Guimarães da Cunha Filho – Discente de Engenharia de Bioprocessos, 

pela Universidade Federal de São João del-Rei. 

 

Comissão Científica 

Biotecnologia na produção de alimentos e bebidas 

• Marília Magalhães Gonçalves 

Professora do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade 

Federal de São João del-Rei. 

Mestre pela Universidade Federal de Viçosa. 

Área de trabalho: Projeto de Instalações Industriais para Bioprocessos, 

produtos lácteos fermentados, controle da qualidade microbiológica de 

alimentos e aproveitamento de resíduos da indústria de alimentos visando 

sua utilização em processos fermentativos. 

 

• Brener Magnabosco Marra 

Professor do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade 

Federal de São João del-Rei. 

Doutor pela Universidade de Brasília. 

Área de trabalho: Processos e produtos nos setores bioenergéticos e de 

biofertilizantes. 



 
II SIMPÓSIO DE ENGENHARIA DE BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA 

11 a 13 de setembro de 2019 
Ouro Branco, Minas Gerais, Brasil 

 

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ – CEP 36420-000 
 

 

• Bruna Mara Aparecida de Carvalho 

Professora do Instituto de Ciências Agrárias da Universidade Federal de 

Minas Gerais. 

Doutora pela Universidade Federal de Viçosa. 

Área de trabalho: Ciência e Tecnologia de Alimentos, com ênfase em 

Engenharia de Alimentos. 

 

Biologia Molecular e Celular Aplicadas a Bioprocessos e Biotecnologia 

• Isabel Cristina Braga Rodrigues 

Professora do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade 

Federal de São João del-Rei. 

Mestre pela Universidade Federal de Ouro Preto. 

Área de trabalho: Biologia Molecular, Genética de Micro-organismos e 

Biotecnologia Ambiental. 

 

• Daniela Leite Fabrino 

Professora do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade 

Federal de São João del-Rei. 

Doutora pela Fundação Oswaldo Cruz - IOC/Fiocruz. 

Área de trabalho: Cultura de Células em 3 dimensões e suas diversas 

aplicações Biotecnologicas. 

 

• Thabata Duque 

Pesquisadora da Fundação Oswaldo Cruz. 

Doutora pela Fundação Oswaldo Cruz - IOC/Fiocruz. 

Área de trabalho: Biologia Celular e Imunologia. 

 

• Natália Rocha Barboza 

Pós doutora na Universidade Federal de Ouro Preto. 
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Doutora pela Universidade Federal de Ouro Preto 

Área de trabalho: Biologia Molecular, Genética de Micro-organismos e 

Biotecnologia Ambiental 

 

• Sandra de Cássia Dias 

Professora da Universidade Federal de São João del-Rei. 

Doutora pela Universidade de São Paulo. 

Área de trabalho: Purificação de proteínas e produção de Biomoléculas 

utilizando processos fermentativos. 

 

• Antônio Helvécio Tótola 

Professor da Universidade Federal de São João del-Rei. 

Doutor pela Universidade Federal de Ouro Preto. 

Área de trabalho: Diagnostico molecular, proteínas recombinantes, 

Dengue, fungos e bactérias de interesse Biotecnológico. 

 

Microbiologia 

• José Carlos de Magalhães 

Professor do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade 

Federal de São João del-Rei. 

Doutor pela Universidade Federal de Minas Gerais. 

Área de trabalho: Microbiologia, Virologia e Biotecnologia. 

 

• Ariane Coelho Ferraz 

Doutoranda no Programa de Ciências Biológicas da Universidade Federal 

de Ouro Preto. 

Mestre pela Universidade Federal de São João del-Rei 

Área de trabalho: Microbiologia, antibacterianos e antivirais. 
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• Thais de Fátima Silva Moraes 

Doutoranda no Programa de Ciências Biológicas da Universidade Federal 

de Minas Gerais. 

Mestre pela Universidade Federal de São João del-Rei. 

Área de trabalho: Microbiologia e antivirais. 

 

• Damiana Antônia de Fátima Nunes 

Doutoranda no Programa de Biotecnologia da Universidade Federal de 

São João del-Rei. 

Mestre pela Universidade Federal de São João del-Rei. 

Área de trabalho: Plantas medicinais fracionamento e identificação de 

compostos; câncer e metástase (metaloproteinases) e cultura de células 

normais e tumorais. 

 

• Flávia Donária Reis da Silva 

Professora da Universidade Federal de São João del-Rei. 

Mestre pela Universidade Federal de Ouro Preto. 

Área de trabalho: Tratamento de efluentes, processo biotecnológico, 

bioremediação, remoção de metais e reator biológico. 

 

Bioenergia, Meio Ambiente e Sustentabilidade 

• Raquel Gomes de Oliveira 

Professora Substituta do Curso de Engenharia de Bioprocessos da 

Universidade Federal de São João del-Rei. 

Mestre pela Universidade Federal de Ouro Preto 

Área de trabalho: Biotecnologia Ambiental. Engenharia Ambiental e 

cultivo de microalgas em fotobiorretor. 

 

• Boutros Sarrouh 

Professor do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade 

Federal de São João del-Rei. 
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Doutor pela Universidade de São Paulo.  

Área de trabalho: Biomoléculas de alto valor a partir de resíduos 

agroindustriais. 

 

• Enio Nazaré de Oliveira Júnior 

Professor do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade 

Federal de São João del-Rei. 

Doutor pela Universidade Estadual de Campinas.  

Área de trabalho: Pós-colheita de frutos, reaproveitamento de 

subprodutos agroindustriais, biodegradação de compostos recalcitrantes 

e cultivo de microalgas. 

 

• Mário Antônio Alves da Cunha 

Professor do departamento de Química da Universidade Tecnológica 

Federal do Paraná - Campus Pato Branco. 

Doutor pela Universidade de São Paulo. 

Área de trabalho: Tecnologia de Bioprocessos e Ciência e Tecnologia de 

Alimentos. 

 

• Fernando Masarin 

Professor do Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia na 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas – UNESP. 

Doutor pela Universidade de São Paulo. 

Área de trabalho: Ciência de materiais lignocelulósicos (madeira e bagaço 

de cana de açúcar). 

 

• Ana Cláudia Bernardes Silva 

Professora da Universidade Federal de São João del-Rei. 

Doutora pela Universidade Federal de Minas Gerais. 

Área de trabalho: Química, com ênfase em Química Ambiental, 

Caracterização de Materiais, Cinética Química, Catálise e em Ciência de 

Materiais. 
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Bioprocessos e Biotecnologia Assistidos por Computador 

• José Izaquiel Santos da Silva 

Professor da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri 

(UFVJM). 

Doutor pela Universidade Federal do Rio de Janeiro. 

Área de trabalho: Modelagem, Simulação, Otimização e Controle de 

Processos Industriais. 

 

• Gabriel de Castro Fonseca 

Professor da Universidade Federal de São João del-Rei. 

Doutor pela Universidade Federal de São Carlos. 

Área de trabalho:  modelagem, simulação, otimização e controle de 

bioprocessos. 

 

• Edson Romano Nucci 

Professor da Universidade Federal de São João del-Rei. 

Doutor pela Universidade Federal de São Carlos. 

Área de trabalho: Modelagem e Dinâmica de Bioprocessos, Controle de 

Bioprocessos, Planejamento de Experimentos. 

 

• Cristiano Grijó Pitangui 

Professor da Universidade Federal de São João del-Rei. 

Doutor pela Universidade Federal do Rio de Janeiro. 

Área de trabalho: Aprendizado de Máquina com ênfase em Computação 

Bioinspirada. 

 

Nanobiotecnologia 

• Igor José Boggione Santos 

Professor da Universidade Federal de São João del-Rei. 

Doutor pela Universidade Federal de Viçosa. 
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Área de trabalho: Nanotecnologia e termodinâmica. 

 

• Jose Manoel Marconcini 

Pesquisador da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária. 

Doutor pela Universidade Federal de São Carlos. 

Área de trabalho: Nanotecnologia, Materiais Compósitos e Novos 

Materiais. 

 

• Ana Paula Fonseca Maia de Urzedo 

Professora da Universidade Federal de São João del-Rei. 

Doutora pela Universidade Federal de Minas Gerais. 

Área de trabalho: Química Ambiental, utilizando principalmente rejeitos da 

mineração, carvão ativado e biocarvão para degradar poluentes orgânicos 

persistentes. 

 

• Ana Maria de Oliveira 

Professora da Universidade Federal de São João del-Rei. 

Doutora pela Universidade Estadual de Campinas. 

Área de trabalho:  Desenvolvimento de métodos analíticos para análise 

de amostras de alimentos, ambientais e combustíveis; uso de óleos 

vegetais para produção de combustíveis renováveis. 
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Programação II SIMBIO 

 

11 de Setembro 

Horário Atividade Convidado Título da palestra 

8h às 19h Check-in 

08:30h 
às 17:00h  

Minicursos 

Viviane Alves Gouveia 
(UFMG) 

Vermes na Biotecnologia - 
Caenorhanbitis elegans 

história e aplicações 

Mairon César Coimbra 
(UFSJ) 

Cultura de Células e Tecidos 
Vegetais 

Lucas Pires 
(Anton Paar) 

Síntese e caracterização de 
produtos 

19:30h às 
20:00h 

Abertura 

20:00h às 
21:00h 

Juliana Saliba 
Empreendedorismo e 
startups: sua relação 

com ciência e 
pesquisa 

 

Biotechtown 

Empreendedorismo e 
startups: sua relação com 

ciência e pesquisa 
 

21:00h Coquetel 

 

12 de Setembro 

Horário Atividade Convidado Tema 

13:30h às 
14:30h 

Palestra Acadêmica 
Rodrigo Bianchi 

(UFOP) 

Empreender para sobreviver: 
ciência e tecnologia 

aplicadas aos sensores e 
biosensores. 

14:30h às 
15:30h 

Palestra técnica 
Marcelo Speziali 

(UFOP) 

(Inovação = invenção + 
mercado) O papel dos 

pesquisadores em 
biociências na geração de 
tecnologias aplicadas ao 

setor produtivo 

15:30h às 
16:00h 

Apresentação oral 

16:00h às 
17:00h 

Coffee Break 

17:00h às 
18:00h 

Palestra acadêmica 
Versiani Albis Leao 

(UFOP) 
Biotecnolgia aplicada à 

metalurgia extrativa 

18:00h às 
19:00h 

Apresentação de pôsteres 

19:00h às 
20:00h 

Palestra Acadêmica 
Alberto Dávila 
(FIOCRUZ) 

Genômics Big Data 

20:00h às 
21:00h 

Palestra Acadêmica 
Mayara Almeida 

Eleutério 
(Marketing digital) 

Ser CLT ou empreender? Eis 
a questão. Dicas práticas 
sobre como se posicionar 

nas redes sociais, 
independente da sua decisão 
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13 de Setembro 

Horário Atividade Convidado Tema 

13:30h às 
14:30h 

Palestra Acadêmica 
Glaura Goulart Silva 

(UFMG) 

Pesquisa e desenvolvimento 
no Centro de Tecnologia em 
Nanomateriais e Grafeno - 

CTNano/UFMG 

14:30h às 
15:30h 

Apresentação de pôsteres 

15:30h às 
16:00h 

Apresentação oral 

16:00h às 
17:00h 

Coffee Break 

17:00h às 
19:00h 

Mesa redonda 

Willer Ferreira da Silva 
(Bionovis) 

Henrique Baêta (Bayer 
Crop Science) 

Anderson Machado 
(Alta Mogiana) 

O Engenheiro de 
Bioprocessos na Indústria 

Sucroalcooleira, 
Farmaceutica e Agroindústria 

19:00h às 
20:00h 

Palestra acadêmica 
Erika Lorena Fonseca 
Costa de Alvarenga 

(UFSJ) 

NanotechnoBone: Inovações 
em reparo ósseo 

20:00h às 
20:30h 

Premiação 

20:30h  Encerramento e Confraternização 
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DESENVOLVIMENTO DE REVESTIMENTOS DE QUITOSANA PARA A 

CONSERVAÇÃO PÓS-COLHEITA DE BANANA CV. ‘PRATA’ 

 

Rodrigues1, J. P.; Júnior 1, E. N. O.; Santos1, I. J. B.; Campos1, C. H. S. R. 

 

1 Universidade Federal de São João del-Rei, Campus Alto Paraopeba, Departamento de Química, 

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos, Ouro Branco – MG. 

E-mail: pr.julia28@gmail.com  

1. Introdução 

Na fruticultura brasileira, a produção de 

banana é o segundo mais importante, perdendo 

somente para a laranja (FOCO RURAL, 2017). 

No ranking mundial, o Brasil ocupa a 4ª 

posição, contribuindo com 6% da banana 

produzida no planeta com seus 478.765 (ha) de 

área plantada, segundo o IBGE (2018). Porém, 

o país exporta apenas 1% de sua produção. Essa 

inexpressiva participação do Brasil no mercado 

exterior, refere-se ao pós colheita, pois a 

maioria das frutas, especialmente em regiões 

tropicais, apresentam maior aceleração da 

maturação e deterioração em consequência das 

rápidas mudanças bioquímicas e fisiológicas, 

assim como de procedimentos de 

acondicionamento e práticas de manuseio 

inadequadas (LUVIELMO; LAMAS, 2012). 

Surgindo a necessidade dos produtores 

inserirem novas tecnologias capazes de 

aumentar a vida útil desses frutos, utilizando 

revestimentos ou embalagens comestíveis. 

Ainda, muitos estudos buscam da 

nanotecnologia, a qual possibilita um mesmo 

material possuir comportamentos diferentes em 

função do tamanho das suas partículas. Dentre 

as diversas nanoestruturas existentes, as de 

quitosana são promissoras para o uso em 

revestimentos, uma vez que apresentam grande 

potencial de formação de filmes e por 

possuírem atividade antimicrobiana 

(RAMEZANI; ZAREI; RAMINNEJAD, 2014; 

BENSHITRIT et al. 2012). Portanto, o objetivo 

do presente estudo foi monitorar bananas cv. 

‘Prata’ controle, tratadas com quitosana 1% 

(m/v) e nanoquitosana 5% (m/v) quanto aos 

parâmetros pós colheita: coloração, perda de 

massa e firmeza.  

2. Material e métodos 

Os revestimentos foram preparados em 

beckeres de vidro nas concentrações de 1% 

(m/v) de quitosana e 5% (m/v) de 

nanoestruturas de quitosana. Para o primeiro, 

diluiu-se 1% (m/v) em uma solução de ácido 

acético 1% (v/v). Esta etapa foi feita sob 

agitação a 25°C (Agitador magnético 

DT3120H, DiagTech) por 24 horas para a 

completa solubilização da quitosana. Já as 

nanoestruturas de quitosana 5% (m/v) foi 

obtida, com algumas modificações, em acordo 

com Calvo et al., (1997) e Vimal et al., (2012) 

a qual possui tamanho 75,33 ± 0,394 nm, 

conforme o grupo Nanotec. Os frutos foram 

lavados em água corrente, imersos em solução 

de hipoclorito de sódio 1% (v/v) por 5 minutos 

para desinfecção e lavados novamente com 

água. Estes foram dispostos na bancada 

cobertas com papel e secos ao ar livre. Após, 

foram selecionadas 180 bananas, divididas em 

2 grupos: não destrutíveis e destrutíveis. Para os 

destrutíveis foram utilizados porções de 9 

frutos para o controle (sem revestimento), 

quitosana 1% (m/v) e 5% nanoquitosana (m/v) 

por dia de análise constituindo as amostras do 

dia zero (um dia após a colheita) ao 15° dia, 

com intervalos de 3 dias entre os estágios de 

amadurecimento (0,3,6,9,12 e 15). Para os não 

destrutíveis, foram utilizados porções de 6 
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frutos para cada revestimento e para o controle. 

Em seguida as bananas foram imersas nos 

revestimentos e para a secagem, os frutos foram 

pendurados em varal e retiradas no dia seguinte 

para serem submetidas as análises de perda de 

massa, coloração e teste de firmeza. Um grupo 

contendo 6 frutos (não destrutíveis) foi 

fotografado utilizando-se a mesma câmera 

fotográfica (Smartphone Moto G 3a), no mesmo 

local do laboratório e na mesma hora do dia, 

durante os dias de análise. A alteração da 

coloração das bananas durante o 

amadurecimento, seguiu o protocolo descrito 

por Yam e Papadakis (2004), com adaptações, 

utilizando-se o PhotoShop para análise 

qualitativa do índice L* a* b* e representadas 

pelo disco cromatográfico.  

A massa dos frutos (não destrutíveis) foram 

obtidas utilizando-se uma balança analítica 

(Balança analítica ED2245, Sartorius). Desta 

forma, determinou-se a perda de massa pela 

diferença entre a massa inicial e a massa após 

cada período de armazenamento. Os resultados 

da perda de massa foram expressos em 

porcentagem, considerando a massa do fruto no 

dia zero como 100%. 

A firmeza foi determinada com o auxílio de 

um dinamômetro digital (Dinamômetro digital 

DD-2000, Instrutherm), ponteira com 8 mm de 

diâmetro e ponta plana, fazendo-se 3 leituras 

equidistantes na região equatorial dos 2 frutos 

(inteiros e com casca), de cada repetição 

(triplicata). Os resultados foram expressos em 

Newton (N). 

3. Resultados e Discussão 

Uma maneira de comparar a escala de cor de 

diferentes amostras consiste em utilizar o 

sistema CIE L* a* b*. Neste tratamento, a 

coordenada a* foi analisada para avaliar a 

coloração verde das bananas, sendo que valores 

positivos tendem ao vermelho e negativos ao 

verde (+60/-60) (SIQUEIRA, 2013). A Figura 

1 apresenta a sequência de fotos obtidas para 

fazer a análise da cor da casca das bananas. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Grau de amadurecimento em bananas cv. 

‘Prata’ tratadas com quitosana, nanoquitosana e o 

controle em 15 dias. 

Fonte: Próprio Autor, 2019. 

As bananas do cv. ‘Prata’ no dia 0 ao invés de  

estarem completamente verdes encontravam-se 

mais verdes do que amarelas. Tal fato foi 

devido a um pré tratamento, com gás etileno, 

que as pencas de banana receberam e que atuam 

como hormônio do amadurecimento dos frutos 

(ELLU, 2016). Além disso, pode-se observar 

que os frutos já apresentavam manchas 

características da antracnose, que caracteriza-se 

por lesões escuras e deprimidas sobre o fruto, 

sendo responsável por 20% a 30% das lesões 

desenvolvidas no mesmo, causada pelo fungo 

Colletotrichum musae que infecciona nos frutos 

ainda verdes no campo (SULALI et al., 2004). 

Analisando-se o dia 15, as bananas do grupo 

controle apresentaram-se mais conservadas, em 

relação ao grupo que recebeu revestimento. 

Supõe-se que a aplicação curativa da quitosana 

e da nanoquitosana nos frutos, induziu o 

aumento da intensidade de antracnose. Assim 

como no trabalho de Aguiar (2011). A Figura 2 

mostra a dispersão dos resultados do 

amadurecimento visível em um disco 
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cromatográfico, no qual é possível comparar a 

coloração final da casca. 

Figura 2 - Disco cromatográfico com as cromas *a 

e *b das amostras no decorrer dos 15 dias em todos 

revestimentos submetidos. 
Fonte: Próprio Autor, 2019. 

Todas as amostras no dia 0 estavam no 

mesmo estágio de maturação, mais próximas da 

cor verde. Após 15 dias, houve uma dispersão 

das amostras com revestimento em relação ao 

controle, em que os valores de a* tenderam para 

o vermelho e de b* entre o amarelo mais escuro 

e mais claro, demonstrando uma dispersão mais 

lenta em 15 dias. O disco comprova este dado, 

uma vez que o controle mostrou-se mais 

conservado em relação as amostras com 

revestimento, apresentando senescência.  

A perda de massa ocorre devido ao processo 

de transpiração, a qual acarreta um 

amolecimento dos tecidos, tornando os frutos 

mais suscetíveis às deteriorações e a alterações 

na cor, sabor e textura (BRAGA, 2015). A 

perda de massa fresca foi crescente e linear 

durante os 15 dias de armazenamento, de 

acordo com a Figura 3. 

 

 

Figura 3 - Perda de massa (%) da banana cv. ‘Prata’ sob 

diferentes tratamentos durante 15 dias. 

 Fonte: Próprio Autor, 2019. 

Constatou-se o aumento da perda de massa 

durante todo o período analisado, sendo que a 

mínima foi de (19,85% ± 1,55) para as bananas 

revestidas com nanoquitosana e a maior perda 

foi observada para o controle, ou seja o 

revestimento preservou a perda de massa, ao 

final do armazenamento (21,7ºC ± 3ºC e 73% ± 

2% UR). De acordo com alguns estudos, a 

perda de massa varia de acordo com as 

condições experimentais utilizadas, como 

relatadas por Aguiar (2011) em seus estudos. 

Portanto, pode-se dizer que a temperatura e 

umidade relativa são os principais fatores a 

alterar a taxa de transpiração dos frutos 

(PEREIRA et al. 2005). 

Os frutos analisados apresentaram um 

decaimento da firmeza durante os dias de 

amadurecimento, como se pode observar na 

Figura 4. 

 
Figura 4 - Valores da firmeza da banana cv. ‘Prata’ 

submetida a revestimentos de quitosana e 

nanoquitosana, para o dia 3, 9 e 15.  

Fonte: Próprio Autor, 2019. 

No dia 3 a firmeza média foi de 14,51 ± 

0,30 N. No último dia de análise, dia 15, as 

bananas do grupo controle mostravam-se mais 

firmes em relação às outras, tratadas. Com 

firmezas iguais a 5,60 ± 0,28 N para as controle, 

4,80 ± 0,38 N para as com quitosana e 4,13 ± 

0,88 para as com nanoquitosana. Esse 

comportamento contrário, ocorreu devido ao 

estado de senescência muito avançado desses 

dois últimos grupos, que apresentavam 

antracnose. O teste de média de Tukey 

constatou que os resultados obtidos para os 

tratamentos não foram diferentes entre si. 

4. Conclusão 

mailto:simbio@ufsj.edu.br


 

 

II SIMPÓSIO DE ENGENHARIA DE 

BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA 
 

11 a 13 de setembro de 2019 
Ouro Branco, Minas Gerais, Brasil 

 

 

 

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ – Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000  

Ouro Branco – MG |  simbio@ufsj.edu.br 

Conclui-se que não foi possível prolongar a 

vida útil da banana cv. “Prata” utilizando os 

revestimentos nas condições citadas. Uma vez 

que não houve retardo do amadurecimento dos 

frutos durante 15 dias. Porém, como as bananas 

já apresentavam traços da doença antracnose 

desde o dia 0, a aplicação do revestimento a 

base de quitosana 1% (m/v) e de nanoquitosana 

5% (m/v) não teve ação curativa nas bananas, 

pois aumentou a incidência da doença não 

sendo capaz de reduzir o surgimento de lesões 

nos frutos em oposição ao controle, que 

manteve-se mais conservado até o dia 15.  
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INFLUÊNCIA DO REVESTIMENTO DE GOMA TARA COM nanoCaCO3 

NA MATURAÇÃO DE GOIABA NO PÓS-COLHEITA 

 

Bianchi1, J. R. O.; Schlogl 2, A. E.; Santos 2, I. J. B. Oliveira Junior2, E. N. e Coimbra3, J. S. R.  
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1. Introdução 

A goiaba (Psidiumguajava L.) é uma fruta 

original da américa central, presente também na 

América do Sul e Ásia, da família das 

Myrtaceae (Kadam et al., 2012). Faz parte da 

economia doméstica do Brasil, um dos maiores 

produtores mundiais (FAO, 2018), sendo de 

interesse de consumo devido as propriedades 

nutricionais, como a presença das Vitaminas A 

e C (Menzel, 1985; Nimisha et al., 2013). A 

demanda de consumo e a produção de goiaba 

vem cobrando dos produtores investimentos em 

novas tecnologias que ampliem a produção, a 

qualidade e o tempo de vida útil da fruta, 

principalmente, combatendo doenças fúngicas 

causadas por contaminação no pós colheita 

(Amadi et al., 2013).  

O uso de biopolímeros para a confecção de 

embalagens para alimentos vem substituindo os 

matérias poliméricos derivados de petróleo 

(Petersen et al., 1999), devido sua atoxicidade, 

biodegradabilidade, menor impacto ambiental e 

mantendo a capacidade de garantir a segurança 

alimentar (Rhim et al., 2013).  

A adição de nanomateriais a embalagens de 

alimentos vem ganhando espaço no setor de 

embalagens alimentícias por possibilitar inserir 

nas embalagens pelas propriedades 

antimicrobianas (Biji et al., 2015), resistência 

mecânica, maior barreira contra oxigênio e 

transferência de massa de outros compostos e 

diminuição de perda de água (Sozer e Kokini, 

2009; He et al., 2016). 

Sendo assim, esse trabalho objetiva fazer 

análises físico-químicas em goiaba após 

aplicação de revestimento de Goma Tara 

incorporado com nano carbonato de cálcio, em 

diferentes concentrações, avaliando a 

influência na maturação do fruto. 

 

2. Material e Métodos 

2.1.Síntese de nanoCaCO3 

A síntese de nanoestrutura de Carbonato de 

Cálcio (nanoCaCO3), seguiu metodologia 

otimizada por Silva el al. (2018). 

2.2.Seleção e Preparo das Goiabas 

As goiabas foram colhidas e cedidas por um 

produtor local e ainda contendo o engaço. 

Lavou-se com solução de Hipoclorito de Sódio 

comercial 10 %(v/v) por 10 min, passou-se por 

água corrente para remover o excesso e secou-

se e separou-se 15 frutos no Grupo 1 (G1) para 

análises não destrutivas e 75 frutos no Grupo 2 

(G2) para análises destrutivas, sendo 15 frutos 

para cada dia de análise. 

2.3.Preparo e Aplicação do 

Revestimento 
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Preparou-se 2 soluções de Goma Tara 

(GastronomyLab) 1,5 % (m/v), diluindo-se 

gradativamente sob agitação (Ultraturrax, 

Fisaton 718D) a 25 ºC. Em uma solução 

adicionou-se 0,5 % (m/v) de nanoCaCO3. 

Em cada grupo (G1 e G2) dividiu-se em 3 

subgrupos, sendo 5 goiabas para o controle 

(sem aplicação de revestimento), 5 goiabas 

tratadas com Goma Tara (GT) e 5 goiabas 

tratadas com Goma Tara adicionadas de 0,5 % 

de nano CaCO3 0,5 % (m/v) (GT+0,5%). 

Aplicou-se o revestimento duas vezes, sendo 

a segunda aplicação feita após a secagem da 

primeira, para conferir maior homogeneidade.  

2.4.Análises Não Destrutivas 

As análises não destrutivas realizadas 

foram a perda de massa e índice de 

escurecimento, fez-se nos dias 0, 3, 8, 10 e 16, 

contando após a chegada dos frutos. Fez-se o 

teste Tukey utilizando o software Statistica10 e 

a construção gráfica no Origin8. 

Pesou-se as goiabas no dia 0, após a 

secagem do revestimento, e pesou-se 

novamente nos dias de análises, os resultados 

são expressos em porcentagem de perda de 

massa descritos na equação (1). 

 

%𝑃𝑀 = 100 − (
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
) ∗ 100             (1) 

 

Fez-se a análise qualitativa das goiabas no 

software PhotoShop para a determinação dos 

índicas L*,fator que indica a luminescência, a*, 

fator que indica a variação entre verde e 

vermelho e o componente b* que indica a 

variação entre azul e amarelo (Yam e 

Papadakis, 2004). 

O índice de escurecimento é calculado pelas 

equações (2) e (3), sendo BI o índice de 

escurecimento e x um parâmetro para o cálculo 

de BI (Martinez-Alvarenga et al., 2014). 

 

𝑥 =  
𝑎+1,75(𝐿)

5,645(𝐿)+𝑎−3,012(𝑏)
             (2) 

 

𝐵𝐼 =
100∗(𝑥−0,31)

0,721
              (3) 

 

2.5.Análises Destrutivas 

As análises destrutivas realizadas foram 

a firmeza e açúcares redutores, fez-se nos dias 

0, 3, 8, 10 e 16, contando após a chegada dos 

frutos. Fez-se o teste Tukey utilizando o 

software Statistica10 e a construção gráfica no 

Origin8. 

Realizou-se a análise de firmeza por meio do 

penetrômetro digital (DD-2000 Instrutherm), 

penetrando as goiabas em quatro pontos 

equidistantes. O aparelho fornece o valor de 

força, em newton (N), máxima para a sonda 

penetrar o fruto, valor diretamente proporcional 

a resistência do fruto ao amadurecimento 

Realizou-se o preparado do extrato seguindo 

a metodologia de Lane-Enyon, em que as 

amostras foram extraídas por etanol 95% 

durante 24 h agitadas por 1 h em shaker a 28ºC 

a uma rotação de 100 rpm. Aqueceu-se as 

soluções, em chapa de aquecimento  a 100 ºC 

até restar aproximadamente 500 µL e 

adicionou-se 10 mL de água destilada (Helvich, 

1990).  

Determinou-se a concentração de açúcares 

redutores adicionando a 200 µL de extrato 200 

µL de DNS (Ácido 3,5-Dinitrosalicílico), após 

aquecer por 5 minutos diluiu-se com água 

destilada e fez-se leitura no espectrofotômetro 

(IL-592 Spectrophotometer, IONLAB, Paraná, 

Brasil) a 520 nm (Nelson, 1944). Os resultados 

foram expressos em mg de glicose/100 g de 

polpa. 

3. Resultados e Discussão 

A porcentagem de perda de massa analisada 

no grupo 1 apresentou um comportamento 

linear conforme mostra a Figura 1, observa-se 

que o controle ao final do decimo sexto dia de 

tratamento apresentou uma perda maior de 

massa, de 33,70 % PM, em comparação as 

goiabas do subgrupo GT+0,5% que apresentou 

25,35 % PM após o mesmo período de 

armazenamento. A perda de massa das goiabas 

dá-se pala desidratação por transpiração 

durante o processo de maturação (Forato et al., 

2015). Os resultados obtidos mostraram que os 

frutos com revestimento de goma tara 

adicionados de 0,5 % (m/v) de nano CaCO3 
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possibilitou a maior retenção de água sendo 

mais eficiente para preservar a massa das frutas 

em comparação ao controle e ao subgrupo GT. 

 
Figura 1. Curvas do comportamento da perda de massa 

(%PM) do G1 em cada condição que as goiabas foram 

submetidas 

A Tabela 1 apresenta o índice de 

escurecimento (BI) calculado. Observa-se que 

ao comparar os diferentes tratamentos em seus 

dias não há diferença estatística significativa 

das médias entre os dias iniciais de maturação. 

Após o dia 8, começa a divergir o controle dos 

demais tratamentos. As goiabas tratadas 

mantiveram por mais tempo a coloração verde, 

sendo a GT+0,5% que mais preservou a 

coloração das goiabas. 

 
Tabela 1. índice de escurecimento (BI) das Goiabas 

calculados com seus respectivos testes de Tukey (p < 

0,05). 
 

 
Índice de Escurecimento (BI) 

Dias Controle GT GT+0,5% 

0 141,91±20,34a.A 155,59±20,58a,A 172,36±38,64a,A 

3 156,76±46,39a,A,B,C 138,61±16,83a,A,B 139,58±13,74a,A 

8 186,68±17,47b,A,B,C 138,48±12,03a,A,B 152,91±12,60a,b,A 

10 209,28±28,77a,C 154,11±11,75a,A 159,23±20,42a,A 

16 188,85±23,68b,A,B,C 144,76±7,85a,b,A,B 134,88±41,27a,b, A 

Os índices do grupo Tukey em minúsculo representa as análises das 

médias em linhas e em maiúsculo as análises em coluna. 

 

A Figura 2 mostra as medias da força 

necessária para penetrar as goiabas, ou seja, a 

firmeza dos frutos em newton (N), no decorrer 

do tempo de armazenamento ocorrem reações 

de hidrolises enzimáticas que degradam 

componentes da parede celular,  fazendo a 

metilação da pectina, responsável por diminuir 

a resistência mecânica (Azzolini et al., 2005) no 

decorrer dos dias de armazenamento observa-se 

que o controle apresentou maior decaimento da 

firmeza em comparação com as goiabas 

tratadas e aquelas que mantiveram maior 

resistência foram as goiabas do subgrupo 

GT+0,5%.  

Pelo teste de Tukey, não houve diferença 

significativa entre as medidas de firmeza nos 

diferentes tratamentos comparando-os entre si, 

em cada dia. A mesma análise estatística 

comparando os dias de cada tratamento 

mostram que houve diferença estatística entre 

as médias do dia 0 e dia 16 do controle, e não 

houve diferença significativa entre as médias de 

firmeza das goiabas GT+0.5%. 

 
Figura 2. Gráfico de Firmeza, em Newton (N), de cada 

condição que as goiabas foram submetidas durante os 

dias de tratamento com seus respectivos testes de Tukey 

(p < 0,05). Os índices do grupo Tukey em minúsculo 

representa as análises das médias entre as diferentes 

condições e em maiúsculo as análises entre os dias. 

 

A Tabela 2 mostra que não houve diferença 

estatística significativa entre os diferentes 

tratamentos nos dias das médias de 

concentração de açúcares redutores, porém ao 

comparar os tratamentos entre os dias, houve 

diferença significativa. Ocorreu um aumento na 

concentração de açúcares, mesmo com a 

aplicação de revestimento, ou seja, o 

revestimento com nano não interfere nessa 

característica da maturação da goiaba.  

 
Tabela 2. Concentração de açúcares redutores das goiabas 

com seus respectivos testes de Tuky (p < 0,05). 

 Açúcares Redutores (mg de glicose/100 g de goiaba) 

Dias Controle GT GT+0,5% 

0 13,89±0,12b,C 13,51±0,28ª,B 13,61±0,17ª,b,A 

3 11,92±0,27a,B 12,23±0,26ª,b,A,B 11,10±0,17b,A 
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8 21,07±1,42b
,
D 24,58±0,14ª,A 24,10±1,90ª,B 

10 25,74±0,24ª,A 25,51±1,03ª,C 26,06±0,60ª,C 

16 25,61±0,92ª,A 24,50±2,42ª,C 26,12±0,55ª,A,B,C 

Os índices do grupo Tukey em minúsculo representa as análises das 

médias em linhas e em maiúsculo as análises em coluna. 

 

4. Conclusão 

O revestimento de goma tara com nano 

CaCO3 foi eficiente na preservação das goiabas 

pós-colheita, quando analisado o índice de 

escurecimento, perda de massa e firmeza. Esses 

revestimentos biodegradáveis propiciam às 

frutas um maior tempo para a maturação sem 

alterar drasticamente essas propriedades 

analisadas neste trabalho, tornando-as com 

maior valor agregado. 

 

5. Referências Bibliográficas  

AMADI, J.  et al. Isolation and 

identification of fungi involved in the post-

harvest spoilage of guava (Psidium guajava) in 

Awka metropolis. v. 4, n. 10, p. 8269,  2013.    

AZZOLINI, M.  et al. Ripening of" Pedro 

Sato" guava: study on its climacteric or non-

climacteric nature. v. 17, n. 3, p. 299-306,  

2005. ISSN 1677-0420.   

BIJI, K.  et al. Smart packaging systems for 

food applications: a review. v. 52, n. 10, p. 

6125-6135,  2015. ISSN 0022-1155.   

FOOD AND AGRICULTURE 

ORGANIZATION OF THE UNITED 

NATIONS. Organização das Nações 

Unidas. MINOR  TROPICAL 

FRUITS: Mainstreaming a niche market. 

2018. Disponível em: 

<http://www.fao.org/news/story/en/item/11933

81/icode/>. Acesso em: 04 ago. 2019. 

FORATO, L. A.  et al. Effect of cashew 

gum-carboxymethylcellulose edible coatings in 

extending the shelf-life of fresh and cut guavas. 

v. 5, p. 68-74,  2015. ISSN 2214-2894.   

HE, X.; HWANG, H.-M. J. J. O. F.; 

ANALYSIS, D. Nanotechnology in food 

science: functionality, applicability, and safety 

assessment. v. 24, n. 4, p. 671-681,  2016. ISSN 

1021-9498.   

HELVICH, K. Official methods of analysis. 

Association of official analytical chemists. 

1990 

KADAM, D. M.  et al. Evaluation of guava 

products quality. v. 2, n. 1, p. 7-11,  2012.    

MARTINEZ-ALVARENGA, M.  et al. 

Effect of Maillard reaction conditions on the 

degree of glycation and functional properties of 

whey protein isolate–Maltodextrin conjugates. 

v. 38, p. 110-118,  2014. ISSN 0268-005X.   

MENZEL, C. J. Q. A. J. Guava: An exotic 

fruit with potential in Queensland. v. 111, n. 2, 

p. 93-98,  1985. ISSN 0157-7786.   

NELSON, N. J. J. B. C. A photometric 

adaptation of the Somogyi method for the 

determination of glucose. v. 153, n. 2, p. 375-

380,  1944.    

NIMISHA, S.  et al. Molecular breeding to 

improve guava (Psidium guajava L.): current 

status and future prospective. v. 164, p. 578-

588,  2013. ISSN 0304-4238.   

PETERSEN, K.  et al. Potential of biobased 

materials for food packaging. v. 10, n. 2, p. 52-

68,  1999. ISSN 0924-2244.   

RHIM, J.-W.; PARK, H.-M.; HA, C.-S. J. 

P. I. P. S. Bio-nanocomposites for food 

packaging applications. v. 38, n. 10-11, p. 

1629-1652,  2013. ISSN 0079-6700.   

SOZER, N.; KOKINI, J. L. J. T. I. B. 

Nanotechnology and its applications in the food 

sector. v. 27, n. 2, p. 82-89,  2009. ISSN 0167-

7799.   

YAM, K. L.; PAPADAKIS, S. E. J. J. O. F. 

E. A simple digital imaging method for 

measuring and analyzing color of food surfaces. 

v. 61, n. 1, p. 137-142,  2004. ISSN 0260-8774.   

 

6. Agradecimentos 

Os autores agradecem ao CNPq pelo 

financiamento e ao CiPharma-UFOP pela 

utilização do equipamento adquirido pelo 

projeto FAPEMIG CDS-APQ 01510-14: 

“Manutenção do inovador sistema analítico 

AF200 Asymmetric Flow Field Flow Fraction” 

mailto:simbio@ufsj.edu.br


 

 

II SIMPÓSIO DE ENGENHARIA DE 

BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA 
 

11 a 13 de setembro de 2019 
Ouro Branco, Minas Gerais, Brasil 

 

 

 

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ – Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000  

Ouro Branco – MG |  simbio@ufsj.edu.br 

OTIMIZAÇÃO DA SÍNTESE DE UM SENSOR COLORIMÉTRICO 

APLICADO A EMBALAGENS INTELIGENTES DE ALIMENTOS 

 

Vidal1, I. F. S.; Santos 2, I. J. B.  

1Universidade Federal de São João del-Rei, Programa de Pós-Graduação em Engenharia Química 

2 Universidade Federal de São João del-Rei, Departamento de Química, Biotecnologia e Engenharia 

de Bioprocessos 

E-mail: isabelafsvidal@gmail.com  

1. Introdução 

O contínuo crescimento das indústrias de 

processamento de alimentos, bem como o 

aumento das expectativas em relação ao 

consumo de produtos frescos, que não 

apresentem prejuízos à sua qualidade, vêm se 

destacando no mercado de alimentos. Como 

consequência, há uma demanda crescente para 

que sejam desenvolvidas novas e avançadas 

tecnologias que ampliem a proteção e 

preservação dos alimentos, garantindo a 

segurança de consumo (PARK et al., 2015). 

O mercado de carnes, em especial, exibe um 

cuidado redobrado quando se trata da qualidade 

do produto (XIAO-WEI et al., 2014). A carne 

suína, por exemplo, revela-se como um 

alimento altamente perecível, que sofre com os 

efeitos da deterioração quando não se apresenta 

devidamente embalada e preservada. Assim, 

torna-se uma importante prerrogativa para os 

consumidores, o conhecimento do estado de 

conservação do alimento que será adquirido 

(KANG; KIM; KWON, 2009). 

A incorporação de sensores a embalagens 

convencionais dá origem às embalagens 

inteligentes, capazes de fornecer informações 

sobre o estado de conservação do alimento pelo 

monitoramento de suas condições de 

armazenamento (MAHALIK, 2009). O 

emprego de pigmentos naturais como sensores 

colorimétricos apresenta-se como um método 

vantajoso, uma vez que esses pigmentos não 

reagem quimicamente com a embalagem 

inteligente. 

 Xiao-Wei et al. (2014) desenvolveram 

sensores colorimétricos fundamentados em 

quatro pigmentos naturais distintos e, entre 

eles, o arroz negro figurou como um extrato 

bastante sensível à detecção de deterioração em 

carnes suínas, por apresentar moléculas 

denominadas antocianinas, que interagem bem 

com compostos formados na degradação da 

proteína. 

A fim de se determinar a qualidade da carne 

por meio de sensores, é imprescindível o 

entendimento de seus mecanismos de 

deterioração. Os tecidos da carne suína são 

compostos primordialmente por proteínas, 

lipídios, carboidratos, compostos inorgânicos e 

umidade (TOLDRÁ, 2008). Durante a 

degradação microbiana, estes substratos são 

quebrados e originam novos compostos que 

impactam de forma negativa a qualidade dos 

produtos e, por serem capazes de interagir com 

sensores, indicam o estado de conservação do 

alimento por alterações em sua coloração 

(DAVE; GHALY, 2011). 

Esta pesquisa envolve o estudo de 

composições ótimas para o desenvolvimento de 

um sensor colorimétrico baseado em resíduo de 

arroz negro, para aplicação futura na 

sinalização de processos de deterioração em 

carnes suínas. 

 

2. Material e métodos 

2.1. Material 

O resíduo de arroz negro comercial, cedido 

pela empresa Arroz Ruzene (Brasil), foi 
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utilizado para a extração do pigmento natural 

antocianina, bem como polióxido de etileno 

(PEO) 1500 da Sigma Aldrich (EUA), ácido 

clorídrico (HCL) 1 mol.L-1 da Dinâmica 

Química Contemporânea Ltda. (Brasil) e água 

destilada. Para o preparo da solução 

filmogênica, foi utilizada a goma 

carboximetilcelulose (CMC), cedida pelo 

Laboratório da Universidade Federal de Viçosa 

(Brasil) e glicerol da Synth (Brasil) como 

agente plastificante. 

 

2.2. Extração do pigmento antocianina 

em solução polimérica 

Em frascos erlenmeyer de 250 mL, 

diferentes concentrações de soluções 

poliméricas (5%, 10%, 15%, 30% e 45% m/v) 

foram preparadas pela dissolução do PEO 1500 

e resíduo de arroz negro moído em água 

destilada com pH ácido, de acordo com 

procedimento estabelecido por Fernandes 

(2018). As soluções foram agitadas a 200 rpm 

em um shaker por 25 h, protegidas da luz. Após 

a retirada dos extratos do shaker, os mesmos 

foram centrifugados por 10 min a 3500 rpm 

para a retirada de resíduos sólidos.  

 

2.3. Produção dos filmes pelo método de 

casting 

Os filmes foram confeccionados a partir das 

soluções poliméricas enriquecidas com 

antocianina, solução de carboximetilcelulose e 

glicerol, pelo método de casting, de acordo com 

o planejamento experimental DCCR 

(Delineamento Composto Central Rotacional) 

pelo software Statistica 7.0®. Os 

planejamentos realizados englobam 17 

experimentos, cada um deles, e podem ser 

observados nas Tabelas 1 e 2. As tabelas trazem 

as concentrações de reagentes utilizadas para 

cada filme preparado. As concentrações de 

extrato observadas nas tabelas supracitdas 

sofreram variações apenas quanto ao processo 

de extração, enquanto nos filmes, mantiveram-

se fixas em 30% m/v. Um volume de, 

aproximadamente, 30 mL de cada uma das 

soluções filmogênicas foi adicionado a uma 

placa de vidro. Posteriormente, as placas foram 

submetidas à temperatura de 40 ⁰C em estufa de 

secagem até que estivessem completamente 

secas. Após o processo de polimerização nas 

placas, os filmes foram removidos de forma 

cuidadosa com o auxílio de uma espátula. 
Tabela 1 - 1º Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR) desenvolvido. 

Experimento PEO1500 

(%) 

CMC 

(%) 

GLICEROL 

(%) 

1 15 0.5 3 

2 15 1.5 9 

3 45 0.5 9 

4 45 1.5 3 

5 30 1 6 

6 15 0.5 9 

7 15 1.5 3 

8 45 0.5 3 

9 45 1.5 9 

10 30 1 6 

11 4.9 1 6 

12 55.1 1 6 

13 30 0.16 6 

14 30 1.84 6 

15 30 1 0.98 

16 30 1 11.02 

17 30 1 6 

Concentrações dos compostos em m/v. 

 

Tabela 2 - 2º Delineamento Composto Central 

Rotacional (DCCR) desenvolvido. 

Experimento PEO1500 

(%) 

CMC 

(%) 

GLICEROL 

(%) 

1 5 0.5 2 

2 5 1.5 6 

3 15 0.5 6 

4 15 1.5 2 

5 10 1 4 

6 5 0.5 6 

7 5 1.5 2 

8 15 0.5 2 

9 15 1.5 6 

10 10 1 4 

11 1.63 1 4 

12 18.37 1 4 

13 10 0.16 4 

14 10 1.84 4 

15 10 1 0.65 

16 10 1 7.35 

17 10 1 4 

Concentrações dos compostos em m/v. 

 

2.4. Análise de imagem das superfícies 

dos filmes 
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Os métodos de captura e análise de imagem 

foram empregados como descrito por Yam e 

Papadakis (2003), envolvendo o registro por 

uma câmera digital e obtenção dos dados de 

distribuição das cores por coordenadas CIELab 

no software Adobe Photoshop® CS6. No 

modelo de análise CIELab, o parâmetro “a” 

representa uma tendência de coloração 

vermelha para valores positivos e verde para 

valores negativos. A partir da determinação dos 

valores de “a” para cada filme produzido, foi 

possível estabelecer uma relação entre a 

eficiência de extração dos pigmentos e a cor 

assumida pelos filmes, diante da intensidade de 

coloração vermelha apresentada. As medidas 

foram tomadas em sete pontos aleatórios das 

superfícies dos filmes. 

 

2.5. Análises Estatísticas 

Análises estatísticas foram realizadas para 

determinar diferenças significantes entre os 

valores do parâmetro “a” estabelecidos. Os 

dados foram processados pelo software 

Statistics 7.0® com análises de variância 

realizadas pelo método ANOVA seguido pelo 

teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

 

3. Resultados e Discussão 

No primeiro planejamento experimental 

estabelecido, apresentado na Tabela 1, embora 

todos os experimentos, após secagem, tenham 

apresentado uma coloração avermelhada, 

aquele que exibiu aspecto visual e textura mais 

próximos de um filme foi o de número 11. Este 

ensaio, que representava um dos pontos axiais 

do delineamento, no entanto, utilizou a solução 

polimérica de extrato com uma concentração de 

4,9%, um valor distante daquele estabelecido 

por Fernandes (2018) como ótimo. 

Diante disso, o teste CIELab foi aplicado 

para a determinação dos parâmetros “a” de cada 

ensaio, a fim de se estabelecer a tendência de 

exibição da coloração vermelha e, a partir de 

uma comparação entre os valores encontrados, 

definir se as diferentes concentrações de 

extração nas soluções de PEO interferiam na 

intensidade da cor vermelha para cada 

experimento. A Tabela 3 apresenta os valores 

determinados para o parâmetro “a” de cada 

ensaio, tratados pelo método ANOVA seguido 

do teste de Tukey (p ≤ 0,05). 
Tabela 3 – Valores determinados para o parâmetro “a”. 

Experimento “a” 

1 47,43 ± 0,57* 

2 48,86 ± 1,37* 

3 48,57 ± 0,95* 

4 46,29 ± 0,68* 

5 48,57 ± 0,90* 

6 48,86 ± 0,77* 

7 46,28 ± 0,92* 

8 46,57 ± 0,65* 

9 48,43 ± 0,97* 

10 47,57 ± 0,84* 

11 48,57 ± 0,61* 

12 46,43 ± 0,65* 

13 46,71 ± 1,48* 

14 47,71 ± 0,75* 

15 47,29 ± 0,42* 

16 48,43 ± 0,61* 

17 47,00 ± 1,29* 
*Valores com o mesmo superescrito indicam que não 

houve diferença significativa, de acordo com o Teste de 

Tukey. 

As análises estatísticas mostraram que as 

características inerentes a cada experimento 

não influenciam de forma significativa nos 

valores dos parâmetros “a” determinados. A 

homogeneidade revelada pelo teste de Tukey 

para os experimentos realizados corrobora essa 

evidência. Assim, a solução polimérica de 

extrato, reagente que exerce maior influência na 

coloração final, apresenta uma forte tendência a 

exibir a coloração vermelha, mesmo em 

concentrações de extração mais baixas. 

Considerando-se os resultados obtidos a 

partir do primeiro planejamento experimental, 

um segundo delineamento, apresentado na 

Tabela 2, foi realizado. Neste, as soluções de 

extrato foram preparadas com concentrações 

mais baixas de PEO, a fim de favorecer a 

formação dos filmes, visto que em um primeiro 

momento, o experimento que apresentou 

características visíveis e materiais mais 

próximas de um filme foi aquele com menor 

concentração de PEO. As concentrações de 
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glicerol também foram alteradas para uma 

melhor adequação aos novos experimentos.  

Novamente, o teste CIELab foi aplicado e 

uma análise estatística realizada. Nesse caso, o 

teste de Tukey indicou que houve diferenças 

significativas (p < 0,05) entre os valores de “a” 

estabelecidos para alguns experimentos, como 

se pode inferir pela Figura 1. 

 
Figura 1 – Análise de diferenças significativas entre os 

experimentos pelo teste de Tukey.  

Embora os experimentos 4, 5, 6, 8 e 15 

tenham apresentado maior discrepância de 

valores de “a”, quando comparados aos demais, 

eles não apresentaram formação de filmes. Já os 

experimentos 2, 7 e 11, que não apresentaram 

diferenças significativas com os demais, de 

acordo com as análises estatísticas realizadas, 

exibiram boas características de formação de 

filmes, assim como boa intensidade de 

coloração vermelha, indicando potencial uso 

enquanto sensor colorimétrico para embalagens 

inteligentes. 

5. Conclusões 

As soluções poliméricas incorporadas com o 

pigmento antocianina não demonstraram 

discrepância de coloração avermelhada, 

independente das concentrações de PEO 1500 

utilizadas. Diante da eficiência de extração 

observada para todas as concentrações testadas, 

através da análise colorimétrica, experimentos 

envolvendo concentrações poliméricas mais 

baixas, goma carboximetilcelulose e glicerol 

foram capazes de gerar filmes apresentando 

características aparentemente adequadas de 

estrutura e coloração, com potencial para 

atuação como sensor colorimétrico em 

embalagens inteligentes. Uma vez que as 

antocianinas interagem bem com as moléculas 

liberadas na decomposição da carne suína, 

testes futuros poderão indicar a atuação desses 

filmes na detecção do estado de conservação 

desse alimento. 

 

5. Referências Bibliográficas 

DAVE, D.; GHALY, A. E. Meat spoilage 

mechanisms and preservation techniques: a 

critical review. American Journal of 

Agricultural and Biological Sciences, v. 6, p. 

486-510, 2011. 

FERNANDES, T. S. Otimização da 

Extração de Antocianinas do Resíduo de 

Arroz Negro Utilizando Soluções Aquosas de 

Polímero. Dissertação (Mestrado em 

Engenharia Ambiental) – Universidade Federal 

de Ouro Preto. Ouro Preto, p. 62, 2018. 

KANG, J.; KIM, S.; KWON, Y. Antibody-

based biosensors for environmental monitoring. 

Toxicology Environment Health Science, v. 

1, p. 145-150, 2009. 

MAHALIK, N. P. Processing and packaging 

automation systems: A review. Sensing and 

Instrumentation for Food Quality and 

Safety, v. 3, p. 12-25, 2009. 

PARK, Y. et al. Application of biosensors in 

smart packaging. Molecular and Cellular 

Toxicology, v. 11, p. 277-285, 2015. 

TOLDRÁ, F. Meat Biotechnology. 1. ed. 

Valencia: Springer, 2008. 

XIAO-WEI, H. et al. Determination of pork 

spoilage by colorimetric gas sensor array based 

on natural pigments. Journal of Food 

Chemistry, v. 145, p. 549-554, 2014. 

YAM, K. L.; PAPADAKIS, S. E. A simple 

digital imaging method for measuring and 

analyzing color of food surfaces. Journal of 

Food Engineering, v. 61, p. 137-142, 2004. 

mailto:simbio@ufsj.edu.br


 

 

II SIMPÓSIO DE ENGENHARIA DE 

BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA 
 

11 a 13 de setembro de 2019 
Ouro Branco, Minas Gerais, Brasil 

 

 

 

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ – Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000  

Ouro Branco – MG | simbio@ufsj.edu.br 

DESENVOLVIMENTO DE REVESTIMENTOS DE QUITOSANA PARA A 
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1. Introdução 

O pêssego se difundiu rapidamente pelo 

mundo e seu cultivo adaptou-se a uma grande 

variedade de situações climáticas. Os países  

maiores produtores de pêssego são China, 

seguido pela Espanha, Itália, Grécia e Estados 

Unidos (WORLD ATLAS, 2019). 

A produção brasileira, que está presente há 

mais de 470 anos, encontrou nos Estados do 

Sul as melhores condições para a expansão 

(PÊSSEGO, 2008). Segundo o IBGE (2015), 

os principais estados produtores são: Rio 

Grande do Sul (59,6%), São Paulo (16,6%), 

Santa Catarina (10%), Minas Gerais (8,7%) e 

Paraná (4,9%).  

O pêssego possui apenas uma safra por 

ano, com oferta nos meses de setembro a 

fevereiro e a produção é insuficiente para 

atender a demanda interna de consumo 

(MEDEIROS; RASEIRA, 1998). Sua fruta é 

delicada e exige a necessidade de mão-de-obra 

nas confecções do pomar e no processamento. 

Cada hectare de pessegueiro ocupa 

diretamente de uma a duas pessoas, durante 

todo o ciclo produtivo, nesse sentido, somente 

a produção primária gera 30 mil empregos 

diretos, além de mais de 50 mil para toda a 

cadeia produtiva. Nas indústrias que fabricam 

doces, geleias e pêssego seco, são empregados, 

de forma sazonal em torno de 2 mil pessoas 

(MADAIL, 2003). 

Das plantas frutíferas cultivadas, o 

pessegueiro se destaca por ter as frutas mais 

sensíveis ao manuseio, transporte e 

armazenamento, devido principalmente a 

características, como: a elevada desidratação, 

perda de firmeza da polpa e a incidência de 

fungos de armazenamento (SASAKI, 2009). 

Por isto, a colheita dos frutos é realizada no 

início da maturação, com objetivo de 

prolongar o período de armazenamento. Em 

consequência, a qualidade sensorial dos frutos 

é baixa quando estas amadurecem e a 

susceptibilidade a distúrbios fisiológicos e 

danos mecânicos aumenta (ROMBALDI et al., 

2002; FERRER et al., 2005).  

Nesse contexto, surge a necessidade de 

utilizar novas tecnologias com o objetivo de 

prolongar a vida útil desses frutos.  

A quitosana é um dos polímeros mais 

cotados para essa aplicação, uma vez que ela é 

atóxica, biodegradável, apresenta capacidade 

de formar um recobrimento semipermeável, 

possui atividade antimicrobiana (LUVIELMO; 

LAMAS, 2012) e prolonga a vida pós-colheita, 

minimizando a taxa de respiração e reduzindo 

a perda d’água de frutos. Sua aplicação 

também justifica-se pelo baixo custo de 

produção, a qual é produzida a partir dos 

descartes do processamento de crustáceos. 

Portanto, o objetivo do trabalho foi monitorar 

pêssegos cv. ‘Ouro Asteca’ pós-colheita 

tratados com quitosana (1%) quanto aos 

parâmetros perda de massa, coloração e 

firmeza da polpa em condições ambientes e 
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comparar com os resultados de pêssegos não 

tratados (controle). 

 

2. Material e Métodos 
Os reagentes utilizados sãodo Laboratório 

de Processos Químicos do Programa de Pós-

Graduação em Tecnologias da Universidade 

Federal de São João Del Rei, Campus Alto 

Paraopeba e apresentam grau analítico. A 

quitosana utilizada foi adquirida da Primex e 

foi diluída a 1% (m/v) em uma solução de 

ácido acético 1% (v/v) sob agitação a 25°C 

(Agitador magnético DT3120H, DiagTech) e 

deixada por 24 horas para a completa 

solubilização. Um total de 150 pêssegos foram 

lavados em água corrente, imersos em solução 

de hipoclorito de sódio 1% (v/v) por 5 minutos 

para desinfecção e lavados novamente com 

água e 75 frutos tratados foram imersos na 

solução de quitosana e os outros 75 frutos 

foram o tratamento controle (sem quitosana).  

Para a análise de coloração, os frutos foram 

fotografados com uma câmera fotográfica 

(Smarthphone Iphone SE)durante os dias de 

análise. Assim, foi determinado a coloração da 

cascacom o auxílio do programa Adobe 

Photoshop TM. No sistema CIELAB foram 

obtidos os valores do componente vermelho-

verde a* (YAM; PAPADAKIS, 2004), o qual 

permite avaliar a mudança de coloração do 

fruto durante o amadurecimento. 

A massa dos frutos foi obtida utilizando 

uma balança analítica (Balança analítica 

ED2245, Sartorius) e os resultados foram 

expressos em porcentagem. A firmeza foi 

determinada com o auxílio de um 

dinamômetro digital (Dinamômetro digital 

DD-2000, Instrutherm) e expressos em 

Newton. 

Os sólidos solúveis, a acidez titulável e o 

pH de cada amostra foram determinados a 

partir de um filtrado obtido pela 

homogeneização de 10 g de polpa de pêssego 

em 100 mL de água com o auxílio de um 

mixer (Mixer inox, Britânia) e filtrado em 

papel filtro. 

Os sólidos solúveis foram obtidos a partir 

da adição de 2 gotas do filtrado em um 

refratômetro portátil (Refratômetro portátil 

RTA-50, Instrutherm). O pH foi determinado 

utilizando um pHmetro (pHmetro de bancada 

digital DM-22, Digimed). A acidez titulável 

foi encontrada a partir de uma titulação de100 

mL do filtrado com NaOH 0,1 M até o ponto 

de viragem de cor (fenolftaleína), sendo 

expressa em termos da porcentagem de ácido 

málico de acordo com Brasil (1986) com 

adaptações. 

Todos os parâmetros foram analisados por 

meio de análise de variância a 5% de 

probabilidade utilizando os testes de Fisher e 

de média de Tukey. O resultado de cada 

tratamento resultou da média de três 

repetições. Os valores de F de Fisher e as 

diferenças de médias (p0,05) avaliadas pelo 

teste de Tukey foram calculados usando-se o 

software Origin. 

 

3. Resultados e Discussão 

A perda de massa foi crescente e linear 

durante os dias de análises, como mostrado na 

figura 1. Após 10 dias de armazenamento, a 

perda de massa dos frutos tratados com 

quitosana foi de 41,28% ± 2,42% e a perda de 

massa do controle de 26,07% ± 4,31%. 

A quitosana possui habilidade de 

modificar a atmosfera interna e diminuir as 

perdas por transpiração e desidratação dos 

frutos como relatado por ElGhaouth al. (1991). 

Porém, ao contrário do que se esperava, ela 

não teve efeito protetor contra a perda de 

massa dos pêssegos cv.‘Ouro Asteca’. Os 

frutos tratados apresentaram a maior perda de 

massa, mostrando sinais visíveis de 

desidratação e comprometendo o aspecto 

externo do fruto. 

É possível observar injúrias na casca dos 

frutos tratados em todos os dias deanálises. Já 

nos frutos controle pode ser observado frutos 

com coloração mais verdes no dia 0 e frutos 

com coloração amarelada no dia 10, de acordo 

com o esperado. Além disso, os valores de 

luminosidade (L) foram maiores nos pêssegos 
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controle do que nos pêssegos tratados em 

todos os dias analisados, representando que a 

casca dos tratados estavam mais escuras do 

que a casca dos frutos. 

 

 
Figura 1: Perda de massa (%) nos pêssegos cv. ‘Ouro 

Asteca’ tratados e controles durante 10 dias.  
 

A Figura 2 apresenta a evolução do 

amadurecimento dos pêssegos durante o 

período analisado. 

 
Figura 2: Evolução do amadurecimento dos pêssegos 

cv. ‘Ouro Asteca’ controle e tratados. 

 

Na figura 3, observa-se a relação entre a 

firmeza (N) dos frutos tratados e controle em 

função do tempo de armazenamento e os 

frutos controle apresentaram firmeza (N) de 

acordo com o esperado.As médias de firmeza 

realizadas para os frutos tratados apresentaram 

valores inferiores aos frutos controle durante 

os dias de armazenamento, comportamento 

contrário ao esperado.Esse efeito pode ser 

explicado pela maior perda de massa dos 

frutos tratados com quitosanacomparados ao 

controleno presente trabalho e menor turgidez 

refletindo na firmeza da polpa. Bron et al. 

(2002) também observaram acentuada queda 

da firmeza em pêssegos cv. “Dourado-

2”tratados com quitosana a 1%.  

 

 
Figura 3: Firmeza (N) dos frutos cv. ‘Ouro Asteca’ 

controle e tratados durante o tempo. 

Os teores de SST dos frutos tratados e 

controle não variaram significativamente 

durante o período de armazenamento, 

apresentando valores na faixa de 10º Brix, de 

acordo com Marodin (2008), que afirma que a 

cultivar “Ouro Asteca” possui 10,6º Brix.A 

acidez titulável dos pêssegostambém não 

apresentou diferenças significativas durante o 

período de armazenamento ea relação sólidos 

solúveis/acidez apresentou valor menor que 

25, sugeridos por DeshpandeeSalunkle (1964) 

para os pêssegos com ótima maturidade para 

consumo. Já para o pH , os valores 

encontrados variaram de 3,54 a 3,82 para os 

frutos controle e de 3,57 a 4,04 para os 

tratados, estando de acordo com Teixeira 

(1979), que afirma que o pH em pêssegos 

varia de 3,2 a 4,7. 

 

4. Considerações Finais  
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O revestimento de quitosana provocou 

reação adversa e não aumentou a vida útil dos 

pêssegos cv. ‘Ouro Asteca’, havendo uma 

grande perda de massa e firmeza da polpa dos 

frutos e sinais visíveis de desidratação e 

ocorrência de podridão-parda. Pode-se 

concluir que apenas a higienização dos frutos 

com hipoclorito de sódio, prolongou a vida útil 

dos pêssegos em até de 10 dias e esse 

tratamento já seja suficiente para aumentar a 

vida útil de pêssegos. 
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1. Introdução 

O Brasil é o maior produtor de goiaba 

vermelha no mundo, porém a taxa de 

exportação do fruto “in natura” é inexpressiva 

pelo fruto possuir alta perecibilidade, 

necessidade de um rigoroso tratamento 

fitossanitário, um acondicionamento adequado 

e utilização do transporte aéreo para a 

distribuição internacional, onerando o valor da 

goiaba (FERRAZ, 2010; SEBRAE, 2016). 

As embalagens nanotecnológicas surgem 

como uma alternativa promissora de aumentar 

a vida útil dos frutos (SIEGRIST et al., 2008). 

Uma das nanoestruturas que podem ser 

incorporadas nas embalagens é a quitosana por 

ser um biopolímero atóxico, biodegradável, 

capaz de formar filme, possuir atividade 

antimicrobiana, além de ser um biopolímero 

reconhecido como seguro pelo GRAS 

(Generally Recognized as safe) (AZEREDO, 

2013). 

Dessa forma, o objetivo desse trabalho é 

produzir filmes de goma tara com 

nanoestruturas de quitosana para futura 

aplicação na conservação da goiaba pós 

colheita. 

2. Materiais e métodos 

2.1.1. Quitosana 

    A quitosana foi cedida pela empresa 

PRIMEX, lote TM3425, viscosidade 463cP, 

grau de acetilação 8% e massa molar 

viscosimétrica 74.865, 25 g.mol-1. 

2.1.2.  Obtenção da nanoestrutura 

   A nanoestrutura de quitosana (NQ) foi obtida 

de acordo com Calvo et al (1997) e Vimal et al 

(2012) com algumas modificações. Uma 

solução de 25,0 mL com concentração de 1,5 

mg·mL-1 de quitosana foi dissolvida em ácido 

acético 2,5 mg.mL-1 sob agitação 500 rpm a 

25ºC por 24h. Então, 6,0 mL de uma solução de 

2,0 mg.mL-1 de tripolifosfato de sódio foi 

gotejada com uma pipeta de 1,00 mL, em uma 

vazão de 1,00 mL.min-1, em 21,00 mL de 

solução de quitosana sob agitação 2500 rpm a 

25ºC. Após a formação da nanoestrutura, a 

solução foi armazenada a 4ºC.  

2.1. Obtenção de filmes de goma tara 

com nanoestruturas incorporadas 

   Suspensões de nanopartículas nas 

concentrações de 0, 1, 3 e 5% m/m foram 

adicionadas em soluções de goma tara a 1,0% 

m/v. A solução de goma foi preparada a 25ºC 

sob agitação por 2h. Glicerol a 20,0% m/v e 

ácido acético na concentração final de 0,42 % 

v/v foram adicionados. As soluções foram 

colocadas em um banho ultrassônico. Após o 

banho ultrassônico, 90,0 mL de solução foi 

vertida em um vidro (15 x 20 cm) e seco a 40º 

C por 24h. O filme obtido foi armazenado a 

53% de umidade relativa a 25ºC por 5 dias na 

BOD. 

E-mail: chsrc22@gmail.com; lelepersilva@gmail.com 

Ana,. 
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2.1.1. Espessura do filme 

   Dez pontos diferentes e aleatórios da 

espessura do filme foram medidos com 

micrômetro (Mitutoyo Mfg. Co. Ltda., 

Kawasakishi, Kanagawa, Japão). Após essas 

medições foram calculadas as médias dos 

resultados obtidos. 

2.1.2. Gramatura 

     Os filmes foram cortados em quadrados de 2 

x 2 cm e pesados em uma balança analítica 

(Balança Analítica AY 220, Shimadzu 

Corporation). As massas obtidas foram 

divididas pela área e, assim, obteve-se a 

gramatura g x m-2 e o resultado em triplicata. 

2.1.3. Teste de teor de umidade 

      Os filmes cortados em 2,0 x 2,0cm, 

triplicata, foram pesados na balança analítica, 

secos a 100ºC na estufa (Estufa Bacteriológica 

Solab Científica) por 24h e pesados novamente. 

Calculou-se o teor de umidade a partir da massa 

final e a massa inicial em porcentagem.  

2.1.4. Teste de solubilidade 

   Os filmes cortados em 2,0 x 2,0cm, triplicata, 

foram pesados na balança analítica e 

mergulhados em 30,0 mL de água destilada sob 

agitação por 24h. Depois das 24h foram secos a 

60ºC na estufa e novamente pesados. A 

solubilidade foi obtida a partir da massa inicial 

e a final do filme em porcentagem. 

2.1.5. Permeabilidade ao vapor de 

água 

   Os filmes foram cortados 4,0 x 4,0 cm, 

pesados na balança analítica juntamente com 

10,0000 g de sílica gel azul, colocadas dentro 

dos frascos, sendo fechadas pelos filmes 

cortados. Dentro de um dessecador foram 

colocados os frascos e 200,0 mL de uma 

solução de salina de cloreto de sódio a 10% 

(m/v). Todos os parâmetros (umidade e 

temperatura) foram controlados a partir de um 

higrômetro e o dessecador ficou dentro da BOD 

a 25ºC e 77% de umidade. Os frascos foram 

pesados de manhã, a tarde e à noite até que as 

massas se estabilizassem. 

2.2. Análise estatística 

      Os resultados foram analisados pelo teste de 

Tukey no software Statistica versão 10.0 com 

5% de significância.  

3. Resultados e discussão 

3.1. Análises dos filmes de goma tara 

incorporados ou não com NQ 

3.1.1. Espessura e Gramatura 

   Os resultados de espessura e gramatura da 

caracterização do filme de GT incorporado com 

NQ foram apresentados na Tabela 1. 

Tabela 1- Valores de espessura e gramatura para filmes 

com diferentes concentrações de NQ 

Filme Espessura (μm) Gramatura (g x 

m-2) 

 

Controle 

 

1% de NQ                        

 

3% de NQ 

 

5% de NQ 

49,579 ± 0,004a 

 

49,233 ± 0,001a 

 

43,400 ± 0,004b 

 

47,200 ± 0,001a 

84,208 ±12,034c 

 

45,000 ± 5,680a 

 

49,333 ± 2,039a 

 

37,148 ± 4,298b 

 

a-c Médias na mesma coluna com diferentes sobrescritos 

diferem significativamente a p≤0,05 de acordo com o 

teste de Tukey. 

    Os valores de espessura obtidos nos 

experimentos foram de 43,400 a 49,579 µm. 

Houve diferença significativa no filme com 3% 

de nanoestrutura de quitosana. O com 

tratamento de 3% diminuiu a espessura 

sugerindo o preenchimento com as NQ dos 

poros existentes no filme causando a 

compactação da estrutura do filme. Já o 

aumento da espessura do filme que ocorreu com 

a concentração de 5% de NQ, justifica-se, 

possivelmente, pelos poros da matriz já terem 

sido preenchidos e, dessa maneira, ocorreu um 

acúmulo de NQ na superfície.  

   A adição de nanoestruturas de quitosana 

fizeram com que os valores de gramatura 

diminuíssem, indicando que ao adicionar 

nanoestruturas ao filme elas modificaram a 

estrutura do polímero, criando um aumento do 

diâmetro da malha e, consequentemente, 

aumentando a área e devido a isso, houve um 

decréscimo da gramatura.  
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3.1.2. Teor de umidade e 

Solubilidade 

    Os resultados obtidos de solubilidade e teor 

de umidade são mostrados na Tabela 2. 

Tabela 2- Valores de solubilidade e teor de umidade de 

diferentes filmes com diferentes concentrações de 

nanoestrutura de quitosana. 

Filme Solubilidade  

(%) 

Umidade  

(%) 

 

Controle 

 

1% de NQ                        

 

3% de NQ 

 

5% de NQ 

92,049 ± 2,499a 

 

90,332 ± 2,855a 

 

91,005 ± 1,336ª 

 

86,574 ± 6,319 a 

35,405 ± 6,659a 

 

21,022 ±1,096b 

 

16,321 ±3,951b  

 

16,916 ±3,906b 

 

a-b Médias na mesma coluna com diferentes sobrescritos 

diferem significativamente a p≤0,05 de acordo com o 

teste de Tukey. 

 

   O teor de umidade variou de 16,321 a 

35,405% e houve diferença significativa entre 

os filmes tratados e o controle. Pode-se concluir 

que o teor de umidade diminui conforme o 

aumento da concentração de nanoestrutura, 

indicando que as nanoestruturas de quitosana 

compactam a matriz do filme. 

   As moléculas do polímero possuem 

preferência em ligar nas moléculas de NQ do 

que nas moléculas de água. Antoniou et al. 

(2015), obteve resultado em que a umidade 

diminuiu ao adicionar NQ em concentrações de 

5, 10 e 15% em filmes de goma tara variando os 

valores de 11,26 a 14,50%. 

  Os valores de porcentagem da solubilidade 

variaram de 86,574 a 92,591%, demonstrando 

que os filmes são solúveis em água.  

 

3.1.3. Permeabilidade ao vapor de 

água 
   Os resultados de permeabilidade ao vapor de 

água e a taxa de permeabilidade ao vapor de 

água se encontram na Tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

 
Tabela 3- Valores de permeabilidade ao vapor de água e 

a taxa de permeabilidade ao vapor de água de diferentes 

filmes com diferentes concentrações de nanoestrutura de 

quitosana. 

Filme Permeabilidade 

ao vapor d’água 

(g x mm x m-2 x 

dia-1 x mmHg-1) 

Taxa da 

permeabilidade 

ao vapor de 

água (g x m-2 x 

dia-1) 

 

Controle 

 

1% de NQ                        

 

3% de NQ 

 

5% de NQ 

145,764±12,627ab 

 

128,076 ±12,416a 

 

169,888 ± 7,016bc  

 

181,895 ±13,692c 

71,917±1,00a 

 

62,938±5,65a  

 

96,167±4,35b 

 

94,375±5,32b 

 

a-b Médias na mesma coluna com diferentes sobrescritos 

diferem significativamente a p≤0,05 de acordo com o 

teste de Tukey. 

   Os valores da permeabilidade ao vapor 

d’água e da taxa de permeabilidade ao vapor 

d’água (TPVA) que variaram de 128,0759 a 

181,8953g x mm x m-2 x dia-1 x mmHg -1 e 

62,9375 a 96,1667g x m2 x dia-1, 

respectivamente. Os filmes com adição de 1% 

de NQ houve redução da PVA em comparação 

aos outros tratamentos e pode ser justificado 

devido ao preenchimento dos poros da matriz 

pela NQ e, assim, dificultando a passagem de 

molécula de água pelo filme. Segundo, Chang 

et al. (2010), ao adicionar nanoestruturas, as 

moléculas de água encontram dificuldades em 

passar pela matriz polimérica, e assim, aumenta 

o caminho tortuoso do vapor de água para 

percorrer. A transferência de vapor de água 

geralmente ocorre através da porção hidrofílica 

do filme, dessa maneira, a TPVA depende da 

relação de componentes hidrofílicos-

hidrofóbicos dos filmes (GARCIA; 

MARTINO; ZARITZKY, 2000). Observou-se 

que a adição de NQ diminuiu a TPVA, porém o 

filme com 1% de NQ não obteve diferença 

significativa com o controle.  

4. Conclusão 

   Foi possível obter filmes de goma tara com 

nanoestruturas de quitosana incorporadas que 

apresentaram propriedades diferentes do filme 
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sem adição de nanoestruturas. Diferenças essas 

nas propriedades de resistência e de barreira do 

filme, compactação da matriz do filme, 

tornando-o menos úmido, ou ainda alterando a 

passagem de água pelo filme. Com isso, os 

filmes com nanoestrutura de quitosana 

apresentaram-se promissores para aplicações 

futuras em frutos pós colheita. 
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1. Introdução  

As microalgas são utilizadas em diversas 

aplicações humanas por serem altamente 

adaptáveis à condições físico-químicas dife-

rentes e requerem menos água do que outras 

culturas (TANDON; JIN, 2017). 

Ademais, podem ser obtidos também bio-

combustíveis de alto valor agregado como bi-

odiesel, etanol e metano. Uma das grandes 

vantagens do cultivo de microalgas é a capaci-

dade de ocupar uma área inferior a outros cul-

tivos tradicionais (CHISTI, 2008).  

Verificou-se que para cultivar microalgas 

em larga escala é necessário modelar o cresci-

mento, de modo a controlar a composição do 

meio de cultura, especificamente fontes de car-

bono, nitrogênio e fósforo, além de manter o 

pH e a temperatura com baixas oscilações. 

Diversos modelos matemáticos têm sido 

propostos na literatura, com destaque para o 

trabalho de CONCAS et al. (2012), que anali-

sou o processo em um reator semi-batelada ali-

mentado com CO2 puro (100% v/v).  

STRAKA e RITTMANNA (2018) avalia-

ram o desenvolvimento de microalgas em fun-

ção da luminosidade, visto que uma alta inten-

sidade luminosa leva a altas taxas de multipli-

cação das células, em contrapartida isso pode 

ocasionar um fotoenvelhecimento com um de-

clínio temporário na curva de crescimento. Por 

fim, foi observando que a incidência de luz no 

reator decai com o aumento da biomassa.  

Nesse cenário, o presente trabalho consiste 

no desenvolvimento de um modelo matemá-

tico simples e robusto para o crescimento da-
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 microalga Chlorella vulgaris em fotobiorrea-

tor operando semi-batelada, com injeção con-

tínua de CO2 puro, 100% v/v. 

 

2. Material e Métodos 

A modelagem adotada considera o volume 

de controle um fotobiorreator representado 

pela Figura 1. 

As considerações do modelo são reator ope-

rando em semi-batelada, injeção de gás é con-

tínuo com CO2 puro, 100% v/v, pressão e tem-

peratura constantes, gás comporta-se como 

ideal, interface gás-líquido não oferece resis-

tência à transferência de massa, não há resis-

tência à transferência na fase gasosa, não há 

gradiente de concentração, devido a agitação 

do meio de cultura pelo impelidor. 

 

 
Figura 1- Representação esquemática do fotobiorretor 

usado para cultivo da microalga Chlorella vulgaris 

 

As dimensões do fotobiorreator represen-

tado pela Figura 1, são 5 cm de diâmetro, 25 

cm de altura, portanto uma capacidade de 1,5 

L. É assumido que o mesmo foi preenchido 

com 1,0 L de meio de cultura, mantido a tem-

peratura de 25°C. 

 

2.1. Balanço de Massa 

A análise considera o meio de cultura como 

volume de controle e aplica a Primeira Lei de 

Conservação de Massa. Substituindo o compo-

nente A pelo carbono e oxigênio e com as ma-

nipulações matemáticas necessárias, tem-se as 

Equações 1 e 2. 

 
𝑑[𝐶𝑡𝑜𝑡,𝑙]

𝑑𝑡
=

𝑉𝑅

𝑉𝑙

𝑘𝑙,𝐶𝑂2
𝑎𝑣(𝐻𝐸,𝐶𝑂2

[𝐶𝑂2,𝑔]

− [𝐶𝑂2,𝑙]) − 𝑌𝐶,𝑡𝑜𝑡𝜇𝑥[𝑋] 

 

(1) 

 
𝑑[𝑂2,𝑙]

𝑑𝑡
=

𝑉𝑅

𝑉𝑙

𝑘𝑙,𝑂2

0 𝑎𝑣(𝐻𝐸,𝑂2
[𝑂2, 𝑔] − [𝑂2,𝑙])

+ 𝑌𝐶,𝑇𝑜𝑡𝜇𝑥[𝑋] 
 

(2) 

 

Em que [𝐶𝑡𝑜𝑡,𝑙] = [𝐶𝑡𝑜𝑡,𝑙
0 ]  e [𝑂2,𝑙]  = [𝑂2,𝑙

0 ] 

para t=0. Onde 𝐶 concentração, 𝑉 volume, 𝑎𝑣 

é a área interfacial de transferência de massa 

gás-líquido, 𝐻𝐸,𝑗 é a constante de Henry para 

equilíbrio gás-líquido, 𝑘  é o coeficiente de 

transferência de massa gás-líquido, 𝑌𝑗 coefici-

ente de remoção do componente j ou seja con-

versão de substrato em biomassa ou metabóli-

cos, 𝜇𝑥 é a taxa específica de crescimento da 

microalga, 𝑋 concentração de microalgas. As-

sim, t=0, a fase gasosa é constituída por oxigê-

nio a 1 atm e 25°C em uma concentração 8,6 

mol m-3, de acordo com a Lei dos Gases Ideais.  

Para os demais componentes do meio de 

cultura, não há transferência de massa entre as  

fases, dessa forma, o balanço de massa para 

nutriente genérico w se restringe apenas ao 

consumo. 

 
𝑑[𝑤𝑡𝑜𝑡,𝑙]

𝑑𝑡
=  −𝑌𝐶,𝑇𝑜𝑡𝜇𝑥[𝑋] 

 

 

(3) 

As condições inicias para os nutrientes são 

[𝑤𝑡𝑜𝑡,𝑙]=[𝑤𝑡𝑜𝑡,𝑙
0 ]onde w= N, P, S, Cl, Mg, Ca, 

Na e K. 
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 2.2. Concentração de Biomassa 

O modelo de Monod é uma descrição clás-

sica e amplamente empregada para representar 

a velocidade de crescimento das microalgas. 

Várias alterações foram realizadas a fim de 

se considerar a influência de múltiplos nutrien-

tes limitantes e outros fatores significativos 

para o crescimento como luminosidade e pH. 

GRIMA et al. (1994) contemplou em sua 

adaptação a influência da luminosidade, avali-

ando a distribuição heterogênea da luz no inte-

rior do biorreator e o decaimento da incidência 

de fótons com o aumento de biomassa. MAYO 

(1997) avaliou a interferência do pH e da tem-

peratura, simultaneamente, na taxa de cresci-

mento da microalga Chlorella vulgaris em 

uma ampla faixa de variação. Dessa forma, o 

modelo adotado nesse trabalho para o parâme-

tro cinético de crescimento é descrito pela 

Equação 4. 

 

𝜇𝑥 = 𝜇0(𝑝𝐻)
𝐼𝑎𝑣

𝑛

𝐼𝐾
𝑛 + 𝐼𝑎𝑣

𝑛
∏

[𝑊𝑡𝑜𝑡,𝑙]

𝜆𝑤,𝑆 + [𝑊𝑡𝑜𝑡,𝑙]

𝑁𝑆

𝑤=1

 
  

(4) 

Onde 𝜇
0
(𝑝𝐻) é a taxa específica de cresci-

mento dependente do pH, 𝐼𝑎𝑣
𝑛  é radiação solar 

média no meio de cultivo microalgal, 𝐼𝐾
𝑛 é o pa-

râmetro de afinidade da microalga com a radi-

ação solar e 𝜆𝑤,𝑆  é a constante de meia satura-

ção para o nutriente  w. 

 

3. Resultados e Discussão 

Adotando as análises necessárias e conside-

rações presente, neste estudo foi efetuada bus-

cas na literatura, a fim de obter valores para os 

parâmetros este são exibidos na Tabela 1. 

 
Tabela 1 - Condições iniciais do meio de cultura 

Parâmetro Concentração (mol m-3) 

Biomassa (X0) 1,31×10-3 

Carbono (C0) 

Nitrogênio (N0) 

11,90 

24,73 

Fósforo (P0) 3,16 

Enxofre (S0) 2,19 

Cloro (Cl0) 

Magnésio (Mg0) 

Cálcio (Ca0) 

Sódio (Na0) 

Potássio (K0) 

15,21 

1,01 

0,27 

13,81 

28,40 

 

A simulação numérica do modelo foi reali-

zada no software Scilab®, por meio da solução 

de um sistema de equações diferenciais ordiná-

rias, utilizando o método de Runge-Kutta de 

quarta ordem para um problema de valor ini-

cial, com auxílio da interface de vários soluci-

onadores, em particular ODEPACK, aplicando 

também uma abordagem híbrida do método de 

powell para resolução de uma equação não li-

near por meio da função fsolve, disponíveis na 

biblioteca do programa.  

   O crescimento da microalga determinado 

pelo modelo, exibido pela Figura 2. 

A análise da Figura 2 permite identificar a 

fase exponencial no intervalo de tempo de 0 a 

380 horas, seguida da desaceleração do cresci-

mento, entre 380 e 720 horas, e por fim a fase 

estacionária. O modelo de Monod, não con-

templa fase lag, ou seja, aquela em que os mi-

crorganismos estão adaptando-se as condições 

do meio e dessa forma, o crescimento é suave 

(MERCHUCK; ASENJO, 1994). Por isso, a 

simulação já tem início na fase exponencial. 

 

 
Figura 2 - Crescimento de microalgas em função do 

tempo considerando C0 = 11,90 mol m-3, N0 = 24,73 mol 

m-3 e P0 = 3,67 mol m-3 

 

A partir do modelo foi observado que a as-

similação de nitrogênio e fósforo, foram de 
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 41,32% v/v e 22,27% v/v, respectivamente, as-

sim o nitrogênio tem uma assimilação maior, 

visto que o coeficiente de meia saturação e re-

moção são menores para o fósforo.  

SUTHAR et al. (2018) ao analisar as condi-

ções ótimas para crescimento da microalga 

Chlorella vulgaris observou que em concen-

trações superiores a 200 mg L−1 que a capaci-

dade de absorção pelas células é reduzida em 

50%, assim como há um decaimento na densi-

dade de biomassa no meio.  As absorções para 

os demais nutrientes foram baixas, sendo a 

maior para o cálcio com cerca de 28,37% v/v e 

menor para o cloro de 0,13% v/v, o que era es-

perado já que as células necessitam de menores 

quantidades para realizar suas atividades meta-

bólicas (HISS, 2013). 

Para concentrações superiores àquelas ado-

tadas na Tabela 1, o comportamento das curvas 

de crescimento de microalgas em função do 

tempo, variando as concentrações dos compos-

tos é equivalente. Esse cenário é justificado 

pela constante de meia saturação, cujo valor re-

presenta a metade da velocidade no instante 

em que a concentração de substrato é máxima. 

Logo esse valor foi estabelecido para a concen-

tração de C0 = 11.90 mol m−3, N0 = 24.73 mol 

m−3 e P0 = 3.67 mol m−3. Com o aumento da 

concentração desses componentes no meio, 

não haverá um acréscimo na taxa específica de 

crescimento e consequentemente, 𝜇𝑥 será igua-

lado a 𝜇𝑚𝑎𝑥.  O modelo é limitado por não con-

siderar a inibição do crescimento pela alta con-

centração de nutrientes, pois meios de cultura 

com elevadas quantidades de nitrato provocam 

um estresse metabólico na célula, reduzindo o 

crescimento da biomassa (SUTHAR et al., 

2018). 

 

4. Conclusão 

A biomassa máxima encontrada no modelo 

para cultivo de microalga no fotobiorreator foi 

de 0,28 g L-1, considerando o fotoperíodo de 

12 horas e agitação contínua. Os resultados e 

gráficos obtidos mostraram-se condizentes 

com as análises experimentais desenvolvidas 

por outros autores sendo um bom indício de 

que o modelo desenvolvido é capaz de descre-

ver quantitativamente o efeito das variáveis 

analisadas no crescimento da microalga. 
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1. Introdução 

Os fungos da podridão branca produzem 

uma gama de enzimas capazes de mineralizar a 

lignina. Pleurotus ostreatus, Phanerochaete 

chrysosporium, Trametes versicolor, 

Ganoderma lucidum e Ceriporiopsis 

subvermispora são algumas espécies deste 

grupo. C.subvermispora pertence a família 

Polyporaceae, sendo encontrado em regiões 

temperadas, como sul do Canadá, norte da 

América do Norte e Europa Central [1].  

O sistema enzimático dos fungos da 

degradação branca é constituído por enzimas 

extacelulares, as oxidorredutases. Estas 

enzimas atuam especificamente sobre a 

estrutura complexa e variável da lignina, e de 

forma inespecífica sobre xenobióticos 

aromáticos, como corantes, herbicidas e alguns 

fármacos [2]. 

Lacase (Lac), manganês peroxidase (MnP), 

lignina peroxidase (LiP) e a peroxidase versátil 

(Pv) são as principais enzimas lignolíticas 

produzidas pelo C. subvermispora [3]. Destas 

manganês peroxidase e lacase são 

extensivamente estudadas [4-6].  

Manganês peroxidases (E.C. 1.11.1.13) são 

proteínas extracelulares, glicosiladas, massa 

molar de 45 a 47 kDa e possuem grupo 

prostético heme [7]. A MnP oxida Mn2+ a Mn3+, 

o Mn3+ é altamente reativo, e oxida estruturas 

fenólicas [8]. 

A produção das enzimas lignolíticas é 

regulada por fatores nutricionais, como tipo e 

concentração da fonte de  nitrogênio e de  

carbono, presença de indutores (Mn2+, Cu2+)  

fatores ambientais, como temperatura, pH, 

cultivo estático ou agitado podem favorecer ou 

inibir a expressão das enzimas lignolíticas [8]. 

Manganês peroxidase tem aplicações na 

indústria de alimentos para produção de aromas 

naturais. Na indústria de biopolpação, o pré 

tratamento com MnP reduz o gasto energético 

no processo mecânico. Ela também pode ser 

empregada em processos de biorremediação 

para biodegradar corantes têxteis. Devido a sua 

propriedade de transferir eletróns, esta enzima 

pode ser utilizada em biosensores e células de 

bioenergia [9]. 

O objetivo deste trabalho foi investigar a 

influência de nutrientes na produção da MnP 

pelo C. subvermispora utilizando o 

planejamento experimental Plackett-Burman. 

 

2. Materiais e métodos 

2.1.Manutenção do microorganismo 

O fungo Ceriporiopsis subvermispora, cepa 

L1487 – SS3 foi repicado em placas de petri, 

contendo o meio de manutenção (extrato de 

malte 20 g.L-1, extrato de levedura 2 g.L-1 e ágar 

20 g.L-1). As placas foram incubadas a 30°C, 

durante 7 dias e armazenadas a 4°C durante 15 

dias [10]. 

 

2.2.Inóculo 

Discos de 1,6 cm de diâmetro foram 

removidos da placa da incubação e transferidos 
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para erlenmeyer contendo 50 mL do meio basal 

(extrato de malte 20 g.L-1, extrato de levedura 2 

g.L-1 e dextrose 1 g.L-1, pH 4,5), e incubado a 

30°C, 150 rpm durante 13 dias. Decorrido o 

tempo de incubação, as células foram 

recuperadas e transferidas para tubos cônicos de 

50 mL contendo 30% de seu volume 

preenchido por esferas de vidro e água destilada 

estéril. Os tubos foram agitados no vórtex três 

vezes de 15 segundos, cada. A concentração de 

células e esporos foi determinada utilizando a 

equação 1. 

 
𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 (𝑚𝑔. 𝑚𝑙−1)

=
[𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑜 + 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠(𝑚𝑔)] − [𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑙𝑡𝑟𝑜 (𝑚𝑔)]

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑠𝑢𝑠𝑝𝑒𝑛𝑠ã𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟  (𝑚𝐿)
       (1) 

 

2.3.Produção de Manganês Peroxidase  

O planejamento estatístico Plackett-Burman 

(PB) foi utilizado para avaliar a influência de 11 

variáveis, 5 fontes de carbono (acetato de sódio, 

óleo de soja, glicerol, farelo de trigo, glicose), 

três fontes de nitrogênio (peptona, nitrato de 

amônio e uréia) e 3 indutores (sulfato de 

manganês, tween 80 e ácido acético), tabelas 1 

e 2.  
 

Tabela 1 - Variáveis utilizadas durante o 

experimento Plackett – Burmam, juntamente com seus 

códigos e as concentrações relativas a cada nível. 

Variáveis independentes 

Níveis 

-1 0 1 

g.L-1 
g.L-1 g.L-1 

1 Sulfato de manganês  0,2 1,1 2 

2 Acetato de sódio  0,3 1,65 3 

3 Óleo de soja  0,2 1,1 2 

4 Tween 80  0,1 0,3 0,5 

5 Glicerol  1 5,5 10 

6 Farelo de trigo  0 2,5 5 

7 Glicose  1 5,5 10 

8 Peptona  0,5 2,75 5 

9 Nitrato de amônio  0,2 1,1 2 

10 Uréia  1 11 10 

11 Ácido acético  0,5 2,75 5 

 

O cultivo utilizou 20 mL do meio de cultura, 

composto de KH2PO4 1 g.L-1, MgSO4.7H2O 1 

g.L-1, NaCl 0,05 g.L-1, CaCl2 0,25 g.L-1, e 0,5 

mL de solução de succinato de sódio 50 

mmol.L-1 (pH 4,5) e 3,15 mg de células e 

esporos. De acordo com o planejamento 

experimental, cada erlenmeyer foi acrescido de 

diferentes fontes de carbono, nitrogênio e 

indutores (Tabela 2). Os cultivos foram 

mantidos a 30°C, 100 rpm durante 20 dias. 

Amostras foram retiradas no dia 0, 5, 12 e 20, 

para análise da atividade enzimática da MnP. 
 

Tabela 2 - Planejamento experimental Plackett – 

Burmam, obtido com auxílio do software STATISTICA 

(StatSoft, v. 7.0), para produção deMnP a partir do 

cultivo do C.subvermispora. 
 

Ensaios 

Variáveis  independentes 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 1 1 -1 

2 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1 1 1 1 

3 -1 1 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 1 

4 1 1 -1 -1 1 -1 -1 -1 -1 1 -1 

5 -1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 -1 1 

6 1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 

7 -1 1 1 -1 -1 -1 1 1 -1 -1 -1 

8 1 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 -1 1 

9 -1 -1 -1 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1 

10 1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1 

11 -1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1 

12 1 1 -1 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1 

13 -1 -1 1 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1 

14 1 -1 1 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1 

15 -1 1 1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1 

16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

PC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

 

2.4.Determinação da atividade da 

manganês peroxidase 

Em tubos de ensaio, foram adicionados 100 

µL de MnSO4 1 mmol.L-1, 100 µL succinato  de 

sódio 20 mmol.L-1, 100 µL de Lactato de sódio 

250 mmol.L-1, 100 µL de albumina 1% m.v-1, 

500 µL do extrato enzimático sem células, 100 

µL de vermelho fenol 0,1% m.v-1, 50 µL de 

H2O2 2 mmol.L-1. Após 10 minutos, foram 

adicionados 50 µL de NaOH 2,5 mmol.L-1. A 

absorbância foi obtida a 610 nm. A atividade 
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enzimática da MnP foi calculada utilizando 

equação 2 [11]. 
𝑀𝑛𝑃 (𝑈. 𝐿−1) =

𝐴𝑏𝑠610𝑚𝑚𝑥106

𝜀 𝑥 𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 (𝑚𝐿)𝑥 𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 (𝑚𝑖𝑛)
⁄              (2) 

Ɛ= coeficiente de extinção do fenol oxidado a 610 nn= 

4460L,m-1.cm-1 

3. Resultados e discussões 

A Figura 1 apresenta a atividade da MnP dos 

16 ensaios e ponto central obtida nos 5º, 12º e 

20º. No 5º dia, os ensaios 6 e 7 apresentam as 

maiores atividades enzimáticas 67 e 45 U.L-1, 

respectivamente. No 20º dia os ensaios 1, 3 e 7 

apresentaram as maiores atividades enzimáticas 

88,5, 88,2, 79,1 U.L-1, respectivamente. No 

entanto, a maior atividade enzimática foi 

observada no 12º dia para os ensaios 1 e 6, 93,6 

e 92,3 U.L-1, respectivamente. A menor 

produção da MnP foi observada nos ensaios 2, 

4, 12 e 14. Para todos estes ensaios, a produção 

da MnP foi inferior a 10 u.L-1 em todos os dias. 

 

 
Figura 1 - Atividade enzimática da manganês 

peroxidase durante o cultivo do fungo C. subvermispora 

utilizando diferentes fontes de carbono, nitrogênio e 

indutores. 

 

Os dados obtidos a partir dos 18 ensaios 

(figura 1) foram tratados utilizando o programa 

Statistica 7®. Apartir das análises estatísticas, 

apenas o sulfato de manganês, na concentração 

utilizada no ensaio, influenciou negativamente 

a produção da MnP, Figura 2.   

O  MnSO4, na concentração de 1 mmol.L-1, 

induziu a produção de MnP 750 U.L-1 no 

cultivo do  Fomes scherodermeus [13]. 

Analisando a Tabela 1, observamos que a 

menor concentração de sulfato de manganês 

utilizada 0,2 g.L-1 corresponde a 1,32 mmol.L-

1. Isto pode explicar o comportamento repressor 

do sufato de manganês na produção da MnP 

pelo C. subvermispora, neste trabalho. 

 
Figura 2 – Diagrama de Pareto para avaliação das 

variáveis na produção da manganês peroxidase pelo C. 

subvermispora. 

De acordo com o planejamento experimental 

apenas o sulfato de manganês influência a 

produção da MnP pelo Ceriporiopsis 

subvermispora. Entretanto outras variáveis, 

como pH, temperatura e velocidade de agitação 

do cultivo, concentração do inóculo são outras 

variáveis que podem interferir e que não foram 

exploradas neste trabalho. 

4. Conclusão 

O íon Mn2+ apresentou efeito significativo 

na produção da manganês peroxidase pelo 

Ceriporiopsis subvermispora no 20º dia de 

cultivo. 
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1. Introdução 

Nos últimos anos, a preocupação com os 

impactos ambientais causados pelos 

combustíveis fósseis impulsionou o 

desenvolvimento de pesquisas na busca por 

processos renováveis e sustentáveis como 

alternativa de fontes energéticas. Os estudos 

com biomassas lignocelulósicas tem sido 

promissores, principalmente os que visam à 

produção de bioetanol, devido à composição e 

abundância dessas matérias-primas no mundo.  

No Brasil, a casca de café é um dos 

resíduos lignocelulósicos provenientes da 

agroindústria que tem se tornado atrativo para 

diversos estudos biotecnológicos. Dentre os 

principais motivos pelo estudo de tal resíduo 

destaca-se a abundância com que é produzido 

no país, pois o território brasileiro é 

considerado o maior produtor mundial de café 

(OIC, 2018); pelo fato desse resíduo ser uma 

fonte de contaminação ambiental, quando 

descartado de forma inadequada (Esquivel; 

Jiménez, 2012); e a variedade de bioprodutos 

que podem ser produzidos a partir dessa 

matéria-prima devido à sua composição 

lignocelulósica, como o bioetanol. 

Mas para a produção de bioetanol, após a 

realização dos pré-tratamentos da biomassa, 
diferentes fatores podem alterar a eficiência da 

hidrólise enzimática para a obtenção de açúcares 

fermentescíveis como: concentração do 

substrato, a atividade da celulase, condições de  

 

 

reação (pH e a temperatura) (Biswas et al., 

2014), dentre outros como a eficiência do pré-

tratamento e a inibição pelo produto final.  

Uma das alternativas é utilizar o 

planejamento de experimentos, como o DOE 

(Design of Experi-ments). Neste tipo de 

planejamento distintos fatores são variados e 

analisados de forma simultânea, sendo que os 

dados são ajustados a modelos lineares ou 

quadráticos contendo informações sobre o 

processo em estudo (Hibbert, 2012; Teófilo & 

Ferreira, 2006). Consequentemente, os 

pesquisadores são capazes de extrair do processo 

em estudo o máximo de informações úteis, 

realizando o mínimo de experimentos, reduzindo 

como consequência, o uso de reagentes, tempo, 

entre outras vantagens (Barros Neto; Scarmino; 

Bruns, 2010).  

Sendo assim, este estudo teve o intuito de 

analisar a influência de diferentes parâmetros 

utilizados no planejamento experimental da 

hidrólise enzimática para a obtenção de açúcares 

fermentescíveis a partir da casca de café. 

 

2. Material e Métodos 
As cascas “in natura” passaram pela etapa 

de limpeza, trituração e secagem em uma 

estufa até atingirem o teor de umidade de 10%. 

Em seguida, foram submetidas ao pré-

tratamento ácido com o intuito de remover a 

fração hemicelulósica utilizando as condições: 

concentração de casca de café (10% m/v), 
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concentração de ácido sulfúrico diluído (0,5 % 

v/v) por 10 minutos a 121 ºC (Santos, 2015). 

Posteriormente, realizou-se a hidrólise 

alcalina para a remoção da lignina nas 

seguintes condições: concentração de sólido 

12% (m/v); concentração de hidróxido de 

sódio 3,5% (m/v) e 30 minutos. A última etapa 

compreendeu a realização da hidrólise 

enzimática por meio do planejamento fatorial 

2
3
 (Tabela 1) para a obtenção de açúcares 

fermentescíveis. 

Tabela 1 - Especificação dos níveis das variáveis no 

planejamento experimental 2
3
 para a hidrólise 

enzimática da casca de café. 

 A determinação das concentrações açúcares 

redutores foi realizada por meio da técnica do 

DNS (Miller, 1959).  

Após a realização do delineamento 

experimental, os dados foram submetidos á 

análise de variância ao nível de 90% de 

confiança. 

 

3. Resultados e Discussão 
A Tabela 2 contém os valores das 

concentrações de açúcares obtidas na 

quantificação pela metodologia do DNS após a 

realização da hidrólise enzimática de acordo 

com o planejamento fatorial 2
3
 completo.  

Pode-se perceber nos 3 primeiros ensaios 

(1,2,3) juntamente com os pontos centrais (9, 

10 e 11), que o aumento da concentração das 

celulases aumentou o rendimento da hidrólise, 

ou seja, essa relação foi linear. Porém, o 

aumento da concentração de açúcares entre o 

ensaio 8 (ponto central com maior 

concentração de açúcar) e o ensaio 3 (ensaio 

com maior concentração de açúcar no 

planejamento) foi de apenas 2,67%. Portanto, 

o rendimento de açúcares foi insignificativo se 

comparado ao aumento realizado na 

concentração das enzimas do ponto central 

para o ensaio 3. 

 

Tabela 2 - Condições experimentais e resultados obtidos no primeiro planejamento fatorial 2
3
 completo para 

quantificação de açúcares redutores na hidrólise enzimática.

  

Ensaios Endoglucanase 

(FPU/g) 

Betaglicosidase 

(CBU/g) 

Tempo 

(Horas) 

Concentração de 

açúcares (g/L) 

1 10 (-1) 2 (-1) 24 (-1) 9,8 

2 90 (+1) 2 (-1) 24 (-1) 13,95 

3 90 (+1) 10 (+1) 24 (-1) 15,37 

4 90 (+1) 10 (+1) 72 (+1) 11,71 

5 10 (-1) 10 (+1) 72 (+1) 14,60 

6 10 (-1) 2 (-1) 72 (+1) 10,78 

7 10 (-1) 10 (+1) 24 (-1) 11,92 

8 90 (+1) 2 (-1) 72 (+1) 15,13 

9 50 (0) 6 (0) 48 (0) 14,97 

10 50 (0) 6 (0) 48 (0) 14,64 

11 50 (0) 6 (0) 48 (0) 14,72 

Variáveis Níveis 

(-1) 0 (+1) 

Teor de Endoglucanase 

(FPU/g) 

10 50 90 

Teor de Betaglicosidase 

(CBU/g) 

2 6 10 

Tempo (minutos) 30 45 60 
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Através da análise desses resultados, 

percebe-se que o planejamento experimental é 

uma ferramenta extremamente importante na 

realização de experimentos, pois permite 

identificar até qual limite os parâmetros 

influenciam no processo para assim, evitar os 

gastos desnecessários. Outro parâmetro que 

interferiu minimamente nos resultados foi o 

tempo de hidrólise. Ao utilizar o nível superior 

do tempo (72 horas), nota-se que não houve 

aumento do rendimento de açúcares como 

pode-se perceber  ao comparar os ensaios 3 e 

4, 5 e 7, 2 e 8 e 1 e 6. Provavelmente, ao 

estender o tempo de hidrólise ocorreu a 

inibição da ação das enzimas pelos produtos 

finais formados, ou seja, pela glicose e 

celobiose. Na Tabela 3 está descrita as análises 

dos efeitos e das interações das variáveis para 

concentração de açúcares redutores resultante do 

planejamento experimental. 

 

Tabela 3 – Análise dos efeitos das variáveis para obtenção de açúcares redutores no planejamento fatorial 2
3
. 

 

Fonte de variação Efeitos Erro Padrão t (4) p-valor 

Média 13,41727 0,544153 24,65716 0,000016 

Endoglucanase (1) 2,26500 1,276152 1,77487 0,150583 

Betaglicosidase (2) 0,98500 1,276152 0,77185 0,483271 

Tempo (3) 0,29500 1,276152 0,23116 0,828531 

1 x 2 -1,98500 1,276152 -1,55546 0,194816 

1 x 3 -1,53500 1,276152 -1,20283 0,295367 

2 x 3 -0,78500 1,276152 -0,61513 0,571741 

 

A influência dessas variáveis também pode 

ser observada no Gráfico de Pareto (Figura 1). 
 

Figura 1 - Gráfico de Pareto para concentração de 

açúcares redutores no planejamento fatorial completo 

2
3
. 

 

Por meio da análise dos efeitos, conclui-se 

que nenhuma variável interferiu de maneira  

 

 

significativa para a obtenção de açúcares 

redutores no planejamento experimental 

realizado, pois ao nível de 90% de confiança 

nenhum p-valor foi menor que 0,1. 
Pode-se perceber na Tabela 2, que por mais 

que nenhuma variável tenha sido significativa 

para a obtenção de açúcar, o efeito da 

endoglucanase para esse planejamento 

experimental foi positivo. Ou seja, em maiores 

concentrações dessa enzima, maiores 

concentrações de açúcares foram obtidas. 
 

 

4. Conclusão 

A partir dos resultados obtidos, pode-se 

concluir que o planejamento experimental é 

uma ferramenta essencial para a análise de 

vários parâmetros simultâneos em processos 
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biotecnológicos. Por meio do planejamento 

experimental realizado, percebeu-se que o 

aumento da concentração de ambas as enzimas 

e o tempo não foram suficientes para aumentar  

o rendimento do processo, porém através da 

análise dos efeitos, percebeu-se que 

endoglucanase atuou positivamente na 

obtenção de açúcares redutores. 
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1. Introdução 

A divisão celular deve ser regulada e 

coordenada de maneira cuidadosa a fim de 

assegurar a formação de células filhas que 

possuam os genomas intactos. Logo, para que isso 

ocorra, ICARD et al. (2019) cita que é necessário 

um conjunto de eventos bioquimicos sequenciais 

o qual é chamado de ciclo celular.  

Em uma célula de mamífero típica, toda a fase 

M é apenas uma pequena fração do tempo total do 

ciclo celular, já o período entre uma fase M e a 

próxima fase é chamado de interfase que se divide 

em subfases, mais precisamente, G1, S e G2.  

De acordo com YANG et al. (2019), o ciclo 

celular é governado por complexos moleculares 

de quinases formados por subunidades catalíticas 

chamadas de quinases dependentes de ciclinas 

(CDKs) e por subunidades regulatórias chamadas 

ciclinas. As ciclinas possuem um comportamento 

específico tornando-as os marcadores bioquímicos 

mais eficientes na caracterização de cada fase do 

ciclo. 

 Durante a fase G1, nota-se que a taxa de 

expressão de ciclina D aumenta gradativamente, 

em seguida, ao decorrer do tempo da mesma fase 

a taxa da ciclina E também começa a aumentar, 

após o ponto de restrição, também se inicia o 

aumento de expressão da ciclina A. Já no inicio da 

fase S, a taxa de expressão da ciclina E começa 

decair rapidamente ao passo que se inicia a taxa 

de expressão da ciclina B, além disso, a expressão 

da ciclina A continua a aumentar cada vez mais.  

A fase G2 se caracteriza com um aumento 

continuo da taxa de expressão da ciclina B e o 

inicio do decaimento da ciclina A. Enfim, na fase 

M, ocorre o término da degradação da ciclina A e 

uma degradação súbita de ciclinas do tipo B e D.  

Segundo HUMERES e FRAGOGIANNIS 

(2019), os fibroblastos são as células residentes 

mais comuns do tecido conjuntivo propriamente 

dito, elas são responsáveis pela síntese de 

moléculas da matriz extracelular. Este tipo celular 

pode escapar do ciclo celular e entrar em G0, ou 

seja, um estado quiescente e de menor atividade 

metabólica, sendo chamado então de fibrócito.  

Deste modo, torna-se importante o 

desenvolvimento de uma ferramenta prática com 

intuito de não somente detectar em qual fase do 

ciclo a célula está, mas que também facilite a 

compreensão deste comportamento em particular. 

Este trabalho teve como objetivo o 

desenvolvimento de um sistema inteligente 

utilizando-se da lógica fuzzy para caracterizar as 

fases do ciclo celular e possibilitar a modelagem de 

processos fisiológicos de uma célula eucariótica. 

 

2. Materiais e Métodos 

Foi realizado um estudo teórico do ciclo celular 

de modo a determinar os marcadores bioquímicos 

que melhor caracterizavam as fases do ciclo 

celular, em eucariotos. Deste modo, foram 

determinadas as variáveis de entrada e saída a 

serem inseridas no software Scilab, em seguida, foi 

avaliado o range destas variáveis com intuito de 

construir um sistema em que as respostas sairiam 

de acordo com cada fase do ciclo celular. 

 
2.1. Seleção das Variáveis de Entrada 

Os marcadores bioquímicos escolhidos foram as 

proteínas ciclinas devido ao seu comportamento 
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característico, porém não seria possível 

quantifica-las, logo, a proposta deste trabalho foi a 

de criar as funções de pertinência do sistema a 

partir das taxas de expressão dos quatro tipos de 

ciclinas conforme o ciclo avança com o tempo. 

As variáveis de entrada determinadas foram a 

taxa de expressão dos quatro tipos de ciclina e o 

tempo. Além disso, os formatos de conjuntos 

fuzzy escolhidos na construção destas entradas 

foram trapezoidais e triangulares. 

O range da taxa de variação das ciclinas foi 

escolhido para o intervalo [-1,1], no qual zero 

seria o valor ideal caracterizado como o ponto em 

que a taxa de expressão das ciclinas seria 

constante. Este range foi selecionado de modo que 

se identifique uma taxa de variação teórica para o 

sistema. Já o range da variável tempo foi 

escolhido de acordo com a literatura ALVES e 

GUIMARÃES (2010), na qual o ciclo celular é 

dividido em um período de 16 horas, sendo 5 

horas para fase G1, 7 horas para fase S, 3 horas 

para fase G2 e 1 hora para fase M. Isto é, para esta 

variável, foi determinado o intervalo [0,16]. 

A partir do perfil de expressão da ciclina com 

tempo, e na relevância da variação de cada um dos 

tipos de ciclinas para a classificação final do clico, 

as funções de pertinência referente às variáveis de 

entrada foram montadas utilizando-se as variáveis 

linguísticas e os correspondentes valores 

linguísticos mostrados na tabela (1).  
 

Tabela 1 - Modelo de variáveis linguísticas de 

entrada. 

Variáveis 

linguísticas 

Valores linguísticos 

Ciclina A “Zero negativa”, “zero”, “zero 

positiva”. 

Ciclina B “Zero negativa”, “zero”, “zero 

positiva”. 

Ciclina D “Zero negativa”, “zero”, “zero 

positiva”. 

Ciclina E “Zero negativa”, “zero”, “zero 

positiva”. 

Tempo “G1”, ”Fase S”, “G2”, ”Fase M”. 

 

2.2. Seleção das Variáveis de Saída 

Com o intuito de caracterizar as fases do ciclo 

celular, determinou-se uma função de pertinência 

de saída denominada como fases do ciclo, com o 

conjunto fuzzy no formato trapezoidal e um range 

referente ao intervalo [0,10]. Além disso, 

adicionou-se a fase G0 referente ao período 

quiescente de uma célula.  

Com o objetivo principal de propor um sistema 

inteligente de maneira a caracterizar as fases do 

ciclo celular conforme os momentos fisiológicos 

de um fibroblasto pertinentes à interfase, a 

quiescência, a mitose e a citocinese, adotou-se a 

variável linguística e seus correspondentes valores 

linguísticos apresentados na tabela (2). 

 
Tabela 2 - Modelo de variáveis linguísticas de saída. 

Variáveis 

linguísticas 

Valores linguísticos 

Fases do ciclo “G1”, “Fase S”, “G2”, ”Fase M”, 

“G0”. 

 

2.3. Construção das Regras 

As regras foram modeladas de acordo com os 

conhecimentos do autor adquiridos a partir da 

literatura apresentada por NUCCI et al. (2005). 

 
1. IF {ciclina_E IS ZERO_negativa} AND {ciclina_A 

IS  ZERO_positiva} AND {tempo IS Fase_S} 

THEN {fases_ciclo IS S};  

2. IF {ciclina_A IS ZERO_negativa} AND {ciclina_B 

IS  ZERO_positiva} AND {tempo IS G2} THEN 

{fases_ciclo IS G2}; 

3. IF {ciclina_D IS ZERO_positiva} AND {ciclina_E 

IS  ZERO_positiva} AND {tempo IS G1} THEN 

{fases_ciclo IS G1} ; 

4. IF {ciclina_D IS ZERO_negativa} AND {ciclina_B 

IS  ZERO_negativa} AND {tempo IS Fase_M} 

THEN {fases_ciclo IS M} ; 

5. Else { fases_ciclo IS G0}. 

 

É importante salientar que na fase G0 não há 

expressão de ciclinas, portanto, ela foi adicionada 

como uma negação das sentenças E-fuzzy originais 

(1 a 4) que caracterizam as outras fases do ciclo 

totalizando-se 8 regras. 

 
3. Resultados e Discussões 

O modelo de lógica fuzzy proposto foi 

executado e gerou 4 superfícies de resposta em 

função das variáveis de entrada: tempo e taxa de 

expressão das ciclinas.  

Baseando-se no intervalo de tempo 

correspondente a cada fase do ciclo determinou-se 

quatro tempos específicos teóricos em que o 

fibroblasto estaria hipoteticamente em um dos 

processos fisiológicos correspondentes àquela fase 
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do ciclo. Assim, gerou-se superfícies de resposta 

com as interações entre duas variáveis de entrada 

nos eixos X e Y e suas respectivas respostas no 

eixo Z. 

Com intuito de obter uma resposta em função 

da fase G1, foram avaliadas as interações 

referentes às Ciclinas D e E ao decorrer de 2 horas 

obtendo-se a resposta representada na figura (1). 

 
Figura 1 – Superfície de resposta das interações entre 

Ciclinas D e E. Tempo de 2 horas. 

 

Observa-se que à proporção em que a taxa de 

expressão das Ciclinas D varia de zero para zero 

positivo, para uma resposta em função de G1, as 

Ciclinas E também irão apresentar o mesmo 

comportamento. Este fato poderia ser associado à 

principal função das Ciclinas D, destacada por 

BENDRIS et al. (2015), que dizem  que ao se 

ligarem às CDK4 e CDK6, este tipo de ciclina 

atua no controle das Ciclinas E levando-as então 

através do ponto de restrição em G1 e conduzindo 

a célula à caminho da fase S. 

Em segundo lugar, com intuito de obter uma 

resposta em função da fase S, foram avaliadas as 

interações referentes às Ciclinas A e E, ao 

decorrer de 8 horas.  

Notou-se que à medida que a taxa de expressão 

das Ciclinas A varia de zero para zero positivo, as 

Ciclinas E irão apresentar uma expressão variando 

de zero para zero negativo (Figura 2). 

 
Figura 2 – Superfície de resposta das interações entre 

Ciclinas A e E.  Tempo de 8 horas. 

 

Isto poderia ser associado ao fato de após as 

Ciclinas E terem estimulado as proteínas 

responsáveis pela replicação do DNA, elas se 

degradam de forma rápida na fase S, ao passo que 

as Ciclinas A ao se ligarem com as CDK2 agem na 

duplicação do DNA por meio da ativação da DNA-

polimerase. Neste contexto, SÁNCHEZ e 

DYNLACHT (2005) destacam a importância 

destes três tipos de genes para progressão do ciclo 

pela fase S. 

Em seguida, a fim de obter uma resposta em 

função da fase G2, as interações referentes às 

Ciclinas A e B foram avaliadas ao decorrer de 13 

horas.  

Observou-se que à proporção em que a taxa de 

expressão das Ciclinas A começa a variar de zero 

para zero negativo, as Ciclinas B continuarão a 

apresentar uma expressão variando de zero para 

zero positivo (Figura 3). 

 
Figura 3 – Superfície de resposta das interações entre 

Ciclinas B e A. Tempo de 13 horas. 

 

Este fato ocorre porque neste tempo em questão 

a duplicação do DNA estaria chegando ao final 

iniciando-se a degradação das Ciclinas A, já o 

aumento das Ciclinas B seria uma resposta em 

função da indução de entrada da célula em mitose, 

em acordo com o trabalho de HARASHIMA et al. 

(2013).  

Já com a finalidade de se obter uma resposta em 

função da fase M, avaliou-se as interações 

referentes às Ciclinas D e B no decorrer de 15 

horas e 30 minutos e a resposta obtida se encontra 

representada na figura (4).  

 

 

 

 

 

 

mailto:simbio@ufsj.edu.br


II SIMPÓSIO DE ENGENHARIA DE 

BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA 

11 a 13 de setembro de 2019 
Ouro Branco, Minas Gerais, Brasil 

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ – Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000 

Ouro Branco – MG | simbio@ufsj.edu.br 

 

 

 
Figura 4 – Superfície de resposta das interações entre 

Ciclinas B e D. Tempo de 15 horas e 30 minutos.  

 

Conforme pode ser observado, as taxas de 

expressão das Ciclinas D e B variam de zero para 

zero negativo e este comportamento poderia 

descrever a degradação destas proteínas que é 

inclusive associado ao “fim” do ciclo celular, no 

qual a célula irá realizar a mitose. 

É importante frisar que nas quatro superfícies 

de resposta a região referente à fase G0 apareceu 

como uma superfície plana, o que já era esperado 

visto que para este modelo o estado de um 

fibrócito foi descrito como uma negação das 

interações entre as ciclinas durante as fases do 

ciclo celular. Já para as demais fases, o modelo 

representou uma resposta aos estímulos de fatores 

de crescimento de fibroblastos (FGFs), mais 

precisamente, uma mensagem para divisão celular 

e síntese de moléculas da matriz extracelular 

durante um processo de cicatrização. 

 

4. Considerações Finais 

A partir dos resultados obtidos, pode-se dizer 

que a utilização da lógica fuzzy para modelagem 

de processos fisiológicos de uma célula eucariota 

poderia se apresentar como um ótimo modelo de 

apoio à decisão para diversas áreas da 

biotecnologia aplicada à saúde. Isto é, tanto para 

problemas relacionados com a engenharia de 

tecidos quanto no monitoramento de culturas 

celulares para diferentes fins ou até mesmo para 

prognósticos referentes ao perfil comportamental 

de neoplasias entre outras doenças. 
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1. Introdução 

Os scaffolds são matrizes celulares de 

diferentes formulações que estão sendo 

utilizadas pela engenharia de tecidos para o 

reparo de órgão e tecidos. O desenvolvimento 

de scaffolds utilizando colágeno tipo I para 

aplicações in vivo vem sendo amplamente 

associados a biomateriais por demonstrarem 

boa biocompatibilidade e reabsorção completa 

pelo organismo com substituição por tecido 

autólogo (Rahmanian-Schwarz et al., 2013). 

O talco de pedra sabão em monocamadas 

ou poucas camadas tem resistência mecânica 

similar à do grafeno. Ademais, assim como o 

grafeno, o talco é suficientemente flexível para 

formar dobras. Contudo, as monocamadas de 

talco possuem espessura maior que um átomo, 

apresentando seus valores de rigidez flexural 

trinta vezes maiores que a do grafeno.  

Pesquisas recentes mostram que a adição de 

nanopartículas de talco em polímeros resulta 

em melhorias significativas na resistência do 

material (Balamurugan & Maiti, 2010). Dessa 

forma, tal como materiais a base de grafeno, o 

talco de pedra sabão em monocamadas ou 

poucas camadas são excelentes candidatos 

para serem aplicados como material de reforço 

em scaffolds para aplicação biológica.  

Portanto, objetivou-se avaliar a 

biocompatibilidade do esfoliado de talco 

associado à matriz de colágeno bovino tipo I 

em cultura primária de osteoblastos. 

 

2. Materiais e métodos 
Realizou-se a extração de osteoblastos da 

calvária de ratos Wistar neonatos de até cinco 

dias sob apreciação da CEUA-UFSJ sob 

protocolo 009/2018.  

Em seguida, foram plaqueados 1x10
4 

osteoblastos por poço em uma placa de 96 

poços submetidos as concentrações de 1%, 

5%, 10% e 20% de esfoliado de talco de pedra 

sabão em colato de sódio para a realização de 

um ensaio de viabilidade utilizando MTT. 

Após a análise do ensaio de viabilidade, 

foram selecionadas as concentrações para 

preparação de scaffolds de colágeno extraído 

de tendão bovino adicionando-se o esfoliado 

de talco de pedra sabão em colato de sódio. 

Posteriormente, plaqueou-se 1x10
4 

osteoblastos por poço sobre os scaffolds 

preparados (colágeno bovino, colágeno com 

talco 5% e colágeno com talco 10%) e sobre 
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uma lamínula (grupo controle) para a 

realização de ensaios de viabilidade utilizando 

Alamar blue nos dias 3, 7 e 14. Ademais, 

foram recolhidos os meios de cultura nos dias 

3, 7, 11 e 14 para uma análise da produção de 

fosfatase alcalina (ALP). 

Seguidamente, para a determinação da 

mineralização dos scaffolds pelos osteoblastos 

após 14 dias de cultivo, foi utilizada coloração 

de Alizarin red que permite identificar 

depósitos de cálcio. 

Para a análise estatística utilizou-se uma 

análise de variância (ANOVA), seguido por 

teste de Bonferroni, no qual o valor de P < 

0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 

 

3. Resultados e discussão 

Por meio do ensaio de viabilidade com 

diferentes concentrações de esfoliado de talco 

de pedra sabão em colato de sódio, observou-

se que as concentrações de 5% e 10% 

apresentaram valores próximos ao do controle 

em 24 e 48 horas. Já em 72 horas apenas o 

grupo 5% continuou com valores próximos ao 

grupo controle, enquanto o grupo 10% 

apresentou um decréscimo estatisticamente 

significativo (Figura 1). Com isso, as 

concentrações de 5% e 10% foram 

selecionadas para a confecção dos scaffolds. 

 

 
 

Figura 1 – Viabilidade frente a diferentes concentrações 

de talco. 

 

Ao analisar o resultado da viabilidade dos 

osteoblastos plaqueados sobre os scaffolds, foi 

possível perceber uma diferença estatística 

entre viabilidade celular em scaffolds de 

colágeno com talco 5% quando comparado 

com os scaffolds de colágeno puro no dia 14. 

Não foram observadas diferenças estatísticas 

entre as viabilidades celulares envolvendo os 

scaffolds de colágeno com talco 5% e 10% e 

os scaffolds de colágeno puro nos dias 3 e 7 

(Figura 2).  

Assim como a viabilidade das células, a 

citotoxicidade é avaliada por meio do ensaio 

utilizando o Alamar blue que consiste em 

analisar a atividade metabólica das células 

(Bonnier et al., 2015). Dessa forma, com o 

ensaio de viabilidade utilizando Alamar blue, 

foi possível inferir que o esfoliado de talco na 

concentração de 5% não é citotóxico. 

 

 
 

Figura 2 – Viabilidade celular nos scaffolds. 

 

Verificou-se que a atividade de ALP foi 

semelhante entre os grupos de scaffolds 

embora inferiores e estatisticamente 

significativas em relação ao controle no dia 3 

do experimento (Figura 3). Tal diferença não 

foi observada nos dias 7, 11 e 14 do 

experimento, exceto para o grupo de colágeno 

com talco 10% no 14º dia. 

Utilizando o ensaio de ALP notou-se que o 

processo de mineralização está ocorrendo nos 

scaffolds e que os osteoblastos estão maduros, 
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uma vez que a enzima ALP está ligada ao 

processo de mineralização, além de ser 

produzida em alta quantidade nos osteoblastos 

maduros (Pei, X. et al., 2014). 

 
 

Figura 3 - Produção de fosfatase alcalina do 

sobrenadante. 

 

Por meio da coloração com Alizarin red 

(Figura 4), observou-se maior deposição 

mineral nos scaffolds em relação ao grupo 

controle. Estes dados corroboram com estudos 

prévios que estudaram a maturação de 

osteoblastos em scaffolds à base de colágeno 

(Wang, et al., 2016). Assim sendo, esta análise 

evidencia o potencial dos biomateriais testados 

para o processo de mineralização através da 

deposição de fosfato de cálcio (Castillo Diaz et 

al, 2014).  

 
 

Figura 4 – Mineralização presente nos scaffolds 

(aumento 40x). 

4. Conclusões 

Os scaffolds de colágeno com 5% de talco 

se mostraram biocompatíveis e capazes de 

induzir o processo de mineralização. 
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1. Introdução 

Existem várias propostas de interferências 

no processo de reparo de feridas para induzir 

uma melhor cicatrização. O mecanismo de 

cicatrização de feridas tem como elemento 

principal o sistema imune atuando ativamente 

em todo processo para restabelecer a 

homeostase após a lesão por meio de diversos 

meios [1]. Carvalho e colaboradores 

demostraram em seus trabalhos que a injeção 

parental de uma proteína tolerada (em 

adjuvante) em animais previamente tolerados 

por via oral acarreta uma diminuição da 

resposta imunológica para outras proteínas 

injetadas simultaneamente, ou pouco tempo 

depois [2]. A injeção parenteral de uma 

proteína (Ovalbumina) em um animal 

imunologicamente tolerante à mesma inibe 

processos inflamatórios reduzindo a cicatriz na 

pele do dorso de camundongos jovens, com 

deposição de matriz extracelular com padrões 

similares à pele intacta [3; 4]. A engenharia de 

tecidos tem pesquisado nos últimos anos 

substitutos como células, fatores de 

crescimento, matriz extracelular de diferentes 

formulações denominadas Scaffolds 

associados a nanomateriais para substituir a 

pele [5]. Dentre eles diversos tipos de 

nanopatículas (NPs). As NPs de ouro têm 

demonstrado que seus efeitos antimicrobianos 

e antioxidantes melhoram a cicatrização de 

feridas e regeneração de tecidos [6], possuem 

também propriedades adjuvantes indicando 

que por si própria estimulam a imunidade 

entre outras. E quando conjugada com outras 

moléculas como peptídios de Ovalbumina, 

melhoram especificidade nas células 

apresentadoras de antígenos, como as células 

dendríticas, exercendo um papel 

imprescindível para promover a imunidade ou 

tolerância, entre outros [7]. Assim, a hipótese 

desse projeto é verificar se a aplicação tópica 

de uma proteína associada à nanopartículas de 

ouro, para a qual o camundongo tenha sido 

previamente tolerizado por via oral, e a 

colocação de uma membrana de colágeno 

sobre a ferida altera a inflamação e a 

deposição de matriz extracelular durante o 

processo de fechamento de feridas na pele de 

camundongos. 
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2. Material e Métodos 
Foi utilizado camundongos Swiss 

(n=4-6) machos (8-10 semanas) divididos em 

quatro grupos experimentais, conforme tabela 

1, para avaliar o processo de fechamento de 

lesões excisional de 6,5mm de diâmetro na 

pele do dorso. A indução de tolerância oral foi 

por ingestão voluntária da solução de 1:5 de 

clara de ovo, durante 5 dias (d) dos grupos: 

Tolerante e Tolerante+NP1+OVA+MC. O 

grupo NP1+MC e Salina receberam  água ad 

libitum. Após 7d o grupo Tolerante foi 

imunizado i.p., com 10μg OVA+1,6mg 

Al(OH)3, conforme tabela 1. A eutanásia foi 

realizada 7d e 60d, após a lesão e a pele foi 

fixada em formalina de Carlson por 24h, e 

corados com HE e Tricromático de Gomori. 

Projeto aprovado pelo CEUA-UFSJ-protocolo 

049/2017. 

Tabela I – Grupos experimentais. 

 As análises estatísticas foram adquiridas 

através do programa GraphPad Prism 5.0, por 

meio do Test Newman-Keuls Multiple 

Comparison. 

 

3. Resultados e discussões 

Com sete dias, observa-se qualitativamente 

que o grupo NP1+MC apresenta uma menor 

área de tecido de granulação em comparação 

com os demais grupos, completamente re-

epitelizado, epitélio fino, pouco infiltrado 

inflamatório (figura 1) e presença de muitos 

fibroblastos conforme se observa na figura 2 e 

matriz extracelular densa e vascularizada. Já o 

grupo Tolerante+NP1+MC+OVA, também 

apresenta todas as características supracitadas, 

porém a área de tecido de granulação um 

pouco maior (Figura 1). Com 60 dias após a 

lesão o grupo NP1+MC e Tolerante+NP1-

OVA+MC apresentam uma área de cicatriz 

menor e melhor deposição de colágeno quando 

comparados ao grupo Salina e Tolerante. O 

grupo Tolerante+NP1-OVA+MC apresenta 

um remodelamento do colágeno com muitas 

fibras espessas e mais entrelaçadas quando se 

compara aos demais grupos, como uma 

tendência mais próxima da pele intacta, como 

mostra a Figura 3.  

Reduzir a inflamação é uma estratégia para 

acelerar o fechamento de feridas crônicas e 

promover regeneração da pele e seus 

apêndices [1].  

Costa e colaboradores demonstraram 

que o efeito indireto da tolerância oral 

interfere no processo de reparo de feridas de 

Grupo Tratamento 

Oral 

i.p. Tratamento 

Tópico 

Salina água ad libitum  Salina 

Tolerante+ 

OVA i.p 

OVA 10μg 

OVA+ 

1,6mg 

Al(OH)3 

Salina 

NP1+MC água ad libitum  NP1+MC 

Tolerante + 

NP1-OVA+MC 

OVA  NP1-

OVA+MC 

 
Figura 1 – Tratamento com nanopartículas de ouro e 

matriz de colágeno acelera o processo de cicatrização. 

Análise histológica do processo de reparo 7 dias após 

lesão excisional na pele do dorso de camundongos 

jovens. Coloração H&E. ep- epiderme, de-derme, tg-

tecido de granulação, ta-tecido adiposo, pc-panículo 

carnoso. 
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pele de camundongos auxiliando em um 

melhor remodelamento da cicatriz [3; 4]. 

  
A figura 3 demostra que é possível 

obter o efeito indireto da proteína tolerada com 

a aplicação tópica de um curativo, como já é 

demonstrado no grupo Tolerante- OVA i.p. 

Além disso, nesse trabalho utilizou-se a 

associação de nanopartículas de ouro que pode 

ter tido um efeito adjuvante quando aplicado 

em conjunto com a Ovalbumina.  

O grupo contendo curativo com 

nanopartículas de ouro e matriz de colágeno 

demonstrou um bom resultado. Outros 

trabalhos evidenciam que nanopartículas de 

ouro tem efeito antimicrobriano no processo 

de cicatrização [6]. No entanto, como foi 

utilizado a matriz de colágeno não pode-se 

descartar o efeito do Scaffold da mesma.  

Na associação dos efeitos indiretos da 

tolerância oral com matriz de colágeno e 

nanopartículas de ouro (grupo Tolerante- 

OVA+NP1+MC) verificou-se que a deposição 

de colágeno encontra-se espessa e entrelaçada, 

aproximando-se da pele intacta. Desta forma, 

provavelmente está ocorrendo efeitos dos três 

eventos. Entretanto, outros estudos estão sendo 

feitos para certificarmos se há esse efeito 

adjuvante das nanopartículas de ouro. 

 

 
4. Considerações finais  
A tolerância sistêmica em conjunto 

com a aplicação tópica de NP1-OVA+matriz 

de colágeno melhora o reparo de ferida, porém 

não se observa regeneração de nenhum anexo 

da pele até 60d após a lesão. Esses dados 

demonstram que o tratamento é eficaz, sendo 

clinicamente favorável por ser uma via de 

aplicação rápida, menor tempo de tratamento e 

efeito adverso, o que o torna financeiramente 

viável. No entanto, outros estudos são 

necessários para entender melhor o mecanismo 

 
Figura 3- Melhora no reparo de cicatriz do grupo 

tolerante NP1-OVA+MC. Análise histológica do 

processo de reparo 60 dias após lesão excisional na 

pele do dorso de camundongos jovens. Coloração 

Tricromático de Gomori.  

 

 
Figura 2: Aplicação tópica de nanopartículas de 

ouro associada a matriz de colágeno em animais 

previamente tolerizados diminui o infiltrado 

inflamatório e aumenta fibroblastos 7d após a 

lesão. Em (A) células inflamatórias por µm
2
 x 10

-3
. 

Em (B) Fibroblastos por µm
2
 x 10

-3
. Foram 

adquiridos por meio de 10 áreas aleatórias da lesão, 

no aumento 400x. Dados representam média ± erro 

padrão, *p≤0,05 NP1+MC é significativamente 

menor que o grupo salina e Tolerante+OVA ip, 

**≤0,01 salina é significativamente menor que os 

demais grupos. 
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de atuação das nanopartículas de ouro e sua 

citotoxidade. 
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1. Introdução 

O tecido ósseo é um tecido conjuntivo 

metabolicamente ativo e tem a capacidade de 

mudar sua forma em resposta a mudanças em 

seu ambiente durante a vida adulta. Esse tecido 

possui funções como: sustentação, proteção de 

órgãos e estruturas vitais, armazenamento de 

substâncias, promover o suporte estrutural do 

corpo, proporcionar a hematopoese e auxiliar 

na regulação ácido-base do organismo, a fim de 

promover a homeostase. [7, 9] 

Apesar de ser um tecido rígido, o osso está a 

todo tempo sofrendo um processo denominado 

“remodelamento”, envolvendo a ação de 

células multinucleadas originadas de monócitos 

circulantes, denominadas osteoclastos, que 

promovem o processo de 

reabsorção/degradação óssea, além da ação dos 

osteoblastos produzindo matriz nas Unidades 

de Reabsorção Óssea [2,11]. Os osteoclastos 

clivam proteínas da matriz e degradam os 

cristais de hidroxiapatita, promovendo a 

liberação de íons cálcio e fosfato para o 

microambiente e também de forma sistêmica 

[1, 13]. Já os osteoblastos são formados a partir 

de células mesenquimais indiferenciadas após 

indução por proteínas morfogenéticas ósseas 

(BMPs) que ativam a transcrição de genes 

necessários para esse processo [6]. Em 

contrapartida, os osteoblastos produzem a 

matriz óssea orgânica não mineralizada 

(osteóide), sintetizando diversas proteínas 

como proteoglicanos, glicoproteínas, 

osteocalcina, osteopontina e a chamada 

“tropocolágeno”, sendo a última polimerizada 

em fibras de colágeno e a matriz colágena 

mineralizada pela incorporação de nanocristais 

de hidroxiapatita [4, 13].  

O processo de cicatrização óssea após a 

ocorrência de fratura é formado principalmente 
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por três principais estágios: estágio de 

inflamação, reparo e remodelagem.  

Após a lesão, inicia-se imediatamente a 

formação de um hematoma onde há a conversão 

de fibrinogênio em fibrina. Além de romper 

estruturas ósseas, o impacto também causa o 

rompimento de vasos sanguíneos, fazendo com 

que ocorra um influxo de células inflamatórias 

presentes na circulação periférica, dando início 

ao processo inflamatório [5]. 

A segunda fase é a reparativa que pode ser 

caracterizada pela presença do tecido 

fibrovascular que se infiltra na região do 

hematoma de forma a substituir o coágulo por 

fibras de colágeno disponibilizando uma região 

que será posteriormente mineralizada, 

representando dessa forma a formação do calo 

mole [5, 8, 10]. 

Por fim, temos a fase de remodelamento que 

ocorre também em um osso intacto pela 

atividade de osteoblastos e osteoclastos [5, 8].  

A tolerância oral é conhecida há mais de 100 

anos. Este processo fisiológico consiste em 

induzir uma baixa responsividade imunológica 

a um antígeno administrado por via oral e 

posteriormente inoculado por via parenteral 

[14, 15].  

Estudos recentes têm demonstrado que a 

tolerância oral que é um fenômeno específico 

da resposta imune adaptativa, referindo-se à 

inibição específica da resposta imune a 

antígenos dependentes de células T contatados 

pela via oral antes da imunização parenteral. A 

ingestão de uma proteína não bloqueia a 

imunização para proteínas não relacionadas, 

mas uma reexposição à tolerados por via oral 

através da via parentérica inibe a imunização de 

antígenos não relacionados, ou seja, proteínas 

injetadas em conjunto pela mesma via 

parentérica, ou logo em seguida, não são 

imunizadas, consequentemente bloqueando a 

inflamação específica. Esse fenômeno é 

chamado de efeito indireto da tolerância oral [3, 

14, 15]. 

Até o momento não há trabalhos que 

correlacionem os efeitos da tolerância oral com 

o processo cicatricial do tecido ósseo. Sendo 

assim, a hipótese desse trabalho é que animais 

tolerizados à proteína zeína, quando reexpostos 

a essa proteína por via parenteral, antes da 

realização de um defeito ósseo, apresentam 

uma melhora no processo de cicatrização óssea.  

Esse trabalho teve como objetivo investigar 

o efeito da tolerização por zeína no processo de 

recuperação de defeito ósseo em ratos Wistar. 

2. Material e Métodos 

Foram utilizados 18 ratos Wistar machos, 

sendo que todos os animais receberam ração e 

água ad libitum. A ração já continha a proteína 

zeína em sua composição. A proteína zeína 

purificada (Sigma, St Louis, MO) foi utilizada 

para imunização intraperitoneal.  A imunização 

foi realizada com (Grupo Zeína) uma injeção 

intraperitoneal de 0,50 ml de 60 ug zeína 

acrescido de 9,6 mg de Al(OH)3 imediatamente 

antes do processo cirúrgico. O grupo controle 

diluente recebeu 9,6 mg de Al(OH)3 via injeção 

intraperitoneal imediatamente antes do 

processo cirúrgico, sendo injetado 0,5 ml da 

solução. Já o grupo controle salina recebeu 0,5 

ml de solução salina via injeção intraperitoneal 

imediatamente antes do processo cirúrgico. 

Realizou-se osteotomia no terço médio da 

região medial da tíbia direita com utilização de 
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uma broca trefina de 2 mm de diâmetro com os 

animais devidamente anestesiados. Músculo e 

pele foram suturados posteriormente. 

Analgésico e antibiótico foram oferecidos aos 

animais durante três dias após o processo de 

osteotomia. Todos os animais foram 

eutanasiados com dose letal de Quetamina e 

Xilasina após 14 dias. 

Para que o processamento histológico 

pudesse ser realizado foi necessário 

descalcificar as tíbias com a utilização de uma 

solução de 10% de ácido etilenodiamino tetra-

acético (EDTA 10%), pH 7.2, por um período 

de 45 dias, realizando as trocas da solução a 

cada três dias. 

O processamento histológico da região do 

defeito ósseo da tíbia direita dos animais foi 

realizado de acordo com o procedimento padrão 

e, posteriormente, as secções foram coradas 

com hematoxilina e eosina (H&E). 

A significância estatística da diferença entre 

os grupos foi determinada usando One-Way 

ANOVA com Newman-Keuls Multiple 

Comparison Test. Em todos os testes fixou-se 

em 0,05 ou 5% (p< 0,05) o nível de rejeição de 

nulidade. 

Todos os procedimentos foram aprovados 

pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade Federal de São João 

del-Rei (UFSJ) pelo protocolo nº 054/2017. 

 

3. Resultados 

De acordo com análise qualitativa 

macroscópica da pele que recobria o local do 

defeito ósseo realizada 14 dias após o 

procedimento de osteotomia, foi possível 

observar diminuição de edema, vermelhidão e 

crosta no grupo zeína em relação ao grupo 

salina e grupo Al(OH)3, notando-se evidente 

melhora na cicatrização. 

Realizou-se análise macroscópica 

morfométrica quantitativa dos defeitos ósseos 

onde foi possível observar fechamento 

acelerado da área do defeito ósseo no grupo 

zeína em relação aos grupos salina e Al(OH)3, 

de acordo com medições da área não cicatrizada 

realizada com auxílio do software ImageJ. 

Grupo zeína, grupo salina e grupo Al(OH)3 

apresentaram área óssea não cicatrizada de 1,9 

mm², 2,5 mm² e 3,8 mm², respectivamente.         

 

Figura1. Gráfico representando área óssea não 

cicatrizada. 

 

Seguindo análise do material, realizou-se 

processamento histológico da área do defeito 

ósseo presente nas tíbias direita. O efeito da 

tolerização por zeína também foi possível de ser 

observado nas secções coradas com 

hematoxilina e eosina (H&E) onde os 

resultados sugerem que a inflamação no grupo 

zeína se manteve em pontos mais específicos 

em relação aos outros grupos, de forma que a 

mailto:simbio@ufsj.edu.br


 

 

II SIMPÓSIO DE ENGENHARIA DE 

BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA 

 

11 a 13 de setembro de 2019 

Ouro Branco, Minas Gerais, Brasil 

 

 

 

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ – Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000  

Ouro Branco – MG |  simbio@ufsj.edu.br 

ossificação intramembranosa está reduzida e 

concentrada em uma menor área. 

 

Figura 2. Fotomicrografia da formação do calo ósseo. 

4. Discussão 

Em trabalho anterior desenvolvido pelo 

grupo de pesquisa, onde foi administrado em 

camundongos dose intraperitoneal de zeína + 

Al(OH)3, ficou evidente diminuição 

macroscópica das cicatrizes de pele no grupo 

zeína em comparação com os mesmos grupos 

propostos pelo presente projeto [3]. 

CANTARUTI et al. (2017) verificaram que 

após 40 dias da realização da ferida o grupo 

zeína apresentou melhora no processo de cura 

da ferida com ausência de cicatriz em relação 

aos demais grupos. Nossos resultados 

corroboram com os achados evidenciados na 

literatura e pelo grupo. A observação de 

diferenças macroscópicas visíveis nas feridas 

em nosso trabalho em relação aos trabalhos já 

descritos na literatura em ferida de pele é um 

indicativo de que a tolerância oral por Zeína 

produz efeitos na cicatrização em ratos Wistar.  

Este projeto é pioneiro na realização de 

tolerância oral em cicatrização tecidual em 

ratos Wistar. 

Ao contrário do que se sabe sobre melhora 

na cicatrização de feridas de pele após 

tolerização por zeína ou OVA, melhora na 

cicatrização óssea devido a tolerização oral é 

desconhecida na literatura. O processo de 

cicatrização de defeitos ósseos é demorado pelo 

fato de uma interrupção do suprimento 

sanguíneo no local e pela falta de 

disponibilidade de cálcio e fósforo para o 

fortalecimento e endurecimento dos ossos [12]. 

5. Considerações Finais 

Pelas observações, faz-se necessário 

investigar quantitativamente o infiltrado 

inflamatório, células ósseas, vascularização 

e/ou angiogênese das lesões, visto que, a 

observação macroscópica demonstra contenção 

da ossificação do grupo zeína comparada aos 

outros grupos analisados, onde os calos ósseos 

se mostraram menos contidos. Em estudos 

futuros, onde possa ser analisada a presença e 

expressão de fatores de crescimento no local da 

ferida e correlaciona-los ao melhoramento do 

fluxo sanguíneo, diferenciação e recrutamento 

celular nesse local, teremos maior 

confiabilidade em afirmar os resultados 

encontrados neste trabalho. 
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1. Introdução 

A biomassa lignocelulósica é a fonte de 

carbono mais abundante e renovável do 

mundo, com potencial para conversão em  

combustíveis e diversos produtos químicos de 

interesse industrial (VISSER et al, 2013). A 

celulose e a hemicelulose são os princípais 

polissacarídeos que compõem a parede celular 

vegetal, representando 40-50 e 20-30 %, 

respectivamente (GOMES et al, 2016). 

A hidrólise enzimática da biomassa pode 

ser realizada por um conjunto de enzimas, 

incluindo celulases, xilanases, ligninases e 

pectinases (VISSER et al, 2013). A xilanase 

ou endo β-1,4 xilanase (EC 3.2.1.8) catalisa a 

hidrólise de ligações xilosídicas na cadeia da 

xilana para produzir xilooligossacarídeos 

menores, que serão convertidos em xilose 

pelas β-xilosidases (EC3.2.1.37) (de 

QUEIROZ BRITO CUNHA et al, 2018). 

As xilanases são amplamente utilizadas em 

diversas áreas da indústria, principalmente na 

panificação, clarificação de sucos, produção 

de xilooligossacarídeos, que possuem ação 

prebiótica, na indústria de ração animal, na 

indústria textil e de papel (POLIZELI et al, 

2005). Alguns fungos dos genêros 

Trichoderma, Penicillium e Aspergillus são 

amplamente descritos e utilizados para a 

produção de xilanases e outras enzimas 

comerciais (MAITAN-ALFENAS et al 2015). 

Os fungos filamentosos são importantes 

degradadores da parede celular vegetal, sendo 

responsáveis pela produção de uma grande 

quantidade e variedade de enzimas 

(MENEZES, 2018). Kretzschmaria sp., é um 

fungo fitopatogênico que pertence ao grupo 

dos fungos degradadores de madeira e está 

associado à podridão radicular de espécies 

florestais (ALFENAS, 2017), é um fungo com 

potencial enzimático e pouco descrito na 

literatura. 

A fermentação semi-sólida (FSS) é uma das 

principais formas de produção de coquetéis 

enzimáticos fúngicos. Na FSS, resíduos 

agroindustriais são utilizados como fonte de 

carbono e matriz de crescimento para fungos, 

diminuindo os custos do processo e 

promovendo um destino adequado para esses 

resíduos (GUPTA et al, 2016).  

A busca por novos microrganismos com 

potencial para produção enzimática e técnicas 

com apelo sustentável favorecem o aumento 

da produção de enzimas e a competitividade 

de mercado  (MAITAN-ALFENAS et al 

2015). O objetivo deste trabalho foi realizar a 

prospecção enzimática do fungo 

Kretzschmaria sp., utilizando diferentes fontes 

de carbono  em sistema FSS, e purificar 

parcialmente a enzima xilanase, a partir do 

extrato obtido para a fonte de carbono indutora 

da melhor atividade enzimática. 

 

2. Materiais e Métodos 

2.1 Crescimento do microrganismo e 

produção do extrato enzimático 

 

 

O fungo Kretzschmaria sp. foi obtido da 

coleção micológica do Laboratório de 

E-mail: marci_10luz@hotmail.com 
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Patologia Florestal, da Universidade Federal 

de Mato Grosso, campus Sinop, sendo 

mantido em placas de batata-dextrose-ágar 

(BDA), a 28 °C, com repicagens periódicas. 

O fungo foi cultivado em fermentação semi-

sólida (FSS) usando diferentes resíduos 

agroindústriais como fontes de carbono: casca 

de soja, farelo de trigo, subugo de milho e 

cerne de teca. As enzimas secretadas foram 

extraídas de acordo com a metodologia de 

Gomes et al. (2016), utilizando tampão acetato 

de sódio 50 mM, pH 5,0, na proporção de 1:10 

(g de matéria seca/ml de tampão). Os extratos 

foram homogeneizados, filtrados e 

centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos, 

para obtenção do extrato enzimático bruto. 

 

2.2 Atividades enzimáticas 

As atividades enzimáticas foram 

determinadas para os diferentes extratos 

brutos. Os ensaios foram realizados em 

triplicata, em tampão acetato de sódio, 100 

mM, pH 5,0, a 50 °C. As atividades de FPase e 

endoglucanase foram determinadas utilizando 

como substratos papel de filtro Watman nº 1 e 

carboximetilcelulose (CMC) 1,25%, 

respectivamente. Para os ensaios de xilanase, 

mananase e pectinase, utilizou-se como 

substrato xilana beechwood (1,0 % p/v), locust 

bean gum (0,4% p/v) e ácido poligalacturônico 

(0,25 % p/v), respectivamente. A quantificação 

de açúcares redutores foi realizada pelo 

método de Miller (1959), efetuando-se a leitura 

de absorbância a 540 nm, estimada utilizando-

se uma curva padrão construída com solução 

de glicose. As atividades de β-Glicosidase, β-

xilosidase, β-manosidase, α-galactosidase, α-

arabinofuranosidase, celobiohidrolase foram 

medidas usando os substratos sintéticos 

pNPβGlc, pNPβXyl, pNPβMan, pNPαGal, 

pNPαAra e pNPβCel, respectivamente, e 

lacase por ABTS, de acordo com a 

metodologia porposta por Visser et al. (2013). 

O teor de proteínas foi determinado pelo 

método de Bradford (1976). 

 

2.3 Purificação parcial da xilanase do 

fungo Kretzschmaria sp.  

A purificação parcial da xilanase secretada 

pelo fungo Kretzschmaria sp. foi realizada em 

Fast Protein Liquid Chromatography - FPLC, 

ÄKTA system. O processo de purificação foi 

realizado conforme Gomes et al. (2016), pela 

utilização de uma coluna trocadora de ânions 

Q-Sepharose (5x5 mL) previamente 

equilibrada com tampão acetato de sódio 50 

mM, pH 5,0. Foram aplicados 5 mL do extrato 

enzimático bruto de maior atividade de 

xilanase e tampão acetato de sódio 50 mM, pH 

5,0. Para eluir as proteínas aderidas à coluna, 

foi utilizado gradiente salino linear (0 a 1M) de 

NaCl. A cromatografia foi conduzida a um 

fluxo de 4 mL/min, pressão de 0,3 MPa e 

frações de 2,5 mL foram coletadas em cada 

tubo. A determinação da atividade de xilanase 

e de proteínas foi realizada para cada fração, 

conforme descrito anteriormente. 

 

2.4 Zimograma e eletroforese em gel de 

poliacrilamida 

O zimograma foi realizado de acordo com o 

método descrito por Laemmli (1970), com 

algumas modificações. Foram aplicados 15 μL 

de amostra em gel de poliacrilamida a 10 % 

(p/v), sendo adicionada ao gel de separação 

solução de xilana beechwood (1,0 % p/v) como 

substrato. A visualização das enzimas foi 

realizada de acordo com o método descrito por 

Falkoski et al. (2013). 

A eletroforese em gel de poliacrilamida 

SDS-PAGE foi realizada utilizando um gel de 

poliacrilamida a 12 % (p/v) de acordo com 

Laemmli (1970), e o gel foi corado com nitrato 

de prata (Blum et al., 1987). 

 

3. Resultados e Discussão 

Os fungos são importantes degradadores da 

biomassa lignocelulósica e para isso produzem 

uma grande quantidade de enzimas, com ampla 

variedade e atividades complementares 

(GUPTA et al, 2016). Kretzschmaria sp. 

produziu diferentes enzimas quando cultivado 

nas fontes de carbono testadas e o sabugo de 

milho foi o que melhor induziu as atividades 

específicas para as enzimas endoglucanase, 

FPase, e xilanase (Tabela 1). De acordo com 

Wu et al (2019), o sabugo de milho possui uma 

grande quantidade de xilana e a presença deste 

polissacarídeo pode agir como indutor da 

enzima xilanase. 
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Tabela 1. Atividades específicas (U/mg de proteína) dos 

extratos brutos produzidos pelo fungo Kretzschmaria 

sp. crescido diferentes fontes de carbono. 

 

O extrato bruto do fungo crescido em 

sabugo de milho foi submetido à etapa de 

purificação em cromatografia líquida de troca 

aniônica. Nesta etapa foi possível detectar três 

picos com atividade de xilanase. O primeiro e 

maior pico foi eluído antes do gradiente salino, 

o que caracteriza xilanase (s) de carga positiva 

no valor de pH 5,0. (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gomes et al (2016) demonstraram que a 

purificação de xilanases do fungo 

Chrysoporthe cubensis em coluna de troca 

iônica também resultou em três picos de 

atividade de xilanase, o que pode ser explicado 

pela presença de diferentes isoformas. 

Com apenas uma única etapa de 

purificação, foi possível obter um fator de 

purificação de 2,4 e um rendimento de 65 % 

(Tabela 2).  

 
Tabela 2. Tabela de purificação da xilanase do fungo 

Kretzschmaria sp. crescido em sabugo de milho. 

 

 

Com a análise do gel SDS-PAGE, 

observa-se que uma única etapa não foi 

suficiente para total purificação do extrato, 

pois é possível visualizar mais de uma banda 

proteica (Figura 2A). Entretanto, pode-se 

observar no zimograma (Figura 2B) que a 

fração contendo o primeiro pico da purificação 

apresentou atividade de xilanase, e quando 

comparada com o extrato bruto, percebe-se que 

existem outras xilanases que foram secretadas 

pelo fungo Kretzschmaria sp. e que foram 

eliminadas na etapa de purificação, estando de 

acordo com o gráfico do perfil de purificação 

(Figura 1), que apresentou três picos. 
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Figura 1. Perfil cromatográfico obtido após a 

aplicação do extrato enzimático bruto do fungo 

Kretzschmaria sp. em coluna de troca iônica Q-

Sepharose. 

Figura 2. A: Eletroforese em gel de poliacrilamida 

(SDS-PAGE 12%). MM: marcador molecular; EB: 

extrato bruto; P1: primeiro pico com atividade de 

xilanase obtido pela cromatografia de troca iônica. 

B: Zimograma comparando o extrato bruto e o 

primeiro pico da purificação em coluna Q-Sepharose 

com atividade de xilanase.  
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4. Considerações Finais 

O fungo Kretzschmaria sp. crescido em 

sabugo de milho como fonte de carbono 

apresentou as melhores atividades enzimáticas, 

principalmente para enzima xilanase.  

A técnica de cromatografia de troca iônica 

utilizada permitiu a purificação parcial da 

xilanase, sendo necessário outras etapas para 

purificação total da enzima. Como 

perspectivas, a enzima deve ser caracterizada 

bioquimicamente para verificação de suas 

possíveis aplicações biotecnológicas. 
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1. Introdução 

A matriz orgânica dos ossos é produzida por 

células especializadas denominadas 

osteoblastos os quais produzem proteínas no 

microambiente ósseo como o colágeno, este 

apresenta capacidade de formar fibras que 

conferem resistência a tração, atribuindo aos 

ossos certa flexibilidade tornando-os menos 

quebradiços[1,2,3].  
Após a calcificação da matriz orgânica pela 

deposição dos nanocristais de Hidroxiapatita 

(constituídos por fosfato de cálcio + hidróxido 

de cálcio) ao longo das fibras de colágeno, os 

ossos adquirem também rigidez, que permite 

uma maior resistência a compressão [4].  
Outra importante célula do tecido ósseo é o 

osteoclasto. Esta célula realiza a reabsorção da 

matriz óssea liberando substâncias como íons 

hidrogénio (H+) e proteases.  [8,7].  
O equilíbrio entre a atividade de reabsorção 

realizada pelos osteoclastos e a atividade de 

deposição de matriz orgânica pelos 

osteoblastos, mantém o processo de 

remodelamento ósseo constante, tendo este 

equilíbrio um papel importante no reparo de 

lesões ósseas [5, 6, 8]. 

O reparo das lesões ósseas normalmente 

ocorre ao longo de 3 fases que se sobrepõe: 

Inflamação, reparo e remodelamento. 
Durante a fase inflamatória há formação de 

hematoma, com migração de células 

inflamatórias. Estas células produzem citocinas 

e quimiocinas que regulam a inflamação e 

influenciam diretamente as fases seguintes 

[8,9,10]. 

Estudos realizados mostram que a ausência 

de TNF e IL6 produzidos pelas células 

inflamatórias pode retardar a diferenciação de 

células tronco mesenquimais (MSC) 

esqueléticas [11,12,13]. Por outro lado uma 

inflamação exacerbada pode acarretar em falha 

no processo de reparo [14].  

Conhecido a mais de 100 anos e associado a 

alterações no perfil inflamatório o fenômeno 

chamado “Tolerância Oral” vem sendo 

estudado e apresentando resultados 

satisfatórios[15]. 

Este processo fisiológico consiste em 

induzir uma baixa responsividade imunológica 

a um antígeno administrado por via oral 

(tolerização) e posteriormente inoculado por 

via parenteral (Imunização). Sabe-se então que, 

a ingestão prévia de um determinado tipo de 
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antígeno, pode gerar uma supressão parcial da 

resposta imune quando ocorre exposição ao 

mesmo por outra via [15,16]. 

Estudos mostram que a tolerização 

seguida de imunização com a proteína 

ovalbumina (proteína do ovo), e com a proteína 

zeína (proteína do milho) acarreta em melhora 

no reparo de feridas excisionais e incisionais de 

pele em camundongos. [18,19].  

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo 

estudar no processo de reparo de defeito ósseo 

em tíbias de ratos Wistar machos os efeitos 

biomecânicos sistêmicos da tolerância oral 

induzida após imunização i.p. com “zeína”. 

2.  Materiais e métodos 
Foram utilizados 18 animais com 12 

semanas de vida. O projeto foi aprovado pelo 

CEUA com número de protocolo 054/2017. 

 A tolerização foi feita através da ração que 

já tinha em sua composição a proteína zeína. 

Os grupos de trabalho foram: 

1) Grupo Zeína (Zn) A imunização foi 

realizada com uma injeção intraperitoneal de 

0,50 ml de 60ug zeína acrescido 9,6 mg de 

Al(OH)3 imediatamente antes do processo 

cirúrgico. 

2)  Grupo Controle AlOH3(Al): O grupo 

controle Al(OH)3  recebeu 9,6 mg de Al(OH)3 

via injeção intraperitoneal imediatamente antes 

do processo cirúrgico.  

3) Grupo Controle Salina (SAL): O grupo 

controle salina recebeu salina via injeção 

intraperitoneal imediatamente antes do 

processo cirúrgico. 

Foi realizada uma osteotomia parcial 

(2,0 mm) no terço médio da região medial da 

tíbia direita. Para esse procedimento foi 

utilizado um motor de baixa rotação 

(MicroMotor 210/ 105L, Strong®), usado na 

Odontologia, acoplado a uma broca cilíndrica 

cortante 0,34 mm (PM 699, Jet® Carbide 

Burs). Para a realização dessa cirurgia os 

animais foram anestesiados com uma 

associação de Xilazina e Ketamina 

intraperitonial. Após isso foi realizada 

tricotomia e assepsia da região cirúrgica. Em 

seguida, foi determinado o terço médio da 

região medial da tíbia direita e então foi 

realizada uma incisão longitudinal de 

aproximadamente 1 cm e afastamento da pele 

com uso de afastadores. Com o osso exposto, 

foi realizada a osteotomia parcial. Esse 

procedimento foi realizado com irrigação 

constante de soro fisiológico estéril para 

neutralizar o aquecimento do osso na área de 

corte. Após produzido o defeito ósseo, a pele 

foi suturada com fio não absorvível - Nylon 

4.0. Terminada a sutura, foi feita a assepsia 

local com Iodo Povedine (GUERINO et al., 

1995; RISO et al., 2010). 

Após a cirurgia os animais receberam injeção 

de antibiótico (Enrofloxacina / 100mg) e em 

todos os grupos, foi avaliada a qualidade de 

cicatrização e recuperação tecidual, com 

inspeção diária. 

Os animais foram eutanasiados com 28 dias 

após defeito ósseo. Após Eutanásia foram 

extraídas das patas direita (com lesão) e 

esquerda (sem lesão) 

Densitometria: Para as análises de 

densitometria óssea (DMO) os ossos foram 

colocados em recipiente com água e em 

seguida o recipiente foi colocado no aparelho 

LUNAR, modelo DPX-IQ, as imagens do raio 

X de cada osso, bem como análise da região da 

lesão foram obtidas e enviadas a um 

computador. 

Teste de flexão biapoiada: Para este ensaio 

foram medidos todos os ossos com a utilização 

de um paquímetro, o valor médio obtido foi de 

43,9 mm com desvio padrão de 1,720420 mm. 

Após isso as epífises distais de cada osso foram 

incluídas em resina acrílica autopolimerizável 

enquanto a epífise proximal (local onde se 

encontrava a lesão) ficou livre.  Material foi 

então submetido ao teste feito pelo aparelho 

EMIC, modelo DL/1000, o equipamento 

permite aplicar uma força diretamente na 

região da lesão, sendo aumentada 

gradativamente até que o osso se rompa nessa 

região, os dados são capturados e transmitidos 

a um computador. O teste nos permite avaliar 

os parâmetros de força máxima, rigidez relativa 

e deformação. 
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 As analises estatisticas foram feitas 

através de teste ANOVA e pós teste Student 

Newman-Keuls- p≤0,05. 

3. Resultados e discussão 

Os resultados obtidos com o ensaio de 

densitometria óssea (DMO) (Fig1) não 

mostram diferenças significativas entre os 

grupos tratados com lesão e os grupos tratados 

intactos. Uma vez que a DMO é normalmente 

utilizada como medida central da qualidade 

óssea para estabelecer o risco de fraturas [20], 

podemos inferir que os grupos com lesão 

apresentam resistência semelhante a dos grupos 

intactos. 
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Figura 1 – Representação gráfica dos dados obtidos no 

ensaio de densitometria mineral óssea. 
 

Os dados do gráfico de força máxima 

(Fig2) também não apresentaram diferenças 

entre os grupos. Este parâmetro apresenta a 

força máxima suportada até o momento da 

fratura em Newton (N) [21]. Assim 

observamos que os grupos com lesão e sem 

lesão suportam aproximadamente a mesma 

carga. 
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Figura 2 – Representação gráfica dos dados de força 

máxima obtidos no ensaio de flexão biapoiada . 
Tanto a rigidez quanto a deformação 

(Fig 3 e 4) estão relacionadas com limites 

elásticos e plásticos do material. Limite 

elástico mostra o quanto o material consegue se 

deformar ao ser submetido a uma força e 

retornar ao seu estado inicial sem resíduos de 

deformação e o limite plástico vem após 

excedermos o limite elástico e ao ser cessada a 

força o material mantém um resíduo de 

deformação [21].  Se o limite plástico for 

ultrapassado, o material se rompe. A rigidez 

mostra a resistência a deformação que o 

material apresenta, espera-se que um material 

mais rígido apresente um menor limite elástico 

e plástico, ou seja, se deforme menos.  

O grupo zeína com lesão (ZN-L) 

apresentou-se com menor capacidade de 

deformação e mais rígido em relação ao grupo 

zeína intacto (ZN-I). Isso nos permite observar 

que ZN-L se apresenta menos flexível que ZN-

I, visto que nos ossos a propriedade de 

flexibilidade é atribuída as fibras colágenas,  

inferimos que houve menor deposição de 

colágeno durante o processo de reparo neste 

grupo. Porém o fato do mesmo grupo ter se 

apresentado mais rígido em relação a ZN-I e ter 

suportado uma carga de força semelhante a 

todos os outros nos permitiria em um caso 

clinico por exemplo submeter um paciente a 

maiores pressões em exercícios. 
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Figura 3 – Representação gráfica dos dados de 

deformação obtidos no ensaio de densitometria mineral 

óssea. 
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Figura 4 – Representação gráfica dos dados de rigidez 

relativa obtidos no ensaio de  densitometria mineral 

óssea. 
4. Considerações Finais  

Concluímos que a tolerização e imunização 

com zeína pode influenciar no processo de 

reparo ósseo alterando provavelmente o 

processo de deposição de fibras colágenas e 

acelerando o processo de mineralização. 

Contudo, os experimentos se encontram em 

fase inicial, sendo necessário estudo 

histomorfométrico da região lesionada com 28 

e 45 dias após a lesão. 
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1. Introdução 

Métodos que visam o aprimoramento 

da busca pela veracidade e reprodução dos 

experimentos na ciência são constantes. Os 

eventos de retratação de pesquisas científicas, 

cada vez mais frequentes, sugerem que o erro, 

o falseamento de dados, a omissão e a 

manipulação de detalhes dos experimentos 

ameaçam a qualidade das evidências que 

embasam as publicações (DUDZIAK, 2018).  

Uma das características dos trabalhos 

científicos nas áreas biológicas é a grande 

variabilidade de protocolos usados e o impacto 

que pequenas mudanças nestes protocolos têm 

nos resultados experimentais (DUDZIAK, 

2018). Pode-se, por exemplo, fazer o mesmo 

experimento alterando-se apenas o tempo de 

interação entre componentes biológicos e seus 

substratos, e os resultados podem ser 

completamente diferentes. Este trabalho visa 

propor novas formas de verificação de padrões 

metodológicos e realizar sugestão daquela 

configuração que venha a ser a mais adequada 

a ser usada em determinado experimento. Para 

tal, pretende-se elaborar uma estrutura de 

análise de dados através da modelagem 

computacional que seja capaz de identificar 

padrões experimentais, buscando identificar 

configurações comuns entre eles, além de 

permitir inferir quais são as categorias de 

resultados esperados. 

A modelagem é baseada numa ferramenta 

computacional de Data Mining. Esta 

ferramenta deverá atuar em uma base de dados 

a qual compila uma série de estudos clínicos e 

experimentais (WITTEN, I. H. e FRANK, E., 

2005). A referida base foi obtida a partir de um 

conjunto de artigos científicos relacionados a 

experimentos em cultura de células 3D. 

Trabalhos de diferentes grupos de pesquisas, 

publicados em revistas técnicas relevantes, 

foram coletados e tabulados num repositório, a 

fim de que ferramentas consagradas de 

mineração de dados pudessem ser aplicadas 

para se identificar quais são as combinações de 

parâmetros de protocolos experimentais 

utilizados no estudo de culturas de células 3D. 

Um conceito muito difundido e equivocado 

define os sistemas de Data Mining como 

fontes para extração automática de todos os 

conceitos mais valiosos que estão escondidos 

em um grande banco de dados, sem 

intervenção ou direcionamento humano 

(CORTES, 2012; KAMBER, 2012). Para 

confrontar esta ideia os principais conceitos 

aceitos por muitos pesquisadores referem-se à 

descoberta de conhecimento em bases de 

dados como um processo global de descoberta, 

que envolve seleção, pré-processamento, 

mineração dos dados, interpretação dos 

resultados e a transformação do conhecimento. 

Sendo assim, a extração de modelos de 

classificação é uma das etapas deste processo, 

na qual são aplicados algoritmos específicos 

para identificação de padrões a partir dos 

dados (SCHUCH, 2010). 

Na engenharia de tecidos é importante o 

entendimento das propriedades do colágeno, 

componente majoritário da matriz extracelular 

nativa. É um dos biomateriais mais utilizados 
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para a fabricação de arcabouços de 

sustentação para engenharia tecidual, e que 

retém sinais informativos que promovem a 

adesão, diferenciação e proliferação celular 

(O’BRIEN, 2011).  

O sistema WEKA, um software de código 

aberto, foi selecionado para a busca dos 

padrões, pois possui como um dos pontos 

fortes a extração de modelos classificadores de 

dados (WITTEN E FRANK, 2005). Um 

modelo de classificação é utilizado para 

identificar a classe à qual pertence uma 

determinada amostra de uma base de dados, a 

partir de seus atributos (HAN, J. e KAMBER, 

M., 2006). 

De acordo com Han e Kamber (2006), a 

classificação em bases de dados é um processo 

composto por duas fases: aprendizado e teste. 

Na fase de aprendizado, um algoritmo busca 

identificar um modelo classificador, tendo 

como referência um conjunto de dados de 

treinamento. Em seguida, o modelo obtido 

deve ser aplicado em um conjunto de dados de 

teste a fim de medir a eficácia do modelo 

gerado. Os conjuntos de treinamento e de teste 

correspondem a subconjuntos de observações 

selecionadas de maneira aleatória a partir da 

base de dados que se deseja analisar. Cada 

observação do conjunto de treinamento é 

caracterizada por dois tipos de atributo: o 

atributo classe, que indica a classe a qual a 

observação pertence; e os atributos preditivos, 

cujos valores serão analisados para que seja 

descoberto o modo como eles se relacionam 

com o atributo classe (BERRY, M. L. A. e 

LINOFF, G., 2004). 

Após o classificador ser construído, inicia-

se a etapa de teste. Na qual o modelo de 

classificador gerado deve ser avaliado, 

utilizando-se para tal um conjunto de dados de 

teste, cujas amostras não estiveram no 

conjunto de dados utilizados na etapa de 

treinamento (WITTEN, I. H. e FRANK, E., 

2005). O conjunto de teste contém 

observações que também são selecionadas 

aleatoriamente a partir da base de dados. No 

entanto, estas observações devem ser 

diferentes das que foram selecionadas para 

compor o conjunto de treinamento. A acurácia 

do classificador representa a porcentagem de 

observações do conjunto de teste que são 

corretamente classificadas por ele. Caso a 

acurácia seja alta, o modelo de classificação é 

considerado eficiente e pode ser utilizado para 

classificar novos casos. 

 

2. Materiais e métodos 
O processo de preparação dos dados para a 

extração de regras de classificação, também 

chamado de pré-processamento (KAMBER, 

2012), consiste principalmente em quatro 

etapas: limpeza, integração, transformação e 

redução dos dados. Nesse sentido, uma das 

primeiras atividades foi obter uma 

visualização dos dados, de forma que se possa 

ter uma visão geral, para depois decidir quais 

técnicas deveriam ser aplicadas. 

Para o presente trabalho foi gerada uma 

base a partir de 50 artigos científicos sobre 

arcabouços de sustentação de colágenos e 

interação com células. Os parâmetros 

relevantes utilizados nos experimentos para o 

detalhamento da base de dados foram: origem 

do colágeno, concentração do colágeno, massa 

do colágeno, molécula adicional, massa da 

molécula adicional, massa do scaffold, ácido 

solvente utilizado, concentração do ácido 

solvente utilizado, parâmetros de liofilização 

como taxa de resfriamento, pressão, tempo e 

temperatura, parâmetros envolvidos na 

reticulação química como o tipo de agente 

reticulante A e B, bem como a concentração, 

volume utilizado, tempo de exposição e 

temperatura de ambos, parâmetros envolvidos 

na reticulação física como temperatura, 

pressão e tempo, e algumas características 

físicas como tamanho do poro esperado, 

viabilidade celular, inócuo celular e tipo 

celular. 

As buscas dos artigos científicos foram 

realizadas em cinco sites de busca de artigos 

científicos: Periódicos CAPES, Periódicos 

CAPES com resultados expandidos, PubMed, 

Science Direct e Scopus. Não foram aplicados 
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limites de tempo de publicação para a escolha 

dos artigos. O principal critério de inclusão foi 

à utilização de filtros de palavras-chaves: 

Collagen, Scaffold, Cell Culture e Vero Cells.  

Para cada um dos artigos coletados, cada um 

dos parâmetros dos experimentos foi 

identificado e registrado na base de dados. 

A seguir, as informações do banco de 

dados foram transferidas para arquivos de 

entrada no formato ARFF. O algoritmo árvore 

de decisão J48 foi utilizado para a obtenção do 

modelo de classificação. 

 

3. Resultados e discussão 

O algoritmo J48, proposto por QUINLAN 

(1993), é considerado o que apresenta o 

melhor resultado na montagem de árvores de 

decisões, a partir de um conjunto de dados de 

treinamento dentro do WEKA. Para a 

montagem da árvore, ele utiliza a abordagem 

de dividir-para-conquistar, onde um problema 

complexo é decomposto em subproblemas 

mais simples, aplicando recursivamente a 

mesma estratégia a cada subproblema, 

dividindo o espaço definido pelos atributos em 

subespaços, associando-se a eles uma classe 

(WITTEN E FRANK, 2005).  

Um dos aspectos levados em consideração 

para a sua grande utilização é que o mesmo se 

mostra adequado para os procedimentos, 

envolvendo as variáveis qualitativas contínuas 

e discretas presentes nas bases de dados. Tais 

características correspondem ao perfil de 

dados encontrados na área das ciências 

biológicas, entretanto, esse tipo de abordagem 

computacional na literatura biológica ainda é 

incipiente. A seguir, a árvore de decisão 

gerada para a classificação do tipo de agente 

reticulante é representada na Figura 1. O 

classificador do ácido solvente utilizado é 

apresentado na Figura 2 e o classificador do 

tipo celular na Figura 3. 

Note-se que a árvore apresenta em sua raiz 

os atributos mais relevantes para a 

classificação das amostras. Na Figura 1 é 

possível notar que a origem do colágeno é o 

atributo mais relevante para a classificação. 

 
Figura 1 – Árvore de decisão para escolha do 

agente reticulante A com as instâncias 

classificadas corretamente em 97.14%. 

 

Figura 2 – Árvore de decisão para escolha do 

ácido solvente utilizado com as instâncias 

classificadas corretamente em 95.85%. 

 

 
Figura 3 – Árvore de decisão para escolha do 

ácido solvente utilizado com as instâncias 

classificadas corretamente em 94.44%. 

 

Na sequência surge o tipo celular. 

Posteriormente, empatados surgem o tamanho 

do poro e a concentração do agente reticulante 

B. Já na Figura 2 a árvore de decisão é baseada 

apenas no atributo concentração do ácido 

solvente. Na Figura 3 é possível notar que para 

uma concentração de colágeno menor ou igual 

a 8% o atributo preditivo mais relevante é o 

agente reticulante A. Já para uma concentração 
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do colágeno maior que 8% o atributo preditivo 

é a origem do colágeno. 

As instâncias classificadas corretamente 

foram 97.14%, 95.85% e 94.44%, 

respectivamente, nas árvores apresentadas nas 

Figuras 1, 2 e 3. O desempenho é calculado 

pedindo ao classificador que dê o melhor 

palpite sobre a classificação de cada instância 

no conjunto de testes. Em seguida, as 

classificações previstas são comparadas às 

classificações reais para determinar a precisão. 

Apesar da quantidade ainda pequena de 

artigos usados para compor o banco de dados, 

os resultados foram satisfatórios.  

Devido a grande assertividade dos métodos 

de classificação, pesquisadores de diversas 

áreas utilizam esta ferramenta como forma de 

padronizar metodologias que auxiliem na 

tomada de decisões. Bertsimas e colaboradores 

(2019) utilizaram árvores de classificações 

ideais (OCTs), que são novos classificadores 

de aprendizado de máquina, para aprimorarem 

a precisão das regras da Rede de Pesquisa 

Aplicada em Cuidados Pediátricos de 

Emergência, visando otimizar as operações por 

meio do melhor desempenho preditivo. 

 

4. Considerações Finais  

Este trabalho gera uma contribuição 

inovadora, uma vez que este tipo de técnica da 

bioinformática nunca foi utilizado para a 

classificação de protocolos experimentais em 

cultura de células 3D. Os valores significativos 

das instâncias classificadas corretamente 

demonstraram que a integração de ferramentas 

matemáticas e computacionais para a análise 

do corpo de dados que a literatura 

disponibiliza sobre o assunto arcabouços de 

sustentação de colágenos e interação com 

células, pode trazer vantagens como menor 

custo e menor gasto laboratorial, uma vez que 

a utilização dessa técnica possibilitará 

monitoramento das variáveis aplicadas nos 

trabalhos para permitir a melhor escolha de 

protocolos a serem testados em laboratório. 
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GOTA SUSPENSA NAS LINHAGENS CELULARES VERO E J774.A1.  
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1. Introdução 

Cultura de células refere-se a cultivos 

derivados de células dispersas, obtidas de 

tecidos, culturas primárias ou de uma 

linhagem celular (MORAES; AUGUSTO; 

CASTILHO, 2008). Células de mamíferos são 

tipicamente cultivadas como monocamada 

(2D), em uma superfície plana, mais 

comumente em frascos de cultura, ou placas 

de Petri, com meio de cultura como fonte de 

nutrição e temperatura similar a corporal 

(37°C) (BRESLIN; O’DRISCOLL, 2013). 

A cultura de células2D resulta em um 

ambiente celular bem controlado e homogêneo, 

facilita a análise microscópica e trocas de meio 

de cultivo, além de sustentar a proliferação 

celular para a maioria dos tipos de células 

(FENNEMA et al., 2013). Entretanto, 

diferenças na morfologia celular, polaridade, 

expressão de receptores, expressão de 

oncogenes, interação com a ECM (incluindo a 

membrana basal) e na arquitetura celular global 

foram observadas entre células cultivadas em 

2D e no que é observado in vivo. 

 Assim, mais atenção tem sido dada aos 

métodos de cultura 3D, pois as células em um 

ambiente 3D se comportam fundamentalmente 

diferente das células cultivadas em 2D 

(BRESLIN; 2013). Muitas das diferenças 

observadas entre 2D e 3D são devidas a 

interações diferenciais célula-célula e célula-

matriz (FENNEMA et al., 2013). 

Há diferentes métodos de cultivo celular em 

3D e entre eles está a formação de esferoides, 

ou seja, células são cultivadas como agregados 

celulares (LIN; CHANG, 2008). Entre os 

métodos disponíveis para a formação de um 

esferoide, destaca-se o método da gota 

suspensa, por sua relativa simplicidade e alta 

reprodutibilidade. Nesta técnica uma pequena 

alíquota contendo uma suspensão de células 

individualizadas é colocada nos poços 

presentes em uma placa especial. Tal placa é 

então invertida e as alíquotas da suspensão 

celular se transformam em gotas suspensas que 

são mantidas no lugar devido à tensão 

superficial. As células acumulam-se na ponta 

da gota, na interface líquido-ar, e são deixadas 

proliferar (KELM et al., 2003). 

Os esferoides produzidos pelo método da 

gota suspensa geralmente são compactos e 

apresentam baixa variabilidade nos tamanhos 

(BRESLIN; O’DRISCOLL, 2013).  

Neste contexto, esse trabalho buscou avaliar 

o cultivo de duas diferentes linhagens celulares 

em 3D, a partir da técnica de gota suspensa, e 

avaliar qualidade do processo afim de utilizar 

os esferoides padronizados para testes de 

citotoxicidade de fármacos e nanoestruturas, 

entre outros.  

 

2. Material e Métodos 

2.1.Estabelecimento de culturas em 2D e 

3D  
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Foram utilizadas células das linhagens Vero 

e J774.A1 (gentilmente cedida pelo Laboratório 

de Bioquímica de Tripanosomatídeos – LBqT/ 

IOC-Fiocruz). As células da linhagem VERO 

foram cultivadas em garrafas de 25 cm2 em 

meio DMEM, 10 % Soro fetal bovino (SFB) e 

2% antibiótico (Penicilina/Streptomicina). As 

células da linhagem J774.A1 foram cultivadas 

nas mesmas condições acima descritas, porém 

o meio usado foi o RPMI-1640). Ambas as 

linhagens foram mantidas a 37°C, em 

incubadora de CO2 5%. À confluência de 90% 

as células foram tripsinizadas (0,025% de 

tripsina em meio acima descrito, sem soro) e 

uma suspensão de 2,5x106 cels/mL foi 

preparada para semeadura em placas de 96 

poços 2D e 3D. 

Placas de 96 poços para culturas 2D e 3D 

(Perfecta3D©-Biomatrix) foram preparadas 

com uma população celular inicial de 2,50 

x105cels/40µL. As placas 2D foram cultivadas 

por 48h como controle positivo do 

desenvolvimento celular. As placas para 

culturas 3D foram inicialmente preparadas 

seguindo as orientações de densidade 

populacional sugeridas pelo fabricante 

(2,50x105cels/40µL), porém, foi feita uma 

variação da concentração inicial de semeadura 

para avaliação da possibilidade do uso de uma 

menor densidade celular de inicial. Tal variação 

foi realizada na proporção de 12,5%, partindo 

de um volume inicial de 40 µL (2,50x105cels) 

até o volume final de 20 µL, (1,56x105cels). 

Todos os experimentos foram feitos em 

triplicata. Os reservatórios de água da placa de 

cultura 3D foram preenchidos conforme 

instruções do fabricante e elas foram mantidas 

a 37°C em incubadora de CO2 por 48h. 

 

2.2.Análises das imagens 

As imagens foram obtidas em um 

microscópio de contraste de fase (Olympus 

BX41), e foram analisadas utilizando-se o 

software IMAGEJ versão 1.52a. A área 

projetada, (A) e o perímetro, (P), foram 

determinados para cada esferoide analisado. 

Com os dados obtidos foram calculados o fator 

de forma (𝜑), o volume (V) e o volume 

corrigido dos esferoides segundo metodologia 

empregada por Kelm et al. (2003). 

O fator de forma descreve a esfericidade dos 

agregados (𝜑): 

𝜑 =
𝜋 × √

4𝐴

𝜋

𝑃
                                              (1) 

O volume esférico do esferoide (V): 

𝑉 =
4𝜋

3
(

𝑃

𝜋
)  3                                             (2) 

 E o volume corrigido (𝑽′): 

𝑉′ = 𝜑𝑉                                                       (3) 

 

3. Resultados e Discussão  

Todas as culturas 2D feitas em paralelo 

foram bem-sucedidas, indicando a boa 

qualidade das linhagens celulares. 

Após 24 horas da semeadura, os poços que 

continham a concentração inicial de 1,87 x 105 

células da linhagem J774.A1 foram os 

primeiros a exibir os esferoides, tal 

concentração foi proporcional à sugerida pelo 

fabricante. Já os poços contendo as mesmas 

concentrações de células da linhagem Vero só 

mostraram formação de esferoides no quarto 

dia de cultivo. Esse maior tempo de formação 

pode estar relacionado à características 

especificas da linhagem. 

Desta forma foi usada a linhagem J774.A1 

para os estudos de cinética de formação do 

esferoide. por meio de análise das imagens 

obtidas com 24h, 48h, 6 e 7 dias(d) de cultivo, 

com população inicial de 1,25x105 células por 

gota, uma vez que essa menor concentração já 

possibilitou a formação de um agregado celular. 

 
Figura 1: Formação e evolução de esferoides de células 

da linhagem J774 com inóculo inicial de 1,25x105 

células e cultivados em RPMI + 10% de SFB+2% de 

ATBC a 37°C com 5% de CO2. (A) 24h. (B) 48h. (C) 

Dia 6. (D) Dia 7. Fonte: próprio autor. 
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Nestas imagens foram feitas medidas de área 

projetada, (A) e perímetro (P) obtidas após 

tratamento no IMAGEJ e foi possível observar 

que os esferoides têm um crescimento paulatino 

e homogêneo como pode ser observado nos 

dados dispostos na tabela 1. 
Tabela 1- Área projetada e perímetro obtidos para o 

esferoide ao longo do tempo para a linhagem J774.A1. 

Tempo Área (µm2) Perímetro (µm) 

24h 1,32x105 1,86x103 

48h 1,67x105 1,92x103 

06d 2,90x105 2,18x103 

07d 3,08x105 2,25x103 
Fonte: próprio autor 

Por meio das equações anteriormente 

apresentadas, foram calculados o fator de 

forma, o volume esférico e o volume corrigido 

para o esferoide. Foi possível observar que a 

variação no volume dos esferoides é regular e 

que seu volume e fator de forma apresentam 

pouca variação para os dias 6 e 7, indicando 

uma estabilização no crescimento. 

Como mostram os dados da tabela 2, abaixo.  
Tabela 2- Fator de forma 𝜑, volume esférico V e 

volume corrigido V’, para esferoide ao longo do tempo 

para a linhagem J774.A1. 

Dia 𝝋 V (µm3) V’(µm3) 

01 0,6936 8,65x108 6,00x108 

02 0,7533 9,61x108 7,24x108 

06 0,8757 1,40x109 1,23x109 

07 0,8759 1,53x109 1,34x109 

Fonte: próprio autor. 

Objetivando analisar a uniformidade dos 

esferoides, formados pelo método da gota 

suspensa, foram analisados três poços com a 

mesma população inicial de células de 2,19 

x105 aos 07 dias de cultivo. 

 
Figura 2: Esferoides de células da linhagem J774 com 

inóculo inicial de 2,19x105 células após 7 dias de 

cultivo em RPMI + 10% de SFB+2% de ATBC a 37°C 

com 5% de CO2. (A) Poço E2. (B) Poço E3. (C) Poço 

E4. Fonte: próprio autor. 

Após análise das imagens no software, 

foram obtidas medidas de área projetada e 

perímetro. Com estes dados foram calculadas a 

forma, o volume e o volume corrigido para cada 

esferoide em estudo. Os resultados estão 

dispostos nas tabelas 3 e 4, abaixo. 
Tabela 3 – Área projetada e perímetro fornecidos pelo 

IMAGEJ para a linhagem J774.A1. 

Poço Área (µm2) Perímetro (µm) 

E2 1,85x106 5,25x103 

E3 1,61x106 5,22x103 

E4 1,59x106 4,93x103 
Fonte: próprio autor 

Tabela 4 – Fator de forma 𝜑, volume esférico V e 

volume corrigido V’ calculados para cada esferoide para 

a linhagem J774.A1. 

Poço 𝝋 V (µm3) V’(µm3) 

E2 0,9186 1,95x1010 1,79x1010 

E3 0,8597 1,93x1010 1,66x1010 

E4 0,9061 1,61x1010 1,46x1010 
Fonte: próprio autor 

O coeficiente de variação do volume 

corrigido para os esferoides em análise é de 

10,16%, indicando que o método produz gotas 

com baixa variabilidade nos tamanhos. 

Resultados similares foram encontrados por 

Kelm et al. (2003), em que o coeficiente de 

variação do diâmetro foi de 10% a 15% entre 7 

e 16 dias de cultivo, para a linhagem HEPG2. 

Entretanto, são necessários mais testes para 

obtenção de n amostral significativo. 

Os esferoides produzidos para ambas as 

linhagens celulares empregadas foram 

comparados com seis dias de cultivo. O inóculo 

inicial utilizado foi de 1,87x105 células. O 

esferoide produzido pela linhagem Vero 

apresentou volume corrigido de 8,37x1010 µm3 

com um fator de forma de aproximadamente 

0,91. Já o esferoide da linhagem J774.A1, 

alcançou volume corrigido de 5,12x109 µm3 e 

fator de forma de 0,8613. Os resultados indicam 

que as células Vero se adaptaram ao cultivo em 

3D , pois tiveram alta taxa de multiplicação, 

mesmo cultivadas em um meio 

nutricionalmente menos variado, o condiz com 

a natureza da célula uma vez que a J774.A1 é 

macrofágica, portanto, menos gregária, já a 

Vero é epitelial, portanto, mais aderente. 
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As gotas suspensas produzidas através da 

técnica são mantidas no lugar devido à tensão 

superficial (KELM et al., 2003). Observou-se 

que os esferoides se desfazem após o sétimo dia 

de cultivo, para a linhagem J774.A1 e após o 

oitavo dia para a linhagem Vero, indicando que 

para este tempo de cultivo o esferoide atinge 

uma massa maior do que a tensão superficial da 

gota suporta. 

4. Conclusões  

Conclui-se que a técnica do esferoide é 

satisfatória para gerar esferoides homogêneos e 

maduros com diferentes linhagens celulares, 

entretanto, é preciso observar que o tempo 

inicial de formação dos esferoides, para cada 

linhagem, pode variar, desta forma dependendo 

da maturidade do esferoide para o ensaio 

biológico pretendido deve-se estar atento à 

linhagem escolhida. Porém, uma vez que os 

esferoides maduros (6 a 7 dias) de ambas as 

linhagens não exibiram diferenças 

significativas de homogeneidade, volume ou 

área, a linhagem celular escolhida pode não ser 

um fator limitante. 

Estudos mais elaborados afim se de obter 

dados quantitativos acurados sobre os 

esferoides formados por essa técnica são 

necessários para a produção de esferoides 

padronizados para o teste de fármacos e nano 

estruturas, entre outros testes. 
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1. Introdução 

Segundo o Instituto Nacional de Câncer 

(INCA) câncer é a denominação dada a um 

conjunto de mais de 100 doenças, tendo como 

principal característica comum o crescimento 

desordenado de células capazes de invadir 

tecidos e órgãos adjacentes, e de se 

espalharem de forma metastática para outras 

regiões do corpo. Ainda, os tumores malignos 

tendem a ser muito agressivos e, muitas vezes 

se tornam não responsivos aos tratamentos, 

podendo se espalhar para outras regiões do 

corpo (COTRAN et al., 2004). 

Dentre os diferentes tipos de câncer 

destaca-se o  câncer de pele do tipo melanoma 

que, apesar de ser o menos incidente, é o que 

possui o maior índice de mortalidade, 

considerado assim como um dos cânceres 

mais agressivos, devido a sua alta propensão a 

formação de metástase, além da resistência à 

terapia (RATHORE et al., 2019).  

As estimativas para o biênio 2018-2019 no 

Brasil indicaram a ocorrência de 6.260 novos 

casos. Desses, foram contabilizados 1.794 

óbitos (INCA, 2019). 

O medicamento de escolha do Sistema 

Único de Saúde (SUS) para o tratamento do 

melanoma é a Dacarbazina. Essa droga 

apresenta um Índice de Seletividade (IS) 

próximo de 1,0 (efeito citotóxico do composto 

em linhagens derivadas de células normais em 

relação à linhagens derivadas de células 

tumorais), o qual é considerado baixo, 

tornando-a pouco seletiva para células 

tumorais, podendo atuar em qualquer fase do 

ciclo celular (BAÊTA, 2019). Apesar de 

apresentar uma resposta terapêutica muito 

baixa, o seu uso em quimioterapia ocorre, 

principalmente, devido ao baixo custo. 

(FAGHFURI et al., 2015).  

Os produtos naturais têm sido considerados 

como promissores agentes citotóxicos para o 

câncer devido a vantagens como propriedades 

de interações com o DNA, fácil 

disponibilidade, baixa toxicidade e redução do 

custo de produção. Dentre eles, a Curcumina 

(diferucoilmetano), um polifenol extraído da 

planta Cúrcuma longa (comumente conhecida 

como açafrão-da-terra), é conhecida por 

possuir propriedades anti-inflamatórias e 

anticancerígenas e tem sido um dos 

constituintes botânicos mais bem investigados 

de uso no tratamento de doenças crônicas 

(TENG et al., 2019). Foi demonstrado, por 

exemplo que a curcumina mata as células 

tumorais modulando várias vias de sinalização 

celular levando à apoptose nas células 

tumorais (RAVINDRAN et al., 2009, 

MACKENZIE et al., 2008). 

Assim, no presente trabalho, foi feita a 

avaliação da atividade antimelanoma in vitro 

da Curcumina a fim de observar se tal 

composto é possuidor de características 

desejáveis a um novo fármaco, apresentando 

IC50 (metade da dose máxima letal) e IS 

superiores ao valor mínimo considerado 

mailto:simbio@ufsj.edu.br


 

 

II SIMPÓSIO DE ENGENHARIA DE 

BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA 
 

11 a 13 de setembro de 2019 
Ouro Branco, Minas Gerais, Brasil 

 

 

 

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ – Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000  

Ouro Branco – MG |  simbio@ufsj.edu.br 

significativo em ensaios de novas drogas. 

  

2. Metodologia 

2.1. Crescimento das células in vitro 

(cultivo celular) 
A linhagem celular tumoral B16F10, 

derivada de um melanoma murinho (FIDLER, 

1975), foi rotineiramente cultivada em meio de 

cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles 

Medium). A linhagem normal Melan-A 

derivada de melanoblastos epidermais normais 

de camundogos C57BL/6 (BENNETT et al., 

1987), foi rotineiramente cultivada em meio de 

cultura RPMI1640 (Roswell Park Memorial 

Institute). Em todos os meios foram 

adicionados penicilina 100 U/ml, 

estreptomicina 0,1 mg/ml e suplementados 

com 10 % de soro fetal bovino sendo assim 

denominado meio completo (MC).  Os frascos 

de cultura de poliestireno de cada linhagem 

foram mantidos em incubadora a 37°C, 5% de 

CO2 e 95% de umidade relativa. 

 

2.2. Atividade citotóxica do composto 

medida pelo ensaio do MTT  

Frascos de cultivo contendo cada uma das 

culturas em monocamada foram tripsinizadas e 

ressuspendidas, em meio de cultura MC. Esta 

suspensão foi submetida a centrifugação por 

5min a 700xg e ressuspendida em MC. Em 

seguida, foi realizada a contagem de células 

viáveis em câmara de Naubauer. Dados de 

experimento piloto foram utilizados para a 

escolha do número de células a serem 

plaqueadas em cada poço da placa de 96 

poços. Assim, as células foram plaqueadas nas 

concentrações de 1 x 10
3
 células/mL e 1 x 10

4
 

células/mL, para as linhagens tumoral e 

normal, respectivamente. A cada poço foi 

adicionado 100 μL de MC e suspensão de 

células. As placas foram incubadas por 24 

horas à 37ºC, com 5% de CO2 e 95% de 

umidade em seus respectivos meios de cultura. 

Após esse período, foram adicionadas 

diferentes concentrações de Curcumina às 

células, as quais foram incubadas por 60 horas. 

As diferentes concentrações de Curcumina 

foram obtidas a partir de diluição em série em 

DMSO e MC, com concentrações entre 

6,25μg/mL e 400 μg/mL, de forma que em 

cada poço a concentração de DMSO não 

ultrapassasse 0,5%. Para cada concentração do 

composto e para cada linhagem celular, foram 

utilizadas cinco repetições (poços) por placa, 

cada experimento foi repetido 3 vezes. Os 

controles deste ensaio (100% de células 

viáveis) foram realizados com meio de cultura 

contendo 0,5% de DMSO (v/v). O mesmo 

tratamento foi realizado com a droga 

Dacarbazina. 

Decorrido o período de incubação, o meio 

contendo as drogas foi removido. A seguir, 

todos os poços foram lavados com PBS, e a 

cada um deles foram adicionados 50 μL de 

uma solução de MTT (3-{4,5- dimetiltiazol-2-

il}-2,5-difeniltetrazólio bromido) a 0,5 

mg/mL. As placas foram novamente incubadas 

nas condições descritas acima por 4 horas. 

Após esse período, o MTT foi retirado de 

todos os poços, e os cristais de formazan 

foram solubilizados em 100 μL de DMSO. As 

absorbâncias foram lidas em 

espectrofotômetro em comprimento de onda 

de 570 nm. Os resultados foram expressos 

como porcentagem de células viáveis em 

relação ao controle (sem tratamento). 

 

2.3.Cálculo da concentração inibitória 

de 50% das células (IC50) 

O valor da concentração inibitória de 50% 

das células (IC50) foi calculado por meio de 

uma regressão não-linear log [Dose] versus 

Resposta Normalizada (porcentagens de 

células viáveis), utilizando os programas 

GraphPad Prism® 5.0 e Microsoft Office 

Excel 2013®. 

 

2.4. Índice de Seletividade 

     A concentração inibitória de 50% das 

células (IC50) foi calculada para cada 

linhagem, e serviu para o cálculo do índice de 

seletividade (IS) do composto. O IS indica a 

seletividade de um composto entre uma 

linhagem neoplásica e uma normal, e 
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consequentemente, o potencial uso terapêutico 

desse composto em testes clínicos. Assim, 

neste estudo, o IS corresponde à divisão entre 

o valor da IC50 do composto sobre a linhagem 

de células normais (Melan-A) e o valor da IC50 

do composto sobre a linhagem de células 

neoplásicas (B16F10). 

 

3. Resultados e Discussão 

As taxas de mortalidade celular, após a 

exposição das linhagens normal Melan-A e 

tumoral B16F10 às diferentes concentrações 

da curcumina estão representados nos gráficos 

das figura 1. O valor de IC50 para cada 

linhagem está apresentado na Tabela 1 bem 

como o valor do coeficiente de determinação 

da regressão (R²). Foi possivel calcular 

também os valores de IC10 e IC90.  

 
 

 
Figura 1 – Taxa de mortalidade celular em função da 

concentração da Curcumina para as linhagens celulares, 

após exposição de 60 horas. 

No tratamento com curcumina  durante o 

período exposição de 60 horas, observou-se 

que a linhagem de B16F10, Figura 1, 

diferentemente das células normais, 

apresentaram viabilidade celular 

rigorosamente afetada. Ou seja, tais linhagens 

celulares são muito sensíveis ao composto em 

estudo, enquanto as células de linhagens 

normais não apresentaram tal sensibilidade, o 

que representa um resultado promissor, visto 

que o objetivo de um composto antitumoral 

eficaz é justamente eliminar células tumorais, 

sem causar danos agressivos às células 

normais. 
 

Tabela 1 - IC50 das linhagens de melanoma e normal 

após tratamento com Curcumina. 

 Linhagem celular 

Melan-A B16F10 

LogIC50 1,359 0,7337 

IC50 (μg/mL) 22,83 ± 2,37 5,416 ± 89,9 

R² 0,9631 0,9632 

IC10 11.69 1,64 

IC90 46,76 18,52 

 

A partir dos dados da Tabela 1, percebe-se 

que para a linhagem normal, as concentrações 

de IC50 de Curcumina, 22,83 ± 2,37 μg/mL, foi 

maior que para a linhagem tumoral (5,416 ± 

89,9). Em suma, esses dados mostram que a 

dose mínima letal necessária para matar 

metade da população de células tumorais é 

menor que a dose mínima letal para células 

normais. 

Além disso, os valores de IC50 da linhagem 

de melanoma está em uma faixa de 

concentração menor que as IC10 da linhagem 

normal. Ou seja, a concentração que mata 50% 

da população das células tumorais tem ação 

citotóxica em menos de 10% das células 

normais.  

A Dacarbazina é um antineoplásico clássico 

utilizado para o tratamento do câncer do tipo 

melanoma. Nesse presente estudo foram feitos 

tratamentos com essa droga para a linhagem 

de melanoma e linhagem normal a fim de 

confrontar tais resultados com os dados 

obtidos do composto neste estudo, e essa 

comparação se apresenta na Tabela 2. 

 
Tabela 2 - IC50 das linhagens de melanoma e normal 

após tratamento com Dacarbazina. 

 Linhagem celular 

Melan-A B16F10 

LogIC50 2,416 2,504 

IC50 (μg/mL) 260,7 ± 48,6 319,4 ± 89,9 

R² 0,8869 0,7645 
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Os dados da Tabela 2 apresentam valores 

de IC50 do quimioterápico Dacarbazina, os 

quais são muito superiores aos encontrados 

para curucmina. Assim, é reforçada a hipótese 

de que o composto em estudo apresenta 

virtudes de um novo fármaco, potencialmente 

promissor para o tratamento do câncer. A 

partir dessa avaliação foi possível calcular e 

comparar os índices de seletividade (IS) da 

curcumina e do quimioterápico comercial 

utilizado para o tratamento de melanoma 

(Tabela 3). 

 
Tabela 3 - Comparação dos IC50 e Índice de 

Seletividade da linhagem de melanoma após tratamento 

com Curcumina e Dacarbazina. 

 Composto 

Curcumina Dacarbazina 

IC50B16F10(μ

g/mL) 

5,416 ± 89,9 319,4 ± 89,9 

IC50Melan-A 

(μg/mL) 

22,83 ± 2,37 260,7 ± 48,6 

IS (Melan-A/ 

B16F10) 

4,21 0,8162 

 

 

Com esses resultados, foi possível avaliar a 

seletividade da Curcumina sobre o melanoma. 

A avaliação do seu efeito citotóxico em 

relação ao do fármaco tradicionalmente 

utilizado revela que ele é um pouco cerca de 

cinco vezes mais ativo que Dacarbazina contra 

células do melanoma. 

Vale salientar ao final de nossas avaliações 

que um valor de IS superior a 2 é um forte 

indicativo de que testes in vivo podem ser 

iniciados, a fim de averiguar se essa diferença 

pode favorece a redução da taxa de 

desenvolvimento do tumor in situ. 

 

4. Considerações Finais  

Os dados obtidos nesse presente trabalho 

mostram que a dose mínima letal (IC50) foi 

bastante inferior aos valores obtidos para 

quimioterápicos de uso tradicional. Além 

disso, os índices de seletividade do composto 

foram superiores ao valor mínimo considerado 

significativo (IS = 2,0) pela comunidade 

científica em ensaios de novas drogas. Assim, 

os resultados obtidos nesse estudo revelam que 

a Curcumina é um potencial medicamento para 

o tratamento do melanoma. 
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1. Introdução 

Os arbovírus são vírus de genoma RNA, 

mantidos em hospedeiros suscetíveis a 

artrópodes hematófagos nos quais se 

multiplicam e são passados a novos vertebrados 

(CALISHER, HIGGS, 2018; VASILAKIS, 

TESH, 2015).  

O vírus causadores de arboviroses podem ser 

divididos em quatro famílias: Togaviridae, 

Flaviviridae, Bunyaviridae e Reoviridae 

(METZ; PIJLMAN, 2011).  

O zika virus (ZIKV) pertence à família 

Flaviviridae, e foi isolado em macacos Rhesus 
na Uganda em 1947 e em humanos em 1952. A 

partir daí, foi disseminado para outras regiões 

do mundo. Em 2015, foi detectado um surto no 

Brasil sendo espalhado por várias regiões 

brasileiras (Rodríguez-Morales, 2015; 

ZANLUCA, et al., 2015). Desse modo, em 

2016, o vírus foi incluído na Lista Nacional de 

Notificação Compulsória de Doenças, Agravos 

e Eventos de Saúde Pública, sendo que entre 

2016 e 2018 foram registrados 3.266 casos 

prováveis de doença pelo vírus no país e até 

fevereiro de 2019 foram notificados 630 casos 

de zika em todo o país (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2019).  

O número de casos pode ser ainda maior 

devido a subnotificações, pela semelhança com 

a Dengue. A febre zika normalmente é   

assintomática, podendo apresentar quadros 

leves de febre, erupção cutânea, mialgia e 

artralgia. 

Porém, pode apresentar complicações que 

afetam o sistema neural e imunológico 

(MENEZES et al., 2016).  

O ZIKV é capaz de atravessar a placenta, atingir 

as células progenitoras corticais, prejudicando o 

desenvolvimento neurológico, podendo levar à 

microcefalia (CUGOLA et al., 2016).  

Também são observados casos de síndrome de 

Guillain-Barré causada pela desmielinização dos 

nervos periféricos e espinhais por intensa ação de 

células mononucleares e linfocíticas  (YUKI; 

HARTUNG, 2012; Cao-Lormeau et al., 2016). 

Atualmente, não há vacina para a prevenção da 

febre zika ou drogas antivirais específicas contra o 

vírus. Diante disso, a comunidade científica busca 

novas moléculas antivirais (WEAVER, REISEN, 

et al., 2010; YASUHARA-BELL, 2010). 

O Brasil abriga cerca de 10% da biota mundial 

estudada, e entre as várias plantas encontradas, a 

família Celastraceae tem se destacado por suas 

espécies serem amplamente empregadas na 

etnofarmacologia e devido à ampla gama de 

propriedades medicinais e inseticidas a ela 

atribuídas (DEEPA, BAI, 2010). Esse estudo teve 

como objetivo avaliar a presença de atividade 

antiviral contra o zika virus em extratos derivados 

de folhas e galhos de Maytenus sp. 

 

2. Material e métodos 

    2.1. Compostos derivados de Maytenus sp. 

Os extratos de folhas e galhos de Maytenus sp. 

foram cedidos pelo Grupo de Pesquisa em Plantas 

Medicinais da Universidade Federal de Minas 
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Gerais (NEPLAM/UFMG). 

 

2.2 Células de mamífero Vero 
As células de rim de macaco verde, 

Cercopithecus aethiops, Vero, foram utilizadas 

para os diferentes ensaios antivirais. Foram 

mantidas em meio DMEM, com 5% de SFB e 

um coquetel de antibióticos. As células foram 

mantidas a 37°C, em estufa com 5% de CO2 e 

foram repicadas em intervalos de 3 dias. 

 

2.3. Vírus Zika 

As cepas de ZIKV, obtidas da Universidade 

de São Paulo, foram multiplicadas de acordo 

com Ferraz e colaboradores (FERRAZ et al., 

2019).  Resumidamente, o vírus foi 

multiplicado em células Vero, sendo as culturas 

infectadas incubadas até o aparecimento de 80-

90% de efeito citopático viral (ECP), 

caracterizado pela formação de sincícios, 

grumos e desprendimento celular. 

Posteriormente, o sobrenadante foi clarificado 

por centrifugação a 4
o
C, aliquotado e 

armazenado a -80°C até o uso. 

 

2.4. Titulação de vírus 

Para determinar a concentração de vírus do 

estoque trabalho e nos ensaios antivirais, o 

número de unidades formadoras de placas virais 

(UFP/mL) foi obtido pelo método de dosagem 

de placas de Dulbecco (DULBECCO, 1952). 

 

2.5. Ensaio de citotoxicidade 

Antes dos testes antivirais, os compostos 

foram submetidos a teste de citotoxicidade, o 

qual determina a concentração citotóxica para 

50% das células (CC50). As células foram 

distribuídas em microplacas de 96 poços e 

incubadas. No dia seguinte, foram tratadas com 

concentrações dos compostos e incubadas, 

Após 48h, pela adição de metil-tiazol-tetrazólio 

(MTT), foi feita a revelação da % de células 

viáveis pela equação % = (B÷A) × 100, em que 

A e B são as absorbâncias (λ= 540nm) das 

células não tratadas e células tratadas, 

respectivamente. 

 

2.6. Ensaio de atividade antiviral global 

Foram testadas na atividade antiviral, 

concentrações dos extratos abaixo da CC50. 

Para isso, células foram distribuídas em 

microplacas e incubadas por 24h. As diluições 

dos compostos foram adicionadas juntamente 

com a suspensão viral (moi = 0,1 vírus/cél) e 

após 48h, o MTT foi aplicado. A concentração 

com proteção de 50% das células infectadas 

(CE50) foi calculada como:           
      , sendo A: densidade ótica (DO) das 

células tratadas e infectadas, B, das não tratadas 

e infectadas, e C, das não tratadas e não 

infectadas. A pesquisa foi feita conforme 

descrito por Barrow et al., 2016, com algumas 

modificações. 

 

2.7 Análises estatísticas 

Inicialmente foi avaliada a normalidade das 

amostras por meio do teste de Kolmogorov–

Smirnov. Para análise estatística, foi utilizado o 

teste de ANOVA para comparação das médias, 

seguido de teste de Tukey para comparações 

múltiplas. Os testes foram analisados pelo 

software GraphPad Prism® 7.00.288.  Foram 

realizadas triplicatas biológicas, sendo os 

resultados demonstrados como média ± desvio 

padrão (p ≤ 0,05). 

 

3. Resultados e discussão 

3.1. Análise do efeito citotóxico em células 

Vero 

O ensaio de citotoxicidade in vitro é 

utilizado para definir o efeito citotóxico, no 

qual a substância é capaz de provocar danos às 

funções básicas da célula (EISEMBRAND et 

al., 2002).  
Na Tabela 1 são apresentadas as concentrações 

citotóxicas a 50% das células Vero (CC50) 

tratadas com os diferentes extratos. A cloroquina, 

um antiviral de referência, foi utilizada como 

controle.  
Tabela 1 – Avaliação da citotoxicidade dos extratos 

de Maytenus sp. em células Vero 

Amostras 
CC50 

µg/mL 

M7 43,7 ± 1,6 

M8 134,1± 2,1 

M9 953,0 ± 2,7 

M10 34,8 ± 1,5 
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Figura 1: Análise da redução do efeito citopático viral em células Vero 
 

CLOROQUINA 9,4 ± 1,0 

O teste mostrou que nenhuma das 

amostras foi tóxica às células, sendo todas 

direcionadas ao teste antiviral. No estudo de 

NABENDE, 2015 foi observado que, o extrato 

de hexano de folhas de Maytenus undata 

também demonstra baixa toxicidade sobre 

células Vero e devido a isso o extrato foi 

direcionado a estudos de atividade biológica, 

assim como os extratos do nosso trabalho.   

 

3.2. A atividade antiviral  

O ensaio de atividade antiviral global, em que 

células e vírus são tratados antes, durante e 

após 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a infecção, permitiu calcular a concentração 

efetiva protetiva para 50% das células 

infectadas (CE50), e os resultados são 

apresentados na Tabela 2.  
Tabela 2 –Concentração protetora dos extratos de 

Maytenus sp. 

Amostras 
CE50 

µg/mL 

M7 ND 

M8 62,6 ± 1,8 

M9 10,9 ± 1,0 

M10 331,8 ± 2,5 

CLOROQUINA 11,7 ± 1,1 

Como se pode notar, o extrato M9 de folhas 

apresentou uma excelente atividade antiviral 

contra o ZIKV, com uma CE50 de 10,9 μg/mL. 

Em um estudo similar, avaliando atividade de 

extratos de folhas de Tontelea micrantha contra 

o ZIKV, Ferreira et al., (2019) encontraram 

concentrações inibitórias entre 59 e 83 μg/mL, 

o que mostra que o extrato do nosso estudo é 

promissor como anti-ZIKV e para o 

direcionamento para estudos de mecanismo de 

ação, considerando que, além do baixo valor da 

CE50, o extrato M9 também apresentou um IS 

de  87,5 o maior observado entre os extratos 

avaliados, como descrito na Tabela 3. A 

literatura recomenda que apenas compostos 

com IS > 10 devem ser considerados seguros e 

não tóxicos devido à distância entre o valor da 

dose farmacológica e o valor da dose tóxica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antes do ensaio antiviral ser revelado pelo 

MTT, uma análise microscópica foi realizada. 

A Figura 1 compara as condições em que houve 

infecção e tratamento, com o controle celular 

(sem infecção e sem tratamento) e o controle 

viral (com infecção e sem tratamento), 

mostrando coerência com os resultados obtidos 

após revelação pela técnica colorimétrica. 
Tabela 3 – Índice de seletividade (IS) encontrado para os 

extratos de Maytenus sp. 
Amostras IS  

M7 ND 

M8 2,6 

M9 87,5 
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M10 0,1 

CLOR 0,8 

O cálculo do IS é obtido como CC50/CE50*100 
Como se observa, já na concenração de 25 

ug/mL, as células tratadas com o extrato M9 já 

quase não apresentam efeitos citopáticos, 

mostrando a eficiência do extrato em inibir a 

ação viral, apresentando uma monocamada 

celular íntegra, apesar da infecção, comparável 

ao controle celular e células não infectadas.  

 

4. Conclusões 

Os dados permitem concluir que o extrato de 

folhas de Maytenus sp. apresenta um efeito 

antiviral contra o ZIKV de forma seletiva. 

Esses resultados conduzem a estudos sobre o 

princípio ativo antiviral presente nos extratos e 

seus mecanismos de ação. 
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1. Introdução 

 

A pele é o tecido mais externo do nosso 

corpo e está sujeita a traumas mecânicos que 

geralmente se fecham deixando cicatrizes 

normotróficas. Por outro lado, em condições 

ainda pouco caracterizadas mas muitas vezes 

relacionadas a aumento da inflamação local, 

pode haver deposição excessiva de matriz 

extracelular, levando a formação de cicatrizes 

hipertróficas ou até queloides (MOGILI et al., 

2012; MARTIN; NUNAN, 2015; CHEN et al., 

2016). Uma das estratégias para melhorar o 

processo de reparo de lesões é alterar a fase 

inflamatória  

 A restauração da integridade da pele requer 

um evento dinâmico e complexo que envolve 

um conjunto de células residentes no tecido e 

outras recrutadas para o local da injúria, até a 

formação/maturação do tecido de reconstituição 

(LAROUCHE et al., 2018).  

A tolerância imunológica é um fenômeno 

adquirido durante a ontogênese, dependente de 

complexas interações entre linfócitos, que se 

forem alteradas podem resultar em diferentes 

patologias, denominadas autoimunes. A 

ingestão de proteínas também ativa linfócitos e 

resulta em tolerância, neste caso denominada 

tolerância oral. Já se sabe que a injeção de 

proteínas toleradas em adjuvantes, tem efeitos 

anti-inflamatórios sistêmicos e, se injetadas 

concomitantemente com uma lesão na pele, 

melhoram o reparo (CARVALHO et al., 2002; 

AZEVEDO et al., 2012; COSTA et al., 2011; 

COSTA et al., 2016; CANTARUTI et al., 

2017). 

Outra forma para melhorar o reparo de 

feridas tem sido a aplicação de Scaffolds 

associados ou não a fatores de crescimento, 

células e/ou mediadores anti-inflamatórios. 

Scaffolds são estruturas tridimensionais porosas 

que podem imitar a matriz extracelular e assim 

facilitar interações entre as células, a migração e 

proliferação celular, de modo que elas possam 

reconstituir o tecido original. Há na literatura 

estudos que mostram que os scaffolds 

proporcionam diversos benefícios em feridas 

como proteção contra infecções, proteção contra 

perda de água, redução da dor e facilitação do 

fechamento da ferida (HOGREBE; GOOCH, 

2016; CHAN et al., 2016 ). Frequentemente tem 

sido utilizado nos scaffolds materiais naturais, 

polímeros sintéticos, biodegradáveis ou 

polímeros com proteínas que auxiliam na 

formação de novos tecidos (HOGREBE; 

GOOCH, 2016).  

Um dos materiais muito utilizados nos 

scaffolds tanto em forma de malha, como em gel 

ou esponja é o colágeno (HOGREBE; GOOCH, 

2016). O colágeno vem sendo estudado na 

engenharia de tecidos da pele e tem como 

resultado a aceleração da cicatrização de feridas 
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(HARRISON; MACNEIL, 2008) além de 

promover uma aceleração da angiogênese 

(CHAN et al., 2016). O colágeno utilizado nos 

Scaffolds  pode ser colhido de diversas fontes, 

como por exemplo, de pele bovina, porcina e 

equina. Um dos mais utilizados é o colágeno do 

tipo I bovino (CHAN et al., 2016). 

Uma vez que a tolerância imunológica ao 

colágeno usado nos Scaffolds pode interferir no 

reparo das lesões, comparamos os efeitos da 

aplicação de colágeno bovino (heterólogo) com 

colágeno murino (homólogo) na cicatrização de 

feridas cutâneas.  

 

2. Metodologia 

 

Foi utilizado o modelo de lesão excisional na 

pele de camundongos da linhagem Swiss, 

machos com 8 semanas de idade (n=5). O 

colágeno homólogo foi obtido a partir da cauda 

de camundongos Mus musculus da linhagem 

Swiss, e o colágeno heterólogo (bovino) foi 

obtido a partir do tendão bovino.  

Para verificar a estrutura da malha e 

topografia do colágeno foi realizada uma análise 

de Microscopia de Força atômica- Nanoscope 

IV MultiMode SPM (Bruker Instruments). A 

partir dos colágenos bovino e murinho foi feito 

um gel para aplicação na área da lesão. O gel 

aplicado permaneceu na lesão por 5 dias. 

No dia 7 após a lesão os animais foram 

eutanasiados e a pele foi coletada, fixada em 

formalina de Carlson e corada em Hematoxilina 

& Eosina para análise histopatológica ou em 

Alcian-Blue para contagem de mastócitos. 

Projeto aprovado pelo CEUA-UFSJ-protocolo 

049/2017. 

 

3. Resultados e Discussão 

No grupo que recebeu um curativo de 

colágeno homólogo, a re-epitelização estava 

completa na maioria dos animais e houve uma 

diminuição no tamanho do tecido de granulação, 

enquanto no grupo controle salina e no que 

recebeu colágeno heterólogo ainda não havia re-

epitelização completa (Figura1). Nos animais do 

grupo que recebeu colágeno homólogo também 

havia uma deposição de matriz extracelular 

mais acelerada e menor densidade de leucócitos 

em comparação com os animais do grupo 

controle salina (Figura 2). Estudos têm 

demonstrado que a infiltração excessiva de 

leucócitos no leito da ferida pode piorar o 

processo de cicatrização, retardando a re-

epitelização e levando a deposição de matriz 

extracelular mais desorganizada (KIM et al., 

2019). Sugerimos que devido à baixa 

concentração de leucócitos no grupo homólogo 

houve um menor tecido de granulação, 

acelerando seu processo de re-epitelização e 

consequentemente aceleração no processo de 

deposição de matriz extracelular. Outros estudos 

com modelos experimentais demonstram que a 

redução do infiltrado inflamatório leva a um 

menor dano tecidual, consequentemente a uma 

cicatriz reduzida ou à regeneração do órgão 

como demonstrado em feridas incisionais na 

pele de camundongos nude (GAWRONSKA-

KOZAK et al., 2006). O curativo com colágeno 

heterólogo produziu um efeito de scaffold, pois, 

sua re-epitelização foi igual ao grupo controle 

salina e mais atrasada em relação ao grupo que 

recebeu colágeno autólogo embora com menor 

infiltrado inflamatório que o grupo controle 

salina. 

Os curativos com colágenos não alteraram 

significativamente o número de fibroblastos, a 

angiogênese (Figura 2), nem o número de 

mastócitos (Figura 3) e nem a maturação dessas 

células: maduro (corado de vermelho), imaturo 

(corado de azul) e intermediário (corado de 

roxo).  Nos grupos tratados com colágeno tanto 

autólogo quanto heterólogo houve maior 

presença de mastócitos maduros do que 

mastócitos imaturos e intermediários, porém 

não foi observada diferença significativa entre 

os grupos (Figura 3). A presença de mastócito 

no leito da ferida foi quase nulo, estando em 

maior número na derme adjacente à borda da 

região de reparo da lesão. Mastócitos são 
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células residente importantes para a 

reepitelização da ferida que tanto na sua 

ausência ou com alta proliferação atrasa o 

processo de reepitelização, além disso afeta no 

número de fibroblasto, o que no nosso estudo 

não teve interferência dessas células. 

Os scaffolds de colágeno bovino têm sido 

utilizados para induzir a vascularização em 

implantes, associados a outros componentes da 

matriz extracelular (CHAN et al., 2016; 

BABRNÁKOVÁ et al., 2019; KANG et al., 

2019). Como o colágeno heterólogo que usamos 

possuía uma malha de fibras mais fechada, com 

fibras mais espessas e mais largas do que o 

colágeno autólogo, pode ser que isso tenha 

interferido na migração celular e na 

vascularização. 

  Sugerimos que o uso do colágeno homólogo 

produziu um efeito indireto da tolerância 

imunológica que acelerou o processo de re-

epitelização. Porém o uso com colágeno 

heterólogo produziu um efeito de scaffold, onde 

a re-epitelização foi mais atrasada mesmo com 

uma baixa inflamação.  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: Aplicação de curativos com colágeno 

homólogo acelera o processo de repitelização quando 

comparado com o colágeno heterólogo ou controle 

Salina. Imagens representativas da área de reparo aos 7 

dias após lesão excisional na pele do dorso de 

camundongos Swiss. Coloração Hematoxilina e Eosina, 

aumento de 50X, escala da barra=200 μm, aumento de 

400X escala da barra=50 μm. Setas indicando área da 

lesão. Insert mostrando feixes nervosos.  

 

 
Figura 2: Aplicação de curativos com colágeno 

homólogo e heterólogo promove uma diminuição no 

número de células inflamatórias, 7 dias após lesão 

excisional na pele do dorso de camundongos Swiss. Em 

(a) a densidade de fibroblastos, em (b) a densidade de 

leucócitos, em (c) a densidade de vasos sanguíneos. 

Coluna preta grupo controle Salina, coluna branca grupo 

Heterólogo, coluna hachurada grupo Autólogo. Teste 

estatístico Anova (one-way não paramétrico- p<0,05), pós 

teste Newman- Keuls (compara todas as colunas em par). 

 

 
Figura 3: Análise de mastócitos aos sete dias após a 

lesão e aplicação tópica de colágeno homólogo ou 

heterólogo. Imagens representativas da região de reparo 

aos 7 dias após a lesão. Nota-se maior presença de 

mastócitos na derme adjacente à área da lesão, porém não 

teve diferença significativa na quantidade de mastócitos 

(a-d). Coloração alcian blue e safranina, aumento de 

400X escala da barra=50 μm. Teste estatístico Anova 

(one-way não paramétrico - p<0,05), pós teste Newman- 

Keuls (compara todas as colunas em par). 

 

4. Conclusão 
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O uso do colágeno heterólogo pode ter 

produzido um efeito do scaffold além do 

imunológico, enquanto o uso do colágeno 

homólogo pode ter um maior efeito 

imunológico da tolerância. Mais estudos devem 

ser feitos visando aplicação de colágeno 

homólogo para a aceleração do processo de re-

epitelização o que é muito importante para 

reconstituição da barreira epitelial. 
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1-Introdução 

 

 O grande crescimento econômico 

e as questões referentes à importância do 

desenvolvimento sustentável nos dias 

atuais têm estimulado um aumento da 

procura de energias mais limpas, em 

substituição ao combustível fóssil. Além 

de ser um recurso finito, os combustíveis 

fósseis, principalmente o petróleo, 

contribuem significativamente com o 

agravamento do efeito estufa, por meio da 

emissão de gases poluentes (ADITYA et 

al, 2016). 

 Uma alternativa que visa a 

diminuição da dependência de recursos 

não renováveis são os combustíveis 

produzidos a partir de biomassa, como os 

biocombustíveis (ADITYA et al, 2016). 

 

 O bioetanol (biocombustível) 

pode ser produzido a partir de diversas 

fontes de biomassa, desde que apresentem 

quantidades significativas de carboidratos, 

como a celulose e o amido (ADITYA et al, 

2016). 

  A Solanum Lycocarpum, 

pertencente à família da solanácea é 

popularmente conhecida como fruta-de-

lobo. Esse fruto apresenta uma grande 

quantidade de amido, portanto, é uma 

matéria-prima promissora para a produção 

de etanol (OLIVEIRA-FILHO e 

OLIVEIRA, 1988). 

 Como o amido não pode ser 

fermentado diretamente, é necessário uma 

hidrólise prévia da sua cadeia para obter a 

glicose. A reação de hidrólise ocorre na 

presença de catalisadores ácidos ou 
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enzimáticos visando a separação da cadeia 

longa do amido liberando cadeias mais 

curtas de dextrina, maltose e glicose. A 

hidrólise enzimática apresenta várias 

vantagens quando comparada à hidrólise 

ácida, sendo a mais importante a alta 

especificidade da reação com o substrato 

(CYPRYCH et al., 2014).  

              A concentração de enzima pode 

influenciar diretamente no rendimento da 

produção de hidrólise do amido. Portanto, 

é necessário encontrar a concentração 

ideal de enzimas para atingir uma 

hidrólise eficiente (CYPRYCH et al., 

2014). Este trabalho objetivou avaliar o 

efeito das concentrações de α-amilase 

(LIQUOZYME SC DS) e 

amiloglucosidase (SPIRIZYME FUEL 

HS) sobre o rendimento e perfil de açúcar 

no processo de hidrólise-sacarificação do 

amido, visando obter maiores rendimentos 

em açúcares fermentáveis. 

 

2 – Material e Métodos 

2.1 Obtenção do amido 

 Os frutos foram lavados com 

água destilada, descascados, tendo suas 

polpas picadas e moídas em um 

multiprocessador doméstico wallita 

750W. Uma solução de metabissulfito de 

sódio (5 g L-1) foi previamente preparada 

e utilizada em uma proporção de 0,5 kg de 

matéria-prima L-1 de solução para evitar o 

escurecimento da polpa da fruta. A polpa 

foi processada em liquidificador 

doméstico com água destilada na 

proporção de 1: 1 (polpa / água) e, 

posteriormente, filtrada e armazenada para 

decantação. O amido contido na polpa foi 

obtido por três decantações sucessivas. 

Cada decantação durou 12 horas e, 

posteriormente, o amido foi seco em 

estufa a 30 ° C por 96 horas. 

 

2.2 Hidrólise Enzimática 

 A hidrólise do amido foi 

realizada utilizando 2 enzimas comerciais 

produzidas pela Novozymes A / S. A 

solução de água e a enzima Liquozyme SC 

DS (alfa-amilase) foi aquecida a 85 ° C e 

a suspensão de amido (16% m / v) foi 

gradualmente adicionada até à sua 

completa gelatinização. Após 2h30min de 

reação, a temperatura foi reduzida para 65 

° C para iniciar o processo de 

sacarificação. Nesta fase, a enzima 

Spirizyme Fuel HS (gluco-amilase) foi 

adicionada. A reacção foi incubada à 

temperatura indicada com agitação 

rotativa a 140 rpm durante as 24 horas. 

Para a avaliação do efeito da concentração 

enzimática na produção de açúcar, foi 

realizado um delineamento central 

composto rotacional, o planejamento foi 

realizado com 3 repetições no ponto 

central, 2 variáveis de entrada estudadas 

(volume da enzima Liquozyme SC DS 

(v/m) e Spirizyme Fuel HS (v/m)) em dois 

níveis e 4 pontos axiais, totalizando 11 

ensaios  (Tabela 1). A variável resposta 

analisada foi a concentração de açúcares 

redutores (g L-1) MILLER (1959).  

 

3 – Resultados e discussões 

3.1 – Amido 

 O rendimento do amido obtido a 

partir de fruta-de-lobo no estágio de 

maturação semi-maduro com base na 

polpa fresca foi de 4,99 g de amido / 100 

g de polpa fresca. Rocha et al. (2012) 
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encontrou em seus estudos com a fruta-de-

lobo, 5,98 g de amido / 100 g de polpa 

fresca. A diferença nos resultados pode ser 

justificada em razão das diferentes 

condições sazionais em que os frutos 

estavam submetidos. 

 O resultado indica que a fruta-

de-lobo pode ser utilizada como matéria-

prima para a produção de etanol. 

 

3.2 – Açúcares redutores 

 A concentração de glicose nos 

hidrolisados variou entre 112,37 g L-1 e 

159,05 g L-1 (Tabela 1). 

 O ensaio que apresentou melhor 

rendimento de AR (açúcar redutor) foi o 

ensaio 8 que continha 15,07 (µL g-1) de 

Liquozyme SC DS combinada com 43,25 

(µL g-1) de Sprizyme Fuel HS. 

 Por meio da tabela 1, pode-se 

observar que o ensaio 9 que continha 

15,07 (µL g-1) de Liquozyme e 26,08 15,07 

(µL g-1) de Sprizyme obteve uma 

quantidade semelhante de açúcares 

redutores (155,11 g L-1). Nesse caso tem-

se uma produção de AR próxima com uma 

diminuição da quantidade da segunda 

enzima.  

 Menezes et al. (2016) realizando 

a hidrólise enzimática do amido de batata 

(pertencente à família da Solanacea), 

variando as concentrações de enzimas, 

encontraram o maior teor de glicose no 

hidrolisado de 128,3 (g L-1) para uma 

suspensão de 12,5% de amido. Isso mostra 

que o hidrolisado do amido da fruta-de-

lobo pode ser uma alternativa para a 

produção de etanol.  

Tabela 1 – Delineamento experimental da hidrólise 

enzimática do amido da fruta-de-lobo e 

concentração de AR obtida.  

 Variáveis independentes  

 Codificadas / Reais 

(v/m) 

 

Ensaios Liquozyme 

SC DSa  

(µL g-1) 

Spirizyme 

Fuel HSb 

(µL g-1) 

AR* 

(g L-1) 

1  -1 (7,14) -1 (13,91) 131.29 

2  1 (7,14) -1 (38,26) 119.46 

3 -1 (23,01)  1 (13,91) 133.17 

4  1 (23,01)  1 (38,26) 140.60 

5 -1.41 (3,89)  0 (26,08) 137.13 

6 +1.41(26,26)  0 (26,08) 141.39 

7  0 (15,07) -1.41 (8,92) 112.37 

8  0 (15,07) +1.41 (43,25) 159.05 

9  0 (15,07)  0 (26,08) 155.11 

10  0 (15,07)  0 (26,08) 147.85 

11  0 (15,07)  0 (26,08) 152.43 
 a- Enzyme activity declared: 302.4 KNU-S/mL (1 

KNU-S: amount of enzyme that hydrolyzes 5.26 g of 

starch per hour).  

b- Enzymatic activity declared: 1638.75 AGU/ml (1 

AGU: amount of enzyme that hydrolyses one μmol of 

maltose per minute)  

*AR = Açúcar redutor. 

 

 A análise de variância 

(ANOVA) foi obtida por meio do software 

Statistica 7.0. O coeficiente de 

determinação (R2) obtido foi de 0,84, ou 

seja, 84% da variação da resposta é 

explicada pelo modelo e 16% se atribuiu 

aos resíduos. Dessa forma, a análise de 

variância (Tabela 2) mostrou que o 

modelo quadrático se ajustou bem aos 

dados experimentais em relação ao teor de 

açúcares redutores. 
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Tabela 2 – Valores da ANOVA para AR após a 

hidrólise enzimática. 

Fonte SQ GL QM F R2 

Regressão 1514,00 2 757,00 10 0,84 

Resíduo 602,89 8 75,36   

Total 2116,89 10    

*Fcalc = 10.05; Ftab = F(2;8;0,05) = 4.46.  

*SQ – Soma dos Quadrados; GL – Grau de 

Liberdade; QM – Quadrado Médio. 

  

 Na figura 1, pode-se observar que 

para obter maiores concentrações de 

açúcares redutores, sob as mesmas 

condições experimentais adotadas neste 

estudo, deve-se adicionar a concentração 

de Liquozyme SC DC no ponto central 

(0,019% m/m) combinada com  a 

concentração de Sprizyme Fuel HS no 

ponto central (0,030% m / m) ou máximo 

(0,050% m / m). 

 

Figura 1 – Superfície de resposta do 

comportamento da concentração de AR (g L-1) 

obtido após hidrólise do amido da fruta-de-lobo em 

função da concentração da Liquozyme (v/m) e 

volume da Spirizyme Fuel HS (v/m).  

 

4 – Conclusão 

 A partir dos resultados observou-

se que, a fim de se obter maiores 

concentrações de açúcares redutores, 

deve-se adicionar a concentração de 

Liquozyme SC DS no ponto central 

combinada com a concentração de 

Spirizyme Fuel HS também no ponto 

central.  

 Os resultados obtidos neste 

estudo mostram que a fruta-de-lobo é uma 

promissora fonte de amido para diversas a 

produção de bioetanol a partir dos 

açúcares redutores liberados durante a 

hidrólise enzimática. 
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1. Introdução

As indústrias têxteis têm contribuído 
largamente para a contaminação 
ambiental, devido a grande produção de 
resíduos com baixos níveis de 
degradação, incluindo corantes 
provenientes das etapas de tingimento, 
sendo descartados efluentes com intensa 
coloração [1].

Os corantes de origem sintética são 
bastante eficazes quanto ao tingimento e 
são produzidos de forma barata. Estes 
corantes estão sendo aprimorados para 
aumentar o poder de fixação contra os 
agentes provocadores de desbotamento e 
atender as exigências do mercado, porém 
tornam-se cada vez mais tóxicos e 
maléficos para o meio ambiente [2]. 

O corante índigo carmim (figura 1) é um 
corante muito utilizado na indústria 
alimentícia, fabricação de cápsulas como 

um pigmento solúvel, empregado como 
corante de contraste para a mucosa 
colorretal para melhor visualização de 
lesões detectadas pela colonoscopia, e é 
também usado como agente complexante 
para a análise de cobre por 
espectrofotometria. Entretanto, seu 
principal emprego acontece nas indústrias 
têxteis devido a sua baixa solidez, 
resistência a abrasão e ao alvejamento, 
sendo um dos mais utilizados para o 
tingimento de tecidos de algodão jeans, 
possuindo coloração azul [3,4].  

Figura 1 – Estrutura molecular do índigo 
carmim.
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As substâncias corantes contribuem 
significativamente para a poluição de 
recursos hídricos por dificultarem a 
penetração dos raios solares, 
prejudicando o metabolismo fotossintético 
de algumas espécies; além disso, 
apresentam-se como recalcitrantes e 
potencialmente cancerígenas [5].

 Devido a necessidade de 
desenvolvimento de processos de 
tratamento de efluentes que garantam 
uma boa eficiência na remoção de 
corantes, a síntese de partículas 
magnéticas incrustadas em biocarvão, 
apresentaram-se como uma boa forma de 
remover o corante índigo carmim dos 
efluentes industriais. Adsorventes 
magnéticos são extremamente 
interessantes, pois podem ser removidos 
da solução através de um ímã, facilitando 
o processo de tratamento de efluentes.

         2. Material e Métodos

A síntese das nanopartículas 
magnéticas incrustadas em biocarvão foi 
preparada através do método modificado 
de Mohan D et al [6]. O método utiliza a 
impregnação de nanopartículas 
magnéticas em carvão ativado. Para tal, 
as nanopartículas magnéticas foram 
sintetizadas in-situ, pela co-precipitação 
do sulfato ferroso com cloreto férrico em 
meio alcalino e, em um meio rico em 
biocarvão.

Assim, para este trabalho, inicialmente, 
10 g de biocarvão foram adicionados a 
500 mL de água ultrapura e mantidos sob 
agitação. Enquanto isso, 0,067 mol de 
ferro trivalente (Fe3+) foram misturados a 
0,033 mol de ferro bivalente (Fe2+) em 200 

mL de água num béquer de 500 mL. Além 
disso, também foram adicionados a esta 
solução 2,5 mL de HCl.

 Esta solução foi misturada ao 
biocarvão ativado aquoso preparado 
anteriormente e agitada vigorosamente 
por 15 minutos a 70ºC. Após este tempo, 
foram adicionados à mistura, 500 mL de 
uma solução de hidróxido de sódio 
(NaOH) 4 mol L-1, deixando-se o sistema 
sob agitação por duas horas.

 Posteriormente a este procedimento, o 
precipitado formado foi coletado em tubos 
falcon, lavado com água ultrapura e 
centrifugado por 10 vezes. Logo a seguir, 
os tubos com os precipitados foram secos 
em estufa a 60ºC, por 24 horas. Após este 
procedimento, obteve-se um material 
magnético de coloração negra. 

   3. Resultados e Discussão

O grande interesse no estudo da 
nanopartícula de óxido de ferro é devido 
sua propriedade magnética. A 
propriedade magnética corresponde à 
força ou influência atrativa ou repulsiva 
que um material impõe sobre outros 
materiais [7].

A caracterização magnética foi 
realizada empregando-se um ímã de 
neodímio e aproximando-o das amostras 
sólidas e em meio aquoso com o objetivo 
de verificar a presença do campo 
magnético. O resultado é da atração das 
amostras sólidas é mostrado na figura 2.
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Figura 2 - Partículas magnéticas atraídas pelo 
ímã.

Através da magnetização foi possível 
observar o movimento das partículas 
sólidas e em meio aquoso na direção ao 
campo magnético, sendo esta uma das 
propriedades dos materiais 
ferromagnético

Após testada sua capacidade 
magnética verificou-se o poder de 
adsorção do material.  A 20 mL de uma 
solução de índigo carmim  de 
concentração 40 mg L-1 , adicionaram-se 
100 mg do material magnético, deixando-
se o sistema sob agitação   por quinze 
minutos.

    Decorrido este tempo, colocou-se a 
solução em contato com um ímã para que 
o adsorvente fosse retirado. Notou-se que 
restaram na solução poucas partículas 
adsorventes. Assim, posteriormente, a 
mesma foi filtrada com um filtro de seringa 
de 0,45 µm. Sequencialmente, fez-se a 
leitura da solução em espectrofotômetro 
UV-Vis, em 610 nm, verificando-se que 
houve a remoção de cerca de 66% do 
corante em solução.

Foi possível analisar que a 
absorbância do corante sem adsorvente 
foi maior do que a mesma do corante com 
adsorvente, essa variação pode ser 
explicada pela adsorção de corante pela 
nanopartícula magnética. 

Na literatura, o valor encontrado para a 
porcentagem de adsorção do corante 
índigo carmim, em uma concentração de 
40 mg L-1, por carvão ativado produzido a 
partir de resíduos da produção de farinha 
de trigo foi de 18,61% [8]. Para o carvão 
ativado comercial, utilizando soluções do 
corante com concentrações pré definidas 
apresentou um desempenho de adsorção 
de 98% [9].

Comparativamente ao valor para o 
carvão ativado advindo da biomassa, as 
nanopartículas apresentaram uma melhor 
performance. Contudo, em relação ao 
carvão ativado comercial, o material não 
se mostrou tão eficaz, já que variáveis 
como pH e temperatura não foram 
analisadas.  

          4. Conclusão

O aumento da complexidade e 
dificuldade para o tratamento de efluentes 
das indústrias têxteis tem demandado 
pesquisas de novas metodologias para 
tratamento destes rejeitos. As 
nanopartículas magnéticas  mostraram 
ser bom adsorvente, removendo grande 
quantidade do  corante têxtil índigo  
carmim da solução aquosa. Além disso, o 
processo de separação do adsorvente da 
solução foi facilitado, já que apenas a 
presença de um ímã é suficiente para 
ocorrer a separação, simplificando e 
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barateando o tratamento de efluentes 
aquosos contaminados. 
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1. Introdução 

Nos fotobiorreatores, o cultivo das 

microalgas pode ocorrer em águas residuárias, 

visando obter a biomassa, concomitantemente, 

usada para o tratamento da mesma.  

Esses sistemas podem ser iluminados com 

luz artificial e, dentre essas fontes de energia 

luminosa, os diodos emissores de luz (LEDs) 

vêm sendo mais amplamente utilizados no 

cultivo de microalgas, uma vez que emitem luz 

dentro do espectro de cores desejado podendo 

melhorar a qualidade e a produtividade de 

microalgas, garantindo, assim, a mistura 

equilibrada de comprimentos de onda de luz a 

ser absorvidos por esses microrganismos 

durante o crescimento. (ZHAO et al., 2013; 

OOMS et al., 2016). Por outro lado, a 

utilização de LEDs resulta em consumo 

energético para o tratamento de água 

residuária.   

Na literatura encontraram-se diferentes 

autores (KIM et al., 2013, 2014a) que 

utilizaram a alteração dos comprimentos de 

onda da luz de LED azul para a luz vermelha 

na iluminação de fotobiorreatores operados em 

batelada visando o tratamento de águas 

residuárias. Estes trabalhos apresentaram um 

aumento na produtividade das microalgas e 

maior eficiência na remoção de nutrientes em 

comparação com a utilização de uma única cor 

da luz de LED (comprimento de onda único).      

Cabe ressaltar que não foram encontrados 

estudos em fotobiorreator operado em regime 

contínuo iluminado por LED na combinação 

dos comprimentos de onda citados.  

O objetivo deste estudo foi investigar o uso 

de um fotobiorreator para o tratamento de água 

residuária sintética, além de avaliar o 

desempenho energético em função da 

iluminação artificial de luz de LED. 

 

2. Material e Métodos 
A água residuária sintética utilizada foi 

elaborada de acordo com a Organização para a 

Cooperação e Desenvolvimento Econômico 

(OECD, 1996) com acréscimo na quantidade 

de extrato de carne. A modificação foi 

necessária para aproximar o valor da Demanda 

Química de Oxigênio (DQO) ao de uma água 

residuária doméstica real, que se apresenta na 

faixa de 450 a 800 mg.L
-1

 de acordo com Von 

Sperling (2005). 

A amostra utilizada como inóculo para o 

crescimento das microalgas foi coletada em 

um tanque utilizado para criação de tilápias 

localizado no Instituto de Ciências Exatas e 

Biológicas da Universidade Federal de Ouro 

Preto e introduzida em um fotobiorreator com 

volume útil de 20 L contendo água residuária 

sintética. O inóculo foi iluminado por fitas de 

LED brancas com intensidade média de 144 

µE.m
-2

.s‐
1
. A identificação das microalgas foi 

realizada por taxonomia utilizando as chaves 

de identificação. Foi utilizado um microscópio 

Olympus CX 31 equipado com câmera SC30, 

acoplado a um computador, e a partir do 

programa anlaySIS getIT versão 5.1. As 
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microalgas predominantes foram identificadas 

como o gênero Chlorella, nomeada Chlorella 

sp. 

Para a realização dos experimentos 

construiu-se um fotobiorreator aberto em 

recipiente de polietileno preto com uma 

configuração geométrica retangular.  

A água residuária era bombeada para o 

fotobiorreator por uma bomba peristáltica da 

marca Milan e modelo 618. O fotobiorreator 

era iluminado por quatro LEDs montados com 

quatro refletores holofote RGB (IP65) 

desmontados. Esses LEDs foram fixados em 

placas metálicas com 36 centímetros 

quadrados e colocados em um suporte acima 

do fotobiorreator. Um cooler foi utilizado para 

evitar o aquecimento do LED e 

consequentemente o mau funcionamento. 

Após passagem pelo fotobiorreator, a água 

residuária tratada efluente era direcionada para 

outro recipiente de polietileno, por gravidade.  

Dos quatro LEDs, em dois, utilizou-se a luz 

vermelha, e, nos outros dois, utilizou-se a luz 

azul (na proporção 1:1). Os comprimentos de 

onda utilizados foram definidos de acordo com 

as pesquisas de Kim et al. (2013) e Kim et al. 

(2014a). O fluxo luminoso foi medido com um 

Fotorradiômetro Delta, modelo OHM 

HD21012, equipado com um sensor para 

radiação fotossinteticamente ativa (PAR), que 

é a faixa do espectro da radiação solar entre 

400 e 700 nm. O valor médio da intensidade 

luminosa distribuída na superfície líquida do 

fotobiorreator foi de 815 µE.m-2.s‐
1
. A tensão e 

a corrente dos LEDs foram medidas por meio 

de um multímetro digital 978MD Western na 

entrada dos LEDs para calcular a potência 

total consumida dos quatro LEDs. 

O sistema foi operado durante 60 dias. Do 

1º ao 11º dia, deixou-se o reator operando em 

batelada para que as microalgas pudessem se 

adaptar ao novo ambiente. Com o fim da 

batelada, acionou-se a bomba peristáltica e 

passou-se a operar o fotobiorreator em regime 

contínuo, a partir do 11° dia. Assim, o 

funcionamento do fotobiorreator foi dividido 

em três fases. A Fase 1 é a fase de operação 

em batelada, a Fase 2 é o período de ajuste de 

vazão e a Fase 3 é fase de estabilidade da 

operação em regime contínuo. 

A determinação da DQO foi realizada de 

acordo com APHA (2012) e teve como 

objetivo determinar a remoção de matéria 

orgânica.  

O consumo de energia de LED por massa 

de DQO removida foi calculado de acordo 

com Kurt et al. (2007) e Basha et al. (2012), 

porém, adaptou-se para reator operado em 

fluxo contínuo, de acordo com a Equação 1. 
3

r

kWh V.I.TDH.24h.10
E =

kgDQOremovida DQO .Vf

  
    

   

 (1) 

Em que: E é a energia consumida em kWh por 

kg de DQO removida, V é a tensão (V), I é a 

corrente (A), TDH é o tempo de detenção 

hidráulica (d), DQO é a DQO (mg.L
-1

)  

removida e Vf é volume do fotobiorreator (L). 

Para o cálculo do consumo de energia de 

LED por volume de água residuária tratada, 

levou-se em consideração a vazão do 

fotobiorreator de 2.88 L.d
-1

. Utilizou-se a 

Equação 2:                

3 -3

w V.I.24h
Consumo de energia =

m Q.10

  
  

   
 (2) 

Em que: V é a tensão (V), I é a corrente (A), Q 

é a vazão (L.d
-1

). 

 

3. Resultados e Discussão 

Os valores de DQO para a água residuária 

sintética bruta, afluente ao fotobiorreator, 

encontraram-se na faixa de 750-850 mg.L
-1

. O 

valor médio do porcentual de remoção de 

matéria orgânica para o fotobiorreator, durante 

a Fase 3, e seu respectivo desvio padrão foi de 

91,1 ± 1,3% (CV de 1,4%). No fotobiorreator, 

as microalgas produzem oxigênio durante a 

fotossíntese que por sua vez é utilizado pelas 

bactérias heterotróficas para a degradação 

aeróbia da matéria orgânica. Portanto, a 

concentração de oxigênio foi suficiente para 

ser utilizada pelas bactérias, sendo que havia 

sempre uma concentração remanescente de 

OD no fotobiorreator. Assim, o sistema 

apresentou eficiência e estabilidade 
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operacional durante toda a Fase 3 para a 

remoção de DQO. Ainda, os valores aqui 

medidos foram maiores que os apresentados na 

literatura para as LATs iluminadas pelo sol 

como Kim et al. (2014b) e Godos et al. (2009). 

Os valores medidos para os indicadores de 

desempenho com relação ao consumo de 

energia de LED para o tratamento da água 

residuária durante foram 368,8 ± 9,6 kWh/kg 

DQO removida e 287 kWh.m
-3

. O consumo 

médio de energia por quilograma (kg) de DQO 

removido apresentou um elevado valor, bem 

como o consumo de energia de LED por 

volume de água residuária tratada. Isso pode 

ser observado quando são comparados, por 

exemplo, os valores obtidos na presente 

pesquisa com o consumo energético para 

aeração em lodos ativados e lagoas, o que 

representa o maior consumo energético em 

uma estação de tratamento aeróbio.  

Apesar de a literatura (Yan et al., 2013a; 

Yan et al., 2013b) apresentar bons resultados 

no cultivo de microalgas visando o tratamento 

de água residuária em fotobiorreatores 

iluminados por LEDs, estas pesquisas não 

inferiram sobre o consumo energético da 

iluminação artificial. Além disso, a maior parte 

das pesquisas utilizou fotobiorreatores 

operados em regime batelada e, diante destas 

informações, é clara a necessidade de novas 

pesquisas para verificar a eficiência energética 

e do tratamento de águas residuárias em 

fotobiorreatores operados em regime contínuo 

e iluminados por LEDs. 

 

4. Considerações Finais 

Considera-se que a intensidade luminosa 

utilizada (815 µE.m
−2

.s
−1

)  foi elevada, uma 

vez que os valores dos indicadores de 

consumo de energia de LED medidos durante 

os experimentos foram bastante elevados. 

Devido a este fato, mais pesquisas precisam 

ser realizadas em reatores operados em regime 

contínuo e iluminados por LEDs em diferentes 

intensidades, visando assegurar boa 

tratabilidade da água residuária e menor 

consumo para iluminação. 
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OPERADO EM REGIME CONTÍNUO E ILUMINADO POR DIODOS 

EMISSORES DE LUZ (LEDs) 
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1. Introdução 

Os dois principais sistemas de cultivo de 

microalgas tendo como objetivo o tratamento 

de águas residuárias são os fotobiorreatores 

abertos, como as lagoas de alta taxa (LATs) e 

os fotobiorreatores fechados (RAWAT et al., 

2011). Nos fotobiorreatores, o tratamento de 

água residuária em termos de remoção de 

matéria orgânica ocorre através da interação 

entre as microalgas e bactérias ou por meio de 

microalgas mixotróficas. No primeiro caso, as 

microalgas fornecem oxigênio para as 

bactérias aeróbias heterotróficas que, por sua 

vez, biodegradam os poluentes orgânicos e 

liberam o dióxido de carbono (CO2) a ser 

usado pelas microalgas na presença de luz. No 

segundo caso, as microalgas mixotróficas 

assimilam tanto CO2 quanto moléculas 

orgânicas como fonte de C e utilizam a luz ou 

a matéria orgânica como fonte de energia, 

permitindo que sobrevivam sob condição 

fototrófica e heterotrófica, simultaneamente 

(LIU et al., 2017). 

A fonte de iluminação dos fotobiorreatores 

utilizados para o cultivo de microalgas pode 

ser luz solar ou luz artificial. Dentre as fontes 

de luz artificiais, os diodos emissores de luz 

(LEDs) vêm sendo mais amplamente 

utilizados no cultivo de microalgas, uma vez 

que emitem luz dentro do espectro de cores 

desejado podendo melhorar a qualidade e a 

produtividade de microalgas, garantindo, 

assim, a mistura equilibrada de comprimentos 

de onda de luz a ser absorvidos por esses 

microrganismos durante o crescimento. Dentre 

outras vantagens dos LEDs, eles são livres de 

mercúrio e apresentam alta eficiência luminosa 

(ZHAO et al., 2013; OOMS et al., 2016).  

Na literatura encontraram-se diferentes 

autores (KIM et al., 2013, 2014a) que 

utilizaram a alteração dos comprimentos de 

onda da luz de LED azul para a luz vermelha 

na iluminação de fotobiorreatores operados em 

batelada visando o tratamento de águas 

residuárias. Estes trabalhos apresentaram um 

aumento na produtividade das microalgas e 

maior eficiência na remoção de nutrientes em 

comparação com a utilização de uma única cor 

da luz de LED (comprimento de onda único). 

Cabe ressaltar que não foram encontrados 

estudos em fotobiorreator operado em regime 

contínuo iluminado por LED na combinação 

dos comprimentos de onda citados.  

Diante do exposto, nesse trabalho foi 

definido que seriam utilizados LEDs como 

fonte de luz artificial para o cultivo de 

microalga em fotobiorreator operado em 

regime contínuo e objetivando o tratamento de 

água residuária sintética. Avaliou-se, portanto, 

a utilização de dois comprimentos de onda de 

luz representados pelas cores azul e vermelha. 

 

2. Material e Métodos 
A água residuária sintética utilizada foi 

elaborada de acordo com a Organização para a 

Cooperação e Desenvolvimento Econômico 

(OECD, 1996) com acréscimo na quantidade 

de extrato de carne. A modificação foi 
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necessária para aproximar o valor da Demanda 

Química de Oxigênio (DQO) ao de uma água 

residuária doméstica real, que se apresenta na 

faixa de 450 a 800 mg.L
-1

 de acordo com Von 

Sperling (2005). 

A amostra utilizada como inóculo para o 

crescimento das microalgas foi coletada em 

um tanque utilizado para criação de tilápias 

localizado no Instituto de Ciências Exatas e 

Biológicas da Universidade Federal de Ouro 

Preto e introduzida em um fotobiorreator com 

volume útil de 20 L contendo água residuária 

sintética. O inóculo foi iluminado por fitas de 

LED brancas com intensidade média de 

144 µE.m
-2

.s‐
1
.  

Para a realização dos experimentos 

construiu-se um fotobiorreator aberto 

simulando o funcionamento de uma LAT, em 

recipiente de polietileno preto com uma 

configuração geométrica retangular. No centro 

do recipiente, foram colocadas chapas de 

policarbonato. Em substituição aos pedais de 

uma LAT, foram utilizadas duas bombas de 

aquário submersas (Sarlo Better 650).  

A água residuária era bombeada para o 

fotobiorreator por uma bomba peristáltica da 

marca Milan e modelo 618. O fotobiorreator 

era iluminado por quatro LEDs montados com 

quatro refletores holofote RGB (IP65) 

desmontados. Esses LEDs foram fixados em 

placas metálicas com 36 centímetros 

quadrados e colocados em um suporte acima 

do fotobiorreator. Um cooler foi utilizado para 

evitar o aquecimento do LED e 

consequentemente o mau funcionamento. 

Após passagem pelo fotobiorreator, a água 

residuária tratada efluente era direcionada para 

outro recipiente de polietileno, por gravidade.  

Dos quatro LEDs, em dois, utilizou-se a luz 

vermelha, e, nos outros dois, utilizou-se a luz 

azul (na proporção 1:1). Os comprimentos de 

onda utilizados foram definidos de acordo com 

as pesquisas de Kim et al. (2013) e Kim et al. 

(2014a). O fluxo luminoso foi medido com um 

Fotorradiômetro Delta, modelo OHM 

HD21012, equipado com um sensor para 

radiação fotossinteticamente ativa (PAR), que 

é a faixa do espectro da radiação solar entre 

400 e 700 nm. O valor médio da intensidade 

luminosa distribuída na superfície líquida do 

fotobiorreator foi de 815 µE.m‐².s‐
1
.  

O sistema foi operado durante 60 dias. Do 

1º ao 11º dia, deixou-se o reator operando em 

batelada para que as microalgas pudessem se 

adaptar ao novo ambiente. Com o fim da 

batelada, acionou-se a bomba peristáltica e 

passou-se a operar o fotobiorreator em regime 

contínuo, a partir do 11° dia. A Tabela 1 a 

seguir apresenta as variáveis analisadas 

durante o regime continuo e sua respectiva 

referência.  

 

Tabela I. Variáveis avaliadas, princípio do 

método e respectivas referências. 

Variável 
Princípio do 

método 

Unida-

de 

Referên-

cia 

Tempera-

tura, 

OD 

pH 

Equilíbrio 

térmico, 

Ótico 

Potenciométrico 

- - 

Clorofila a 
Espectofotomé-

trico 
mg.L

-1
 

NUSH 

(1981) 

DQO total 

e filtrada 
Colorimétrico mg.L

-1
 

APHA 

(2012) 

SSV Gravimétrico mg.L
-1

 
APHA 

(2012) 

 

3. Resultados e Discussão 

A Figura 1 apresenta os valores de OD  e 

pH durante todo o experimento. 
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 Figura 1. Valores de OD e pH ao longo do 

tempo de operação do fotobiorreator. Nota: A 

operação do fotobiorreator é representada em 3 

fases. Fase 1: operação em batelada. Fase 2: 

período de ajuste de vazão. Fase 3: fase de 

estabilidade da operação em regime contínuo. 
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A operação do fotobiorreator foi dividida 

em três fases, como observado na Figura 1. A 

Fase 1 corresponde ao período em que o 

fotobiorreator operou em regime batelada. Os 

valores médios de pH, OD e temperatura com 

seus respectivos erros e coeficiente de variação 

(CV) nesta fase foram, respectivamente, 8.2 ± 

0.07 (CV de 6,6%), 5.9 ± 0,5 mg.L
-1

 (CV de 

54%) e 25,4 ± 0,09 ºC (CV de 8,9%). A Fase 

2, que compreende do 12° dia de operação ao 

19° dia, corresponde ao início da operação do 

fotobiorreator em contínuo e a um período de 

ajuste de vazão. Os valores medidos de pH, 

OD e temperatura foram, respectivamente, 7,7 

± 0,6 (CV de 7,5%), 5,3 ± 1,4 mg.L
-1

 (CV de 

26,7%) e 24,4 ± 1,1 ºC (CV de 4,6%). A Fase 

3 se inicia no 20° dia e finaliza no 60° dia de 

operação. Esta última fase caracteriza o 

momento de estabilidade da operação do 

fotobiorreator, que pode ser justificado pela 

menor variação diária dos valores de pH 

8,7±0,4 (CV de 5%), OD 6,1 ± 0,7 mg.L
-1

 (CV 

de 11%) e temperatura 26,9 ± 0,6 ºC (CV de 

2,2%), quando comparados às fases 1 e 2.  

Os valores de pH também apresentados na 

Figura 3 encontraram-se na faixa de 7 a 9. De 

acordo com Park et al. (2011), o pH ideal para 

muitas algas de água doce é por volta de 8. O 

valor médio encontrado de pH para o 

fotobiorreator na Fase 3 (8,7 ± 0,4) foi 

próximo ao valor ideal acima citado.  

A temperatura média encontrada na 

presente pesquisa, durante a Fase 3 também 

permaneceu dentro da faixa considerada ideal 

para cultivo de microalgas de acordo com S. P. 

Singh e P. Singh (2015).  

Na Figura 2, têm-se os valores de clorofila 

a e SSV determinados para o fotobiorreator 

durante os experimentos. O maior valor de 

clorofila a foi de 2.5 ± 0.1 mg.L
-1

, durante a 

Fase 3. Com relação ao SSV o valor médio 

durante a fase 3 foi de 260 ± 78 mg.L
-1

. Os 

valores de clorofila a e SSV medidos por 

Santiago et al. (2013) foram próximos aos 

obtidos na presente pesquisa, sendo 1.5 ± 1.2 

mg.L
-1

 e 2.1 ± 1.0 mg.L
-1

 de clorofila a, em 

suas LATs sem desinfecção UV e na LAT com 

desinfecção UV, respectivamente e 152 ± 57 

mg.L
-1

 e 124 ± 46 mg.L
-1

 de SSV. 
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Figura 2. Clorofila a e SSV no fotobiorreator 

ao longo do tempo de experimento. 

 

Os valores de DQO total para a água 

residuária sintética bruta, os valores de DQO 

filtrada para o fotobiorreator e o porcentual de 

remoção de DQO estão apresentados na 

Figura 3. 
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Figura 3. Valores de DQO na água residuária 

sintética afluente ao fotobiorreator, DQO 

filtrada efluente ao fotobiorreator e porcentual 

de remoção de DQO no fotobiorreator. 

 

Os valores de DQO para a água residuária 

sintética bruta, afluente ao fotobiorreator, 

encontraram-se na faixa de 750-850 mg.L
-1

. O 

valor médio do porcentual de remoção de 

matéria orgânica para o fotobiorreator, durante 

a Fase 3, e seu respectivo desvio padrão foi de 

91,1 ± 1,3% (CV de 1,4%). Assim, o sistema 

apresentou eficiência e estabilidade 

operacional durante toda a Fase 3 para a 

remoção de DQO. Ainda, os valores aqui 

medidos foram maiores que os apresentados na 

literatura para as LATs iluminadas pelo sol. 
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Kim et al. (2014b) obtiveram 85,4 ± 5,1% de 

remoção de DQO em sua LAT de 60 L 

operada em diferentes TDH (2, 4, 6 e 8 dias). 

Godos et al. (2009) obtiveram 76 ± 11% de 

remoção na LAT de 464 L e TDH de 10 dias.  

 

4. Considerações finais 
O sistema analisado apresentou 

estabilidade e eficiência na redução de DQO 

em água residuária sintética doméstica, 

alcançado um percentual de remoção de 90%. 
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1. Introdução 

 

O café (Coffea arabica L.) foi descoberto há 

mais de mil anos na região da etiópia, sendo 

inserido na alimentação humana na forma de 

bebida e posteriormente em outros derivados 

alimentares (DURAN et al., 2017).  A 

popularidade deste grão pode ser associada ao 

seu efeito estimulante que pode ser atribuído a 

presença da cafeína em sua composição 

(ALVES et al., 2009).  

O Brasil é o maior exportador de café no 

mercado internacional, respondendo por cerca 

de 32% da produção mundial, em uma posição 

que se mantém há mais de 150 anos (SUPLICY, 

2013).  A alta produção de café ocasiona a 

geração de grandes volumes de resíduos na 

cadeia produtiva. Entre os diversos resíduos 

gerados, a casca do café, possui composição 

química favorável e semelhante à dos grãos, o 

que faz deste coproduto uma matéria de 

potencial interesse econômico (SOUZA et al., 

2005).  

Segundo Moraes e coautores (2009), 

compostos fenólicos constituem uma das 

principais classes de antioxidantes naturais e 

são largamente distribuídos em grãos, cascas, 

sementes, dentre outros materiais.  Portanto, 

como café possui compostos fenólicos mostra-

se como potencial objeto de estudo e intensifica 

sua projeção mercadológica e alternativas de 

aplicação. Em suma, esse trabalho propõe a 

obtenção de moléculas com atividade 

antioxidante obtidas por uma hidrólise alcalina 

de cascas de café, bem como a quantificação 

destas moléculas e verificação do seu efeito no 

desenvolvimento de leveduras.  

 

2. Metodologia 

2.1 Obtenção do licor de cascas 

O processo de hidrólise alcalina foi 

conduzido com as cascas de café “in natura” e 

secas naturalmente. Posteriormente, pesou-se 

5,0 g de cascas secas em uma balança analítica 

que foram adicionadas a uma solução de 

hidróxido de sódio (NaOH) com concentração 

de 4% p/v e proporção fixada em 1:10. A 

mistura de cascas e solução de hidróxido de 

sódio foi transferida para garrafas autoclaváveis 

e colocadas em autoclave a 120°C durante 30 

minutos. Em seguida, o extrato de casca foi 

filtrado a vácuo e armazenado sob refrigeração 

a 4°C em garrafas âmbar. O filtrado dessa etapa, 

denominado como licor de cascas de café (ou 
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hidrolisado), foi utilizado no estudo desse 

trabalho. 

 

2.2 Quantificação das moléculas 

fenólicas 

Para determinação das moléculas 

fenólicas, determinou-se as moléculas fenólicas 

totais e moléculas específicas de flavonóides e 

taninos. Os fenóis totais são quantificados pelo 

método Folin-Ciocalteu com algumas 

alterações, conforme descrito por Slinkard e 

Singleton (1977).  Enquanto, os flavonoides 

foram quantificados pelo método descrito por 

Arvouet-grand e coautores (1994), obtendo a 

massa em equivalentes em quercetina. Os 

taninos foram determinados pela metodologia 

apresentada por Brune et al (1991), obtendo-se 

o resultado em equivalentes de ácido gálico. 

 

2.3 Avaliação da atividade 

antioxidante em Saccharomyces 

cerevisiae 

O ensaio para avaliação da capacidade 

antioxidante da casca do café foi realizado com 

cepas de Saccharomyces cerevisiae na fase 

exponencial de crescimento. Uma alíquota de 

leveduras na concentração de 2x106 células/mL 

foi transferida para meios de cultivo com 

diferentes concentrações de licor da casca do 

café. As concentrações adotadas foram 25 g/L, 

5g/L e 2,5 g/L de licor em meio YEPD 

completo, obtido com a adição de 2% de 

glicose, 1% de extrato de levedura e 2% de 

peptona. A alíquota de células foi mantida nesse 

meio à 28°C e em agitação mecânica por um 

período total de 72 horas. A cada 24 horas, 

retirava-se 100 µL desse meio com crescimento 

microbiano em diferentes concentrações, e 

diluía-se em 900 µL de água destilada. Depois 

transferiu-se para um tubo eppendorf as células 

diluídas e o corante azul de metileno na 

proporção 1:10, sendo necessário cerca de 10 de 

células coradas para preenchimento da câmara 

de Neubauer. Para a contagem de células, 

consideraram-se os quadrantes de maior 

graduação da câmara, com exclusão de células 

dispostas sobre as linhas de marcação. 

 

3. Resultados e discussão 

Os teores de moléculas fenólicas foram 

obtidos em mg/L, conforme descrito na tabela 1 

abaixo: 

Tabela I - Teor de fenóis totais, taninos 

e flavonóides em mg.100 g-1 

Composto fenólico Teor (mg.100 g-1) 

Fenóis totais 3408±130 

Flavonoides 615±80 

Taninos 300±9 

 

De acordo com Pinto (2002), a composição 

de fenóis é variável em decorrência do estágio 

de desenvolvimento do fruto. Alguns outros 

fatores podem influenciar nestes teores, como 

forma de cultivo, solo e condições climáticas 

podem afetar na composição na cultura de café. 

Além disso, é possível ressaltar que o método 

de extração pode interferir na quantidade de 

moléculas obtidas, conforme observado na 

literatura. 

 

Ao final do tempo de cultivo, foi possível 

obter as seguintes curvas de crescimento: 
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Figura I - Curvas de crescimento celular das amostras 

em análise em duplicata e média 
 

Neste trabalho foi possível observar 

que o padrão de crescimento variou 

diretamente com a concentração de licor nas 

amostras. Soares (2013) denota a inibição do 

crescimento celular por compostos fenólicos 

oriundos do extrato da folha do araticun 

(Syzygium cumini), em diferentes estirpes de 

leveduras Saccharomyces cerevisiae. A 

diminuição do crescimento também ocorre em 

células de mamíferos, como demonstrado por 

Jardini (2007), que relata a inibição do 

crescimento celular em cultura de células da 

linhagem Caco-2 expostas a diferentes 

concentrações de compostos fenólicos 

derivados do extrato hidro alcoólico de romã. 

Outra análise utilizada foi a 

comparação entre as taxas de viabilidade 

celular encontradas e o número de células 

viáveis em cada tempo de contagem. Os 

resultados estão descritos na figura II.   

                

 
Figura II- Comparativo entre as escalas de viabilidade 

celular e o número de células viáveis. 

 

Ao final do tempo de cultivo as 

amostras de 2,5 g/L e 5 g/L apresentaram 

quantidade de células mais próximas às 

amostras de Controle. Contudo, os valores de 

viabilidade celular foram mais elevados 

nessas amostras do que no Controle, onde a 

maior viabilidade foi apresentada na amostra 

de 5 g/L no valor de 97,0% ao final do 

experimento. Apesar de apresentar um valor 

de viabilidade celular não tão destoante das 

outras amostras, na concentração de 25 g/L foi 

quantificada a menor concentração final de 

células viáveis, não atingindo a fase 

exponencial esperada. 

 

4. Considerações Finais  

 

A extração da casca do café utilizando 

hidrólise alcalina foi eficaz para a obtenção de 

moléculas bioativas, uma vez que se obteve 

3408 mg.100 g-1 em compostos fenólicos, 

entre eles taninos e flavonóides. 

Nos ensaios com leveduras 

Saccharomyces cerevisiae a presença do licor 

da casca do café nos meios de cultura teve um 

impacto direto no desenvolvimento celular, 

onde as culturas que mais se desenvolveram 

possuíam as menores concentrações do 

hidrolisado. Entretanto, foi observado que a 

viabilidade das células foi melhor nas 

amostras com meio de cultivo na 

concentração de 5 g/L, atingindo 97,0% ao 

final do tempo de cultivo. 

De fato, a casca do café tem se 

tornando um destaque como um resíduo 

agroindustrial passível de reaproveitamento, 

podendo gerar substâncias de alto valor 

agregado, como antioxidantes. Esses 

compostos já são reconhecidos na literatura 

por suas propriedades e atuação em reações 

oxidativas, por isso são de grande interesse 

comercial. Além disso, possuem 

aplicabilidade em diferentes segmentos 

industriais, tais como os alimentícios, 

cosméticos, farmacológicos e outros.  
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1. Introdução 

 

 Os fenóis são compostos recalcitrantes de 

elevada toxicidade, que podem ter sérios 

impactos ambientais se forem descartados de 

maneira inadequada nos ecossistemas. Os 

compostos fenólicos são uma classe 

importante de contaminantes ambientais, pois 

estão presentes em muitos efluentes 

industriais, como indústrias farmacêutica e 

têxtil, refinarias, petroquímicas e siderúrgicas, 

defensivos agrícolas, resinas e papéis, entre 

outros (MIRANDA et al., 2013; 

RODRIGUES, 2006; PASSOS et al., 2008). 

 Pseudomonas aeruginosa é um bacilo 

Gram-negativo que pode ser isolado de 

diferentes habitats, incluindo água, solo e 

plantas (JAY, 2005). São bactérias que vivem 

preferencialmente em um ambiente aeróbico, 

mas podem crescer em um ambiente 

anaeróbico na presença de nitrato (Madigan et 

al., 2016). Bactérias do gênero Pseudomonas 

desenvolveram a capacidade de utilizar 

substratos tóxicos ao seu crescimento, como 

compostos fenólicos e benzeno. Portanto, 

esses microrganismos desempenham um papel 

muito importante na degradação de poluentes 

de áreas contaminadas e podem ser usados em 

técnicas de biorremediação. (KURBATOV et 

al., 2006). A cepa de Pseudomonas 

aeruginosa utilizada nesta pesquisa foi isolada 

de uma amostra de lodo ativado proveniente 

de uma indústria siderúrgica e, por esse 

motivo, a cepa já estava bem adaptada à 

presença de fenol, uma vez que os efluentes 

siderúrgicos apresentam altas concentrações 

desse composto. Assim, esta linhagem 

apresenta um grande potencial no tratamento 

de efluentes fenólicos e na recuperação de 

áreas contaminadas por rejeitos fenólicos. 

 O objetivo deste trabalho foi estudar a 

capacidade de degradação do fenol por uma 

linhagem de Pseudomonas aeruginosa isolada 

do lodo ativado de uma indústria siderúrgica, 

identificando as melhores condições para 

remoção de fenol pela linhagem bacteriana 

estuda. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1. Cinética do crescimento microbiano e 

degradação de fenol 

 

 O crescimento celular pode ser medido em 

espectrofotômetro em razão do espalhamento 

de luz ocasionado pela presença das células. 

Sendo assim, foi feito o acompanhamento do 

crescimento microbiano por meio da leitura da 

absorbância (600 nm) e por meio de uma curva 

analítica relacionando absorbância e 

concentração de células, foi construído uma 
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outra curva relacionando a concentração de 

células e o tempo. O pH do meio foi 

monitorado a 6,4 durante o ensaio utilizando 

tampão fosfato. A composição do meio 

empregue neste estudo é em mg L-1: glicose 

(1000), MgSO4.7H2O (2,5), CaCl2.2H2O (3,8), 

MnSO4.7H2O (0,14), Fe2(SO4).6H2O (0,60), 

(NH4)2SO4 (100) e fenol (250). A 

determinação do fenol foi também feita ao 

longo do ensaio cinético para avaliar a 

degradação deste composto ao longo do 

tempo.  
 

2.2. Estudo da degradação do fenol pela 

linhagem Pseudomonas aeruginosa 

 

 Para avaliar as melhores condições de 

biodegradação de fenol, foi utilizado um 

planejamento estatístico, apresentando quatro 

pontos axiais e triplicata no ponto central. 

Com o objetivo de verificar se o fenol sofreu 

degradação durante o período de fermentação, 

foi realizado um teste adicional (controle 

abiótico), cuja composição do meio é a mesma 

dos pontos centrais do planejamento 

experimental. As variáveis independentes 

estudadas foram concentração de fenol e pH. 

A Tabela 1 mostra o planejamento 

experimental onde a concentração de fenol e o 

pH foram variados. A composição do meio é a 

mesma usada no ensaio cinético, com exceção 

do fenol que teve as concentrações variadas. O 

pH do meio foi controlado utilizando tampão 

fosfato. 

 
Tabela 1 - Planejamento experimental variando a 

concentração de fenol e o pH. 

Ensaio Código Fenol (mg L-1) pH 

1 -1, -1 108 5,8 

2 -1, +1 108 7,0 

3 +1, -1 392 5,8 

4 +1, +1 392 7,0 

5 -1,41, 0 50 6,4 

6 +1,41, 0 450 6,4 

7 0, -1,41 250 5,5 

8 0, +1,41 250 7,3 

9 0, 0 250 6,4 

10 0, 0 250 6,4 

11 0, 0 250 6,4 

3. Resultados e discussão 

 

 A Figura 1 mostra o resultado obtido no 

ensaio cinético da bactéria Pseudomonas 

aeruginosa e, como pode ser visto, a cepa 

removeu 100% do fenol a um teor inicial de 

250 mg L-1, em 72 horas, degradando-o desde 

o início do processo de fermentação. Este 

resultado indica que essa bactéria é capaz de 

degradar o fenol, apresentando um grande 

potencial na remoção do composto. 

 

 
Figura 1 - Cinética do crescimento microbiano e de 

degradação do fenol no período de 72 horas, 

temperatura de 30 ° C, pH de 6,4 e agitação de 150 

RPM para a bactéria Pseudomonas aeruginosa. 

 

 Como pode ser visto na curva de contorno 

da Figura 2, para obter uma melhor 

degradação do fenol pela bactéria 

Pseudomonas aeruginosa, o pH deve ser 

controlado em 6,4 (ponto central). Pode ainda 

ser visto que quanto menor a concentração 

inicial de fenol, melhor a percentagem de 

remoção do composto. Isto é facilmente 

justificável porque, na presença de compostos 

tóxicos como o fenol, o crescimento 

microbiano é afetado, e quanto maior a 

concentração do composto recalcitrante, maior 

o efeito inibitório sobre o microrganismo. A 

cepa de Pseudomonas aeruginosa também 

apresenta boa eficiência na remoção de fenol, 

mesmo quando apresenta maiores 

concentrações iniciais de fenol. 
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Figura 2 - Curva de contorno da remoção de fenol em 

relação à concentração inicial de fenol e pH para a 

bactéria Pseudomonas aeruginosa. 

 

Analisaram-se os dados 

estatisticamente obtendo-se os diagramas de 

Pareto e os valores da ANOVA, mostrados na 

figura 3 e tabela 2, respectivamente.  

 

 

Figura 3 - Diagrama de Pareto da remoção de fenol 

pela bactéria Pseudomonas aeruginosa em relação à 

concentração inicial de fenol e pH. 

Tabela 2 - Valores da ANOVA para a remoção de fenol 

pela bactéria Pseudomonas aeruginosa em relação à 

concentração inicial de fenol e pH. 

Fonte  SS df  MS 
Fcalc 

* 
R2 

Regressão 2577,2 1 2577,2 44,56 0,83 

Resíduo 
520,5 

 
9 57,8   

Total 
3097,7 

 
10 -   

*Fcalc = 44,56; Ftab = F (1;9;0,05) = 5,12 

SS = Soma dos Quadrados 

df = Grau de liberdade 

MS = Quadrado Médio  

Como pode ser visto na figura 3, 

somente o parâmetro pH (quadrático) possui 

valor estatisticamente significativo (p<0,05). 

As demais variáveis como concentração inicial 

de fenol e as interações entre as varáveis são 

menos significativas nestas condições de 

processo dentro dos intervalos de confiança 

(p<0,05). Estes parâmetros causam menor 

influência nos resultados, mas podem possuir 

maior influência sob outras condições.  

Por meio da Tabela 2, obtém-se o valor 

de F calculado (Fcalc), sendo que como Fcalc é 

maior que Ftab (F tabelado), o modelo 

matemático é estaticamente significativo e 

preditivo. Além disso, o valor de R2 de 0,83 

mostra o bom ajuste do modelo.  

A Tabela 3 mostra os coeficientes de 

regressão para a remoção de fenol pela 

bactéria Pseudomonas aeruginosa. Em 

vermelho estão destacados os parâmetros 

significativos. É possível notar que a variável, 

pH (quadrática) possui efeito negativo 

significativo, no nível de confiança de 95% 

(p<0,05), sobre a variável resposta remoção de 

fenol.  

 
Tabela 3 – Coeficientes de regressão e p valor para a 

remoção de fenol pela bactéria Pseudomonas 

aeruginosa 

 Regressão p_valor 

Média/Interação 98,9024 0,000014 

X1 (L) -7,5428 0,090796 

X1 (Q) -0,8259 0,855038 

X2 (L) 5,7366 0,172662 

X2 (Q) -17,5145 0,009549 

X1X2 -1,6479 0,759762 

* X1: Concentração inicial de Fenol, X2: pH; L: termo 

linear; Q: termo quadrático. 

 

A partir dessas análises, é possível 

definir a equação 1: 

𝑅𝑓 (%) = 98,9024 -17,5145 x2 
2 (1) 

Onde, Rf é o percentual de remoção de 

fenol x2 é o pH. 
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A confiabilidade da Equação 1, pode 

ser verificada obtendo os valores preditos pelo 

modelo matemático descrito anteriormente. Na 

figura 4, são mostrados os valores preditos em 

relação aos valores observados. A partir da 

análise da figura 4, pode-se concluir que o 

modelo matemático prevê os resultados 

obtidos satisfatoriamente, mesmo havendo 

pontos em que há uma diferença maior entre 

os resultados obtidos experimentalmente e os 

valores obtidos por meio da equação 1. 

 

 
Figura 4 – Valor predito versus valor observado para a 

variável Remoção de fenol (%) nos ensaios com a 

bactéria Pseudomonas aeruginosa. 

 

3 - Conclusão 

 

Este trabalho traz uma possibilidade ou 

um processo biotecnológico de grande 

interesse ambiental, visto que, o fenol é um 

composto tóxico recalcitrante de grande 

impacto ambiental e esta bactéria prospectada 

do lodo ativado de uma indústria siderúrgica 

está apta à biodegradação de compostos 

fenólicos, podendo ser utilizada no 

aprimoramento e ou desenvolvimento de 

técnicas de tratamento de efluentes e na 

recuperação de solos contaminados por esses 

compostos. Para que ela possa metabolizar 

altas concentrações desses compostos, assim 

como, alcançar percentuais mais elevados de 

remoção, os estudos e a pesquisa devem 

continuar. O tratamento estatístico se mostrou 

eficaz em mostrar a influência das variáveis 

independentes sobre remoção de fenol. 
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1-Introdução  

 A produção de etanol a partir de 

biomassa amilácea é atualmente 

considerada uma alternativa viável e 

promissora para a substituição dos 

combustíveis fósseis, principalmente o 

petróleo que além de ser um recurso finito, 

contribui com o agravamento do efeito 

estufa com a emissão de gases poluentes. 

Diferentes matérias-primas podem ser 

utilizadas na produção de etanol.  

(ADITYA et al, 2016). 

  A Solanum Lycocarpum, 

pertencente à família da solanácea é 

popularmente conhecida como fruta-de-

lobo. Essa espécie é capaz de crescer e se 

desenvolver em ambientes com condições 

desfavoráveis como solos pobres em 

nutrientes e acidificados. Ela ocorre 

naturalmente em todo o Brasil tropical e 

subtropical, com predominância nos 

cerradões, campos cerrados e cerrados. A 

fruta-de-lobo tem uma grande quantidade 

de amido, portanto, é uma matéria-prima 

promissora para a produção de etanol 

(OLIVEIRA-FILHO e OLIVEIRA, 

1988). 

 A fermentação alcoólica é 

realizada por micro-organismos. Algumas 

bactérias, leveduras e fungos são capazes 

de realizar esse processo. A cepa de 

levedura industrial PE-2 é a mais 

comumente utilizada na fermentação do 

bioetanol, devido às suas características 

como alta seletividade, baixo acúmulo de 

subprodutos, alto rendimento de etanol e 

elevada taxa de fermentação (AMORIM et 

al., 2011). 

Diante desse contexto, o presente 

trabalho propõe a fermentação de açúcares 

fermentescíveis, obtidos do amido da fruta-
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de-lobo, para a produção de etanol 

utilizando a cepa comercial da levedura 

Sacharomyces cerevisae, (PE-2). 

2 – Material e Métodos 

 

2.1 Hidrólise Enzimática 

 

 A hidrólise do amido que foi 

obtido da fruta-de-lobo por meio do 

método de decantação sucessiva foi 

realizada por duas etapas consecutivas: 

liquefação e sacarificação. Enzimas 

comerciais produzidas pela Novozymes A 

/ S foram usadas. A solução de água e a 

enzima Liquozyme SC DS (alfa-amilase) 

foi aquecida a 85 ° C e a suspensão de 

amido (16% p / v) foi gradualmente 

adicionada até à sua completa 

gelatinização. Após 2h30min de reação, a 

temperatura foi reduzida para 65 ° C para 

iniciar o processo de sacarificação. Nesta  

fase, a enzima Spirizyme Fuel HS (gluco-

amilase) foi adicionada. A reacção foi 

incubada à temperatura indicada com 

agitação rotativa a 140 rpm durante as 24 

horas. 

 

2.2 Fermentação alcoólica 

 

 O inóculo foi preparado pelo cultivo 

da levedura em frascos erlenmeyer contendo 

100 mL de meio sintético (pH 5,0) composto 

por sacarose e outros nutrientes (Tabela 1). 

As células foram cultivadas em incubadora 

shaker refrigerado New Brunswick (Series – 

I 26) a 180 rpm a 30 ºC por 24h até atingir a 

fase estacionária.  

 

 

Tabela 1 – Composição do meio inóculo para 

crescimento das leveduras.  

           NUTRIENTES 
CONCENTRAÇÃO  

           (%m/v) 

Extrato de Levedura        1 
Sacarose    2 

(NH4)2SO4    0,1 
K2HPO4.3H2O    0,1140 
MgSO4.7H2O    0,024 
MnSO4.H2O    0,00104 
ZnSO4.7H2O    0,0028 

Fonte: Oliveira, 2011. 

Posteriormente, as leveduras foram 

recuperadas por centrifugação (Centrifuga 

Eppendorf 5920 R) a 3500 rpm por 20 

minutos, lavadas e ressuspendidas no meio 

de fermentação (pH 5,0). Para formulação 

do meio de fermentação, o material obtido a 

partir da hidrólise que apresentava 12,5% de 

Brix foi acrescido de alguns nutrientes 

(Tabela 2). A fermentação foi realizada 

adicionando o hidrolisado rico em glicose e 

suplementado com nutrientes em frascos 

erlenmeyers colocados em incubadora com 

movimento rotatório shaker refrigerado 

New Brunswick (Series – I 26) a 50 rpm, 

30°C por 11h. 

Tabela 2 – Composição do meio inóculo para 

crescimento das leveduras.  

           NUTRIENTES 
CONCENTRAÇÃO  

           (%m/v) 

Açúcar redutor     12,5 

Extrato de Levedura       0,5 
(NH4)2SO4  0,1 

K2HPO4.3H2O  0,1140 
MgSO4.7H2O  0,024 
MnSO4.H2O  0,00104 
ZnSO4.7H2O  0,0028 

Ureia  0,1 

Fonte: Oliveira, 2011. 

 

A fermentação foi conduzida por 11 

horas e foram retiradas alíquotas nos 

intervalos de tempo 0h, 1h, 3h, 5h, 7h, 9h e 
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11h. As amostras foram centrifugadas 

(Centrifuga Eppendorf 5920 R) a 3500 rpm a 

4 ºC por 20 min. Os sobrenadantes das 

amostras livres de células foram congelados 

para análises posteriores. 

 O processo de fermentação foi 

conduzido monitorando os seguintes 

parâmetros, açúcares redutores (g L-1), 

crescimento celular (g L-1), e concentração 

de bioetanol (g L-1). Os açúcares redutores 

foram determinados utilizando o método 

desenvolvido por Noelting & Bernfeld 

(1948), a concentração celular foi 

determinada por gravimetria da biomassa e a 

concentração de bioetanol por meio da 

técnica de microextração em fase sólida 

(SPME) associada a cromatografia gasosa. 

 

3 – Resultados e discussões 

 

3.1 – Açúcares redutores 

 

 A concentração de glicose no 

hidrolisado foi de 12,5 % de Brix. Essa 

concentração no hidrolisado mostra que a 

fruta-de-lobo é uma matéria-prima com 

alto potencial para a produção de etanol. 

 

3.2 Fermentação alcoólica 

 

A Tabela 3 apresenta a evolução 

das concentrações de AR, biomassa e 

etanol durante o processo fermentativo 

utilizando a levedura PE-2. 

 

 

 

Tabela 3 - Teores de AR, sólidos solúveis, 

biomassa e etanol ao longo do tempo para a cepa 

de levedura PE-2.  

 

T (h) 

AR  

(g L-1) 

BIOMASSA 

(g L-1) 

ETANOL 

(g L-1) 

0 114,99  52,68 0 

1 102,97 102,23 11,93 

3 76,11 103,97 12,48 

5 59,47 106,20 32,55 

7 23,15 116,74 33,93 

9 10,22 101,83 42,55 

11 9,75 96,51 41,82 

*T = Tempo; AR = açúcar redutor 

 

 Pode-se observar que o valor 

máximo encontrado para a produção de 

etanol foi de 42,55 g L-1 em 9h de processo 

fermentativo (Tabela 3). A levedura PE-2 

é uma cepa industrial utilizada na 

produção de etanol em grande escala com 

ciclos repetitivos de fermentação. Em 

escala laboratorial, com fermentação em 

batelada simples como a realizada no 

presente trabalho, a levedura se mostrou 

com bom desempenho. 

 Guigou (2012), realizando a 

fermentação alcoólica utilizando a 

levedura Saccharomyces cerevisae a partir 

do amido de batata-doce (12%m/v) obteve 

39 g L-1 após 14 h de fermentação. Isso 

mostra que o amido obtido da fruta-de-

lobo pode ser uma fonte alternativa para a 

produção de etanol. 

A partir dos dados da Tabela 3 foi 

construído o gráfico com o agrupamento dos 

perfis de concentração de açúcares redutores 

(AR), concentração de biomassa (X), 

concentração de etanol (E) para a cepa de 

levedura PE-2 (Figura 1). Por meio deste 
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perfil visualiza-se o comportamento cinético 

da fermentação alcoólica, conduzida em 

batelada simples, e evidencia-se a variação 

das concentrações de células, açúcares 

redutores (AR), e etanol durante a 

fermentação.  

Figura 1 - Perfil da produção de etanol e biomassa e 

consumo de açúcares redutores em função do tempo 

para a levedura PE-2.  

Analisando a Figura 1 observa-se que 

a relação estabelecida entre a concentração de 

substrato, concentração de produto formado e 

concentração celular durante a fermentação 

indica que este processo fermentativo 

ocorreu de forma adequada e ilustra bem o 

perfil cinético das fermentações. 

Nota-se que há um consumo de açúcar 

redutor concomitantemente com o aumento 

da produção de etanol. O processo 

fermentativo iniciou com 114,99 g L-1 de 

açúcar redutor e no fim (11h) decresceu para 

9,75 g L-1. Isso indica que quase todo o 

substrato foi consumido pela levedura 

durante a fermentação. Já a maior 

concentração de etanol foi alcançada em 9h 

de processo fermentativo, com tendência de 

estabilização em 11h. Sendo assim, podemos 

inferir que a fermentação poderia ser 

interrompida em 9h quando se alcançou a 

máxima concentração do produto de interesse 

4 – Conclusão 

 Por meio do acompanhamento 

dos principais parâmetros durante o 

processo fermentativo do hidrolisado 

concluiu-se que a fermentação utilizando 

a cepa de levedura PE-2 se desenvolveu de 

maneira esperada, indicada pelo consumo  

quase que total dos açúcares 

fermentescíveis, aumento da biomassa e 

produção de etanol. A produção de 

bioetanol a partir dos açucares redutores 

liberados durante a hidrólise enzimática 

do amido da fruta-de-lobo se mostrou 

interessante e pode ser uma alternativa de 

fonte amilácea para essa produção. 
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1. Introdução 

Fármacos como o 17α-etinilestradiol são 

contaminantes emergentes que aumentam a 

cada ano nos resíduos hídricos devido a sua 

presença em anticoncepcionais. Esse hormônio 

é conhecido como um desregulador endócrino 

(DE), ou seja, um composto capaz de interferir 

na resposta da atividade hormonal de seres 

vivos. Como os tratamentos de esgoto 

convencionais não são eficazes para remoção 

de hormônios em águas residuais, a adsorção é 

um processo que pode auxiliar na remoção 

destas substâncias. Assim, neste trabalho, 

estudou-se o potencial de remoção do 17α-

etinilestradiol de sistemas aquosos através da 

adsorção em biocarvão produzido a partir da 

pirólise da casca do côco verde. O consumo de 

água de coco vem crescendo cada vez mais com 

o passar dos anos, acarretando assim, um 

acúmulo excessivo de resíduos e o descarte 

inapropriado do mesmo. Desta forma, utilizar 

esta biomassa em processos adsortivos torna-se 

uma solução para o reaproveitamento de tais 

resíduos.  

2. Materiais e Métodos 

2.1.Obtenção da biomassa 

 O biocarvão foi produzido a partir dos 

resíduos da casca do côco verde pelo processo 

de pirólise, realizada a 500 e 800°C. 

 

2.2.Preparação da biomassa 

A biomassa, inicialmente, foi segmentada 

em partes menores e arranjada em bandejas, as 

quais foram colocadas em uma estufa para 

aquecimento durante 48 horas em temperatura 

de 90°C. Após esta etapa, o material foi 

macerado e dividido em três partes: uma parte 

permaneceu in natura, a outra foi submetida a 

pirólise a 500 °C  e finalmente, a terceira parte 

foi submetida a pirólise de 800°C. 

 

2.3.Caracterização físico-química dos 

materiais 

Para a biomassa in natura de côco verde e os 

dois biocarvões produzidos a partir da biomassa 

foram realizadas as seguintes caracterizações: 

densidade total, teor de cinzas, pH, ponto de 

carga zero (PCZ). 

 

2.4.Densidade total 

De acordo com Guimarães (2006), foi 

possível calcular a densidade total da biomassa 

e dos biocarvões através da relação 

massa/volume. Inicialmente, pesou-se uma 

proveta de 10 mL em uma balança analítica. Na 

seguinte etapa, a proveta foi preenchida pelo 

material até 5 mL. Por último, foi possível 

encontrar a massa do material em um volume 

de 5 mL pesando a proveta novamente. Esta 

caracterização foi realizada em triplicata. A 
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densidade total pode ser calculada a partir da 

seguinte equação: 

𝒅 =
𝑴

𝑽
                                                (1) 

Onde, 

d= densidade total (g/mL), 

M= massa do material em estudo, 

V= volume ocupado (mL)  

 

2.5.Teor de cinzas  

Para obter o teor de cinzas dos materiais, foi 

seguida a Norma JIS K 147 (GUIMARÃES, 

2006). Inicialmente, em um cadinho 

previamente tarado, pesou-se 1 g do material 

em estudo e o mesmo foi aquecido em forno 

mufla a 900°C durante o período de 1h. Após o 

presente processo, o cadinho foi retirado e 

resfriado. Posteriormente  o material foi 

novamente pesado, obtendo-se a massa final. 

Esta caracterização foi realizada em triplicata. 

Para a obtenção do teor de cinzas, utilizou-se a 

seguinte equação: 

𝑪𝒛 =
𝑹

𝑴
𝒙𝟏𝟎𝟎(2) 

Onde:  

Cz = teor de cinzas (%)  

R = massa do resíduo após calcinação (g)  

M = massa do material (g) 

 

2.6.pH  

O potencial hidrogeniônico (pH) foi medido 

através da Norma JIS K 147 adaptada, o qual 

em um erlenmeyer  de 200 mL, adicionou-se 

100 mL de água destilada e 1g do material em 

estudo. Esta solução foi submetida a 

aquecimento até atingir a ebulição. Após o 

início da ebulição, o sistema foi mantido por 5 

minutos a mais no aquecedor. Ao atingir os 5 

minutos, a solução foi retirada do aquecedor e 

mantida em repouso até atingir a temperatura 

ambiente. Então, adicionou-se mais 100 mL de 

água destilada para fazer a medição do pH. Esta 

caracterização foi realizada em triplicata. 

 

2.7.PCZ 

Para medir o ponto de carga zero (PCZ), foi 

utilizado o “experimento dos onze pontos” que 

consiste em medir o pH final das soluções. Em 

um béquer de 100 mL, adicionou-se 50 mg de 

material e 50 mL de água destilada. Em 

seguida, foi medido seu pH inicial. Para ajustar 

os valores iniciais de pH (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 

10, 11 e 12), utilizou-se soluções 0,1 mol. L-1 

de NaOH (para atingir valores básicos) ou HCl 

(para atingir valores 12 ácidos). Após essa 

etapa, deixou-se em repouso as soluções por 24 

h, e mediu-se o pH final. Esta caracterização foi 

realizada em triplicata. A partir dos valores 

encontrados, tanto de pH inicial quanto de pH 

final, foi possível obter o gráfico pH inicial 

versus pH final e a partir disso, é encontrado o 

PCZ, que indica em qual valor de pH a 

superfície caracteriza-se como tampão. 

 

2.8.Testes de adsorção 

Os testes de adsorção foram realizados 

utilizando o 17α-etinilestradiol de acordo com 

o planejamento experimental apresentado na 

Tabela 1 . 
Tabela 1.  – Planejamento fatorial 

Número do 

experimento 

Massa de 

adsorvente 

Tempo Concentração 

do17α-

etinilestradiol 

1 30 mg 15 min 20 mg 

2 30 mg 15 min 60 mg 

3 30 mg 45 min 20 mg 

4 30 mg 45 min 60 mg 

5 70 mg 15 min 20 mg 

6 70 mg 15 min 60 mg 

7 70 mg 45 min 20 mg 

8 70 mg 45 min 60 mg 

9 16 mg 30 min 40 mg 

    10 84 mg 30 min 40 mg 

    11 50 mg 5 min 40 mg 

    12 50 mg 55 min 40 mg 

    13 50 mg 30 min 6,4 mg 

    14 50 mg 30 min 73,6 mg 

15(C) 50 mg 30 min 40 mg 

16(C) 50 mg 30 min 40 mg 

17(C) 50 mg 30 min 40 mg 

O sistema permaneceu em temperatura 

ambiente e agitação constante utilizando-se 

agitadores e barras magnéticas. Depois de 

atingir o tempo de equilíbrio de adsorção, a 

solução foi filtrada primeiramente com filtros 

de papel e em seguida utilizou-se filtros de 

seringa 0,45 µm e a concentração residual de 
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17α-etinilestradiol foi analisada por 

espectrofotometria UV-Vis em ƛ = 280 nm.  

 

          3. Resultados e Discussão 

3.1. Densidade, teor de cinzas e pH 

Observando os valores da tabela 3, podemos 

perceber que a temperatura de pirólise 

influenciou os valores de densidade, como 

podemos observar para os biocarvões de 500 e 

800°C. O biocarvão de 800 °C obteve um valor 

de densidade menor, já que altas temperaturas 

favorecem a volatização dos grupos funcionais 

presentes na estrutura carbonácea e perda de 

massa devido a alta temperatura submetida. O 

biocarvão de 500°C apresentou maior 

densidade se comparado ao biocarvão de 

800°C, devido a menor perda de massa, já que 

foi exposto a uma temperatura mais baixa. 

O teor de cinzas está relacionado com a 

presença de vários minerais como cálcio, 

potássio, fósforo, magnésio. O teor de cinzas 

dos biocarvões foi maior que o teor de cinzas da 

biomassa, sendo um resultado já esperado visto 

que o processo de pirólise degrada os 

constituintes da biomassa aumentando o teor de 

cinzas. 

O tipo de tratamento, como a pirólise para os 

biocarvões, pode  modificar a superfície da 

biomassa, justificando assim que os biocarvões 

apresentaram um pH alcalino e a biomassa pH 

ácido. 
Tabela 2: Densidade, teor de cinzas e pH 

Material Densidade 

(g.mL-1) 

 Teor de cinzas 

(%) 

pH 

 

 

Biomassa 

 

0,33 

 

4,56 

 

5,25 

Biocarvão 

500°C 

0,44 24,5 10,27 

Biocarvão 

800°C 

0,38 45,13 10,05 

    

 

3.2. PCZ 

  Segundo Marin et al (2015), quando o valor 

de pH é menor que o PCZ, há predominância de 

cargas elétricas positivas na superfície do 

material, representando a capacidade de troca 

de ânions, uma condição significativa de 

adsorção de moléculas aniônicas; já se o pH 

caracteriza-se maior que o valor de PCZ , 

ocorre um ambiente favorável para a 

capacidade de troca catiônica. A tabela 3 abaixo 

mostra os valores de pH e pHPCZ 

Tabela 3: pH ePCZ 

Material 

 

pH PCZ 

 

Biomassa 

 

5,25 

 

7 

Biocarvão 

500°C 

10,27 8 

Biocarvão 

800°C 

10,05 9,45 

   

De acordo com a tabela acima, pode-se 

observar que os valores de pH dos biocarvões 

são maiores que o PCZ, apresentando assim as 

superfícies carregadas negativamente, 

favorecendo a adsorção de cátions. Já o pH da 

biomassa foi menor que seu PCZ, indicando 

que sua superfície apresenta-se  eletricamente 

positiva, favorecendo a adsorção de ânios. 

 

3.3.Testes de Adsorção 

Após as amostras passarem pelos testes de 

adsorção, foi possível medir a porcentagem de 

hormônio adsorvido pela biomassa e pelos 

biocarvões, como observado na tabela 4. 
Tabela 4: Porcentagem de adsorção do 17α 

etinilestradiol 

Número do 

experimento 

Biomassa 

in natura 

 

Biocarvão 

500°C 

Biocarvão 

800° C 

1 25,28 19,59 35,87 

2 11,46 71,51 43,26 

3 44,76 81,12 100 

4 83,21 20,36 44,53 

5 36,37 43,36 63,64 

6 66,93 11,71 56,49 

7 87,42 100 100 

8 80,41 45,30 60,31 

9 83,85 33,47 62,70 

    10 63,08 63,08 73,85 

    11 55,39 56,93 71,16 

    12 61,16 34,62 100 

    13 20 11,12 34,45 

    14 35,99 40,18 42,83 

15(C) 61,37 12,13 47,73 

16(C) 41,67 19,32 44,70 

17(C) 41,67 17,43 53,04 
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Os experimentos mostraram que a 

predominância de cargas nas superfícies da 

biomassa in natura e dos biocarvões de 500 e 

800°C influenciaram diretamente na adsorção 

do presente hormônio, onde a biomassa in 

natura apresentou em sua superfície 

predominância de cargas positivas, enquanto os 

biocarvões de 500 e 800°C, apresentaram 

superfície com cargas negativas. A biomassa in 

natura se mostrou um excelente adsorvente 

apesar de não receber nenhum tratamento 

prévio, devido a estrutura química do 17α-

etinilestradiol. Já os biocarvões foram 

prejudicados na adsorção justamente por 

apresentarem cargas negativas. Mas apesar 

disso, o biocarvão de 800°C obteve um 

resultado significativo na remoção do 17α 

etinilestradiol, visto que o aumento da 

temperatura no tratamento térmico aumenta a 

capacidade de adsorção. Quanto mais elevada a 

temperatura, mais poroso se torna o adsorvente, 

aumentando, consequentemente, sua área 

superficial.  

Verificou-se que dentre os parâmetros 

analisados no processo adsortivo utilizando o 

biocarvão de 800°C, o tempo de reação e a 

interação tempo/[etinilestradiol] foram 

significativos ao nível de confiança de 95%, 

como pode ser observado pelo gráfico de Pareto 

representado na figura 1. Pelo gráfico pode-se 

observar a que quanto maior o tempo de reação, 

maior taxa de adsorção é obtida. A interação 

tempo/[etinilestradiol] teve um efeito negativo, 

indicando que quanto menor o pH e maior o 

tempo de reação, maior é a porcentagem de 

adsorção. 

Os parâmetros avaliados (massa de 

adsorvente, tempo de reação e concentração de 

hormônio) nos processos adsortivos 

envolvendo a biomassa in natura e o biocarvão 

pirolisado a 500°C não foram estatisticamente 

significativos dentro dos valores estudados 

neste trabalho. 
 

 
Figura 1: Gráfico de Pareto 

4. Conclusão 
Os experimentos indicaram que o biocarvão 

pirolisado a 800°C e a biomassa in natura, 

mostraram-se promissores no processo de 

adsorção do 17α-etinilestradiol. Portanto, a 

casca de côco verde pode ser utilizada como 

adsorvente, agregando um novo valor 

sustentável a este tipo de resíduo.  

 

5. Referências  

BARROS NETO, Benicio de. Como fazer 

experimentos: pesquisa e desenvolvimento 

na ciência e na indústria/ Benicio de Barros 

Neto, Ieda SpacinoScarminio, Roy Edward 

Bruns. -2ª ed.- Campinas, SP: Editora da 

UNICAMP, 2003.   

GUIMARÃES, I S. Oxidação de carvões 

ativados de endocarpo de coco da baía com 

soluções de hno3 e uma investigação sobre o 

método de Boehm. Universidade Federal Da 

Paraíba, 2006. 

MARIN, P et al.Avaliação do efeito da 

temperatura, pH e granulometria do 

adsorvente na adsorção do corante azul 

reativo 5G. Engevistav. 17, n. 1, p. 59–68 , 

2015. 

6. Agradecimentos 

Ao CNPQ/FAPEMIG (SICONV – 

793988/2013) 

mailto:simbio@ufsj.edu.br


 

 

II SIMPÓSIO DE ENGENHARIA DE 

BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA 
 

11 a 13 de setembro de 2019 
Ouro Branco, Minas Gerais, Brasil 

 

 

 

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ – Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000  

Ouro Branco – MG |  simbio@ufsj.edu.br 
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1. Introdução 

 

As regenerações da pele a partir das camadas 

mais profundas têm sido observadas desde os 

primórdios. Nesse contexto, existem diversos 

tratamentos estéticos que favorecem a 

renovação de pele, melhorando a aparência do 

tecido cutâneo pela diminuição de manchas, 

acnes, marcas de expressão e outros. Em meio 

a diversos tratamentos estéticos, o processo de 

esfoliação (do inglês Peeling) se torna bastante 

eficaz na renovação celular e na reepitelização, 

o que permite maior permeação de princípios 

ativos (CAREGNATO et al., 2011). 

 Os esfoliantes podem ser classificados em: 

químicos, físicos e enzimáticos. Nos métodos 

enzimáticos, são frequentemente adotadas 

enzimas proteolíticas de origem vegetal, como 

a papaína (do látex do mamoeiro), bromelina 

(do abacaxi) e enzimas também de outras fontes 

como romã e abóbora (SOUZA, 2004). Há 

diversas vantagens que justificam o uso desses 

esfoliantes frente aos químicos: 

biodegradabilidade, alta especificidade, baixa 

massa molecular (maior permeação na pele) e 

compatibilidade com diferentes tipos de peles 

(SANGEETHA; ABRAHAM, 2006). 

A papaína pertence a um grupo de enzimas 

encontradas no látex do mamoeiro (Carica 

papaya L.), as quais são liberadas em 

decorrência de danos ao fruto verde. Esse látex 

possui aparência leitosa e é constituído por 40% 

de enzimas, sendo 8% de papaína. No látex, as 

enzimas se encontram na forma inativa no 

interior da planta e concomitantemente a 

liberação, tornam-se ativas. Além disso, são 

caracterizadas pela capacidade hidrolítica na 

camada córnea da pele, segurança de absorção 

cutânea e auxílio na cicatrização de lesões na 

pele, favorecendo sua utilização em 

formulações cosméticas (KLASEN, 2000).  

Dessa forma, esse trabalho objetivou a 

obtenção de um sabonete facial glicerinado com 

efeito peeling enzimático à base de látex bruto 

do mamoeiro. Nesta pesquisa optou-se por 

utilizar o extrato bruto, resultando também no 

acréscimo de vitaminas e aminoácidos ao 

produto final, reduzindo operações unitárias 

quanto aos processos de purificação. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1    Obtenção do Látex 

 

O látex do mamoeiro foi obtido do fruto de 

mamão verde sem retirada do fruto da planta 

por meio de cortes na casca. O látex foi 

armazenado em frasco estéril e sob 

refrigeração. 

 

2.2 Formulação do Sabonete de Glicerina 

 

Para a formulação, 1 kg de base de glicerina 

foi derretido em banho de água e, em seguida, 

aguardou-se o decaimento da temperatura para 

36°C para adição do extrato bruto de látex de 
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mamoeiro na concentração de 10% m/m. Essa 

solução foi transferida para formas e 

solidificada a temperatura ambiente durante 48 

horas. Em seguida, os sabonetes foram pesados 

individualmente e embalados em filme de PVC.  

 

2.3 Teste do halo para Determinação da 

Viabilidade Enzimática 

 

O teste foi realizado com gelatina 

bacteriológica e colágeno 98%, sendo pesados 

20% de ambos. Como o colágeno apresentava 

aparência fibrosa, foi necessária a sua filtração 

à vácuo após a mistura e dissolução em solução 

aquosa contendo metade de água quente 

seguida de adição de metade de água fria. Após 

a dissolução, ambos foram dispostos em placa 

Petri e armazenados em geladeira para 

solidificação durante 24 horas. Após, 

realizaram-se furos com auxílio de uma 

micropipeta de 1000 µL, onde foram 

adicionados o controle (apenas tampão de 

citrato de sódio/ácido cítrico 0,1 M e pH 5), o 

extrato bruto do látex do mamoeiro em tampão 

e o sabonete diluído em tampão. Após 3 dias, 

foram analisadas alterações na gelatina e no 

colágeno.  

 

2.4 Teste de Durabilidade 

 

 O sabonete foi mergulhado em 75mL de 

água durante 5 horas, e pesado antes e após o 

período de 5 horas, sendo retirada a matéria 

mole (SILVA, 2003). 

 

2.5 Teste da Rachadura 

 

 O sabonete sólido foi mergulhado em banho 

de água durante 10 minutos. Em seguida, foi 

removido da água e analisaram-se os tipos de 

rachaduras formadas na superfície por 7 dias 

(SILVA, 2003). 

 

2.6 Altura da Espuma 

 

 Foram transferidos 2g de sabonete para uma 

proveta de 100mL e adicionaram-se 18mL de 

água. Em seguida, a proveta foi agitada 

vigorosamente para formação de espuma. A 

solução ficou em repouso por 10 minutos e, em 

seguida, verificou-se o volume de espuma 

obtida na proveta (SILVA, 2003).  

 

2.7     Função antimicroabiana 

 

Esse teste verificou a redução de 

microrganismos totais pela comparação de um 

sabonete composto ou não por papaína. Para 

isso, se realizou o preparo do meio de cultura 

ágar batata e ágar Luria Bertani. Em seguida, as 

mãos foram lavadas vigorosamente com cada 

sabonete, utilizadas para inoculação microbiana 

na superfície do meio. As placas foram 

incubadas a 32°C por 3 dias quando foi avaliado 

o crescimento microbiano.  

 

3. Resultados e Discussão 

 

Durante a obtenção do extrato bruto de látex, 

observou-se a formação de coágulos no fruto 

que indica um processo de proteção e 

cicatrização da planta, resultando também na 

ativação de enzimas proteolíticas (DÉRY et al., 

1998). 

Os sabonetes produzidos apresentaram 

coloração clara e característica do aditivo 

adicionado, muito brilho, homogeneidade, odor 

característico, textura macia e peso médio de 

39g, conforme Figura 1.  

 

 
Figura 1 – Aspecto do sabonete: a) sem papaína e b) com 

papaína. 

 

O extrato bruto do látex foi adicionado na 

proporção de 10%, considerando que Piper e 

coautores (2003), consideram que a papaína 

nessa proporção apresenta efeitos positivos no 

processo de cicatrização de ferimentos, atuando 

no desbridamento bioquímico e enzimático de 
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feridas agudas ou crônicas. Cohen e 

colaboradores (1992) discutem que as enzimas 

proteolíticas contidas no látex são capazes de 

desenvolver processos metabólicos e 

desencadear reações como: ativação de 

plaquetas com liberação de fatores de 

crescimento e citocinas, processo inflamatório, 

granulação e reepitelização. 

Pelo teste do halo, foi possível verificar que 

não há perda de viabilidade das enzimas 

proteolíticas, sendo confirmada pela 

degradação parcial ao redor do halo, causando 

solubilização tanto da gelatina microbiana 

quanto do colágeno (Figura 2). 

 

 
Figura 2 – Teste de viabilidade enzimática após três dias 

de incubação, sendo na parte superior o teste em colágeno 

e na parte inferior em gelatina bacteriológica: a) Controle 

(tampão), b) Extrato bruto diluído em tampão e c) 

Sabonete diluído em tampão. 

 

Houve maior degradação do colágeno em 

comparação com a gelatina microbiana devido 

à maior concentração de proteínas nesse 

substrato. Além disso, observa-se que a 

degradação gerada pelo sabonete se deu em 

menor proporção do que em comparação com o 

látex em função também da concentração de 

enzimas atuantes. Contudo, foi possível 

averiguar que as enzimas se mantiveram viáveis 

no sabonete após o processo de produção por 

um longo período. 

A degradação menos evidente pode 

explicada em razão da baixa proporção de 

enzimas no sabonete, sendo também um 

indicativo que é possível que, nessa proporção, 

a atuação sobre a pele seja praticamente 

imperceptível, principalmente por não haver 

tempo de retenção, como ocorre em hidratantes 

corporais e produtos não lavados após o uso. 

Portanto, é possível um aumento da 

concentração do látex promova efeitos mais 

perceptíveis. 

Em relação às propriedades físicas e 

químicas do sabonete, os resultados obtidos 

foram dispostos na Tabela 1. 

 

Tabela 1: Ensaios físicos e químicos realizados 

e seus resultados 

Ensaios  Resultado 

pH 9,35 

Durabilidade 1,77 g (massa 

perdida) 

Rachadura Não houve 

Espuma 18 cm 

 

 O valor de pH obtido é alcalino e está em 

uma faixa adequada para sabonetes comerciais 

em barra (FEITOSA et al., 2015).  

O teste de durabilidade está relacionado com 

o amolecimento (formação de material 

gelatinoso) do sabonete, por absorver umidade 

quando deixado em contato contínuo com a 

água após seu uso (BARBIZAN, 2013). Neste 

ensaio, verificou-se que os sabonetes 

apresentaram uma boa durabilidade, pois houve 

perda de menos de 20%, o que está de acordo 

com a literatura (MEIRA, 2010). 

Com relação ao teste de rachadura 

(Figura 4), que demonstra a resistência dos 

sabonetes quando expostos à luz e à umidade, 

verificou-se que não apresentaram nenhum tipo 

de rachadura na face e no verso, mostrando 

resistência do produto ao ressecamento por 

exposição ao ambiente. 

 

 
Figura 4 – Teste da rachadura: a) 01 dia e b) 06 dias de 

imersão em água 
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Quanto ao índice de espuma, a 

formulação apresentou aspecto denso, sem 

formação de bolhas grandes. A altura de 

espuma obtida se enquadrou dentro da literatura 

que afirma que a média é entre 18 a 19cm 

(DIEZ; CARVALHO, 2000). 

Os sabonetes contendo látex também 

apresentaram ação antimicrobiana uma vez que 

houve uma redução da densidade de 

microrganismos. Esse sabonete ainda 

apresentou resultados melhores do que o 

sabonete sem látex. Isso provavelmente pode 

ter ocorrido em função das proteínas contidas 

na estrutura de bactérias e fungos e também 

pela degradação de enzimas extracelulares 

produzidas por microrganismos, reduzindo o 

processo de degradação do substrato e fonte 

energética.  

 

4. Considerações Finais 

 

Conclui-se que as enzimas proteolíticas do 

látex do mamoeiro se mantêm ativas após a 

produção do sabonete. A formação pequena do 

halo não pode ser explicada apenas com os 

dados obtidos nesse experimento. Isso pode ter 

ocorrido em razão da baixa concentração 

contida no sabonete ou ainda a perda da 

viabilidade parcial. Para a confirmação, é 

necessária a realização de testes quantitativos. 

Assim, em termos gerais, percebe-se que é 

possível fabricar um sabonete com efeito de 

peeling enzimático baseado no látex bruto do 

mamão verde dentro dos padrões comerciais. 
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1. Introdução 

Os resíduos agroindustriais são fontes 

renováveis e abundantes de compostos 

orgânicos que apresentam grande potencial de 

uso como matérias-primas em processos 

industriais para a produção moléculas de valor 

agregado, insumos químicos e energia 

(Empresa de Pesquisa Energética, 2015; Rosa 

et al., 2011). 

Dentre os diversos resíduos agroindustriais 

produzidos no território brasileiro, a casca de 

café se destaca. Segundo o CONAB, em 2018 

foram 61,7 milhões de sacas beneficiadas, o 

que mantêm o país no destaque como maior 

produtor de café do mundo.  

Porém, os subprodutos do processamento 

do café, principalmente a casca de café, não 

possuem utilização definida. Uma das 

limitações para o aproveitamento integral de 

todas as frações dos resíduos lignocelulósicos 

é a própria estrutura da biomassa. Geralmente, 

é necessária a ruptura do complexo lignina-

celulose-hemicelulose por técnicas de pré-

tratamento, uma vez que a associação dessas 

frações confere grande resistência ao ataque de 

agentes químicos, enzimáticos ou microbianos 

(Saha et al., 2005). Diversos métodos têm sido 

empregados para a hidrólise dos componentes 

dos materiais lignocelulósicos (Sun; Cheng,  

 

2002; Kumar et al., 2009), tornando-os úteis 

para uso em bioprocessos, por meio da 

liberação de seus correspondentes açúcares 

fermentáveis. Como exemplo destes métodos, 

destaca-se o pré-tratamento com ácido diluído. 

O pré-tratamento com ácido diluído se 

caracteriza como eficiente técnica para 

conversão da hemicelulose (cerca de 90%) 

(Corrêa, 2016). Dentre os açúcares redutores 

oriundos da hidrólise desse polímero, têm-se a 

xilose que vem recebendo notória atenção em 

processos de produção de etanol e adoçantes 

(Schlittler, 2006). Sendo assim, no presente 

trabalho a casca de café foi utilizada como 

matéria-prima renovável em um processo de 

hidrólise ácida da fração hemicelulósica, 

visando à obtenção de licor rico em açúcares 

fermentescíveis.  

 

2. Material e Métodos 

Após recebimento e limpeza, a casca de 

café “in natura” passou por uma etapa de 

trituração e secagem na estufa a 100 ºC para 

obtenção de peso constante. Adicionou-se 5,5 

g de casca em base úmida, seguida de água e 

de ácido sulfúrico 97%, respectivamente. Os 

experimentos foram realizados em duplicatas.  
A relação entre casca/solução de ácido 

sulfúrico foi fixada em 1:10 em todos os  todos 
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os testes realizados. No processo de 

otimização da hidrólise, buscou-se definir as 

condições que maximizavam a obtenção de 

açúcares através de um planejamento 

experimental fatorial 2
3
 com 3 pontos centrais. 

Para as diferentes condições do planejamento 

experimental (Tabela 1). 

Tabela 1 - Codificação dos níveis das variáveis 

avaliadas para a hidrólise ácida da casca de café. 

Variáveis 
Níveis 

(-) 0 (+) 

X1 (H2SO4, %v/v) 1,0 3,0 5,0 

X2 (temperatura, °C) 80 100 120 

X3 (tempo, min) 10 20 30 

 

Para a determinação de açúcares totais 

redutores utilizou-se o método de Ácido 

Dinitro-3,5 Salicilico (DNS) (Maldonade, 

Carvalho e Ferreira, 2013). 
Após a realização do delineamento 

experimental, os dados foram submetidos á 

análise de variância ao nível de 90% de 

confiança. 

 

3. Resultados e Discussão 
A Tabela 2 contém os valores das 

concentrações de açúcares obtidos na 

quantificação pela metodologia do DNS após a 

realização da hidrólise enzimática de acordo 

com o planejamento fatorial 2
3
 completo. 

 Utilizou-se as variáveis envolvidas no 

planejamento fatorial e a média aritmética do 

rendimento de açúcares em cada ensaio para a 

realização das análises estatísticas.  

 

Tabela 2 - Condições experimentais e resultados obtidos no primeiro planejamento fatorial 2
3
 completo para 

quantificação de açúcares redutores na hidrólise enzimática.

  

Experimento 
Conc. H2SO4 

(%V/V) 

Temperatura 

(
o
C) 

Tempo (min) 
*Conc. de 

Açúcares (g/L) 

1 5,0 120 30 23,85 

2 5,0 120 10 26,69 

3 5,0 80 30 18,69 

4 5,0 80 10 16,65 

5 1,0 120 30 19,56 

6 1,0 120 10 18,93 

7 1,0 80 30 12,04 

8 1,0 80 10 9,90 

9 3,0 100 20 18,65 

 

A variável que teve a maior influência nos 

valores da concentração de açúcares no 

processo de hidrólise ácida foi a temperatura 

que apresentou um valor p= 0,0001, seguida 

pela concentração de H2SO4 com p=0,0002 e a 

 

 

interação entre a temperatura e o tempo da 

reação (p= 0,0258) (Tabela 3). Por outro lado, 

a variável do tempo de hidrólise se 

correspondeu como a menos significativa, uma 

vez que apresentou valor de p>0,05. 
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Tabela 3 – Análise de variância (ANOVA) para ajuste do modelo de dados do planejamento fatorial. 

 

Variáveis 
Soma dos 

Quadrados 

Média 

quadrática 

Nível de 

significância (p) 

A: Temperatura (ºC) 126,008 126,008 0,0001 

B: Conc. de ácido (% v/v) 80,9628 80,9628 0,0002 

C: Tempo (min) 0,485112 0,485112 0,3461 

AB 0,227812 0,227812 0,5052 

AC 5,10401 5,10401 0,0258 

BC 1,59311 1,59311 0,1253 

 

A influência dessas variáveis também pode 

ser observada no Gráfico de Pareto (Figura 1). 

Através da superfície de resposta, pode-se 

observar os efeitos variáveis da temperatura de 

reação.  

 
Figura 1 - Superfície de resposta obtida para a 

concentração de açúcares totais em função da 

concentração de H2SO4, temperatura de reação e tempo 

de reação de 10 min. 

As menores concentrações de açúcares 

totais são obtidas no limite inferior de 

temperatura, ou seja, a 80°C, enquanto no 

limite superior (120°C), obteve-se uma 

concentração máxima. Da mesma forma, 

observou-se que, uma máxima concentração 

de açúcares foi observada a uma concentração  

de 5% v/v de H2SO4 em 10 min de reação 

(Figura 1). Baseando-se na metodologia de 

superfície de resposta, as condições ótimas  

 

 

para a produção de açúcares fermentescíveis a 

partir da casca de café são: temperatura de 120 

ºC, concentração de ácido de 5% (%v/v) e 

tempo de reação de 10 min, alcançando uma 

concentração máxima de aproximadamente 27 

g/L de açúcares totais.  

Considerando que, teoricamente a fração 

hemicelulósica constitui 30% da casca de café 

(30 g/L de açúcares redutores teóricos). 

Observou-se que a eficiência da hidrólise ácida 

nas condições otimizadas foi de 90% na 

liberação de açúcares redutores. A eficácia 

desse pré-tratamento utilizando-se ácido 

sulfúrico também foi comprovada no trabalho 

de Roviero (2017). Ao realizar a hidrólise 

ácida da biomassa derivada da cana-de-açúcar, 

o autor reduziu 90% do teor de hemicelulose 

no resíduo. 

Na otimização da hidrólise ácida, segundo o 

coeficiente de correlação múltipla, 99 % da 

variância da recuperação de açúcares pode ser 

explicada pelas variáveis do planejamento 

experimental adotado (temperatura, 

concentração de ácido e tempo) e pelas suas 

interações.  

O ajuste do R
2 

foi satisfatório, se adequando 

a 98% dos dados. O modelo matemático 

empírico ajustado pela regressão linear, que 

melhor representou a concentração dos 

açúcares totais obtidos na faixa de trabalho 

avaliada, em função das variáveis 

independentes, está descrito na Equação 1: 
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Conc. Açúcares totais (g/L) = -17,3127 + 

0,29*A + 2,46*B +  0,49*C -0,004*AB - 

0,004*AC  - 0,022*BC            (1) 

 

Sendo A = temperatura (
o
C), B = Conc. Ácido 

(%v/v) e C = Tempo de reação (min). 

 

Dessa forma, a análise estatística 

demonstrou que a temperatura é a variável de 

maior influência na recuperação, seguida pela 

concentração de ácido sulfúrico.  

 

4. Conclusão 

A hidrólise ácida diluída da fração 

hemicelulósica da casca de café se mostrou 

altamente eficiente na recuperação de açúcares 

fermentescíveis. Segundo o teste de superfície 

de resposta verificou-se que, as condições 

otimizadas foram, temperatura de 120 ºC, 

concentração de ácido sulfúrico de 5% (v/v) e 

tempo de reação de 10 min. Sob essas 

condições ótimas, a recuperação máxima de 

açúcares redutores foi de 26,69 g/L.  
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1. Introdução 

A bioprospecção e uso de genomas, genes ou 

produtos de origem microbiana tornou-se 

estratégia indispensável como base futura dos 

desenvolvimentos agrícolas, ambientais e 

industriais sustentáveis. O termo bioprospecção 

tem sido utilizado para descrição da busca 

sistemática e organizada de produtos úteis 

derivados de recursos biológicos, incluindo 

plantas, microrganismos, animais, etc., 

promovendo e regulamentando novas 

tecnologias para comercialização 

(PUSHPANGADAN et al., 2017).  

No caso de microrganismos, a 

bioprospecção abrange principalmente 

estratégias para exploração e conhecimento da 

biodiversidade microbiana, bem como seus 

papéis funcionais no ambiente, tornando-se um 

dos principais focos da era biotecnológica para 

soluções sustentáveis em setores 

agroindustriais diversos de interesse global 

(SINGH et al., 2018; SILVA et al., 2015).  

Dentre os microrganismos presentes no solo, 

encontram-se as actinobactérias que são 

bactérias filamentosas Gram-positivas com alta 

concentração de guanina e citosina no DNA 

(BARKA et al., 2016). Estas bactérias 

desempenham um papel importante na 

reciclagem de resíduos orgânicos e nutrientes 

no meio ambiente, mas tem sido explorado com 

sucesso principalmente como fonte de milhares 

de produtos metabólicos secundários 

biologicamente ativos de interese 

biotecnológico na agroindustria. Dentre esses 

metabólitos incluem-se notadamente 

glicopeptídeos, beta-lactâmicos, 

aminoglicosídeos, polienos, policetidos, 

macrolidos, actinomicinas, tetraciclinas, 

enzimas e produtos antimicrobianos (BARKA 

et al, 2016). 

As actinobactérias produzem diferentes 

enzimas de importância agroindustrial, com 

destaque para celulases, amilases, pectinases e 

proteases, cujos substratos são constituintes de 

microrganismos como fungos fitopatogênicos, 

insetos e/ou de plantas. Consequentemente, são 

biocatalizadores relevantes com vasta 

aplicabilidade em setores agrícolas, industriais, 

alimentícios, têxteis, papéis, biocombustíveis, 

tratamento de resíduos orgânicos, etc. 

(ORLANDELLI, 2012; SILVA, 2015; 

GOMAA, 2013). Em processos agropecuários, 

vale salientar o emprego de tais ferramentas 

biotecnológicas em processos de compostagem, 

produção de biocombustíveis e de controle 

biológico de microrganismos causadores de 

doenças em culturas de importância econômica 

relevante. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1 Ativação das culturas e índice 

enzimático 

Foram testados 77 isolados de 

actinobactérias preservados na Coleção de 

Microrganismo da Embrapa Milho e Sorgo. 

Estes microrganismos foram crescidos em meio 

de cultura seletivo para actinobactérias através 
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da técnica de esgotamento. Em seguida, as 

placas foram incubadas a 30ºC durante dez dias 

e, após este período, células foram suspendidas 

em solução salina e utilizadas para 

determinações enzimáticas. 

 

2.2 Avaliação da atividade enzimática 

Os microrganismos foram crescidos em 

meio de cultura específico para cada enzima 

avaliada.  

A atividade amilolítica foi estimada 

conforme metodologia descrita por Coon et al. 

(1957).  As actinobactérias foram inoculadas no 

meio de cultura ágar amido e incubadas a 30ºC 

por sete dias. Após este período, as placas 

foram tratadas para revelação da presença de 

halo opaco ao redor das colônias e estimativa 

do índice enzimático.  

Para a atividade celulolítica utilizou-se a 

metodologia preconizada por Teather & Wood 

(1982), sendo os microrgansimos cultivados em 

meio de cultura mínimo M9 durante 48 horas a 

30ºC contendo a celulose como única fonte de 

carbono.  

No caso da atividade pectinolítica, foram 

cultivados de modo similar, utilizando a pectina 

cítrica como fonte de carbono. As placas foram 

incubadas a 30ºC por 48 horas, tratadas para 

detecção e medida do halo.  

A atividade proteolítica foi estimada através 

do crescimento dos isolados em meio YMA 

modificado (Yeast Malt Agar), durante quatro 

dias, para medida do diâmetro do halo, quando 

presente. 

A atividade hidrolítica das enzimas amilase, 

celulase, pectinase e proteases foi expressa 

através do índice enzimático (IE), estimado 

pela equação: 

IE= (DH+DC) / DC,                                        (1) 

sendo DH equivalente ao diâmetro em mm do 

halo e DC ao diâmetro em mm das colônias dos 

isolados (LEALEM & GASHE, 1994). O 

diâmetro do halo reflete a habilidade 

degradativa dos substratos pelas enzimas 

(LEALEM & GASHE, 1994). 

 

 

 

 

3. Resultados e discussão 

Independentemente das enzimas estudadas, 

os dados obtidos mostraram diferenças no 

comportamento observado entre isolados e 

permitiram a classificação destes 

microrganismos em dois grupos quanto ao 

potencial de degradação de seus respectivos 

substratos, com base em índice enzimático (IE) 

maior ou menor que 2, conforme proposto por  

Lealem & Gashe (1994). Os resultados obtidos 

para os diferentes isolados de actinobactérias 

em relação à atividade das enzimas celulase, 

pectinase, protease e amilase estão 

apresentados nas figuras de 1 a 4, 

respectivamente. 

No caso da celulase (Fig.1), detectou-se que, 

entre os isolados testados, 68,8% apresentaram 

IE ≥ 2, enquanto somente 31,18% mostraram 

baixa atividade (IE < 2). De modo similar, para 

as enzimas pectinase e amilase (Fig. 2 e 4), 

observou-se que maioria dos isolados 

apresentou índice enzimático acima de 2, com 

valores de 72,7 e 68,8%, respectivamente. Os 

demais isolados demonstraram baixa atividade 

destas enzimas. Em contraste, para a protease, 

baixa atividade foi apresentada pela maioria dos 

isolados (70,1%). 

 

 
Figura 1 - Distribuição dos isolados (%) de 

actinobactérias com base no índice enzimático para a 

atividade da enzima celulase. 
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Figura 2 - Distribuição dos isolados (%) de 

actinobactérias com base no índice enzimático para a 

atividade da enzima pectinase. 

 

 
Figura 3 - Distribuição dos isolados (%) de 

actinobactérias com base no índice enzimático para a 

atividade da enzima protease. 

 

 
Figura 4 - Distribuição dos isolados (%) de 

actinobactérias com base no índice enzimático para a 

atividade da enzima amilase. 

 

De acordo com Lealem & Gashe 1994), 

actinobactérias que apresentam IE >2 e IE<2 

podem ser consideradas eficientes para 

produção de enzimas e degradação dos seus 

substratos. Com base nestes resultados, tornou-

se possível a identificação de isolados 

promissores como recursos microbianos em 

processos biotecnológicos, considerando-se as 

enzimas celulase (A92 e A405), pectinases 

(ACT 648 e AEJ 57), protease (ACT 83 e o AEJ 

57) e amilase (AM 45 e o AC 91).  

Na literatura está bem documentada a 

capacidade de microrganismos em degradar 

macromoléculas, biomassa vegetal, lignina, 

celulose, pectina e outros polissacarídeos 

complexos, bem como a diversidade e potencial 

biotecnológico de actinobactérias como 

produtores de enzimas extracelulares (Salwan 

& Sharma, 2018).   

As actinobactérias são também conhecidas 

como biofábricas de enzimas, com aplicações 

em indústrias têxteis, bio-refinarias, alimentos, 

papel e celulose, agricultura, detergentes e 

farmacêuticas (Salwan &Sharma, 2018). 

 

4. Conclusão 

Os resultados demonstraram variabilidade 

entre os isolados testados e permitiram a 

seleção de isolados de actinobactérias com 

potencial de uso agroindustrial das diferentes 

enzimas. Foram selecionados isolados como 

produtores de celulase (A92 e A405), pectinase 

(ACT 648 e AEJ 57), protease (ACT 83 e o AEJ 

57) e amilase (AM 45 e o AC 91). 
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1. Introdução 

A Estação Ecológica do Tripuí (EET) está 
localizada no Quadrilátero Ferrífero, Ouro 

Preto, MG. A EET encontra-se em uma região 
de transição entre dois biomas, a Mata 

Atlântica e o Cerrado e, portanto, destaca-se 
por sua elevada biodiversidade, com destaque 
para a anurofauna (MYERS et al., 2000). A 

pele dos anuros exerce funções importantes, 
tais como proteção, respiração, 

osmorregulação e termorregulação e, por ser 
altamente permeável, sofre intensamente com 
a presença de contaminantes ambientais. 

(DUELLMAN & TRUEB, 1986) 
Bactérias com potenciais benéficos vêm se 

destacando no controle biológico de patógenos 
que afetam a produtividade de diversas 
culturas agrícolas. As bactérias podem 

desempenhar papeis de antagonismo de 
diferentes formas, como antagonismo direto, 

antibiose, competição por nutrientes, 
competição por nichos ecológicos, produção 
de sideróforos, predação e parasitismo, 

produção de enzimas, produção de compostos 
voláteis inibitórios, interferência com 

fenômenos de quorum sensing, indução a 
resistência, ou através mais de um mecanismo 
(GERHARDSON, 2002; ROMEIRO; 

GARCIA, 2009). 
As bactérias possuem capacidade de 

perceber a presença de outros organismos ao  
 

 

seu entorno, bem como alterações no meio em 
que estão inseridas, sendo essa característica 
primordial para sua sobrevivência. Para que as 

mesmas se estabeleçam em um ambiente, é 
necessário que seus genes sejam expressos em 

resposta a sinais de possíveis ameaças do 
ambiente e a microbiota presente (ROMEIRO, 
2007). 

Recentemente, nossa equipe demonstrou 
que a microbiota associada a diferentes 

espécies de anuros desta região apresentam 
elevada tolerância a metais pesados 
(CORDEIRO et. al., 2019). Agora, esta mesma 

microbiota cultivável está sendo investigada 
quanto a seu potencial antifúngico. Para isso, 

162 isolados bacterianos obtidos a partir da 
pele das espécies Boana albopunctata, Boana 
faber, Rhinella crucifer e Ischnocnema 

izecksohni foram investigadas como potenciais 
controladores biológicos de Fusarium 

oxysporum e Colletotrichum lindemuthianum, 
agentes causais da fusariose e da antracnose 
respectivamente, e que acometem diversas 

culturas agrícolas de interesse comercial, 
acarretando prejuízos severos. 

 
2. Material e métodos 

A coleta da microbiota cutânea dos anuros 

foi realizada com o auxílio de um SWAB 
(cotonete) estéril e cultivada em meio Luria-

Bertani (LB) (CORDEIRO et. al., 2019). Para 
cada SWAB impregnado, foram realizadas 
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diluições em até 10-8. As diluições foram 
aplicadas em placas de Petri de 90x15 mm, em 
quantidades de 100 µl, contendo meio LB 

sólido, e incubadas a 28ºC por quatro dias. 
Para o isolamento das bactérias, foi realizada a 

técnica de esgotamento, o que permitiu a 
obtenção de colônias isoladas. Desta forma, 
foram obtidos 162 isolados bacterianos 

(CORDEIRO et. al., 2019). 
Para caracterização inicial de ação 

antagônica, os 162 isolados foram avaliados 
contra o F. oxysporum, por meio de ensaio de 
inibição direta. Para isso, as bactérias com 

densidade óptica (OD600nm) padronizada em 
0,1, foram semeadas na forma de um quadrado 

de aresta de 3 cm, no centro de placas de Petri 
de 90x15 mm, contendo meio Batata Dextrose 
Ágar (BDA). Posteriormente, um disco 

micelial de 6 mm de diâmetro, de uma cultura 
de fungo em meio BDA, foi inserido na porção 

central do quadrado e incubado a 28°C, até 
que o crescimento do fungo na placa controle 
(sem bactéria) atingisse 30 mm de diâmetro.  

Após este período, a taxa de inibição foi 
calculada medindo-se o diâmetro de 

crescimento do fungo, seguido da exclusão da 
medida de 6 mm referente ao disco micelial 
previamente inoculado. Em seguida, foi 

calculado o desvio padrão, levando em 
consideração a média de cada amostra, 

realizada em triplicata (em relação ao 
experimento controle) e o valor obtido foi 
multiplicado por 100, obtendo assim o 

resultado em porcentagem. Os isolados que 
apresentaram um melhor desempenho foram 

avaliados contra o C. lindemuthianum, nos 
mesmos modelos metodológicos estabelecidos 
para F. oxysporum. Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata. 
 

3. Resultados e discussão 

Do total de isolados analisados, dois foram 
capazes de inibir até 60% do crescimento de F. 

oxysporum e outros dois apresentaram inibição 
de 100% para o C. lindemuthianum.  

No presente estudo, os isolados bacterianos 
não foram identificados quanto a sua 

taxonomia. Magalhães (2013) demonstrou 
resultados semelhantes em seu estudo de 
antagonismo contra fungos de interesse 

agrícola através das espécies Burkholderia 
plantarii, Burkholderia glumae, Burkholderia 

gladioli e Bacillus subtilis. 
Os resultados obtidos podem ser 

observados na figura 1. Estes resultados 

corroboram com os encontrados por Tenorio-
Salga et al. (2013), uma vez que, ao testarem 

isolados bacterianos contra fungos, foram 
obtidos resultados semelhantes de 
antagonismo.  

 

 
  

Figura 1. (A) Placa controle contendo 
apenas o fungo F. oxysporum, sem bactéria 

controladora; (B) F. oxysporum com isolado 
bacteriano; (C) Placa controle contendo apenas 

o fungo C. lindemuthianum, sem bactéria 

controladora; (D) C. lindemuthianum com 
isolado bacteriano. 

 
Estudos mostram que alguns fatores 

importantes para a supressão de fitopatógenos 

podem estar relacionados a metabólitos como 
antibióticos, enzimas e compostos voláteis 

produzidos por bactérias (HAAS; DEFAGO, 
2005; FERNANDO et. al., 2005; 
LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009; LI et. 

al., 2012; AL-MUGHRABI et. al., 2013). As 
bactérias desenvolvem mecanismos para 
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afastar outros organismos e conseguir 
proliferar e se desenvolver. Elas podem 
produzir substâncias com diferentes níveis de 

atividade antifúngica específica ou de amplo 
espectro (RAAIJMAKERS; MAZZOLA, 

2012).  
Nesse cenário, os metabólitos microbianos 

produzidos pelas bactérias possuem um papel 

primordial para adaptação das mesmas, 
permitindo-as de responder aos outros 

microrganismos presentes e alterações do meio 
em que estão inseridos. (BERLEMAN; 
KIRBY, 2009). Além disso, metabólitos 

biológicos são muito menos danosos ao meio 
ambiente, contrapondo o uso de compostos 

químicos, os quais são os mais utilizados para 
o tratamento da fusariose e actranose. 

Em paralelo a este cenário de importância 

da descoberta de novas biomoléculas de 
interesse biotecnológico, nas últimas décadas, 

uma média de 43% das espécies de anfíbios 
sofreram declínio, 32,5% estão ameaçadas 
globalmente, 34 extintas e 88 estão prestes a 

serem extintas (LIPS et al. 2006). Muitas das 
vezes, tais declínios possuem relação à 

ocorrência de novos patógenos. (CAREY et 
al., 1999).  

Neste contexto, a utilização de anfíbios 

como fonte de bactérias a serem utilizadas 
como controladores biológicos, gera 

significado econômico à importância da 
conservação, agregando não apenas valores a 
serviços ecossistêmicos, mas também 

destacando uma área até então não estudada 
sob esta perspectiva no território nacional. 

 
4. Considerações finais 

Ainda não existem formas de manejo 

eficazes contra a fusariose e actranose, sendo 
assim, se torna necessário a criação de 

estratégias eficientes para o controle de tais 
doenças. O controle biológico, utilizando 
microrganismos, é uma maneira eficiente e 

sustentável para o manejo de fitopatologias.  

Diante dos resultados obtidos, conclui-se 

que os isolados bacterianos apresentados neste 
trabalho apresentam potencial antagônico 

contra fungos de importância agrícola até 
então desconhecido, o que pode se apresentar 
como uma possibilidade promissora para o 

controle de doenças causadas pelos fungos F. 
oxysporum e C. lindemuthianum em plantas. 
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1. Introdução 

O mundo moderno, já há várias décadas, se 

apoia na utilização de combustíveis não 

renováveis e poluentes. Além do impacto 

negativo no ambiente, o uso destes 

combustíveis em larga em escala poderá levar 

ao desaparecimento de suas fontes pelo 

esgotamento de suas reservas planetárias. 

Uma grande parcela das alterações climáticas 

que ocorrem no planeta é atribuída ao 

aumento de gases na atmosfera provenientes 

da queima de combustíveis fósseis. (PIVA, 

2010). Desse modo, nos últimos anos, tem 

havido o fomento à utilização e ao 

desenvolvimento de fontes alternativas, com o 

objetivo de substituir os combustíveis 

poluentes e reduzir os danos ao planeta 

(AZEVEDO, 2013). 

Neste contexto, as células combustíveis 

microbianas (MFCs) têm se mostrado uma 

alternativa interessante, uma vez que são 

capazes de gerar energia elétrica e, 

concomitantemente, tratar efluentes 

potencialmente poluentes (RACHINSKI et. 

al., 2010). Em uma MFC é possível converter 

energia química em energia elétrica utilizando 

microrganismos para catalisar a oxidação de 

matéria orgânica. (GRZEBYK, 2004 e 

RACHINSKI et. al., 2010). 

Para a produção de energia elétrica, uma 

MFC opera com duas seções – uma primeira 

catódica e aeróbia e uma segunda anódica e 

anaeróbia. Por meio de um circuito elétrico 

externo, transferem-se elétrons, que são 

produzidos por microrganismos anaeróbios 

situados na seção anódica ao oxidar material 

orgânico, do ânodo para o cátodo, o que leva 

à produção de corrente elétrica. 

(CARVALHO, 2010). A matéria orgânica 

tratada pode ser proveniente, por exemplo, de 

efluentes das indústrias de processamento de 

alimentos ou vindos da pecuária de animais 

em regime de confinamento, que são grandes 

poluentes ambientais. Assim, ao passo que 

trata um efluente, por retirar dele parte de sua 

carga orgânica, há geração de energia na 

MFC. Dentre as principais aplicações das 

células combustíveis microbianas, destacam-

se a sua utilização em sensores ambientais, no 

tratamento de resíduos agroindustriais e em 

seu emprego como fonte de energia 

autossustentável (RACHINSKI et. al., 2010). 

São conhecidas várias configurações para 

uma MFC, podendo ser compostas por um ou 
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dois compartimentos, possuir ou não 

membrana semipermeável e utilizar diferentes 

eletrodos e materiais de construção (LEHEN, 

2014). Um dos tipos de MFC é a Soil-Based, 

que segue os mesmos princípios básicos de 

uma MFC, mas é mais simples e de menor 

custo, uma vez que utiliza solo como meio 

anódico rico em nutrientes, como inóculo – 

pois abriga vasta diversidade microbiológica 

– e também como membrana de troca de 

prótons (ENVIS CENTER, 2014). Dessa 

forma, este trabalho teve o objetivo de fazer 

um estudo inicial com diferentes construções 

de MFC Soil-Based e verificar, dentre elas, o 

melhor modelo para produção de energia 

elétrica. 

2. Materiais e métodos 

A metodologia proposta foi adaptada para 

uma Soil-Based de acordo com o trabalho de 

Liu, et al., 2005. Para isso, foram construídas 

quatro MFCs com os materiais e medidas 

expostos na Tabela 1, sendo que apenas a 

MFC 1 foi montada completamente fechada 

(Figura 1). 

 
Tabela 1- Características de construção das MFCs 

MFC Material Eletrodo 

Dimensões 

em mm 

(diâmetro × 

altura) 

Altura 

de solo 

em 

mm 

1 PVC Aço 150 × 220 110 

2 PET Aço 90 × 270 140 

3 PVC Aço 75 × 620 320 

4 PET Ferro 90 × 270 140 

 
Figura 1- Esquema e fotografia das MFCs 

Adicionou-se a cada uma das MFCs 1 kg de 

solo e 1 L de solução de acetato de zinco na 

concentração de 800 mg/L. Usando um 

multímetro, mediu-se, a cada 30 minutos após 

a adição da solução de acetato, a diferença de 

potencial (ddp) entre os eletrodos das MFCs. 

Repetiu-se os testes por quatro dias para cada 

uma das MFCs, sendo que, a cada 24 horas, 

foi retirado o resíduo da solução de acetato e 

as células de combustíveis microbianas foram 

realimentadas. Por fim, analisou-se a 

consistência das medições através de métodos 

estatísticos. 

3. Resultados e Discussão 

Os valores encontrados nas medições 

durante os quatro dias estão foram usados 

para gerar os gráficos das Figuras 2, 3, 4 e 5. 

 

 
Figura 2- Resultados das medições do primeiro dia 
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Figura 3- Resultados das medições do segundo dia 

 
Figura 4 - Resultados das medições do terceiro dia 

 
Figura 5- Resultados das medições do quarto dia 

Analisando os valores, é possível observar 

que os resultados do segundo dia para as 

MFCs 2, 3 e 4 destoam dos resultados dos 

demais dias. Essa discrepância se justifica 

pelo fato de que, nesse dia, as MFCs 2, 3 e 4 

estiveram com seu catodo submerso na 

solução de acetato de zinco durante as 

medições, ao passo que, nos outros dias, os 

catodos de todas as MFCs estiveram não 

submersos. Com base nisso, faz-se oportuno a 

realização de novos testes para cada uma das 

MFCs com seus catodos submersos, haja à 

vista que esses dispositivos podem ser 

empregados com catodo submerso ou exposto 

ao ar, e essa diferença nas configurações pode 

causar interferência nos valores das medições 

(MARCON, 2011). Em virtude da 

desigualdade de condição entre o segundo dia 

e os demais, apenas as medições do primeiro, 

terceiro e quarto dias foram utilizadas na 

análise dos resultados. 
Observando as Figuras 2, 3 4 e 5, nota-se 

que a MFC 1 apresentou resultados regulares 

e contínua geração de ddp. Somando a isso o 

fato de que os valores obtidos nas MFCs 2 3 e 

4, serem, em sua maior parte, 0mV, é possível 

inferir que, dentre os modelos testados, a 

MFC 1 apresentou as melhores características 

de construção – em PVC, com tampa, 

eletrodo de aço, 150 mm de altura e 220 mm 

de diâmetro – para produção de energia 

elétrica.  

Além disso, percebe-se que, para a MFC 1, 

as menores medidas ocorreram no primeiro 

dia, e as maiores no quarto dia. Esse resultado 

é esperado, pois os microrganismos, que são 

responsáveis pela produção dos elétrons e 

consequente geração de ddp, se multiplicam 

rapidamente quando se encontram em 

condições ambientais satisfatórias 

(HOFFMANN, 2001). Assim, se há 

multiplicação dos microrganismos, há maior 

geração de elétrons, e as medidas de tensão 

(ddp) tendem a ser maiores. 

Ainda que os valores de tensão obtidos 

nesse trabalho sejam baixos – na ordem de 

milivolts –, percebe-se que esta configuração 

da MFC pode ser trabalhada visando sua 

otimização. Estudos anteriores utilizaram 

capacitores e conversores para contornar o 

problema (VAN GINKEL et al, 2005) ou 

associação de várias células para obtenção de 

quantidades significativas de energia elétrica 

(RACHINSKI, et al. 2010). Trabalhos futuros 
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deste grupo também pretendem avaliar a 

eficiência desta MFC na redução da carga 

orgânica de efluentes. 

4. Agradecimentos 
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5. Conclusão 

De acordo com os dados obtidos, constata-

se que a estrutura da MFC Soil-Based é 

realmente capaz de gerar energia e, por esse 

motivo, é uma alternativa promissora no ramo 

da sustentabilidade. Com base nos resultados, 

observa-se que a MFC 1 apresentou valores 

melhores e mais regulares quando comparado 

com as demais MFCs. Foi possível perceber 

ainda que a configuração, o eletrodo utilizado 

e a forma de exposição ao ar foram fatores 

influenciáveis na geração de dpp, levando à 

necessidade de mais estudos para determinar 

quais são as condições que favorecem a 

geração de energia elétrica em uma MFC. 
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1. Introdução 

O Zika virus (ZIKV) pertence à família 

Flaviviridae, gênero Flavivirus, e faz parte do 

grupo conhecido como Arbovírus (Arthropod-

born virus), os quais são vírus cuja forma de 

transmissão ocorre através de artrópodes 

hematófagos (FIGUEIREDO, 2007). 

Isolado primeiramente em macacos do 

gênero Rhesus na floresta Zika, na Uganda em 

1947, o Zika virus, antes classificado como 

uma arbovirose animal, rapidamente foi capaz 

de infectar humanos, tendo o primeiro relato 

em 1952 (MACNAMARA, 1954). Sua 

disseminação através dos vetores ocorre 

principalmente por mosquitos do gênero 

Aedes, o que tornou a febre Zika uma doença 

endêmica, concomitantemente à Dengue e à 

Chikungunya (CAYLÀ et al., 2016). 

Até o presente momento, não há vacina 

para a prevenção da febre Zika ou drogas 

antivirais específicas contra o vírus. Diante 

disso, a comunidade científica busca novas 

moléculas antivirais (WEAVER, REISEN, et 

al., 2010; YASUHARA-BELL, 2010). 

Tratamentos fitoterápicos são de 

grande importância para a medicina, uma vez 

que possuem baixa citotoxicidade, e também 

pelo fato de as plantas possuírem alta 

complexidade química, o que pode 

proporcionar o aumento da aplicabilidade. 

Normalmente, as moléculas são também de 

fácil degradação no meio ambiente. Na 

medicina popular, produtos naturais são 

ingeridos na forma de infusão aquosa, o que 

gera uma série de tratamentos fitoterápicos e 

garantem melhorias, muitas vezes, 

comprovadas pela ciência (SPINDOLA et al., 

2014). 

Com base nisso, abordamos como 

objeto de estudo a família de plantas 

Celastraceae, a qual é constituída por 98 

gêneros e abrange cerca de 1260 espécies. As 

espécies do gênero Tontelea são encontradas 

com grande abundância no estado de Minas 

Gerais. A espécie em estudo apresenta uso 

fitoterápico como por exemplo, os extratos 

alcoólicos de suas raízes são utilizados para 

tratamentos renais e os óleos obtidos de seus 

frutos são aplicados em tratamentos anti-

inflamatórios (MERCADANTE-SIMÕES, et 

al., 2014; ARAÚJO, et al., 2017). 

Devido à inexistência de terapias ou 

vacinas disponíveis contra o Zika, o 

desenvolvimento de fármacos específicos 

torna-se importante, uma vez que não há 

interrupção do ciclo de infecção de tal 

patógeno. Dessa forma, visando à ação 

específica contra o ciclo de multiplicação sem 

causar toxicidade ganha destaque, 

principalmente com o número crescente de 

casos dessa arbovirose no país desde 2015. 

Com isso, o objetivo deste estudo é a 
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bioprospecção de atividade antiviral contra o 

Zika virus em isolados obtidos de extratos 

folhas de Tontelea sp. e iniciar a 

caracterização de possíveis mecanismos de 

ação antiviral. 

 

2. Material e Métodos 

2.1. Células e vírus 

As células Vero, originadas de rim de 

macaco verde, Cercopithecus aethiops, foram 

empregadas para os diferentes ensaios. Foram 

mantidas em meio DMEM, com 5% de soro 

fetal bovino (SFB) e um coquetel de 

antibióticos. As células foram mantidas a 

37°C, em estufa com 5% de CO2 e foram 

repicadas em intervalos de 3 dias. As células 

C6/36, originadas do mosquito Aedes 

Albopictus, foram utilizadas para 

multiplicação viral. Essas células foram 

mantidas a 20ºC, em meio de cultura L-15 

com 5% de SFB e um coquetel de 

antibióticos, sendo repicadas semanalmente. 

As cepas de Zika virus (ZIKV), obtidas da 

Universidade Federal de Ouro Preto, foram 

multiplicadas em células C6/36, sendo as 

culturas infectadas incubadas até o 

aparecimento de 80-90% de efeito citopático 

viral (ECP), caracterizado pela formação de 

sincícios, grumos e desprendimento celular. 

Posteriormente, o sobrenadante foi clarificado 

por centrifugação a 4
o
C, aliquotado e 

armazenado a -80°C até o uso. 

 

2.2. Extratos de Tontelea sp. 

Os extratos de folhas e galhos de Tontelea 

sp. foram cedidos pelo Grupo de Pesquisa em 

Plantas Medicinais da Universidade Federal 

de Minas Gerais (NEPLAM/UFMG). 

 

2.3. Ensaio de Citotoxicidade 

Antes dos testes antivirais, os compostos 

foram submetidos a teste de citotoxicidade, o 

qual determina a concentração citotóxica para 

50% das células (CC50). As células foram 

distribuídas em microplacas de 96 poços e 

incubadas. No dia seguinte, foram tratadas 

com concentrações dos extratos e incubadas. 

Após 48h, pela adição de metil-tiazol-

tetrazólio (MTT), foi feita a revelação da % de 

células viáveis pela equação % = (B÷A) × 

100, em que A e B são as absorbâncias (λ= 

540nm) das células não tratadas e células 

tratadas, respectivamente. 

 

2.4. Ensaio de atividade antiviral global 

Foram testadas na atividade antiviral, os 

extratos em concentrações abaixo da CC50. 

Para isso, células foram distribuídas em 

microplacas e incubadas por 24h. As diluições 

dos compostos foram adicionadas juntamente 

com a suspensão viral (MOI = 0,1 vírus/cél) e 

após 48h, o MTT foi aplicado. A concentração 

com proteção de 50% das células infectadas 

(CE50) foi calculada como:           
      , sendo A: densidade ótica (DO) das 

células tratadas e infectadas, B, das não 

tratadas e infectadas, e C, das não tratadas e 

não infectadas. A pesquisa foi feita conforme 

descrito por Barrow et al., 2016, com algumas 

modificações. 

 

2.5. Análise do efeito virucida 
Para análise do efeito virucida dos extratos, 

uma placa de 24 poços foi confeccionada 24h 

anteriores ao experimento. O vírus foi tratado 

previamente à infecção com diferentes 

concentrações dos extratos por 1h, e em 

seguida realizou-se a infecção das células. 

Após 1h da infecção, removeu-se o inóculo e 

adicionou-se meio semissólido e incubou-se 

por 48h a 37ºC. O ensaio foi revelado por 

meio da fixação com formaldeído e corando 

com cristal violeta, com a finalidade de 

visualizar placas de lise. 

 

3. Resultados e discussão 

3.1. Citotoxicidade, atividade antiviral 

global e índice de seletividade 
Os ensaios de citotoxicidade buscam avaliar 

o efeito da toxicidade dos extratos em células, 

e de acordo com Ramos e colaboradores 

(2008), valores maiores que 100 µg/mL 

indicam que o extrato provavelmente não 

possui toxicidade. 
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Na tabela 1 estão dispostos os valores das 

concentrações citotóxicas, protetora e índices 

de seletividade para cada extrato testado contra 

o ZIKV. Para a atividade antiviral global, 

Clain e colaboradores (2019) investigaram o 

potencial antiviral de extrato rico em polifenol 

de Psiloxylon mauritianum, planta medicinal 

típica da região da Ilha da Reunião, e 

mostraram que possui atividade antiviral 

contra o Zika virus, tendo encontrado a 

concentração para proteção de 50% das células 

de 19,5 µg/mL, valor próximo ao encontrado 

em nosso estudo. 

Com os resultados de CC50 e CE50, foi 

possível calcular o índice de seletividade, que 

consiste na razão entre a concentração 

citotóxica e a concentração protetora, e de 

acordo com Barros e colaboradores (2011), 

índices de seletividade maiores que 4 

implicam que a ação inibitória do vírus 

acontece de forma pelo menos duas vezes mais 

baixa que a ação citotóxica, o que indica que o 

extrato age de maneira eficaz sem a geração de 

resultados falso-positivos. 

 
Tabela 1: Concentrações citotóxica, protetora e índices de 

seletividade para os extratos de folhas e galhos de Tontelea sp. 

Extrato 

Concentração 

Citotóxica 

(CC50) 

Concentração 

Protetora 

(CE50) 

Índice de 

Seletividade 

(IS) 

TFAE 224,96 74,19 3,03 

TFM 351,47 83,05 4,23 

TGC 370,78 38,52 9,6 

TGH 181,91 38,66 4,70 

Conforme observado, os valores 

encontrados para os extratos testados 

apresentaram baixa citotoxicidade, uma vez 

que foram superiores ao recomendado na 

literatura. Ainda na tabela 1, as concentrações 

protetoras apresentaram resultados 

satisfatórios, uma vez que as concentrações 

encontradas variaram de 38 a 83 µg/mL. 

 

3.2. Avaliação do efeito virucida 

Virucida é o nome dado ao composto que 

tem capacidade de interagir com o vírus de 

maneira que impeça a infecção antes mesmo 

de seu contato com a célula hospedeira. A 

figura 1 A e B ilustram os resultados obtidos 

para os extratos de folhas (TFAE e TFM) e de 

galhos (TGC e TGH), respectivamente, e 

pode-se observar que mesmo na menor 

concentração testada (15,6 µg/mL) não houve 

formação de placas de lise viral para todos os 

extratos. 

 

 
Figura 1: A) Avaliação da atividade virucida dos 

extratos de folhas (TFAE e TFM) contra o ZIKV. B) 

Avaliação da atividade virucida dos extratos de 

galhos (TGC e TGH) contra o ZIKV. O poço 

denominado CC refere-se ao controle celular (Células 

não infectadas e não tratadas); o poço CD refere-se ao 

controle de veículo (Células infectadas com o inóculo  

viral tratado com DMSO a 20%); CR corresponde ao 

controle de Ribavirina (Células infectadas com o 

inóculo viral tratado com 200 µg/mL de ribavirina); os 

poços representados como CV referem-se ao controle 

viral (Células apenas infectadas com vírus não tratados). 

De maneira semelhante, Kohn e 

colaboradores (2012), mostraram que extratos 

de Maytenus ilicifolia foram capazes de inibir 

a infecção viral do herpesvírus bovino em uma 

A) 

B) 
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concentração de 25 µg/mL. Kanyara e Njagi 

(2005) também testaram extratos de plantas da 

família Celastraceae foram capazes de 

bloquear a infecção viral do HIV-10 em 

concentrações variadas de 30 a 50 µg/mL, 

concentrações inferiores às encontradas nesse 

estudo. 

4. Conclusão 

Um composto antiviral mais eficiente é 

aquele capaz de inibir algumas etapas de 

multiplicação viral de maneira que não 

interfira diretamente na célula hospedeira, o 

que possibilita a recuperação da infecção pela 

célula e a manutenção da atividade metabólica 

viável. Conforme observado, os extratos de 

Tontelea sp. possuem capacidade de agir em 

bloqueando a infecção viral e, dessa forma, 

estudos de compostos promissores presentes 

nesses extratos suscitaram estudos futuros de 

caracterização dos mecanismos de ação dos 

extratos. 
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1. Introdução 
1.1. Gruta Martimiano II 

A Gruta Martimiano II se localiza no 

Parque Estadual do Ibitipoca e é considerada a 

mais extensa caverna em quartzito do Brasil, 

com 4.170 m de projeção horizontal e 170 m 

de desnível. A gruta coleciona características 

únicas que a fazem notória no cenário nacional 

(LIMA et al., 2017). Nesse contexto, a Gruta 

Martimiano II pode se apresentar como um 

importante reservatório de microbiota com 

função biológica específica. 

1.2. Ambiente cavernícola 

As cavernas são caracterizadas pela 

ausência de luz nas zonas mais profundas, 

escassez nutricional, taxas de umidade 

próximas a saturação e a temperatura do meio 

hipógeo se aproxima da média anual de 

temperatura do ambiente epígeo (GOMES et 

al., 2000). Estas características propiciam um 

habitat microbiano único, com pressões 

evolutivas diferentes do ambiente epígeo 

(BARTON et al., 2007). 

1.3. Potencial biotecnológico dos 

microrganismos 

Na biotecnologia, a diversidade e o 

potencial bioquímico dos microrganismos são 

essenciais para o desenvolvimento de produtos 

e serviços com aplicações em praticamente 

todos os setores industriais.  

Fatores como baixo custo de produção, alta 

produtividade, estabilidade a temperaturas 

extremas, especificidade, pH ou outras 

condições fisiológicas fazem com que o estudo 

de bactérias em ambientes peculiares, como o 

cavernícola, seja uma alternativa em destaque 

na busca por novos medicamentos 

(PRAKASH et al., 2013). Assim, as pressões 

seletivas do ambiente podem favorecer grupos 

de bactérias com capacidade de produção de 

antimicrobianos (BARTON et al., 2007)  

Embora as cavernas apresentem tais 

peculiaridades, estes são ambientes pouco 

estudados do ponto de vista biotecnológico, 

especialmente no Brasil, o que coloca a 

proposta deste trabalho em evidência na busca 

de novos organismos e conhecimentos 

biológicos que possam ser utilizados na 

geração de produtos e serviços. 

2. Material e métodos 

2.1. Coleta do material microbiológico 

Uma análise do mapa topográfico da Gruta 

Martimiano II foi previamente estabelecida 

para determinação dos pontos de relevância 

para a realização de coletas de solo e rochas.  

Foram utilizados materiais esterilizados 

para a coleta. Para cada ponto da caverna 

foram coletados pelo menos uma amostra de 

piso, uma de parede e uma de teto, geralmente 

em torno de 50 g de material sólido. As 

amostras foram levadas para o Laboratório de 

Genômica e Interação Bactérias-Ambiente da 

Universidade Federal de Ouro Preto. 

2.2. Isolamento das colônias bacterianas 

Posteriormente, 1g de material foi lavado 

em 10 mL de água de torneira autoclavada. As 

soluções dos lavados foram diluídas em fatores 

de 1:10 e 1:100. 100 μL desta solução diluída 
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foi plaqueada em placas de Petri contendo 

meio de cultura Luria-Bertani (LB) 

(FELESTRINO, 2017). As placas foram 

incubadas a 28ºC por um período de até três 

dias, e as colônias que apresentaram diferentes 

morfologias foram repicadas em novas placas 

de Petri contendo o mesmo meio a fim de 

isolá-las. Os isolados foram preservados em 

LB líquido contendo glicerol e estocados em 

freezer -20ºC.  

2.3. Ensaio de inibição direta 

Foram colocados 1000 μL de LB líquido e 

5 μL do preservado de Staphylococcus aureus 

e Klebsiella pneumoniae em tubos de 1,5 ml e 

para crescer no Shaker à 28°C e 180 RPM, por 

dois dias. Posteriormente, 20 μL dos 

patógenos foram espalhados com drigalsky em 

placas de Petri (150 x 15mm) com meio LB 

sólido, formando uma manta microbiana.  

Com um multi-inoculador os isolados da 

caverna foram inoculados nas placas de Petri. 

Os halos de inibição do isolado de maior 

potencial foram medidos com um paquímetro.  

2.4. Ensaio de caracterização do composto 

inibitório 

Em placa de Petri (90 x 15mm) com meio 

LB, foi colocado celofane semipermeável 

autoclavado e espalhou-se com o drigalsky 

200 μL do isolado de maior interesse sobre o 

celofane, o crescimento foi observado por 1 

dia à 28 °C, após o crescimento, o celofane 

com o isolado foi retirado da placa e 

descartado. No centro da placa adicionou-se 2 

μL da bactéria patogénica, o crescimento foi 

observado por 2 dias à 28 °C. Este método foi 

modificado do trabalho de Nourozian et al. 

(2006). 

2.5. Ensaio de caracterização quanto a 

motilidade 

O isolado de maior potencial foi cultivado 

em meio LB semi-sólido (3% de ágar) por 2 

dias a 28°C, em duplicata.  

2.6. Ensaio de caracterização de Gram 

Foi realizado seguindo o protocolo do 

Ministério da Saúde (1997). 

Resultados e discussão 

3.1. Isolados bacterianos e descrição das 

áreas de coleta 

Obteve-se um total de 72 isolados, que 

geraram um banco de isolados bacterianos. 

Algumas áreas apresentaram maior número 

de colônias isoladas, tal fato pode ser 

explicado pela proximidade da área a uma 

drenagem ativa, por onde ocorre o 

carreamento de matéria orgânica do ambiente. 

Sendo que, segundo Gilbert et al (1994), os 

cursos d’água são um dos principais 

transportadores de recursos alimentares para o 

ambiente hipógeo.  

3.2. Inibição direta 

6 isolados apresentaram possível inibição 

do crescimento da bactéria Klebsiella 

pneumoniae, um deles em especial foi capaz 

de inibir o crescimento de K. pneumoniae e 

Staphylococcus aureus. 

Os halos de inibição foram medidos, sendo 

que para S. aureus os halos de inibição foram 

de 2,24 mm e 3,95 mm e para K. pneumoniae 

os halos medidos foram de 0,31 mm e 0,63 

mm.  

A resistência de microrganismos a 

antibióticos se tornou um grande problema 

social, e econômico, sendo que algumas 

bactérias já são resistentes a todos os 

antibióticos conhecidos (AMINOV, 2010). 

Devido a isso, é de extrema importância a 

busca por novos antibióticos.  

A bactéria K. pneumoniae pertence à 

família Enterobacteriaceae, é Gram-negativa e 

está presente naturalmente no trato digestivo e 

respiratório humano (BROOKS et al., 2005). 

Quando patogênica, a K. pneumoniae é o 

agente causador de diversas doenças, como a 

pneumonia e a infecção do trato urinário 

(RAHAMATHULLA et al., 2016). Este 

patógeno causa um grande impacto no setor da 

saúde e segundo a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) é uma das 9 bactérias resistentes 

a diversos antibióticos, juntamente com a S. 

aureus (WHO, 2014).  
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Por outro lado, S. aureus é Gram-positiva, 

pertence à família Micrococcaceae, e o ser 

humano é um reservatório natural desta 

bactéria (LOWY, 1998). S. aureus é um 

patógeno oportunista e pode causar infecções 

simples e infecções severas, como a 

bacteremia, septicemia e endocardite (LOWY, 

1998). 

Os resultados positivos para a inibição 

direta de K. pneumoniae pode estar vinculada 

com a destruição da parede celular do alvo, 

sendo que os mesmos isolados não foram 

capazes de inibir o crescimento de uma 

bactéria Gram-positiva, com exceção de um 

isolado.  

Este isolado em especial foi capaz de inibir 

o crescimento de ambos patógenos testados o 

que pode estar relacionado a outros 

mecanismos de inibição, como por exemplo o 

bloqueio da expressão e da tradução 

(COTTER et al.,2013) e a inibição da divisão 

celular (BISSON-FILHO et al., 2015). 

3.3. Caracterização do composto inibitório 

No teste de inibição indireta com o isolado 

de maior potencial, ocorreu a inibição total do 

crescimento de K. pneumoniae (Figura 1) e a 

inibição total do crescimento de S. aureus 

(Figura 2). Segundo Nourozian (2006), a 

inibição percentual da área de crescimento do 

patógeno deveria ser calculada, mas o 

composto antimicrobiano produzido pelo 

isolado GMP4.22, foi capaz de impedir 

totalmente o crescimento dos patógenos. 

 
Figura 1: Ensaio de inibição do crescimento de K. 

pneumoniae por compostos liberados pelo isolado 

testado. A) Placa controle com crescimento normal de 

K. pneumoniae; B) Placa com os compostos liberados 

pelo isolado mostrando a inibição total do crescimento 

de K. pneumoniae. 

 
Figura 2: Ensaio de inibição do crescimento de S. 

aureus por compostos liberados pelo isolado testado. A) 

Placa controle com crescimento normal de S. aureus; B) 

Placa com os compostos liberados pelo isolado 

mostrando a inibição total de S. aureus. 

A inibição indireta pode ocorrer com a 

liberação de um composto secundário difusível 

no ambiente (ORAKCI et al., 2010). Além 

disso, a liberação do composto inibitório 

indica que o mesmo é produzido naturalmente, 

não sendo necessário um estímulo competitivo 

com outro microrganismo, o que é uma 

característica facilitadora para o processo de 

desenvolvimento e para a produção em larga 

escala de um antibiótico. 

3.4. Motilidade do isolado GMP4.22 

No ensaio de caracterização do isolado de 

maior potencial quanto a motilidade a bactéria 

apresentou resultado positivo.  

A motilidade é uma vantagem adaptativa, 

por propiciar maior sucesso em relações 

antagônicas com outros microrganismos, 

facilitar a busca por nutrientes (BUTLER, 

2010) e pode melhorar a ação antimicrobiana 

do isolado. 

3.5. Caracterização de Gram 

O isolado testado foi classificado como 

Gram-negativo. Segundo Koch (1992), as 

paredes celulares de bactérias Gram-negativas 

são resistentes o suficiente para suportar 

temperaturas e pHs extremos e são elásticas, o 

que pode explicar o sucesso evolutivo.  

Conclusões 

Esta pesquisa gerou o primeiro banco de 

isolados bacterianos da Gruta Martimiano II e 

abriu a perspectiva para o desenvolvimento de 

pesquisas voltadas para o potencial 

biotecnológico de bactérias desta gruta.  
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º isolado que inibiu os 2 patógenos é 

promissor quanto ao desenvolvimento de um 

novo antibiótico e este será identificado por 

sequenciamento do gene 16S usando NGS 

(Sequenciamento de Nova Geração), dando 

continuidade à pesquisa.  
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1. Introdução 

O desenvolvimento industrial e o aumento 

da capacidade produtiva estão diretamente 

relacionados ao volume produzido de rejeitos 

nocivos ao meio ambiente (COSTA, 2008), 

sendo imprescindível as buscas por 

tecnologias viáveis para o tratamento 

adequado desses rejeitos.  

 As Células de Energia Microbianas 

(CEMs) são uma tecnologia promissora para o 

tratamento de efluentes, pois aliam a 

recuperação de energia elétrica à remoção dos 

poluentes a partir do metabolismo microbiano, 

com funcionamento similar a uma pilha 

eletroquímica (ISOSAARI e SILLANPÄÄ, 

2017). No interior das CEMs a oxidação da 

matéria orgânica por microrganismos libera 

elétrons e organismos exoeletrogênicos são 

capazes de utilizar a superfície sólida do anodo 

como aceptor de elétrons. Os elétrons 

transferidos para o anodo percorrem um 

circuito externo e são destinados a um receptor 

final na câmara catódica, gerando, uma 

diferença de potencial (ZHOU et al., 2013).  

O íon sulfato é incorporado em efluentes de 

diversos processos industriais, como 

galvanoplastia, na indústria de papel e 

celulose, mineração/metalurgia, dentre outros 

(SARTI et al., 2008). A presença de sulfato na 

água pode afetar a saúde humana e de animais. 

Além disso, sob condições adequadas, o 

sulfato pode ser biologicamente reduzido a 

sulfeto, gás tóxico que causa problemas 

associados ao odor e à corrosão. Efluentes 

contendo altas cargas de sulfato, aumentam a 

acidez dos corpos de água afetando os 

ecossistemas aquáticos (ZHOU et al., 2013). 

O tratamento biológico de efluentes 

contendo sulfato utilizando bactérias redutoras 

de sulfato (BRS) já é bem estabelecido, pois 

estes microrganismos utilizam este ânion 

como aceptor final de elétrons, gerando H2S 

como produto (BERTOLINO et al., 2012). Foi 

sugerido que BRS têm natureza eletroativa 

(ZHOU et al., 2013) sendo adequado seu 

estudo em sistemas bioeletroquímicos. 

Nesses sistemas, membranas permeáveis 

mantêm o equilíbrio entre as câmaras anódica 

e catódica, pois permitem o fluxo de íons entre 

os compartimentos e, ainda, os separa 

fisicamente. Estes separadores podem ter 

interferência direta na produção de energia 

aumentando ou reduzindo a resistência interna 

dos sistemas. Além disso, estas membranas 

podem aumentar o custo de construção das 

CEMs (LOMONACO, 2015).  

A grande maioria dos estudos em escala 

laboratorial concentra-se na utilização de 

membranas trocadoras de prótons (por 

exemplo, Nafion®), no entanto, este tipo de 

material tem um custo significativo para o 

desenvolvimento destes sistemas em escala 

real (SANTORO et al., 2017). Algumas 

alternativas são relatadas como fibras de 

náilon, fibras de vidro, cerâmica ou ainda 

membranas de microfiltração (ARAÚJO, 

2015). 
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Diante disso, o presente trabalho teve como 

objetivo o estudo da remoção de DQO e SO4
2-

 

em células de energia microbiana avaliando o 

uso de diferentes membranas separadoras de 

baixo custo. 

 

2. Material e Métodos 

Os reatores foram montados com cilindros 

de PVC soldáveis de 40 mm de diâmetro e o 

comprimento final dos mesmos foi de 210 

mm. Os eletrodos de bastão de grafite (9,6 mm 

de espessura e 55 mm de altura) foram 

posicionados paralelamente às membranas 

separadoras. Os contatos elétricos foram feitos 

por fios de cobre de 1,5 mm e o circuito 

externo foi fechado por resistor de 10 kΩ. 

Foram testadas como membranas 

separadoras entre as câmaras membrana de 

microfiltração (nitrocelulose 0,22 µm); placa 

de ágar de 5 mm de espessura; látex e foi feito 

um experimento controle sem membrana.  

O meio de cultivo foi o meio Postgate C 

modificado, como descrito por Bertolino et al., 

2012, no entanto, utilizando a lactose como 

fonte de carbono. A concentração teórica 

inicial de DQO foi de 4000 mgO2 L
-1

 e a de 

sulfato foi de 2000 mg L
-1

. 

A câmara anódica foi preenchida com 50g 

de carvão ativado granular. Foram adicionados 

130 mL de meio de cultivo e 20 mL de um 

inóculo enriquecido em BRS obtido de um 

reator UASB de escala laboratorial. As células 

foram incubadas a 32ºC. Ao final de 30 dias 

foram retirados 100 mL de meio das células e 

reposto meio novo (final da fase I e início da 

fase II), sem haver nova inoculação. A fase II 

também teve duração de 30 dias. 

O potencial das CEM foi medido 

utilizando um multímetro digital (Klein 

Tools). Ao final de cada ciclo de alimentação 

das CEM foi determinada a DQO e a 

concentração de sulfato residuais. A DQO foi 

medida pelo método da oxidação pelo 

dicromato de potássio em solução ácida 

(APHA, 1998). A concentração de sulfato foi 

determinada por Espectrofotometria de 

Emissão Atômica com fonte de Plasma 

(ICP/OES).  

3. Resultados e discussão 
A figura 1 mostra a variação de potencial 

com o tempo para as células construídas com 

diferentes membranas (microfiltração; ágar; 

látex e sem membrana). Nota-se que nos dez 

primeiros dias de cada fase há grande variação 

nas medidas de potencial, supondo que seja 

esse o tempo necessário para que os reatores 

entrem em steady state (ARAÚJO, 2015). 

Dessa forma, a média do potencial elétrico 

gerado foi feita a partir das medidas do dia 10 

ao 30 para a fase I e do dia 40 ao 60 na fase II 

(Tabela 1). 

De acordo com a figura 1 a célula 

construída com membrana de ágar apresentou 

melhor desempenho na fase I, atingindo 

potencial máximo de 258 mV, no entanto, a 

célula construída com membrana de látex 

mostrou geração de potencial mais estável. Na 

fase II, o melhor desempenho foi para a 

membrana de microfiltração com um pico de 

potencial de 389 mV, mais uma vez a 

membrana de látex tende a estabilizar o 

potencial a partir do 45º dia. Uma membrana 

ideal deve facilitar a transferência de prótons 

da câmara anódica para a catódica, pois, para 

obter uma corrente consistente, para cada 

elétron produzido, um próton equivalente deve 

ser transportado para o catodo através do 

eletrólito (AYYARU e DHARMALINGAM, 

2011). Em vista do exposto, a membrana de 

látex parece oferecer esta característica de 

forma mais eficiente que as demais. A 

literatura ainda não relata a utilização desse 

material como separador em CEM para que 

melhores comparações sejam efetuadas. 

A tabela 1 mostra que os porcentuais de 

remoção de DQO situaram-se acima de 60%, 

com valores inclusive acima dos 70% típicos 

para reatores anaeróbios (CHERNICHARO, 

1997). Para remoção de sulfato foram 

atingidos valores da ordem de 90% na fase II. 

Barbosa et al. (2014) relatam que em sistemas 

em batelada as remoções máximas de sulfato, 
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para uma relação DQO/SO4
-2

 igual a 2, são de 

60%.  

 

 
Figura 1: Variação do potencial (mV) com o tempo para CEMs construídas com membrana de microfiltração, ágar, 

látex e sem membrana.  

 
Tabela 1: Porcentual de remoção de DQO e sulfato e potencial médio para as fases I e II de CEMs construídas com 

membrana de microfiltração, ágar, látex e sem membrana.   

 Fase I Fase II 

CEM 

Remoção 

de DQO 

(%) 

Remoção 

de SO4 

(%) 

Potencial 

médio 

(mV) 

Remoção 

de DQO 

(%) 

Remoção 

de SO4 

(%) 

Potencial 

médio 

(mV) 

Microfiltração 71±1 89±1 32±21 62±1 89±1 194±79 

Ágar  92±1 16±1 184±52 80±1 31±7 20±15 

Látex 95±1 56±1 139±28 71±2 96±1 154±59 

Sem 

membrana 84±1 60±1 70±79 71±3 92±1 152±33 

Ainda de acordo com os valores 

apresentados na tabela 1, na primeira fase, a 

maior produção de energia esteve 

correlacionada às maiores remoções de DQO. 

Já na segunda fase, as maiores produções de 

energia foram correlacionadas a maior 

remoção de sulfato.  Observa-se nos primeiros 

dias de experimento grande produção de gás 

nos reatores oriundo de processos 

fermentativos, dessa forma, supõe-se que a 

maior remoção de DQO correlacionada à 

maior produção de energia na fase I   seja 

devida à seleção de microrganismos 

fermentadores e eletrogênicos não redutores 

de sulfato. Kumar et al. (2017) foram os 

únicos que estudaram o mutualismo 

filogenético da comunidade microbiana do 

anodo em função dos metabólitos liberados 

no eletrólito. As análises mostraram que a 

transferência de elétrons estava associada a 

todos os micro-organismos do consórcio, 

desde micro-organismos fermentativos, a 

redutoras de sulfato e bactérias oxidantes de 

sulfeto. Houve associação sinérgica entre as 

espécies tanto para geração de bioeletricidade, 

quanto para degradação de matéria orgânica.  

Além disso, BRS não são capazes de 

utilizar a lactose como fonte direta de energia, 

logo, após fermentação da mesma seriam 

liberados monômeros que serão consumidos 

por este grupo de microrganismos 

Fase I 

 
Fase 

II 
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(BERTOLINO et al., 2012), justificando um 

crescimento tardio dos mesmos. 

Com o passar do tempo, o acúmulo de 

sulfeto gerado pela redução de sulfato, 

contribui para a geração de energia devido à 

sua oxidação à enxofre por microrganismos 

oxidantes de sulfeto presentes no consórcio de 

microrganismos do reator, fazendo com que a 

maior produção de energia seja associada à 

maior remoção de sulfato. No trabalho de 

Chou et al. (2013) utilizando CEM inoculadas 

com cultura mista de BRS e lactato como 

fonte de carbono, os percentuais de remoção 

de DQO foram da ordem de 90%, mas a 

remoção de SO4
2-

 não ultrapassou 60%. Os 

autores relatam que a produção de corrente 

era resultante da oxidação do sulfeto (oriundo 

da redução de sulfato) e também da oxidação 

do lactato por microrganismos 

exoeletrogênicos. 

Quanto ao desempenho das membranas, 

na primeira fase o melhor desempenho foi 

para a membrana de látex, uma vez que houve 

maior remoção tanto de DQO quanto de SO4
-2

 

com considerável produção de energia. Na 

segunda fase este mesmo comportamento se 

repetiu para a membrana de látex e também 

para a célula controle sem membrana.  

 

4. Conclusão 

Este trabalho mostrou que é possível 

alcançar altas remoções de DQO em um 

sistema anaeróbio e também altas remoções 

de sulfato (ambas da ordem de 90%) e ainda 

recuperar energia elétrica em células de 

energia microbiana, utilizando látex como 

membrana separadora, um material acessível 

e de baixo custo, corroborando para a ciência 

no sentido de viabilizar a aplicação dessa 

tecnologia em maiores escalas. 
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1. Introdução 

 

A quitina é um importante biopolímero de 

aplicação industrial, tais como, alimentícias, 

farmacêuticas, biomédicas, cosméticas e 

recentemente até na terapia genica (FARIA, 

2015). 

Foi originalmente chamada de fungina 

quando descoberta em cogumelos pelo 

professor francês Henri Braconnot, em 1811. 

Em seu trabalho, o professor afirmou que o 

material continha uma nova substância que era 

completamente diferente da encontrada nas 

madeiras (FONSECA, 2016). Mas somente 

doze anos depois, em 1823, que Odier isolou 

uma substância insolúvel contida nas carapaças 

dos insetos utilizando KOH (hidróxido de 

potássio) quente. Embora tenha falhado em não 

detectar nitrogênio na sua composição, foi o 

primeiro a relatar a semelhança entre as 

substâncias presentes na armadura dos insetos e 

nos tecidos vegetais (ANTONINO, 2007). Em 

1843 que houve a descoberta de que a quitina 

continha nitrogênio em sua estrutura por Payen 

(FARIA, 2015).  

A constituição da quitina é basicamente 

unidades de N-acetil-D-glicosamina e D-

glicosamina unidas por ligações glicosídicas β-

(1→4) (LOPES et al., 2017). 

A quitina possui estrutura semelhante a fibra 

de celulose, a diferença molecular entre ambas 

está relacionada aos grupos hidroxila presentes 

na celulose que na quitina foram substituídos 

por grupos acetoamida (DIAS et al., 2013) 

Figura1. 

 
Figura 1:Estrutura dos biopolímeros celulose, quitina 

(Adaptado AZEVEDO et al., 2007) 

A quitina é o segundo composto orgânico 

mais importante e abundante da natureza depois 

da celulose e esta presente no exoesqueletos dos 
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insetos, crustáceos e na parede celular dos 

fungos (FONSECA, 2016). 

Na atualidade, a fonte de quitina mais 

utilizada tem sido a carapaça de crustáceos e o 

exoesqueleto de insetos e crustáceos (FRANCO 

et al., 2004), porém, estudos envolvendo 

fungos como fonte alternativa para obtenção de 

quitina tem mostrado resultados bastante 

eficientes (ANTONINO, 2007) 

A composição química da parede celular 

dos fungos é extremamente complexa, mas 

sabe-se que entre os compostos mais frequentes 

tem-se quitina, glucanas, e proteínas (ADAMS, 

2004). 

Os fungos característicos do gênero 

Cladosporium spp são denominados fungos 

demácios, mielinizados ou pretos por 

apresentarem coloração naturalmente escura, 

consequência da presença de pigmento 

melânico (di-hidroxinaftalenomelanina) em sua 

parede celular (MENEZES et al., 2017). 

O gênero Cladosporium spp se destaca 

compreendendo um número de superior a 189 

espécies, ficando entre os fungos mais 

comumente isolados do ambiente, podendo ser 

isolado a partir de praticamente qualquer fonte 

ambiental e localização geográfica (MENEZES 

et al., 2017).  

Industrialmente, a quitina é extraída por um 

tratamento ácido para dissolver o carbonato, 

seguida de uma extração alcalina para 

solubilizar as proteínas. A despigmentação é 

realizada para obtenção de um produto incolor. 

A quitina resultante deve ser classificada em 

termos de pureza e cor, assim resíduos de 

proteínas podem inviabilizar aplicações 

biomédicas por exemplo (FERNANDES, 

2009). 

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi a 

obtenção de quitina a partir da biomassa seca do 

fungo Cladosporium sp. 

 

2. Material e Métodos 
 

A biomassa seca do fungo Cladosporium sp. 

utilizada neste estudo foi obtida por Diniz et al. 

(2016), que realizou os testes de identificação 

do fungo, bem como a caracterização do fungo 

por microscopia eletrônica de varredura. 

O processo de purificação da quitina foi 

realizado de acordo com metodologia proposta 

por Synowiecki e Al-Khateeb (1997), com 

algumas modificações. Iniciou-se com a 

desproteinização, nesta etapa, transferiu-se uma 

solução previamente preparada a 2% de KOH 

(hidróxido potássio) (30:1) para um balão 

volumétrico juntamente com 8,33g da amostra 

fungica, onde a solução ficou à 90°C por um 

período de 2 horas sobre agitação magnética 

constante. Após, centrifugou-se a amostra a 

5.550 rpm e realizou-se sucessivas lavagens 

com água destilada até que alcançou-se pH 

igual a 7,0. 

Em seguida, realizou o processo de 

desmineralização ácida. Preparou-se uma 

solução 10% (v/v) de ácido acético (40:1 
𝑣

𝑤
 

(ácido:biomassa). O processo ocorreu a 60°C 

por um período de 6 horas. Em seguida, 

centrifugou-se durante 15 minutos a 5550 rpm 

e lavou-se a amostra (pellet) com água até que 

alcançou-se pH igual a 7,0. Em seguida, 

preparou-se uma solução de etanol (10:1 
𝑣

𝑤
e 

lavou-se a amostra três vezes. Também, lavou-

se com uma solução de acetona (10:1
𝑣

𝑤
duas 

vezes e secou-se a amostra em estudo a 60°C. 

Para a despigmentação (A1) preparou-se 

uma solução etanol/acetona (1:1) e adicionou-

se 0,5g de amostra a temperatura ambiente e 

agitação constante por um período de 1 hora. O 

material sólido foi centrifugado, filtrado e, em 

seguida, seco em estufa à 40ºC por 12 horas. 

Outra técnica de despigmentação (A2) foi 

aplicada, nesta, adicionou-se 0,5g de amostra a 
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30 mL de hipoclorito de sódio a 2% à 

temperatura de 40ºC e agitação constante 

durante 12 horas. O material sólido foi filtrado 

e seco em estufa à 40ºC por 12 horas. 

Para caracterização da amostra utilizou-se a 

técnica de espectrometria de Infravermelho 

com Transformada de Fourier (FTIR) onde a 

amostra seca foi submetida à determinação 

espectroscópica na região do infravermelho 

(4000-500cm-1). 

 

3. Resultados e Discussões 
 

No presente trabalho, a biomassa fúngica foi 

inicialmente desproteinizada, etapa em que a 

principal função é reduzir o teor de nitrogênio 

protéico, seguido do processo de 

desmineralização ácida. A redução percentual 

em massa da biomassa fúngica, após o 

tratamento alcalino (desprotenização) e 

tratamento ácido (desmineralização) foi de 

aproximadamente 15% (m/m), estando de 

acordo com Synowiecki e Al-Khateeb (1997), 

que sugerem teores de proteína em fungos 

filamentosos de 10 a 15% (m/m). 

No primeiro método de despigmentação A1 

não houve mudanças consideráveis de cor do 

material por análise visual.  Visando melhorar 

este processo de remoção de cor, realizou-se a 

despigmentação A2, o que resultou em uma 

melhora na despigmentação e remoção parcial 

do pigmento. Tal feito, pode estar relacionado 

ao aquecimento da solução, que promoveu 

catalise da reação.  

Uma hipótese à adequação do problema 

pode ser o uso de solventes apolares como 

hexano, benzeno e clorofórmio, uma vez que 

todos os solventes utilizados na metodologia 

apresentam comportamento polar. A 

implementação de um equipamento Soxhlet no 

procedimento também pode ser um fator 

interessante a ser considerado, em virtude da 

preservação do amostra.  

Os espectros obtidos da amostra 

parcialmente despigmentada (Figura 2), 

revelam uma banda mais larga e intensa entre 

os número de onda de 3500 e 3000 cm -1 que 

corresponde ao alongamento O-H presente na 

quitina, e também uma pequena banda na região 

de 2900 a 3000 cm -1 atribuídas ao estiramento 

C-H. Outras bandas fortes são observadas entre 

1750 cm-1 e 1200 cm-1. Todos grupos funcionais 

encontrados nos resultados de FTIR da amostra 

são característicos da quitina e estão de acordo 

com Souza et al., (2015). 

 

Figura 2: Espectro de quitina (O autor.) 
 

4. Considerações Finais 

 

Após análises dos dados, pode-se concluir 

que a metodologia de extração de quitina foi 

eficiente e que a biomassa fungica do 

Cladosporium sp é uma excelente fonte para 

extração de quitina devido sua vasta 

disponibilidade no meio ambiente. Entretanto, 

uma nova metodologia de despigmentação será 

utilizada para se obter uma quitina de maior 

pureza. 
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1. Introdução 

A população mundial vem aumentando 

continuamente, assim como a preocupação em 

relação à quantidade e qualidade dos alimentos 

produzidos. A utilização de plantas com 

atividade fungicida vem sendo pesquisada 

amplamente, visto que a sociedade está 

buscando consumir produtos que utilizem o 

mínimo possível de substâncias sintéticas para 

o controle de moléstias. O potencial de 

extratos no controle de fitopatógenos se deve à 

sua ação fungitóxica, a qual é responsável pela 

inibição do crescimento micelial 

(CARVALHO, 2009). 

Uma vez que o manejo e o surgimento de 

patógenos resistentes têm reduzido a estratégia 

de controle à base de fungicidas, tem-se a 

retirada dos registros de muitos produtos do 

mercado (JOHNSON E SANGHOTE, 1994). 

Assim, surge a necessidade de desenvolver 

métodos alternativos de controle que não 

comprometam a qualidade dos frutos e a saúde 

humana (PLETSCH,1998). 

Neste trabalho testou-se a ação dos extratos 

acéticos e etanólicos de Mentha piperita 

(Menta) e Rosmarinus officinalis (Alecrim) 

contra o fitopatógeno Rhizopus oryzae que 

infesta um grande número de plantas 

invadindo os tecidos por meio de ferimentos.  

 

 

2. Metodologia 

Primeiro realizou-se a extração de dois 

solventes com o intuito de compará-los, para 

isso foi necessário pesar um total de 15g de 

cada erva e triturá-las de forma uniforme. Em 

seguida dividiu-se a porção de cada erva para 

diluir uma em 25mL de ácido acético 40% e 

outra em 25mL de etanol 40%, totalizando 4 

porções. Decorrido 15 dias de armazenamento 

montou-se um sistema de filtração simples 

obtendo-se os quatro extratos etanólicos e 

acéticos de Rosmarinus officinalis e Mentha 

piperita. 

Em seguida preparou-se o meio, com 

materiais autoclavados, composto de 4,5g de 

Sabouraud Dextrose Broth, homogeneizado 

em 150mL de água. 

Após a preparação do meio realizou-se o 

teste de bioensaio, foram utilizadas 2 placas de 

96 poços de polietireno. Na primeira placa foi 

testado o crescimento do fungo Rhizopus 

oryzae, em que na linha A, B e C, havia o 

extrato de Rosmarinus officinalis com ácido 

acético, e nas linhas E, F e G, havia extrato de 

Rosmarinus officinalis com etanol. Na segunda 

placa foi testado o crescimento do fungo 

Rhizopus oryzae, em que na linha A, B e C, 

havia o extrato de Mentha piperita com ácido 

acético, e nas linhas E, F e G, havia extrato de 

Mentha piperita com etanol. Em todas as 

placas a linha D e H, não obtiveram a adição 

de esporos, sendo, portanto, o branco.  
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As concentrações adicionadas de cada 

solução, distribuídas em 12 colunas, foram as 

mesmas seguindo o procedimento geral 

totalizando 200µL em cada poço, adicionando-

se os componentes seguindo a ordem de: água 

destilada (de 75µL a 0 µL); meio Sabouraud 

(115µL em todos); extrato (0µL a 75µL); 

esporo (10µL em todos).  

Após preparação das 2 placas, incubou-

se à 25ºC sob agitação de 180 rpm em um 

shaker, durante os 8 dias de análise. 

Monitorou-se a cada 24h, utilizando um leitor 

de microplacas a um comprimento de onda de 

405nm.  

Os dados recolhidos foram analisados com 

auxílio de gráficos gerados pelo Software 

Oringi 8.  

Realizou-se a medição do pH dos quatro 

extratos. Após a realização das leituras das 

placas de 96 poços, alíquotas de 20µL do 

sobrenadante das cavidades onde foi 

observada completa inibição do crescimento 

fúngico nas placas de microdiluição foram 

semeadas em placas de petri com meio 

sabouraud. As placas foram mantidas em 

temperatura ambiente por 7 dias. O 

crescimento significa o efeito fungistático e o 

não crescimento o efeito fungicida, segundo 

classificação da EMBRAPA. 

 

3. Resultados e Discussões 

Foram feitos gráficos mostrando a cinética 

de crescimento dos fungos na presença dos 

extratos acético e etanólicos de Rosmarinus 

officinalis e Mentha piperita com volumes 

variando de 0µL, que é o controle, até 75µL 

durante o período de 8 dias de monitoramento, 

feito a partir da medição das absorbâncias a 

405nm.  

Na Figura 1 é mostrada a cinética de 

crescimento do fungo Rhizopus oryzae na 

presença do extrato acético de Rosmarinus 

officinalis. 

 
Figura 1: Monitoramento da cinética de 

crescimento do fungo Rhizopus oryzae por absorbância 

a 405nm sem adição do extrato acético de Rosmarinus 

officinalis e em concentrações diferentes do extrato a 

25°C e agitação de 180 rpm durante 8 dias. 

Na Figura 2 é mostrada a cinética de 

crescimento do fungo Rhizopus oryzae na 

presença do extrato acético de Mentha 

piperita.  

 
Figura 1: Monitoramento da cinética de 

crescimento do fungo Rhizopus oryzae por absorbância 

a 405nm sem adição do extrato acético de Mentha 

piperita e em concentrações diferentes do extrato a 

25°C e agitação de 180 rpm durante 8 dias. 

A partir das Figuras 1 e 2 observou-se que 

com o aumento do volume dos extratos 

acéticos de Rosmarinus officinalis e de Mentha 

piperita houve um aumento significativo da 

presença Rhizopus oryzae sendo que quanto 

maior o volume do extrato mais propício ficou 

para o crescimento do fungo. Assim constatou-

se que com ambos os extratos não há inibição 

da atividade fúngica com nenhum dos volumes 

estudados. 
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Atribuímos este fato ao ensaio do pH, em 

que os ambos os extratos acéticos tinham pH 

na faixa de 3, sendo assim no experimento 

feito propiciamos as condições que 

favoreceram o crescimento dos fungos, onde 

eles previamente cresceram em um meio 

levemente acido (ph 5,6) e posteriormente 

foram expostos a pH de valores mais baixos. 

Essa condição é denominada Adaptative 

Tolerance Response (ATR), em que 

microrganismos que crescem em condições 

levemente ácidas e depois são expostos a 

valores mais baixos de ph apresentam 

sobrevivência significativamente maior do que 

se fossem previamente crescidos em condições 

ótimas (O’HARA et al., 1989).  

Na Figura 3 é mostrada a cinética de 

crescimento do fungo Rhizopus oryzae na 

presença do extrato etanólico de Rosmarinus 

officinalis . 

 
Figura 3: Monitoramento da cinética de crescimento do 

fungo Rhizopus oryzae por absorbância a 405nm sem 

adição do extrato etanólico de Rosmarinus officinalis e 

em concentrações diferentes do extrato a 25°C e 

agitação de 180 rpm durante 8 dias. 

A Figura 3 nos mostra que entre 0µL à 

50µL houve um crescimento não linear dos 

fungos em relação a concentração de extrato, 

apenas a partir da concentração de 60µL não 

houve crescimento do fungo durante o período 

de 168h, sendo esse portanto o volume mínimo 

inibitório, para de fato impedir o crescimento 

do fungo Rhizopus oryzae com o extrato 

etanólico de Rosmarinus officinalis.  

Os dados foram submetidos à análise de 

variância comparando-se as médias pelo teste 

de Tukey a 5% de probabilidade que 

demonstrou que não há mudança notória ao 

adicionar os volumes de 0µL à 50µL, sendo 

assim, o fungo não percebe o efeito do extrato 

dentro deste intervalo de concentração, 

independente de qual seja o volume 

adicionado. Apenas quando o volume é 

superior a 60µL que de fato há distinção na 

cinética de crescimento dos fungos. Também 

não há diferença entre os volumes adicionados 

entre 60µL a 75µL, portanto o valor de 60µL é 

o mínimo eficaz para acarretar a inibição do 

fungo Rhizopus oryzae com o extrato etanólico 

de Rosmarinus officinalis.  

Na Figura 4 é mostrada a cinética de 

crescimento do fungo Rhizopus oryzae na 

presença do extrato etanólico de Mentha 

piperita. 

Figura 4: Monitoramento da cinética de crescimento do 

fungo Rhizopus oryzae por absorbância a 405nm sem 

adição do extrato etanólico de Mentha piperita e em 

concentrações diferentes do extrato a 25°C e agitação de 

180 rpm durante 8 dias. 

A partir da Figura 3 é possível analisar que 

houve um crescimento dos fungos não linear à 

concentração de extrato entre os volumes de 

0µL à 60µL, apenas a partir da concentração 

de 70µL não houve crescimento do fungo 

durante o período de 8 dias, sendo esse o 

volume mínimo inibitório para impedir o 

crescimento do fungo Rhizopus oryzae com o 

extrato etanólico de Mentha piperita.  

Realizou-se o teste de Tukey a 5% de 

probabilidade que informou que não há 

mudança notória ao adicionar os volumes de 

0µL à 60µL. Apenas quando o volume é 
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superior a 70µL que há distinção na cinética 

de crescimento dos fungos. Também não há 

diferença entre os volumes adicionados entre 

70µL à 75µL, portanto o valor de 70µL é o 

mínimo eficaz.  

O teste de pH realizado com os extratos 

etanólicos apresentou um pH na faixa de 5,3, 

sendo também um ph ácido, mas que não 

proporcionou um ambiente de proliferação dos 

fungos como ocorreu com os extratos acéticos.  

Caso o extrato apresente efeitos biológicos 

de interesse, o solvente mais adequado para 

obtenção do extrato bruto é o etanol ou 

metanol, pois possibilita a extração de um 

maior número de compostos (CECHINEL et 

al., 1998), sendo que combinados com o 

Rosmarinus officinalis, que apresenta ação de 

antibiótico, anti-inflamatório, anti-oxidante e 

antiparasitário (ALONSO, 1998), e a Mentha 

piperita, que apresenta características 

antisséptica, antiviral, antibacteriana, 

antifúngica, analgésica e antioxidante 

(BATISTUZO, 2011), apresentaram o 

resultado positivo na inibição.   

A avaliação da ação fungicida ou 

fungistática comprovou que a ação do extrato 

etanólico sobre os fungos é fungistática, de 

acordo com a classificação da EMBRAPA. 

Sendo assim, há apenas uma inibição do 

crescimento dos fungo Rhizopus oryzae no 

ambiente que proporcionamos, mas quando 

alocados em ambientes favoráveis há 

germinação dos esporos.  

 

4. Considerações Finais  

Os extratos etanólicos demonstraram 

grande eficiência na inibição do crescimento 

dos fungos Rhizopus oryzae e Penicillium 

citrinum, onde o extrato etanólico de 

Rosmarinus officinalis teve volume inibitório 

mínimo de 60µL e o extrato etanólico 

Mentha piperita teve volume inibitório de 

70µL. Foi possível constatar que os extratos 

tiveram um efeito fungistático sobre os 

fungos estudados. Por outro lado os extratos 

acéticos não demonstraram eficácia no 

controle do crescimento dos fitopatógenos 

estudados, não sendo viável sua utilização 

para este fim.  

Portanto os extratos etanólicos de 

Rosmarinus officinalis e Mentha piperita 

mostraram-se como uma alternativa ao uso de 

fungicidas químicos no tratamento contra os 

fungos Rhizopus oryzae e Penicillium 

citrinum, sendo eficientes na inibição do 

crescimento fúngico e uma alternativa não 

tóxica, natural, de fonte renovável e abundante 

que poderia ser utilizada no controle de 

doenças causadas pelos fungos estudados neste 

trabalho. 
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1. Introdução 

 

O Zika virus (ZIKV) é um arbovírus 

pertencente à família Flaviviridae, gênero 

Flavivirus (FERRARIS et. al., 2019). 

Os primeiros casos relatados em humanos 

de Febre Zika ocorreram na África e Ásia. Em 

2007 ocorreu o primeiro surto fora destes 

continentes, nas Ilhas de Yap. Em 2013 

ocorreu uma epidemia na Polinésia Francesa e 

em 2015 no continente sul-americano 

(FERRARIS et. al., 2019). 

Após o surto no continente americano, foi 

decretado pela OMS “Emergência de Saúde 

Pública Internacional”, devido a facilidade de 

disseminação deste arbovírus, a dificuldade no 

combate de vetores e a associação com 

doenças graves como a Síndrome de Guillain-

Barré e Síndromes Congênitas, como a 

microcefalia fetal. (LO; PARK, 2018; 

O'REILLY et. al, 2018).  

Até o momento não existem antivirais ou 

vacinais disponíveis contra o ZIKV.  

Estudos demonstraram que durante as 

infecções virais as células entram em processo 

oxidativo, causado pelo aumento de espécies 

reativas (ER) e pela depleção de antioxidantes, 

podendo contribuir para vários aspectos da 

patogênese viral e replicação dos vírus (LEE, 

2018; RESHI et al., 2014). Assim, controlar as 

ER pode ser uma estratégia para combater a 

infecção viral.  

Nanomateriais baseados em carbono (CBN) 

são de grande interesse para diferentes campos 

da medicina e biotecnologia devido à sua 

atividade biológica específica. Sabe-se que 

baixas doses de CBN podem ativar as funções 

fisiológicas devido à processos metabólicos 

complexos. Alguns CBNs possuem atividade 

antioxidante devido a sua alta capacidade de 

sequestrar ER (KOVEL et. al, 2019; FOLEY 

et. al, 2002, IAVICOLI et al, 2018).  

Neste contexto, este trabalho teve como 

objetivo avaliar a atividade antioxidante de um 

CBN durante a infecção por ZIKV. 

 

2. Material e Métodos 

 

2.1 Ensaio de Citotoxicidade por MTT  

 

Antes da realização dos ensaios foi avaliado 

se as concentrações de trabalho seriam 

citotóxicas. Para esta avaliação, uma placa de 

96 poços foi preparada com células U87MG 

(ATCC) cultivadas em meio DMEM high 

glicose com 10% de soro fetal bovino (SFB) 

24 horas antes do ensaio.  Após este tempo, o 

meio foi retirado e adicionou-se as células o 

composto diluído em meio de cultura nas 

concentrações [1600, 800, 400, 200, 100, 50, 

25 e 12,5 nM]. Em seguida, a placa foi 

incubada na estufa de CO2 a 37ºC por 48 

horas. Após a incubação, o meio de cultura foi 

retirado e adicionou-se 25 μL de brometo 3-
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(4,5-dimetiltiazol-2-il) - 2,5 - difeniltetrazol 

(MTT) (2 mg/mL) por poço e incubou-se por 

90 min. Posteriormente adicionou-se 130 μL 

de solvente dimetilsulfóxido (DMSO) por 

poço. A placa foi colocada sob agitação por 15 

min. O composto MTT é metabolizado pelas 

células viáveis, sendo convertido em cristais 

de formazan, o DMSO é capaz de dissolver 

estes cristais.  

A quantidade de formazan gerado foi 

mensurada através da leitura da absorbância a 

490 nm no leitor de placas Victor X3 

(PerkinElmer).  

A viabiliadade celular foi determinada a 

partir da porcentagem de células tratadas com 

CBN viáveis em relação ao controle de 

células. 

 

2.2 Quantificação da capacidade de 

adsorção de radicais oxigenados (ORAC)  

 

Para determinar a capacidade antioxidante 

do composto, foi preparada uma curva de 

Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- ácido 

tetrametilcromano-2-carboxílico) para 

calibração. As concentrações utilizadas foram de 

10, 20, 30 e 40 μM, a partir de uma solução mãe 

de 8M/L diluída em tampão fosfato-salino (PBS)       

(75 mM, pH 7,0).  

Foi adicionado a uma placa branca de 96 

poços as concentrações de CBN [400, 200, 100, 

50, 20, 10 e 5 nM] e logo após foi adicionado a 

sonda fluorescente fluoresceína   (78 nM) 

dissolvida em PBS. Após 15 min de incubação a 

37ºC, foi adicionado o radical AAPH (2,2-

azinobis (2-amidinopropan) dihidrocloreto) a 

uma concentração de 221 mM. A leitura  da 

fluorescência foi realizada no leitor de placas 

Victor X3  à 485nm (excitação) e 535nm 

(emissão) por 1h a cada minuto (adaptado 

HUANG et. al, 2002; PRIOR; WU; SCHAICH, 

2005; SILVA et al, 2007). 

 

2.3 Dosagem de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) 

 

Para dosagem de EROs, uma placa de 96 

poços foi preparada com células U87MG 

(ATCC) cultivadas em meio DMEM high 

glicose com 10% de SFB e incubou-se por 40 

min. Após a incubação o meio de cultura foi 

retirado e as células foram lavadas com 

tampão HBSS [0,4 g/L KCl; 0,09 g/L 

Na2HPO4.7H2O; 0,06 g/L  KH2PO4; 0,14 g/L 

CaCl2; 0,10 g/L MgCl2.6 H2O; 1,0 g/L 

C6H6O12; 0,35 g/L NaHCO3; 8g NaCl; q.s.p 

H2O milliQ]. Logo após, adicionou-se o CBN 

[100, 50, 25, 12,5, 6,25 nM] e o ZIKV (MOI 

1) e incubou-se por 24 horas. Posteriormente a 

placa foi lavada com o tampão HBSS e foi 

adicionada a sonda Carboxi-H2DCFDA (5-(e-

6)-carboxi-2′,7′ - diclorodihidrofluoresceína 

diacetato)  25  μM por 45 min. Após a 

incubação, descartou-se a sonda, lavou-se a 

placa novamente com HBSS e adicionou-se 

meio sem vermelho de fenol. A leitura da 

fluorescência foi realizada no leitor de placas 

Victor X3 à 485nm (excitação) e 535nm 

(emissão). 

 

2.4 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o software GraphPad Prism 5.0. 

Para os ensaios de Citotoxicidade e Dosagem 

de espécies reativas de oxigênio foi utilizado 

teste one-way ANOVA e pós-teste de 

Tukey com 95% de confiança. 

 

3. Resultados e Discussão 

 

A citotoxidade do CBN foi avaliada a partir 

do ensaio de viabilidade celular por MTT. Na 

Figura 1 é possível observar que nenhuma das 

concentrações testada apresentou diferenças 

estatísticas em relação à viabilidade celular 

entre o controle de células e as células 

tratadas, portanto nenhuma das concentrações 

foi citotóxica.  
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Figura 1: Viabilidade celular por MTT em células 

U87MG após tratamento com o CBN por 48 horas. 
Onde a representa que não houve diferença estatística 

para p < 0,05. 

 

Em seguida foi avaliada a capacidade do 

CBN de absorver radicais oxigenados. Como 

pode ser verificado na Figura 2, as menores 

concentrações apresentaram uma maior 

capacidade de absorção, este resultado já era 

esperado, uma vez que em maiores 

concentrações de CBN pode ocorrer formação 

de cristais, o que impede a captação das ER.  

Além disso, o CBN apresentou valores de 

capacidade de neutralização de radical 

semelhantes ao Trolox (300-700 µM) 

(CAMINI et al, 2018) um análogo da vitamina 

E solúvel em água e conhecido por ter 

poderosa inibição de radicais de oxigênio 

(ANTHONY, SALEH, 2013).  

 
Figura 2: Quantificação da capacidade de absorção de 

radicais oxigenados (ORAC) do CBN em equivalentes 

de trolox. 

 

Após a determinação das concentrações 

ótimas por ORAC foi realizado um ensaio de 

dosagem de EROs. Os resultados encontrados 

podem ser observados na Figura 3.  

 

 
Figura 3: Dosagem de EROs em células infectadas com 

ZIKV (MOI 1) tratadas com CBN por 24 hs. Onde a 

representa a diferença estatística entre o controle de 

células e as células infectadas com ZIKV e b representa 

diferença estatística entre as células infectadas com  

ZIKV e as células infectadas com ZIKV e tratadas com 

CBN para p < 0,05. 

 

Ocorreu um aumento das EROs nas células 

infectas com ZIKV em relação ao controle de 

células de 60%, esse comportamento já foi 

observado para outros arbovírus, como o 

Mayaro (CAMINI et. al, 2017), esse resultado 

corrobora com a evidência de que os vírus 

aumentam o estado oxidativo da célula. As 

células infectadas com ZIKV e tratadas com 

CBN apresentaram uma redução significativa 

de EROs de 17, 44, 43 e 57% nas 

concentrações de 50, 25, 12,5 e 6,25 nM, 

respectivamente. Esses resultados demostram 

que o CBN é um potencial sequestrador de ER 

durante a infecção por ZIKV.  

 

4. Conclusões 

 

O CBN não apresentou citotoxidade e sua 

capacidade de redução de espécies reativas em 

células infectadas com ZIKV foi satisfatória. 

Com base na evidência que a formação de 
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ROS induzida por ZIKV representa 

um mecanismo importante 

de patogenicidade da infecção, o tratamento 

antioxidante representaria uma abordagem 

relevante para o tratamento da Febre Zika.   
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1. Introdução 

Minas Gerais é o maior produtor de leite do 

Brasil e grande parte deste leite é destinada a 

produção de diferentes tipos de queijo 

(EMBRAPA, 2015) com um consumo per 

capita em torno de 5,5 kg de queijo por ano 

(EMBRAPA, 2018).  

Apesar de sua grande importância 

nutricional, os queijos e outros produtos 

lácteos estão entre os alimentos com maior 

teor de sódio - NaCl (ANVISA, 2015). O 

consumo excessivo desse componente gera 

adversidades na saúde, como a constante 

elevação da pressão arterial, aumentando o 

risco de doenças cardiovasculares, que são 

atualmente as principais causas de mortalidade 

no Brasil e no mundo (SOUZA, 2016). 

O Ministério da Saúde tem organizado 

estratégias e acordos com associações do setor 

produtivo, a fim de reduzir gradativamente os 

elevados índices de sódio em produtos 

processados, visando a adequação dos níveis 

de consumo em até 2 g/dia/pessoa até o ano de 

2020 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2012). 

Diante deste desafio, tecnologias surgem 

com o intuito de otimizar a produção de 

produtos lácteos, reduzindo o teor de sódio e 

mantendo suas propriedades e qualidade. A 

nanotecnologia se destaca como alternativa 

promissora, melhorando as propriedades e 

funcionalidades dos alimentos (LIVNEY, 

2015).  

A proteína β-lactoglobulina possui 

propriedades funcionais de grande aplicação 

na indústria de alimentos, como capacidade de 

emulsificação, formação de espumas, 

gelificação e interação com moléculas 

responsáveis pelo aroma e sabor do produto 

(ALVES et al., 2008). 

O objetivo desse trabalho, portanto, foi 

caracterizar as propriedades técnico-funcionais 

da nanoestrutura de β-lactoglobulina para 

posterior aplicação em queijo minas frescal e 

outros produtos lácteos, visando à redução do 

teor de sódio.  

2. Material e Métodos 
A β-lactoglobulina (β-lg) utilizada foi 

gentilmente cedida pela Davisco Foods 

International (EUA). A água empregada nos 

experimentos foi a destilada purificada através 

de osmose reversa Hidrotek (Portugal) e 

reagentes químicos de graus analíticos. 

2.1.Síntese da nanoestrutura de β-lg 

A nanoestrutura foi sintetizada via 

aquecimento. Uma solução de 2 mg.mL
-1

 da 

proteína em 50 mmol.L
-1

 de NaCl foi aquecida 

a 100ºC por 60 min. O tamanho da partícula e 

o índice de polidispersividade (PDI) foram 

determinados via Espalhamento Dinâmico de 

Luz (DLS) no equipamento Nanozetasizer 

(Malvern, Inglaterra). 

2.1.2. Teste de estabilidade 

A nanoestrutura foi armazenada a 4ºC para 

avaliar sua estabilidade ao longo do tempo, 

sendo determinado o tamanho da partícula, 

PDI e potencial zeta nos dias 0, 5,10, 15, 30 e 

60 após a síntese.  
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2.1.3. Teste de espuma 

Amostras da nanoestrutura foram 

homogeneizados em Ultra Turrax (Biovera, 

Brasil) por 1 min em 14000 rpm. Após, 

acompanhou-se a altura da espuma medindo-

as em intervalos de tempo a fim de calcular as 

variáveis incremento de volume (VI) e 

estabilidade da espuma (FS), conforme as 

equações 1 e 2. 

 

   [

  
  
    

  
]                                      (1) 

 

    [
   

    
]                                              (2) 

 

Onde VT é o volume total da solução, VE é 

o volume da espuma, VEt e VEt0 são os 

volumes da espuma correspondentes aos 

instantes t (30, 60 e 120 min) e no tempo zero. 

Amostras de proteína sem tratamento térmico 

foram utilizadas como controle. 

2.1.4. Teste de emulsão 

O Índice de Atividade Emulsificante (IAE) 

da proteína nativa e da proteína 

nanoestruturada foram determinados de acordo 

CAMERON et al. (1991). Amostras de 

proteína a 0,1% (m.v
-1

) foram homogeneizadas 

juntamente com óleo de girassol e água 

destilada em Ultra Turrax por 1 min a 14000 

rpm. Após, amostras de cada emulsão foram 

retirados em diferentes intervalos de tempo (0, 

5, 15 e 30 min) e diluídos em solução SDS 

0,1% (m/v). A absorbância foi medida a 500 

nm em espectrofotômetro UV-Vis Global 

Trade Technology (São Paulo, Brasil). O IAE 

foi calculado de acordo com a Equação 3 e a 

estabilidade da emulsão (ESI) com a Equação 

4. 

    (       )   [
             

  (   )     
]           (3) 

     
  

     
                                          (4) 

Onde A0 é a absorbância no tempo igual a 

zero, FD é o fator de diluição, c é a 

concentração inicial da proteína (g.mL
-1

);  θ é 

a fração de óleo (0,25) e At são as 

absorbâncias das emulsão diluídas em 30, 60 e 

120 min. 

3. Resultados e Discussão 

3.1.Teste de estabilidade 

A nanoestrutura de β-lg sintetizada 

apresentou tamanho médio de 109,95 ± 0,68 

nm e PDI de 0,4062 ± 0,0539. O tamanho 

corrobora com USKOKOVIĆ (2007), o qual 

afirma que nanoestruturas são materiais cujo 

tamanho varia de 10 a 300 nm.  

A estabilidade da nanoestrutura mantida a 

4ºC por 60 dias está demonstrada na Figura 1.  

 

Figura 1 – Análise de estabilidade da nanoestrutura de 

β-lg através da leitura de (a) tamanho (nm); (b) 

Potencial Zeta (mv). 

 

Nota-se que o tamanho das partículas e o 

potencial zeta se mantêm aproximadamente 

constante durante o experimento.  O tamanho 

se manteve entre 138,3 a 151,8 nm. Já o PDI 

ficou próximo de 0,4078 ± 0,0487, que é um 

valor considerado eficiente pela literatura 

(MADALENA et al., 2016), indicando que as 

nanoestruturas tiveram uma boa 

polidispersividade. 

Este sistema é considerado semi-estável 

visto que o valor do potencial zeta se manteve 
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em aproximadamente -18,1 ± 1,0770 mV e, 

para ser considerado um sistema totalmente 

estável, são considerados valores acima de 

+30mV e abaixo de -30mV 

(DIARRASSOUBA, 2013). Isso ocorre, pois a 

estabilidade coloidal pode ser comprometida 

pela interação entre as cargas opostas das 

partículas. O processo de aquecimento pode 

permitir a dissolução de alguns agregados 

proteicos, promovendo rearranjos estruturais 

por quebra das ligações dissulfeto, o que 

resulta em desdobramento e exposição dos 

grupos sulfidricos, os quais podem formar 

ligações inter e intra-moleculares, ocasionando 

a agregação de proteínas (MADALENA, et 

al., 2016). 

3.2.  Teste de espuma 
Pode-se observar na Tabela 1 que a 

nanoestrutura obteve melhor estabilidade da 

espuma do que a proteína nativa. Este 

resultado é corroborado por Leman e Doga 

(2003), em que o tratamento térmico de β-

lactoglobulina aumentou a estabilidade da 

espuma.  
Tabela 1- Valores de VI e FS para a proteína nativa 

e para nanoestrutura de β-lg nos tempos 30, 60 e 120 

minutos 

 
Proteína 

Nativa 
Nanoestrutura 

VI 19,56 ± 2,34
a 

33,33 ± 1,59
b 

FS30 36,51 ± 5,49
a 

64,54 ± 5,06
b 

FS60 20,63 ± 6,87
a 

51,52 ± 2,62
b 

FS120 9,05 ± 1,65
a 

35,45 ± 5,06
b 

a-b 
Diferentes sobrescritos diferem significativamente a 

p≤0,05 de acordo com o teste de Tukey. 
Foi observado que, após 120 min, a 

proteína nativa não tinha quase nenhuma 

espuma, enquanto a nanoestrutura apresentava 

35,45, resultado semelhante ao de Costa 

(2016). A nanoestrutura demonstrou maior 

capacidade de formação e estabilização de 

espuma do que a proteína nativa. A melhoria 

na capacidade de formação de espuma pela 

nanoestrutura de β-lg  representa uma 

alternativa viável para a substituição de outros 

ingredientes na indústria de alimentos, 

especialmente laticíneos.  

O aquecimento moderado em tempos 

determinados na formação da nanoestrutura 

causa desdobramento parcial da estrutura da 

proteína, aumenta a flexibilidade da cadeia 

proteica, consequentemente aumenta a 

capacidade de formação de espuma 

(WOOSTER; AUGUSTIN, 2007). 

3.3.Teste de emulsão 

A Tabela 2 mostra que o IAE e o ESI da 

nanoestrutura foram maiores do que da 

proteína nativa. O ESI é de maior interesse, 

uma vez que prova que a nanoestrutura possui 

maior capacidade de estabilizar a emulsão, 

sendo uma característica importante em 

alimentos onde a ligação e a texturização da 

água são necessárias, como em queijos e 

iogurtes (HOLT, 2000). 

 
Tabela 2- Valores de IAE e ESI para a proteína 

nativa e para nanoestrutura de β-lg  

 Proteína Nativa Nanoestrutura 

IAE 114,64 ± 3,12
a 

167,86 ± 3,54
b 

ESI 112,00 ± 3,46
a 

164,00 ± 3,46
b 

a-b 
Diferentes sobrescritos diferem significativamente a 

p≤0,05 de acordo com o teste de Tukey. 
Este resultado indica que a nanoestrutura 

possui maior atividade interfacial que a 

proteína nativa. Na emulsão, as proteínas 

migram através da fase aquosa para a 

interface, se reorganizando para posicionar os 

aminoácidos hidrofóbicos na fase oleosa e os 

hidrofílicos na fase aquosa. Em seguida, se 

agregam na superfície, formando um filme 

viscoelástico em torno da gota de óleo, 

mantendo a emulsão estável (DICKINSON, 

2001). 

A formação de nanopartículas protéicas 

depende diretamente do desdobramento da 

estrutura da proteína, que sofre alterações 

conformacionais dependentes da composição, 

concentração, pH e força iônica, alterando as 

propriedades técnico-funcionais (PATHAK; 

THASSU, 2009). 

4. Conclusões 

Obteve-se a nanoestrutura de β-lg, a qual se 

mostrou estável durante o período de 

armazenamento a 4ºC, mantendo o índice de 

polidispersividade próximo ou abaixo de 0,4. 
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A nanoestrutura possui melhores propriedades 

técnico-funcionais do que a proteína nativa, 

visto que apresentou maior formação e 

estabilidade de espuma e maior capacidade de 

emulsão. Sendo assim, se mostra uma 

alternativa promissora para substituição de 

outros ingredientes, como o sódio, em 

alimentos processados, em especial, produtos 

lácteos. 
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1. Introdução 

A presença de biofilmes em instalações 

industriais, como equipamentos e ferramentas 

de laticínios, aumenta as taxas de corrosão da 

superfície, reduz a eficácia de transferência de 

calor, diminui o fluxo nas tubulações e 

promove odores indesejáveis, aspectos que 

reduzem a qualidade final do produto, 

provocando perdas econômicas. Todavia, a 

maior preocupação da presença dos biofilmes 

nas instalações, atualmente, são as Doenças 

Transmitidas por Alimentos (DTA) (Vu et al., 

2009; Martin, 2015). As principais indústrias 

afetadas são laticínios, processamento de 

peixes, aves, carnes e alimentos prontos para o 

consumo. Dentre estes, o leite é um produto 

muito perecível e vulnerável a contaminação 

por diversos microrganismos, sendo os 

principais Escherichia coli e Staphylococcus 

aureus (Furukawa et al., 2010; Martin, 2015). 

Biofilmes também podem ser definidos 

como aglomerados de células sésseis, de 

apenas uma espécie ou em associação, Gram-

positivas ou negativas, embebidos em uma 

matriz extracelular composta por cerca de 75-

90 % de exopolissacarídeos (EPS – atua como 

barreira física, adsorvendo cátions, metais e 

toxinas, e protegendo contra radiação Ultra 

Violeta, mudança de pH, dessecação e choques 

osmóticos), apresentando diferentes 

características fenotípicas, fisiológicas, 

metabólicas e de transcrição genética 

(Andrade Boari et al., 2009; Vu et al., 2009). 

Os biofilmes se desenvolvem em 5 estágios 

(adesão inicial, adesão irreversível, 

desenvolvimento inicial da estrutura, 

maturação e dispersão) e qualquer superfície 

pode ser vulnerável a sua formação, como 

plástico, vidro, metal e alimentos. Para 

alcançar uma certa maturidade, são necessários 

10 dias ou mais, sendo que no último estágio 

ocorre o desprendimento parcial do biofilme 

como forma de colonização de novos nichos 

(Kumar e Anand, 1998; Srey et al., 2013). 

As indústrias utilizam diferentes produtos 

para remover os biofilmes, porém, os 

sanitizantes apresentam dificuldade para 

alcançar os sítios de ação, como a membrana 

externa de células Gram-negativas (Andrade 

Boari et al., 2009). Ainda, a limpeza remove 

apenas cerca de 90 % das bactérias presentes 

na superfície e não as elimina, possibilitando 

sua re-adesão a outras superfícies. Estudos 

mostram que produtos químicos podem causar 

resistência nas bactérias, permitindo sua 

sobrevivência e proliferação em altas 

concentrações de desinfetantes (Srey et al., 

2013). Portanto, outras estratégias para 

controlar os biofilmes devem ser aplicadas, 

como a utilização de nanotecnologia. 

A Engenharia de Nanomateriais tem 

desenvolvido superfícies com propriedades 

antimicrobianas, pela ação de nanopartículas 

de prata (AgNP), de ouro, de dióxido de titânio 

e de óxido de zinco (Pometto Iii e Demirci, 

2015). As AgNPs interagem com a célula 

causando desestabilização e quando está em 

contato com o DNA, inibe o crescimento 

microbiano (Morones et al., 2005; Durán et 

al., 2010). 

A aplicação da nanotecnologia para 

melhorar a segurança alimentar já é uma 
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realidade, porém existem poucos produtos 

eficientes no mercado com nanoestruturas para 

sanitização de biofilmes formados em 

laticínios. Com isso, este projeto almeja 

comprovar a eficiência das nanopartículas de 

prata para remoção de biofilmes bacterianos 

formados em placas de aço inoxidável 

utilizados em produtos lácteos. 

 

2. Material e Métodos 

Os reagentes de grau analíticos e as 

bactérias: Escherichia coli ATCC 01574, 

Staphylococcus aureus ATCC 29213 foram 

utilizados dos laboratórios da Universidade 

Federal de São João del-Rey, Campus Alto 

Paraopeba. Foram aplicados sanitizantes de 

uso convencional em indústrias de alimentos, 

sendo eles: solução de Hipoclorito de Sódio e 

detergente alcalino comercial LAT 300 PLUS 

a 0,8 % (v/v) (Qualimilk, StartQuímica). 

Para comparar a eficácia da sanitização 

industrial, placas metálicas foram tratadas com 

solução de Nanopartículas de Prata (AgNP) a 

0,0019 %, 0,00095 % e 0,000475 % (m/v). A 

síntese dessa nanoestrutura foi validada 

anteriormente obtendo as melhores condições, 

com tamanho médio caracterizado a 20,08 ± 

0,17 nm e com PDI (Indice de Polidispersão) a 

0,321 ± 0,047 (Bianchi et al., 2018). 

Para a formação do biofilme, foram 

utilizados cupons de aço inoxidável AISI 304 

(1 x 2 x 0,39 cm), previamente esterilizados. 

60 cupons foram suspensos em uma solução 

de 1000 mL de leite integral esterilizado com a 

adição de 200 µL de cada inóculo previamente 

ativado (Figura 1). Estes sistemas seguiram 

para armazenamento por 10 dias, a 6 (±2) ºC e 

em agitação constante a 60 rpm. 

A análise foi realizada em duplicata e os 

cupons foram coletados a cada 48 h, com a 

substituição do leite, barra magnética e 

inóculo. 

Os cupons contendo o biofilme foram 

lavados com solução salina 0,9 % (m/v) (NaCl 

– Dinâmica) estéril. Um aparato foi montado 

conforme a Figura 2, para simular a 

sanitização industrial. 

 

 
Figura 1 - Sistema para formação do biofilme 

bacteriano: (a) suporte metálico; (b) fio de aço; (c) 

cupons; (d) geladeira; (e) recipiente de polipropileno; (f) 

leite com inóculo; (g) barra magnética; e (h) agitador 

magnético. Adaptado de Andrade Boari et al. (2009) . 

 
Figura 2 - Sistema para sanitização: (a) tubo de 

polipropileno; (b) rede de nylon; (c) sanitizante; (d) 

barra magnética; (e) cupom com biofilme; e (f) agitador 

magnético. Adaptado de Furukawa et al. (2010). 

O cupom foi imerso em 10 mL do agente 

sanitizante, com a substituição da solução a 

cada cupom, sob agitação a 1500 rpm por 30 

min. Então, os cupons foram lavados com 

solução salina contendo 1 % (m/v) de 

tiossulfato de sódio. 

Então, os cupons foram imersos em 5 mL 

de solução salina 0,9 % (m/v) com 0,1 % de 

água peptonada, sob à ação do ultrassom por 

15 min. Alíquotas (1:10) de células oriundas 

da solução foram diluídas seriadamente e 

plaqueadas pela técnica de spread plate em 

ágar de triptona de soja (TSA – Biobras 

Diagnósticos). As placas de petri seguiram 

para incubação a 35 ºC por 24 h. Após isso, foi 

feito a contagem das bactérias. 
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3. Resultados e Discussão 

A contagem de bactérias totais, em 10 dias, 

de Escherichia coli e Staphylococcus aureus 

estão dispostas nas Figuras 3 e 4, 

respectivamente. Os resultados omissos, dos 

dias 4, 8 e 10, representam que nenhuma 

célula foi recuperada ou foram encontrados 

valores inferiores a 25 UFC/mL, exceto para o 

sanitizante comercial (LAT 300 PLUS) 

apresentando, no 4º dia, muitas células 

sobreviventes. 

Os 2 primeiros dias não foram suficientes 

para aderência dos biofilmes, uma vez que, 

geralmente, em um primeiro momento há um 

condicionamento da superfície pela adsorção 

de moléculas orgânicas, como proteínas do 

leite, que neutralizam as cargas que poderiam 

repelir os microrganismos (Kumar e Anand, 

1998; Kasnowski et al., 2010). 

 
Figura 3 - Quantificação das células sobreviventes de E. 

coli, ao longo de 10 dias. 

Figura 4 - Quantificação das células sobreviventes de S. 

aureus, ao longo de 10 dias. 

 

Após 4 dias, os cupons apresentaram uma 

formação inicial do biofilme, como pode ser 

observado pelo controle (Figuras 3 e 4). Como 

relatado por Kasnowski et al. (2010), o estágio 

inicial demanda o transporte de células e 

nutrientes para a superfície antes de iniciar o 

processo de adesão. Vale ressaltar que essa 

etapa ainda é reversível e por isso os biofilmes 

iniciais são mais susceptíveis a remoção, 

justificando o fato de que os sanitizantes 

aplicados, exceto o LAT 300 PLUS, foram 

capazes eliminar os microrganismos dos 

cupons. 

Além disso, é possível perceber que a 

bactéria S. aureus não foi capaz de aderir aos 

cupons com apenas 4 dias. Segundo 

Pompermayer e Gaylarde (2000), há uma 

superioridade das bactérias gram-negativas 

para adesão em superfícies por causa de 

aparatos celulares, mais resistentes, como 

flagelos e pilis, bem como seu menor tempo de 

geração, permitindo seu melhor 

desenvolvimento e domínio em relação às 

gram-positivas. 

Após 8 dias, os biofilmes começaram a 

apresentar uma maior resistência aos 

sanitizantes aplicados. Analisando os 

resultados da E. coli, além do sanitizante 

comercial, a solução de AgNP também se 

mostrou eficiente, para as concentrações de 

0,0019 % e 0,00095 %, reduzindo cerca de 8 

logs de concentração celular. A concentração 

de 0,000457 % foi capaz de reduzir cerca de 4 

logs, enquanto o Hipoclorito de Sódio reduziu 

apenas 3 logs. Em relação a S. aureus, apenas 

o LAT 300 PLUS e a maior concentração de 

AgNP foram eficientes para sua remoção. 

Em estágios finais, o biofilme maduro se 

torna fonte de endotoxinas e polissacarídeos 

que são liberados para o meio. Em função da 

forte adesão à superfície, a remoção destes 

biofilmes é tida como extremamente difícil 

(Kasnowski et al., 2010). E apesar de sua 

estrutura mais desenvolvida, após 10 dias, a 

solução de AgNP, em todas concentrações, se 

mostrou eficiente, removendo o biofilme 

aderido à superfície. 

Entretanto, os sanitizantes Hipoclorito de 

Sódio e LAT 300 PLUS não foram tão 

eficientes na remoção do biofilme, reduzindo 

apenas 1 log na concentração celular. Este 
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resultado induz que a nanoprata pode 

apresentar melhores resultados que os 

sanitizantes comerciais. 

Outro fato interessante é que mesmo a 

baixas concentrações (como 4,57 x 10-4 % 

(m/v)) de Nanopartículas de Prata, há ação 

antimicrobiana, e com isso, reduz os custos de 

aplicação. 

4. Considerações Finais  

Biofilmes de E. coli e S. aureus foram 

formados em placas de aço inoxidável, tendo o 

leite como substrato. Inicialmente o biofilme 

estava em fase de formação e por isso sua 

remoção foi facilitada, porém, a partir do 6º 

dia as bactérias se tornaram mais resistentes ao 

sanitizantes, com exceção da Nanopartícula de 

Prata. Assim, foi possível confirmar a ação 

antimicrobiana da prata nanoestruturada e seu 

potencial para aplicação como sanitizante 

industrial. 
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