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Trabalhos Completos

Biotecnologia na producéo de alimentos e bebidas

¢ Desenvolvimento de revestimentos de quitosana para a conservacao pos-
colheita de banana cv. ‘prata’.

¢ Influéncia do revestimento de goma tara com nanoCaCO3s na maturacao
de goiaba no pd6s-colheita.

e Otimizacao da sintese de um sensor colorimétrico aplicado a embalagens
inteligentes de alimentaos.

e Desenvolvimento de revestimentos de quitosana para a conservagao pos-
colheita de péssego.

e Producao de filmes com adicdo de nanoquitosana para a preservagao da

goiaba no pos-colheita.

Bioprocessos e Biotecnologia Assistidos por Computador

e Modelagem e simulacdo do crescimento da microalga Chlorella vulgaris
em fotobiorreator.

e Producdo de manganés peroxidase a partir do Ceriporiopsis
subvermispora.

e Hidrdlise enzimatica da casca de café visando a obtencéo de acucares
fermentesciveis.

e Logica fuzzy como ferramenta para caracterizacdo do ciclo celular em

eucariotos.
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Biologia Molecular e Celular Aplicadas a Bioprocessos e Biotecnologia

¢ Desenvolvimento biotecnolégico de scaffold associado a esfoliado de
talco de pedra sabao para reparo 6sseo.

e Efeitos indiretos da tolerancia oral associado a aplicacdo tépica de
nanomateriais no reparo de feridas.

e Tolerizacdo oral por zeina sugere melhora no reparo 6ésseo em ratos
Wistar.

e Producao e purificagdo parcial de xilanase do fungo Kretzschmaria sp.
crescido em sabugo de milho.

e Impacto da tolerizacdo por zeina nas propriedades biomecénicas em
tibias de ratos Wistar em fase final de recuperacao pos-leséo.

e Extracdo de modelos de classificagdo para protocolos experimentais em
cultura de células 3D.

e Auvaliacdo da producéo de esferoides pela técnica da gota suspensa nas
linhagens celulares Vero e J774.A1.

e Avaliacdo da atividade antimelanoma in vitro da curcumina em linhagens
celulares tumorais.

e Deteccdo de atividade antiviral em extratos de folhas e galhos de

Maytenus sp. contra o Zika virus (arbovirus).

Bioenergia, Meio Ambiente e Sustentabilidade

e Estudo da hidrélise enzimética do amido obtido da fruta-de-lobo (Solanum
lycocarpum).

e Sintese de nanoparticulas magnéticas por cooprecipitagdo quimica para
remocéao de corante indigo carmim em aguas contaminadas.

¢ Indicadores do consumo de energia de diodos emissores de luz (LEDSs)

no tratamento de agua residuaria em fotobiorreatores
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e Tratamento de agua residuaria em fotobiorretor operado em regime
continuo e iluminado por diodos emissores de luz (LED).

e Obtencdo de biomoléculas com atividade antioxidante oriundas da
hidrélise alcalina da casca de café.

e Degradacdo de fenol por pseudomonas aeruginosa isolada do lodo
ativado de uma industria siderurgica.

e Producao de etanol a partir do amido obtido da fruta-de-lobo (Solanum
lycocarpum).

e Producado de biocarvao proveniente do coco verde para a remocédo do
hormonio 17a-Etinilestradiol.

e Producao de sabonete facial glicerinado com efeito de peeling enzimético.

e Otimizacdo da hidrélise acida da casca de café visando a obtencéo de

acucares fermentesciveis.
Microbiologia

e Bioprospeccéo de actinobacterias produtoras de enzimas de interesse da
biotecnologia agroindustrial.

e Potencial antifingico de isolados bacterianos obtidos a partir da epiderme
de anuros do quadrilatero ferrifero.

e Estudo da geracdo de energia em diferentes construcbes de células
combustiveis microbianas soil based.

e Avaliacdo do efeito virucida em extratos de folhas e galhos de Tontelea
sp. contra o Flavivirus zika.

e Prospeccdo de bactérias produtoras de antimicrobianos na gruta
Martimiano ii, Parque Estadual do Ibitipoca — MG.

e Estudo da remocdo de DQO e sulfato em células de energia microbiana
utilizando diferentes membranas.

e Extracdo de quitina a partir da biomassa fangica seca do fungo
Cladosporium sp.

e O potencial antifingico dos extratos vegetais etanolicos e acéticos de
Mentha piperita e Rosmarinus officinalis contra o fitopatdgeno Rhizopus

oryzae.
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Nanobiotecnologia

e Avaliacéo da atividade antioxidante de um nanomaterial de carbono em

infeccdes por Zika virus.

e Caracterizacao técnico-funcional da nanoestrutura de B-lactoglobulina

para aplicacdo em produtos lacteos.

¢ Efeito das nanoparticulas de prata na sanitizacao de biofilmes

bacterianos em placas de aco inoxidavel.
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Il Simposio de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia

A Biotecnologia tem sido considerada mundialmente uma das areas de
maior impacto cientifico e econdmico nas ultimas décadas, por meio dela é
possivel melhorar a qualidade de vida das pessoas nas mais diversas areas
da sociedade, saude, producao agricola, meio ambiente etc.

Quando a biotecnologia encontra a Engenharia ela se eleva a sua maxima
potencialidade, pois, a engenharia com seus processos, e capacidade de
escalonamento, coloca os produtos biotecnolégicos ao alcance da
populacgao.

A coordenacao do Curso de Engenharia de Bioprocessos se empenha em
fazer com que a sociedade servida por esses profissionais os conheca mais
a cada dia. Faz a gestdao 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 promogado de eventos como esse.

A segunda edicdao do SIMBIO, consolida o evento e continua a missao 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 instituicdes
politicas, 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 edicdo do evento acontecera em 2021, esperamos vocés por 3!
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Organizacao

Comissao Geral

Prof. Dr. Igor José Boggione Santos - Docente do Departamento de Quimica,
Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ.

Prof. Dr2. Daniela Leite Fabrino - Docente do Departamento de Quimica,
Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ.

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

Universidade Federal de Sdo Joao del-Rei.

Comissao Académica

Prof. Me. Raquel Gomes de Oliveira - Docente do Departamento de Quimica,
Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ.

Prof. Dr. Enio Nazaré de Oliveira Junior - Docente do Departamento de Quimica,

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ.

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

Federal de Sdo Joao del-Rei.

Comisséo de Logistica

Prof. Me. Marilia Magalhdes Goncalves - Docente do Departamento de Quimica,

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ.

Lucas Henrique Alcéntara Lourenco de Souza — Discente de Engenharia de

Bioprocessos, pela Universidade Federal de Sao Joao del-Rei.

Isabella Anicio Abib Andrade — Discente de Engenharia de Bioprocessos, pela
Universidade Federal de Sao Joéao del-Rei.
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Comissao de Infraestrutura

Prof. Dr2. Ana Paula Fonseca Urzedo - Docente do Departamento de Quimica,

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ.

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

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ.

Eduarda Chaboudet Heringer — Discente de Engenharia de Bioprocessos, pela

Universidade Federal de Sao Joao del-Rei.

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

pela Universidade Federal de S&o Joéo del-Rei.

Patricia Avelar Ribeiro — Discente de Engenharia de Bioprocessos, pela

Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei.

Comisséao de Marketing

Prof. Dr2. Daniela Leite Fabrino - Docente do Departamento de Quimica,

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ.

Prof. Dra. Ana Claudia Bernardes Silva - Docente do Departamento de Quimica,
Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ.

Heloisio Filipe Silva Tavares — Discente de Engenharia de Bioprocessos, pela

Universidade Federal de Sdo Joao del-Rei.

Tayna Drielly de Almeida Ferreira — Discente de Engenharia de Bioprocessos,

pela Universidade Federal de S&o Joao del-Rei.
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Comissao Financeira e de Patrocinio

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

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ.

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

Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos (DQBIO), UFSJ.

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

Universidade Federal de Sdo Joao del-Rei.

Roberto Guimarades da Cunha Filho — Discente de Engenharia de Bioprocessos,

pela Universidade Federal de S&o Joéo del-Rei.

Comisséo Cientifica
Biotecnologia na producéo de alimentos e bebidas

e Marilia Magalhdes Gongalves
Professora do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade
Federal de Sdo Joao del-Rei.
Mestre pela Universidade Federal de Vicosa.
Area de trabalho: Projeto de Instala¢Bes Industriais para Bioprocessos,
produtos lacteos fermentados, controle da qualidade microbiol6gica de
alimentos e aproveitamento de residuos da indUstria de alimentos visando

sua utilizacdo em processos fermentativos.

e Brener Magnabosco Marra
Professor do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade
Federal de Sao Joao del-Rei.
Doutor pela Universidade de Brasilia.
Area de trabalho: Processos e produtos nos setores bioenergéticos e de

biofertilizantes.
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Bruna Mara Aparecida de Carvalho

Professora do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Doutora pela Universidade Federal de Vicosa.

Area de trabalho: Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, com énfase 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 Sao Joao del-Rei.

Mestre pela Universidade Federal de Ouro Preto.

Area 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 Sao Joéo del-Rei.

Doutora pela Fundacédo Oswaldo Cruz - IOC/Fiocruz.

Area de trabalho: Cultura de Células em 3 dimensdes e suas diversas

aplicagOes Biotecnologicas.

Thabata Duque
Pesquisadora da Fundagcéao Oswaldo Cruz.
Doutora pela Fundacéo Oswaldo Cruz - IOC/Fiocruz.

Area de trabalho: Biologia Celular e Imunologia.

Natalia Rocha Barboza
P6s doutora na Universidade Federal de Ouro Preto.
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Doutora pela Universidade Federal de Ouro Preto
Area de trabalho: Biologia Molecular, Genética de Micro-organismos e

Biotecnologia Ambiental

Sandra de Cassia Dias

Professora da Universidade Federal de S&do Jo&o del-Rei.

Doutora pela Universidade de Sao Paulo.

Area de trabalho: Purificacdo de proteinas e producéo de Biomoléculas

utilizando processos fermentativos.

Antbnio Helvécio Toétola

Professor da Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei.

Doutor pela Universidade Federal de Ouro Preto.

Area de trabalho: Diagnostico molecular, proteinas recombinantes,

Dengue, fungos e bactérias de interesse Biotecnologico.

Microbiologia

José Carlos de Magalhaes

Professor do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade
Federal de Sao Joéo del-Rei.

Doutor pela Universidade Federal de Minas Gerais.

Area de trabalho: Microbiologia, Virologia e Biotecnologia.

Ariane Coelho Ferraz

Doutoranda no Programa de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal
de Ouro Preto.

Mestre pela Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei

Area de trabalho: Microbiologia, antibacterianos e antivirais.
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e Thais de Fatima Silva Moraes
Doutoranda no Programa de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal
de Minas Gerais.
Mestre pela Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei.

Area de trabalho: Microbiologia e antivirais.

e Damiana Antonia de Fatima Nunes
Doutoranda no Programa de Biotecnologia da Universidade Federal de
Séo Joéo del-Rei.
Mestre pela Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei.
Area de trabalho: Plantas medicinais fracionamento e identificacdo de
compostos; cancer e metastase (metaloproteinases) e cultura de células

normais e tumorais.

e Flavia Donaria Reis da Silva
Professora da Universidade Federal de S&o Jo&o del-Rei.
Mestre pela Universidade Federal de Ouro Preto.
Area de trabalho: Tratamento de efluentes, processo biotecnoldgico,

bioremediacdo, remoc¢ao de metais e reator biolégico.

Bioenergia, Meio Ambiente e Sustentabilidade

e Raquel Gomes de Oliveira
Professora Substituta do Curso de Engenharia de Bioprocessos da
Universidade Federal de Sao Joéao del-Rei.
Mestre pela Universidade Federal de Ouro Preto
Area de trabalho: Biotecnologia Ambiental. Engenharia Ambiental e

cultivo de microalgas em fotobiorretor.

e Boutros Sarrouh
Professor do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade

Federal de Sao Joao del-Rei.
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Doutor pela Universidade de S&o Paulo.
Area de trabalho: Biomoléculas de alto valor a partir de residuos

agroindustriais.

e Enio Nazaré de Oliveira Junior
Professor do curso de Engenharia de Bioprocessos da Universidade
Federal de Sao Joao del-Rei.
Doutor pela Universidade Estadual de Campinas.
Area de trabalho: Pés-colheita de frutos, reaproveitamento de
subprodutos agroindustriais, biodegradacéo de compostos recalcitrantes

e cultivo de microalgas.

e Mario Antbnio Alves da Cunha
Professor do departamento de Quimica da Universidade Tecnolégica
Federal do Parana - Campus Pato Branco.
Doutor pela Universidade de Sao Paulo.
Area de trabalho: Tecnologia de Bioprocessos e Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos.

e Fernando Masarin
Professor do Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP.
Doutor pela Universidade de Sao Paulo.
Area de trabalho: Ciéncia de materiais lignocelulésicos (madeira e bagaco

de cana de acgucar).

e Ana Claudia Bernardes Silva
Professora da Universidade Federal de S&o Joéo del-Rei.
Doutora pela Universidade Federal de Minas Gerais.
Area de trabalho: Quimica, com énfase em Quimica Ambiental,
Caracterizacdo de Materiais, Cinética Quimica, Catéalise e em Ciéncia 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
(UFVJIM).

Doutor pela Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Area de trabalho: Modelagem, Simulacdo, Otimizacdo e Controle de

Processos Industriais.

Gabriel de Castro Fonseca

Professor da Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei.

Doutor pela Universidade Federal de S&o Carlos.

Area de trabalho: modelagem, simulac&do, otimizacdo e controle de

bioprocessos.

Edson Romano Nucci

Professor da Universidade Federal de S&o Joao del-Rei.

Doutor pela Universidade Federal de Sao Carlos.

Area de trabalho: Modelagem e Dinamica de Bioprocessos, Controle de

Bioprocessos, Planejamento de Experimentos.

Cristiano Grij6 Pitangui

Professor da Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei.

Doutor pela Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Area de trabalho: Aprendizado de Maquina com énfase em Computag&o
Bioinspirada.

Nanobiotecnologia

Igor José Boggione Santos
Professor da Universidade Federal de S&o Joao del-Rei.
Doutor pela Universidade Federal de Vigosa.
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Area de trabalho: Nanotecnologia e termodinamica.

Jose Manoel Marconcini

Pesquisador da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria.

Doutor pela Universidade Federal de Sao Carlos.

Area de trabalho: Nanotecnologia, Materiais Compositos e Novos
Materiais.

Ana Paula Fonseca Maia de Urzedo

Professora da Universidade Federal de S&o Jo&o del-Rei.

Doutora pela Universidade Federal de Minas Gerais.

Area de trabalho: Quimica Ambiental, utilizando principalmente rejeitos da
mineragao, carvao ativado e biocarvao para degradar poluentes organicos
persistentes.

Ana Maria de Oliveira

Professora da Universidade Federal de S&o Jo&o del-Rei.

Doutora pela Universidade Estadual de Campinas.

Area de trabalho: Desenvolvimento de métodos analiticos para analise
de amostras de alimentos, ambientais e combustiveis; uso de 0leos

vegetais para producéo de combustiveis renovaveis.
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Programacéo Il SIMBIO

11 de Setembro
Horario Atividade | Convidado | Titulo da palestra
8h as 19h Check-in
Viviane Alves Gouveia | ¥ErMes na Biotecnologia -
Caenorhanbitis elegans
(UFMG) hiStori s s
istéria e aplicacdes
08:30h Minicursos Mairon César Coimbra | Cultura de Células e Tecidos
as 17:00h (UFSJ) Vegetais
Lucas Pires Sintese e caracterizacdo de
(Anton Paar) produtos
135%%;’1 S Abertura
Juliana Saliba
Empreendedorismo e Empreendedorismo e
20:00h as startups: sua relacao . startups: sua relacdo com
. A Biotechtown - .
21:00h com ciéncia e Ciéncia e pesquisa
pesquisa
21:00h Coquetel
12 de Setembro
Horario Atividade Convidado Tema
Empreender para sobreviver:
13:30h as Palestra Académica Rodrigo Bianchi ciéncia e tecnologia
14:30h (UFOP) aplicadas aos sensores e
biosensores.
(Inovacéo = invengéo +
mercado) O papel dos
14:30h as Palestra técnica Marcelo Speziali pesquisadores em
15:30h (UFOP) biociéncias na geracéo de
tecnologias aplicadas ao
setor produtivo
15:30h as Apresentacéo oral
16:00h P ¢
1?? %gr? S Coffee Break
17:00h as Palestra académica Versiani Albis Leao Biotecnolgia aplicada a
18:00h (UFOP) metalurgia extrativa
18:00 as Apresentacao de pbsteres
19:00h P ¢ P
138%%? Palestra Académica A(I't;cleétgé)sga Gendmics Big Data
Ser CLT ou empreender? Eis
20:00h 3 Mayara Almeida a questao. Dicas praticas
: as L . L
21-:00h Palestra Académica EIe_uterlt_) _ sobre como se posicionar
(Marketing digital) nas redes sociais,
independente da sua decisdo

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




SiMBE

Universidade Federal
de Sao Joao del-Rei

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

13 de Setembro

Horério Atividade Convidado Tema
Pesquisa e desenvolvimento
13:30h as Palestra Académica Glaura Goulart Silva no Centro de Tecnologia em
14:30h (UFMG) Nanomateriais e Grafeno -
CTNano/UFMG
14:30h as Apresentacado de pésteres
15:30h P ¢ P
15:30h as Apresentacao oral
16:00h P ¢
1i70 (())?)r? S Coffee Break
Willer Ferreira da Silva
(Bionovis) O Engenheiro de
17:00h as Henrique Baéta (Bayer Bioprocessos na Industria
19:00h Mesa redonda quop Scienc(e) / P Sucroalcooleira,
Anderson Machado Farmaceutica e Agroindustria
(Alta Mogiana)
19:00h as N Erika Lorena Fonseca NanotechnoBone: Inovacdes
20:00h Palestra académica Costa de Alvarenga em reparo 6sseo
(UFSJ)
20:00h as Premiacao
20:30h
20:30h Encerramento e Confraternizacéo

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



Il SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE
BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

Universidade Federal
de Sao Jodo del-Rei

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

DESENVOLVIMENTO DE REVESTIMENTOS DE QUITOSANA PARA A
CONSERVACAO POS-COLHEITA DE BANANA CV. ‘PRATA’

Rodriguest, J. P.; Janior, E. N. O.; Santos?, I. J. B.; Campos?, C. H. S. R.

! Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei, Campus Alto Paraopeba, Departamento de Quimica,
Biotecnologia e Engenharia de Bioprocessos, Ouro Branco — MG.

E-mail: pr.julia28@gmail.com

1. Introducédo

Na fruticultura brasileira, a producdo de
banana é o segundo mais importante, perdendo
somente para a laranja (FOCO RURAL, 2017).
No ranking mundial, o Brasil ocupa a 42
posicdo, contribuindo com 6% da banana
produzida no planeta com seus 478.765 (ha) de
area plantada, segundo o IBGE (2018). Porém,
0 pais exporta apenas 1% de sua producéo. Essa
inexpressiva participacdo do Brasil no mercado
exterior, refere-se ao po6s colheita, pois a
maioria das frutas, especialmente em regides
tropicais, apresentam maior aceleragcdo da
maturacao e deterioracdo em consequéncia das
rdpidas mudangas bioquimicas e fisioldgicas,
assim como de  procedimentos  de
acondicionamento e préticas de manuseio
inadequadas (LUVIELMO; LAMAS, 2012).
Surgindo a necessidade dos produtores
inserirem novas tecnologias capazes de
aumentar a vida util desses frutos, utilizando
revestimentos ou embalagens comestiveis.
Ainda, muitos estudos buscam da
nanotecnologia, a qual possibilita um mesmo
material possuir comportamentos diferentes em
funcdo do tamanho das suas particulas. Dentre
as diversas nanoestruturas existentes, as de
quitosana sdo promissoras para O USO em
revestimentos, uma vez que apresentam grande
potencial de formacdo de filmes e por
possuirem 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) gquanto aos
parametros pds colheita: coloracdo, perda de
massa e firmeza.
2. Material e métodos

Os revestimentos foram preparados em
beckeres de vidro nas concentragdes de 1%
(m/v) de quitosana e 5% (m/v) de
nanoestruturas de quitosana. Para o primeiro,
diluiu-se 1% (m/v) em uma solucdo de acido
acético 1% (v/v). Esta etapa foi feita sob
agitacdo a 25°C (Agitador magnético
DT3120H, DiagTech) por 24 horas para a
completa solubilizacdo da quitosana. Ja as
nanoestruturas de quitosana 5% (m/v) foi
obtida, com algumas modificacdes, 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 agua corrente, imersos em solugédo
de hipoclorito de sédio 1% (v/v) por 5 minutos
para desinfeccdo e lavados novamente com
agua. Estes foram dispostos na bancada
cobertas com papel e secos ao ar livre. Apds,
foram selecionadas 180 bananas, divididas em
2 grupos: ndo destrutiveis e destrutiveis. Para 0s
destrutiveis foram utilizados porcGes de 9
frutos para o controle (sem revestimento),
quitosana 1% (m/v) e 5% nanoquitosana (m/v)
por dia de andlise constituindo as amostras do
dia zero (um dia apos a colheita) ao 15° dia,
com intervalos de 3 dias entre os estagios de
amadurecimento (0,3,6,9,12 e 15). Para 0s nao
destrutiveis, foram utilizados porcGes 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 anélises de perda de
massa, coloracdo e teste de firmeza. Um grupo
contendo 6 frutos (ndo destrutiveis) foi
fotografado utilizando-se a mesma camera
fotogréafica (Smartphone Moto G 3a), no mesmo
local do laboratério e na mesma hora do dia,
durante os dias de analise. A alteracdo da
coloragdo  das  bananas  durante o
amadurecimento, seguiu o protocolo descrito
por Yam e Papadakis (2004), com adaptacoes,
utilizando-se o PhotoShop para andlise
qualitativa do indice L* a* b* e representadas
pelo disco cromatografico.

A massa dos frutos (ndo destrutiveis) foram
obtidas utilizando-se uma balanca analitica
(Balanca analitica ED2245, Sartorius). Desta
forma, determinou-se a perda de massa pela
diferenca entre a massa inicial e a massa apos
cada periodo 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 auxilio de
um dinamdémetro digital (Dinamdmetro digital
DD-2000, Instrutherm), ponteira com 8 mm de
didmetro e ponta plana, fazendo-se 3 leituras
equidistantes na regido equatorial dos 2 frutos
(inteiros e com casca), de cada repeticdao
(triplicata). Os resultados foram expressos em
Newton (N).

3. Resultados e Discussao

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
coloragéo verde das bananas, sendo que valores
positivos tendem ao vermelho e negativos ao
verde (+60/-60) (SIQUEIRA, 2013). A Figura
1 apresenta a sequéncia de fotos obtidas para
fazer a analise da cor da casca das bananas.

CONTROLE QUITOSANA NANOQUITOSANA

° B = U

» o= 9

-
>

I |
Figura 1 - Grau de amadurecimento em bananas cv.
‘Prata’ tratadas com quitosana, nanoguitosana e o
controle em 15 dias.
Fonte: Préprio 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 gas etileno,
que as pencas de banana receberam e que atuam
como hormonio do amadurecimento dos frutos
(ELLU, 2016). Além disso, pode-se observar
que os frutos ja apresentavam manchas
caracteristicas da antracnose, que caracteriza-se
por lesdes escuras e deprimidas sobre o fruto,
sendo responsavel por 20% a 30% das lesdes
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
relacdo ao grupo que recebeu revestimento.
Supde-se que a aplicacgdo 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 dispersdo dos resultados do
amadurecimento  visivel em um disco
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cromatografico, no qual é possivel comparar a
coloracdo final da casca.

Tratamentos

Quitnsans

Nanoquomus
# Coetirale

Figura 2 - Disco cromatografico com as cromas *a
e *b das amostras no decorrer dos 15 dias em todos
revestimentos submetidos.
Fonte: Préprio Autor, 2019.

Todas as amostras no dia O estavam no
mesmo estagio de maturacdo, mais préximas da
cor verde. Apos 15 dias, houve uma dispersao
das amostras com revestimento em relagdo ao
controle, em que os valores de a* tenderam para
o vermelho e de b* entre 0 amarelo mais escuro
e mais claro, demonstrando uma dispersao mais
lenta em 15 dias. O disco comprova este dado,
uma vez que o0 controle mostrou-se mais
conservado em relagdo as amostras com
revestimento, apresentando senescéncia.

A perda de massa ocorre devido ao processo
de transpiracdo, a qual acarreta um
amolecimento dos tecidos, tornando os frutos
mais suscetiveis as deterioracdes e a alteracbes
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.

0

Fe14x -« 06211
e Comtiole Rty
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-], IDﬁ 0.9983
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=—s=Nanoguomna ¥ = 1204x+1,1142
Re = 0,0605

[
] i 8 ] 1
Tempa de annazenzmento
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Figura 3 - Perda de massa (%) da banana cv. ‘Prata’ sob
diferentes tratamentos durante 15 dias.
Fonte: Préprio Autor, 2019.

Constatou-se 0 aumento da perda de massa
durante todo o periodo analisado, sendo que a
minima 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 (21,7°C £ 3°C e 73% *
2% UR). De acordo com alguns estudos, a
perda de massa varia de acordo com as
condicbes experimentais utilizadas, como
relatadas por Aguiar (2011) em seus estudos.
Portanto, pode-se dizer que a temperatura e
umidade relativa sdo os principais fatores a
alterar a taxa de transpiracdo 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.

a Ounusana

15 _I_ [ IControle

Nannqunnsana

Firmeza (N}
o o =

w

Tempo de armazenamento

(Dias)
Figura 4 - Valores da firmeza da banana cv. ‘Prata’
submetida a revestimentos de quitosana e
nanoquitosana, para o dia 3, 9 e 15.
Fonte: Proprio Autor, 2019.

No dia 3 a firmeza média foi de 14,51 +
0,30 N. No ultimo dia de analise, dia 15, as
bananas do grupo controle mostravam-se mais
firmes em relacdo as 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 contrario, ocorreu devido ao
estado de senescéncia muito avancado desses
dois dltimos grupos, que apresentavam
antracnose. O teste de media de Tukey
constatou que os resultados obtidos para os
tratamentos né&o foram diferentes entre si.

4. Conclusao
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Conclui-se que ndo foi possivel prolongar a

vida Util da banana cv. “Prata” utilizando os
revestimentos nas condicgdes citadas. Uma vez
que ndo houve retardo do amadurecimento dos
frutos durante 15 dias. Porém, como as bananas
ja apresentavam tracos da doenca antracnose
desde o dia 0, a aplicacdo do revestimento a
base de quitosana 1% (m/v) e de nanoquitosana
5% (m/v) nédo teve acgdo curativa nas bananas,
pois aumentou a incidéncia da doenca nao
sendo capaz de reduzir o surgimento de lesdes
nos frutos em oposicdo ao controle, que
manteve-se mais conservado ate o dia 15.
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1. Introducédo

A goiaba (Psidiumguajava L.) é uma fruta
original da américa central, presente também na
América do Sul e Asia, da familia 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 presenca das Vitaminas A
e C (Menzel, 1985; Nimisha et al., 2013). A
demanda de consumo e a producdo de goiaba
vem cobrando dos produtores investimentos em
novas tecnologias que ampliem a producdo, a
qualidade e o tempo de vida util da fruta,
principalmente, combatendo doengas fungicas
causadas por contaminacdo no pos colheita
(Amadi et al., 2013).

O uso de biopolimeros para a confeccdo de
embalagens para alimentos vem substituindo os
matérias poliméricos derivados de petroleo
(Petersen et al., 1999), devido sua atoxicidade,
biodegradabilidade, menor impacto ambiental e
mantendo a capacidade de garantir a seguranca
alimentar (Rhim et al., 2013).

A adicdo de nanomateriais a embalagens de
alimentos vem ganhando espaco no setor de
embalagens alimenticias por possibilitar inserir
nas embalagens pelas propriedades
antimicrobianas (Biji et al., 2015), resisténcia

mecanica, maior barreira contra oxigénio e
transferéncia de massa de outros compostos e
diminuicdo de perda de &gua (Sozer e Kokini,
2009; He et al., 2016).

Sendo assim, esse trabalho objetiva fazer
analises fisico-quimicas em goiaba apos
aplicagdo de revestimento de Goma Tara
incorporado com nano carbonato de célcio, em
diferentes  concentragdes, avaliando a
influéncia na maturacéo do fruto.

2. Material e Métodos
2.1.Sintese de nanoCaCOs
A sintese de nanoestrutura de Carbonato de
Calcio (nanoCaCOs), seguiu metodologia
otimizada por Silva el al. (2018).
2.2.Selecéo e Preparo das Goiabas
As goiabas foram colhidas e cedidas por um
produtor local e ainda contendo o engago.
Lavou-se com solucdo de Hipoclorito de Sédio
comercial 10 %(v/v) por 10 min, passou-se por
agua corrente para remover 0 excesso € Secou-
se e separou-se 15 frutos no Grupo 1 (G1) para
analises ndo destrutivas e 75 frutos no Grupo 2
(G2) para andlises destrutivas, sendo 15 frutos
para cada dia de anélise.
2.3.Preparo e Aplicacéo do
Revestimento
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Preparou-se 2 solucBes de Goma Tara
(GastronomyLab) 1,5 % (m/v), diluindo-se
gradativamente sob agitacdo (Ultraturrax,
Fisaton 718D) a 25 °C. Em uma solugéo
adicionou-se 0,5 % (m/v) de nanoCaCOs.

Em cada grupo (G1 e G2) dividiu-se em 3
subgrupos, sendo 5 goiabas para o controle
(sem aplicagdo de revestimento), 5 goiabas
tratadas com Goma Tara (GT) e 5 goiabas
tratadas com Goma Tara adicionadas de 0,5 %
de nano CaCOs 0,5 % (m/v) (GT+0,5%).

Aplicou-se o revestimento duas vezes, sendo
a segunda aplicacdo feita apds a secagem da
primeira, para conferir maior homogeneidade.

2.4.Anélises N&o Destrutivas

As analises ndo destrutivas realizadas
foram a perda de massa e indice de
escurecimento, fez-se nos dias 0, 3, 8, 10 e 16,
contando apos a chegada dos frutos. Fez-se o
teste Tukey utilizando o software StatisticalO e
a construcdo grafica no Origin8.

Pesou-se as goiabas no dia 0, apds a
secagem do revestimento, e pesou-se
novamente nos dias de analises, os resultados
sd0 expressos em porcentagem de perda de
massa descritos na equacao (1).

%PM = 100 — (=t L22) 4 100 @)

massa inicial

Fez-se a analise qualitativa das goiabas no
software PhotoShop para a determinacdo dos
indicas L* fator que indica a luminescéncia, a*,
fator que indica a variacdo entre verde e
vermelho e o componente b* que indica a
variacdo entre azul e amarelo (Yam e
Papadakis, 2004).

O indice de escurecimento € calculado pelas
equacdes (2) e (3), sendo BI o indice de
escurecimento e x um parametro para o célculo
de BI (Martinez-Alvarenga et al., 2014).

a+1,75(L)

x = (2)

5,645(L)+a—3,012(b)

_100%(x—0,31)
- 0,721

BI 3)

2.5.Analises Destrutivas
As andlises destrutivas realizadas foram
a firmeza e acucares redutores, fez-se nos dias
0, 3, 8, 10 e 16, contando apos a chegada dos
frutos. Fez-se o teste Tukey utilizando o
software StatisticalO e a construgdo grafica no
Origin8.

Realizou-se a analise de firmeza por meio do
penetrometro digital (DD-2000 Instrutherm),
penetrando as goiabas em quatro pontos
equidistantes. O aparelho fornece o valor de
forga, em newton (N), maxima para a sonda
penetrar o fruto, valor diretamente proporcional
a resisténcia do fruto ao amadurecimento

Realizou-se o preparado do extrato seguindo
a metodologia de Lane-Enyon, em que as
amostras foram extraidas por etanol 95%
durante 24 h agitadas por 1 h em shaker a 28°C
a uma rotacdo de 100 rpm. Agueceu-se as
solugdes, em chapa de aquecimento a 100 °C
até restar aproximadamente 500 pL e
adicionou-se 10 mL de 4gua destilada (Helvich,
1990).

Determinou-se a concentracdo de agUcares
redutores adicionando a 200 pL de extrato 200
uL de DNS (Acido 3,5-Dinitrosalicilico), apds
aquecer por 5 minutos diluiu-se com &gua
destilada e fez-se leitura no espectrofotometro
(1L-592 Spectrophotometer, IONLAB, Paran4,
Brasil) a 520 nm (Nelson, 1944). Os resultados
foram expressos em mg de glicose/100 g de
polpa.

3. Resultados e Discussao

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 comparagdo as
goiabas do subgrupo GT+0,5% que apresentou
25,35 % PM apés o mesmo periodo de
armazenamento. A perda de massa das goiabas
da-se pala desidratacdo por transpiragdo
durante o processo de maturacdo (Forato et al.,
2015). Os resultados obtidos mostraram que 0s
frutos com revestimento de goma tara
adicionados de 0,5 % (m/v) de nano CaCO3
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possibilitou a maior retencdo de agua sendo
mais eficiente para preservar a massa das frutas
em comparagdo ao controle e ao subgrupo GT.
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Figura 1. Curvas do comportamento da perda de massa
(%PM) do G1 em cada condicao que as goiabas foram
submetidas

A Tabela 1 apresenta o indice de
escurecimento (BI) calculado. Observa-se que
ao comparar os diferentes tratamentos em seus
dias ndo ha diferenca estatistica significativa
das médias entre os dias iniciais de maturagéo.
Apbs o dia 8, comeca a divergir o controle dos
demais tratamentos. As goiabas tratadas
mantiveram por mais tempo a coloracao verde,
sendo a GT+0,5% que mais preservou a
coloracdo das goiabas.

Tabela 1. indice de escurecimento (Bl) das Goiabas
calculados com seus respectivos testes de Tukey (p <

0,05).
Indice de Escurecimento (Bl)
Dias Controle GT GT+0,5%

0 141,91%20,34°A 155,590 58°A 172,36%38,64°A

156,7646,397AEC 138,61+16,83*A8 139,58+13,74%A
3
8 186,68+17,47°A8C 138,48+12,03*A8 152,91+12,60°0A
10 209,28+28,774C 154,11+11,75%A 159,23+20,428A
16 188,85+23,680A8.C 144,767 852048 134,88+41,2720A

Os indices do grupo Tukey em minusculo representa as analises das
médias em linhas e em maiusculo as analises em coluna.

A Figura 2 mostra as medias da forga
necessaria para penetrar as goiabas, ou seja, a
firmeza dos frutos em newton (N), no decorrer
do tempo de armazenamento ocorrem reag0es
de hidrolises enzimaticas que degradam
componentes da parede celular, fazendo a
metilacdo da pectina, responsavel por diminuir

a resisténcia mecanica (Azzolini et al., 2005) no
decorrer dos dias de armazenamento observa-se
que o controle apresentou maior decaimento da
firmeza em comparagcdo com as goiabas
tratadas e aquelas que mantiveram maior
resisténcia foram as goiabas do subgrupo
GT+0,5%.

Pelo teste de Tukey, ndo houve diferenca
significativa entre as medidas de firmeza nos
diferentes tratamentos comparando-os entre si,
em cada dia. A mesma andlise estatistica
comparando os dias de cada tratamento
mostram que houve diferenca estatistica entre
as médias do dia O e dia 16 do controle, e ndo
houve diferenca significativa entre as médias de
firmeza das goiabas GT+0.5%.

200
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Figura 2. Grafico de Firmeza, em Newton (N), de cada
condicdo que as goiabas foram submetidas durante os
dias de tratamento com seus respectivos testes de Tukey
(p < 0,05). Os indices do grupo Tukey em minGsculo
representa as analises das médias entre as diferentes
condicBes e em mailsculo as andlises entre os dias.

A Tabela 2 mostra que nao houve diferenca
estatistica significativa entre os diferentes
tratamentos nos dias das médias de
concentracdo de acucares redutores, porém ao
comparar 0s tratamentos entre os dias, houve
diferenca significativa. Ocorreu um aumento na
concentracdo de acUcares, mesmo com a
aplicacdo de revestimento, ou seja, O
revestimento com nano nao interfere nessa
caracteristica da maturacdo da goiaba.

Tabela 2. Concentragdo de agUcares redutores das goiabas
com seus respectivos testes de Tuky (p < 0,05).

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

Dias Controle GT GT+0,5%
0 13,89%0,12°C 13,510,28%8 13,610,172PA
3 11,920,278 12,2340,2620A8 11,10£0,170A
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8 21,07+1,42°P 24,580,142 A 24,10+1,902 B

10 25,74%0,243A 25,51+1,032C 26,06+0,60C

16 25,61+0,925A 24,50+2,423C 26,12+0,55*ABC

Os indices do grupo Tukey em minusculo representa as analises das
médias em linhas e em mailsculo as analises em coluna.

4. Concluséo

O revestimento de goma tara com nano
CaCOzg foi eficiente na preservagao das goiabas
pos-colheita, quando analisado o indice de
escurecimento, perda de massa e firmeza. Esses
revestimentos biodegradaveis propiciam as
frutas um maior tempo para a maturacdo sem
alterar  drasticamente essas propriedades
analisadas neste trabalho, tornando-as com
maior valor agregado.
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1. Introducéo

O continuo crescimento das industrias de
processamento de alimentos, bem como o
aumento das expectativas em relacdo ao
consumo de produtos frescos, que nao
apresentem prejuizos a sua qualidade, vém se
destacando no mercado de alimentos. Como
consequéncia, ha uma demanda crescente para
que sejam desenvolvidas novas e avancadas
tecnologias que ampliem a protecdo e
preservacdo dos alimentos, garantindo a
seguranca 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
suina, por exemplo, revela-se como um
alimento altamente perecivel, que sofre com 0s
efeitos da deterioracdo quando néo se apresenta
devidamente embalada e preservada. Assim,
torna-se uma importante prerrogativa para 0s
consumidores, o conhecimento do estado de
conservacao do alimento que serd adquirido
(KANG; KIM; KWON, 2009).

A incorporacdo de sensores a embalagens
convencionais da origem as embalagens
inteligentes, capazes de fornecer informagdes
sobre o0 estado de conservagao do alimento pelo
monitoramento de suas condi¢cbes de
armazenamento (MAHALIK, 2009). O
emprego de pigmentos naturais como sensores
colorimétricos apresenta-se como um método
vantajoso, uma vez que esses pigmentos nao
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 sensivel a deteccao de deterioracdo em
carnes suinas, por apresentar moléculas
denominadas antocianinas, que interagem bem
com compostos formados na degradacdo da
proteina.

A fim de se determinar a qualidade da carne
por meio de sensores, é imprescindivel o
entendimento de seus mecanismos de
deterioracdo. Os tecidos da carne suina sao
compostos primordialmente por proteinas,
lipidios, carboidratos, compostos inorganicos e
umidade (TOLDRA, 2008). Durante a
degradacdo microbiana, estes substratos sao
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 conservacdo do
alimento por alteracbes em sua coloracdo
(DAVE; GHALY, 2011).

Esta pesquisa envolve o estudo de
composic¢des 6timas para o desenvolvimento de
um sensor colorimétrico baseado em residuo de
arroz negro, para aplicacdo futura na
sinalizacdo de processos de deterioragdo em
carnes suinas.

2. Material e métodos
2.1. Material
O residuo de arroz negro comercial, cedido
pela empresa Arroz Ruzene (Brasil), foi
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utilizado para a extracdo do pigmento natural
antocianina, bem como polioxido de etileno
(PEO) 1500 da Sigma Aldrich (EUA), acido
cloridrico (HCL) 1 mol.L! da Dinamica
Quimica Contemporanea Ltda. (Brasil) e agua
destilada. Para o preparo da solucdo
filmogénica, foi  utilizada a goma
carboximetilcelulose (CMC), cedida pelo
Laboratorio da Universidade Federal de Vicosa
(Brasil) e glicerol da Synth (Brasil) como
agente plastificante.

2.2. Extracdo do pigmento antocianina
em solucéo polimérica

Em frascos erlenmeyer de 250 mL,
diferentes  concentracbes de  solugOes
poliméricas (5%, 10%, 15%, 30% e 45% m/v)
foram preparadas pela dissolugdo do PEO 1500
e residuo de arroz negro moido em &gua
destilada com pH &cido, de acordo com
procedimento estabelecido por Fernandes
(2018). As solucdes foram agitadas a 200 rpm
em um shaker por 25 h, protegidas da luz. Apds
a retirada dos extratos do shaker, os mesmos
foram centrifugados por 10 min a 3500 rpm
para a retirada de residuos solidos.

2.3. Producdo dos filmes pelo método de
casting

Os filmes foram confeccionados a partir das
solugdes  poliméricas  enriquecidas com
antocianina, solucdo de carboximetilcelulose e
glicerol, pelo método de casting, de acordo com
0 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 concentracdes de reagentes utilizadas para
cada filme preparado. As concentraces de
extrato observadas nas tabelas supracitdas
sofreram variagdes apenas quanto ao processo
de extracdo, enquanto nos filmes, mantiveram-
se fixas em 30% m/v. Um volume de,
aproximadamente, 30 mL de cada uma das
solucBes filmogénicas foi adicionado a uma

placa de vidro. Posteriormente, as placas foram
submetidas a temperatura de 40 °C em estufa de
secagem até que estivessem completamente
secas. Ap6s 0 processo de polimerizagdo nas
placas, os filmes foram removidos de forma

cuidadosa com o auxilio de uma espétula.
Tabela 1 - 1° Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) desenvolvido.
Experimento PEO1500 CMC GLICEROL

(%0) (%) (%)
1 15 05 3
2 15 15 9
3 45 05 9
4 45 15 3
5 30 1 6
6 15 05 9
7 15 15 3
8 45 05 3
9 45 15 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

Concentrag¢Bes dos compostos em m/v.

Tabela 2 - 2° Delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) desenvolvido.
Experimento PEO1500 CMC  GLICEROL

(%) (%) (%)
1 5 05 2
2 5 15 6
3 15 05 6
4 15 15 2
5 10 1 4
6 5 05 6
7 5 15 2
8 15 05 2
9 15 15 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

Concentrac8es dos compostos em m/v.

2.4. Analise de imagem das superficies
dos filmes
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Os métodos de captura e analise de imagem
foram empregados como descrito por Yam e
Papadakis (2003), envolvendo o registro por
uma camera digital e obtencdo dos dados de
distribuicdo das cores por coordenadas CIELab
no software Adobe Photoshop® CS6. No
modelo de analise CIELab, o parametro “a”
representa uma tendéncia de coloragdo
vermelha para valores positivos e verde para
valores negativos. A partir da determinacéo dos
valores de “a” para cada filme produzido, foi
possivel estabelecer uma relacdo entre a
eficiéncia de extracdo dos pigmentos e a cor
assumida pelos filmes, diante da intensidade de
coloracdo vermelha apresentada. As medidas
foram tomadas em sete pontos aleatorios das
superficies dos filmes.

2.5. Andlises Estatisticas
Andlises estatisticas foram realizadas para
determinar diferencas significantes entre o0s
valores do parametro “a” estabelecidos. Os
dados foram processados pelo software
Statistics 7.0®@ com andlises de variancia
realizadas pelo método ANOVA seguido pelo

teste de Tukey (p < 0,05).

3. Resultados e Discussao

No primeiro planejamento experimental
estabelecido, apresentado na Tabela 1, embora
todos os experimentos, apds secagem, tenham
apresentado uma coloragdo avermelhada,
aquele que exibiu aspecto visual e textura mais
proximos de um filme foi o de nimero 11. Este
ensaio, que representava um dos pontos axiais
do delineamento, no entanto, utilizou a solucao
polimérica de extrato com uma concentracao de
4,9%, um valor distante daquele estabelecido
por Fernandes (2018) como 6timo.

Diante disso, o teste CIELab foi aplicado
para a determinacao dos parametros “a” de cada
ensaio, a fim de se estabelecer a tendéncia de
exibicdo da coloragdo vermelha e, a partir de
uma comparagao entre os valores encontrados,
definir se as diferentes concentrages de
extracdo nas solucbes de PEO interferiam na
intensidade da cor vermelha para cada

experimento. A Tabela 3 apresenta os valores
determinados para o parametro “a” de cada
ensaio, tratados pelo método ANOVA seguido

do teste de Tukey (p < 0,05).
Tabela 3 — Valores determinados para o pardmetro “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 4757 +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 n&o
houve diferenca significativa, de acordo com o Teste de

Tukey.

As analises estatisticas mostraram que as
caracteristicas inerentes a cada experimento
ndo influenciam de forma significativa nos
valores dos parametros “a” determinados. A
homogeneidade revelada pelo teste de Tukey
para 0s experimentos realizados corrobora essa
evidéncia. Assim, a solucdo polimérica de
extrato, reagente que exerce maior influéncia na
coloragéo final, apresenta uma forte tendéncia a
exibir a coloracdo vermelha, mesmo em
concentragdes de extracdo mais baixas.

Considerando-se 0s resultados obtidos a
partir do primeiro planejamento experimental,
um segundo delineamento, apresentado na
Tabela 2, foi realizado. Neste, as solugdes de
extrato foram preparadas com concentrag0es
mais baixas de PEO, a fim de favorecer a
formacéo dos filmes, visto que em um primeiro
momento, 0 experimento que apresentou
caracteristicas visiveis e materiais mais
proximas de um filme foi aquele com menor
concentragdo de PEO. As concentragdes de
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glicerol também foram alteradas para uma
melhor adequagéo aos novos experimentos.

Novamente, o teste CIELab foi aplicado e
uma analise estatistica realizada. Nesse caso, 0
teste de Tukey indicou que houve diferencas
significativas (p < 0,05) entre os valores de “a”
estabelecidos para alguns experimentos, como
se pode inferir pela Figura 1.

o —
1 3 & 7 8 1" 13 15 17

Expenmentos
Figura 1 — Analise de diferencas significativas entre os
experimentos pelo teste de Tukey.

Embora os experimentos 4, 5, 6, 8 e 15
tenham apresentado maior discrepancia de
valores de “a”, quando comparados aos demais,
eles ndo apresentaram formacéo de filmes. Ja os
experimentos 2, 7 e 11, que ndo apresentaram
diferencgas significativas com os demais, de
acordo com as analises estatisticas realizadas,
exibiram boas caracteristicas de formacdo de
filmes, assim como boa intensidade de
coloragdo vermelha, indicando potencial uso
enguanto sensor colorimétrico para embalagens
inteligentes.

5. Conclusdes

As solucdes poliméricas incorporadas com o
pigmento antocianina ndo demonstraram
discrepancia de coloragcdo avermelhada,
independente das concentracdes de PEO 1500
utilizadas. Diante da eficiéncia de extracéo
observada para todas as concentragdes testadas,
atraves da analise colorimétrica, experimentos
envolvendo concentragfes poliméricas mais
baixas, goma carboximetilcelulose e glicerol
foram capazes de gerar filmes apresentando
caracteristicas aparentemente adequadas de
estrutura e coloragdo, com potencial para
atuacdo como sensor colorimétrico em
embalagens inteligentes. Uma vez que as

antocianinas interagem bem com as moléculas
liberadas na decomposicdo da carne suina,
testes futuros poderdo indicar a atuacao desses
filmes na deteccdo do estado de conservacgao
desse alimento.
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1. Introducédo

O péssego se difundiu rapidamente pelo
mundo e seu cultivo adaptou-se a uma grande
variedade de situacbes climaticas. Os paises
maiores produtores de péssego sdo China,
seguido pela Espanha, Italia, Grécia e Estados
Unidos (WORLD ATLAS, 2019).

A producao brasileira, que esta presente ha
mais de 470 anos, encontrou nos Estados do
Sul as melhores condicdes para a expansao
(PESSEGO, 2008). Segundo o IBGE (2015),
0s principais estados produtores sdo: Rio
Grande do Sul (59,6%), S&o Paulo (16,6%),
Santa Catarina (10%), Minas Gerais (8,7%) e
Parana (4,9%).

O péssego possui apenas uma safra por
ano, com oferta nos meses de setembro a
fevereiro e a producdo é insuficiente para
atender a demanda interna de consumo
(MEDEIROS; RASEIRA, 1998). Sua fruta é
delicada e exige a necessidade de méao-de-obra
nas confeccGes 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 producdo primaria gera 30 mil empregos
diretos, além de mais de 50 mil para toda a
cadeia produtiva. Nas industrias que fabricam
doces, geleias e péssego seco, sdo empregados,
de forma sazonal em torno de 2 mil pessoas
(MADAIL, 2003).

Das plantas frutiferas cultivadas, o
pessegueiro se destaca por ter as frutas mais

sensiveis a0  manuseio, transporte e
armazenamento, devido principalmente a
caracteristicas, como: a elevada desidratacéo,
perda de firmeza da polpa e a incidéncia de
fungos de armazenamento (SASAKI, 2009).
Por isto, a colheita dos frutos € realizada no
inicio da maturacdo, com objetivo de
prolongar o periodo de armazenamento. Em
consequéncia, a qualidade sensorial dos frutos
¢ baixa quando estas amadurecem e a
susceptibilidade a distarbios fisiologicos e
danos mecénicos 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 til desses frutos.

A quitosana é um dos polimeros mais
cotados para essa aplicagdo, uma vez que ela é
atoxica, biodegradavel, apresenta capacidade
de formar um recobrimento semipermeavel,
possui atividade antimicrobiana (LUVIELMO;
LAMAS, 2012) e prolonga a vida pds-colheita,
minimizando a taxa de respiracao e reduzindo
a perda d’dgua de frutos. Sua aplicacdo
também justifica-se pelo baixo custo de
producdo, a qual é produzida a partir dos
descartes do processamento de crustaceos.
Portanto, o objetivo do trabalho foi monitorar
péssegos cv. ‘Ouro Asteca’ pos-colheita
tratados com quitosana (1%) quanto aos
parametros perda de massa, coloracdo e
firmeza da polpa em condi¢cbes ambientes e
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comparar com os resultados de péssegos nao
tratados (controle).

2. Material e Métodos

Os reagentes utilizados sdodo Laboratério
de Processos Quimicos do Programa de Pds-
Graduacdo em Tecnologias da Universidade
Federal de S&o Jodo Del Rei, Campus Alto
Paraopeba e apresentam grau analitico. A
quitosana utilizada foi adquirida da Primex e
foi diluida a 1% (m/v) em uma solucdo de
acido acético 1% (v/v) sob agitacdo a 25°C
(Agitador magnetico DT3120H, DiagTech) e
deixada por 24 horas para a completa
solubilizacdo. Um total de 150 péssegos foram
lavados em agua corrente, imersos em solugédo
de hipoclorito de sédio 1% (v/v) por 5 minutos
para desinfeccdo e lavados novamente com
agua e 75 frutos tratados foram imersos na
solucdo de quitosana e os outros 75 frutos
foram o tratamento controle (sem quitosana).

Para a analise de coloracgdo, os frutos foram
fotografados com uma camera fotografica
(Smarthphone Iphone SE)durante os dias de
andlise. Assim, foi determinado a coloracdo da
cascacom o0 auxilio 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 mudanca de coloracdo do
fruto durante o amadurecimento.

A massa dos frutos foi obtida utilizando
uma balanca analitica (Balanca analitica
ED2245, Sartorius) e os resultados foram
expressos em porcentagem. A firmeza foi
determinada com o auxilio de um
dinamometro digital (Dinamometro digital
DD-2000, Instrutherm) e expressos em
Newton.

Os sdlidos sollveis, a acidez titulavel e o
pH de cada amostra foram determinados a
partir  de um filtrado obtido pela
homogeneizacdo de 10 g de polpa de péssego
em 100 mL de agua com o auxilio de um
mixer (Mixer inox, Britania) e filtrado em
papel filtro.

Os solidos soluveis foram obtidos a partir
da adicdo de 2 gotas do filtrado em um
refratbmetro portatil (Refratbmetro portatil
RTA-50, Instrutherm). O pH foi determinado
utilizando um pHmetro (pHmetro de bancada
digital DM-22, Digimed). A acidez titulavel
foi encontrada a partir de uma titulagcdo de100
mL do filtrado com NaOH 0,1 M até o ponto
de viragem de cor (fenolftaleina), sendo
expressa em termos da porcentagem de acido
malico de acordo com Brasil (1986) com
adaptacdes.

Todos os parametros foram analisados por
meio de andlise de varidncia a 5% de
probabilidade utilizando os testes de Fisher e
de média de Tukey. O resultado de cada
tratamento resultou da média de trés
repeticdes. Os valores de F de Fisher e as
diferencas de médias (p<0,05) avaliadas pelo
teste de Tukey foram calculados usando-se o
software Origin.

3. Resultados e Discussao

A perda de massa foi crescente e linear
durante os dias de anélises, como mostrado na
figura 1. Apo6s 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 transpiracdo e desidratacdo dos
frutos como relatado por EIGhaouth al. (1991).
Porém, ao contrario do que se esperava, ela
ndo teve efeito protetor contra a perda de
massa dos péssegos cv.‘Ouro Asteca’. Os
frutos tratados apresentaram a maior perda de
massa, mostrando  sinais  visiveis de
desidratagdo e comprometendo o aspecto
externo do fruto.

E possivel observar injirias na casca dos
frutos tratados em todos os dias deanalises. Ja
nos frutos controle pode ser observado frutos
com colora¢ao mais verdes no dia 0 e frutos
com coloragdo amarelada no dia 10, de acordo
com o esperado. Além disso, os valores de
luminosidade (L) foram maiores nos péssegos
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controle do que nos péssegos tratados em
todos os dias analisados, representando que a
casca dos tratados estavam mais escuras do
que a casca dos frutos.

#— Quitosana y = 4,0901x - 0,6648 R*= 09978
@ Controle y = 2,5451x + 0,2274 R*=0,9974 |
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Figura 1: Perda de massa (%) nos péssegos cv. ‘Ouro
Asteca’ tratados e controles durante 10 dias.

A Figura 2 apresenta a evolugdo do
amadurecimento dos péssegos durante o
periodo analisado.

Tratados Controle

ve

Dia 6

Dia 10

Figura 2: Evolugdo do amadurecimento dos péssegos
cv. ‘Ouro Asteca’ controle e tratados.

Na figura 3, observa-se a relagdo entre a
firmeza (N) dos frutos tratados e controle em
fungdo do tempo de armazenamento e 0S

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
0s dias de armazenamento, comportamento
contrario 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 péssegos cv. “Dourado-
2”tratados com quitosana a 1%.

50

B Controle
[ ] Quitosana

40 4

Firmeza (N)
8
1

n
=}
i

0 2 4 6 B
Tempo de armazenamento (Dias)

Figura 3: Firmeza (N) dos frutos cv. ‘Ouro Asteca’
controle e tratados durante o tempo.

Os teores de SST dos frutos tratados e
controle ndo variaram significativamente
durante o periodo de armazenamento,
apresentando valores na faixa de 10° Brix, de
acordo com Marodin (2008), que afirma que a
cultivar “Ouro Asteca” possui 10,6° Brix.A
acidez titulavel dos péssegostambém nao
apresentou diferencas significativas durante o
periodo de armazenamento ea relacdo sélidos
sollveis/acidez apresentou valor menor que
25, sugeridos por DeshpandeeSalunkle (1964)
para 0s péssegos com Otima maturidade para
consumo. Ja para o pH , os valores
encontrados variaram de 3,54 a 3,82 para 0s
frutos controle e de 3,57 a 4,04 para 0s
tratados, estando de acordo com Teixeira
(1979), que afirma que o pH em péssegos
varia de 3,2 a 4,7.

4. Consideracfes Finais
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O revestimento de quitosana provocou
reacao adversa e ndo aumentou a vida util dos
péssegos cv. ‘Ouro Asteca’, havendo uma
grande perda de massa e firmeza da polpa dos
frutos e sinais visiveis de desidratacdo e
ocorréncia de podriddo-parda. Pode-se
concluir que apenas a higienizacdo dos frutos
com hipoclorito de sddio, prolongou a vida util
dos péssegos em até de 10 dias e esse
tratamento ja seja suficiente para aumentar a
vida util de péssegos.
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1. Introducédo

O Brasil é o maior produtor de goiaba
vermelha no mundo, porém a taxa de
exportacdo do fruto “in natura” ¢ inexpressiva
pelo fruto possuir alta perecibilidade,
necessidade de um rigoroso tratamento
fitossanitario, um acondicionamento adequado
e utilizacdo do transporte aéreo para a
distribuicéo internacional, onerando o valor da
goiaba (FERRAZ, 2010; SEBRAE, 2016).

As embalagens nanotecnoldgicas surgem
como uma alternativa promissora de aumentar
a vida atil dos frutos (SIEGRIST et al., 2008).
Uma das nanoestruturas que podem ser
incorporadas nas embalagens € a quitosana por
ser um biopolimero atoxico, biodegradavel,
capaz de formar filme, possuir atividade
antimicrobiana, além de ser um biopolimero
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
aplicacdo na conservacdo da goiaba pos
colheita.

2. Materiais e métodos
2.1.1. Quitosana

A quitosana foi cedida pela empresa
PRIMEX, lote TM3425, viscosidade 463cP,

grau de acetilacio 8% e massa molar
viscosimétrica 74.865, 25 g.mol L,

2.1.2. Obtencéo da nanoestrutura

A nanoestrutura de quitosana (NQ) foi obtida
de acordo com Calvo et al (1997) e Vimal et al
(2012) com algumas modificagcbes. Uma
solucdo de 25,0 mL com concentracdo de 1,5
mg-mL* de quitosana foi dissolvida em acido
acético 2,5 mg.mL™? sob agitagdo 500 rpm a
25°C por 24h. Ent&o, 6,0 mL de uma solucdo de
2,0 mg.mL? de tripolifosfato de sddio foi
gotejada com uma pipeta de 1,00 mL, em uma
vazdo de 1,00 mL.min?, em 21,00 mL de
solucédo de quitosana sob agitacdo 2500 rpm a
25°C. Apo6s a formacdo da nanoestrutura, a
solucéo foi armazenada a 4°C.

2.1. Obtencéo de filmes de goma tara
com nanoestruturas incorporadas

Suspensbes  de nanoparticulas nas
concentracdes de 0, 1, 3 e 5% m/m foram
adicionadas em solucgdes de goma tara a 1,0%
m/v. A solucdo de goma foi preparada a 25°C
sob agitacdo por 2h. Glicerol a 20,0% m/v e
acido acético na concentracdo final de 0,42 %
v/v foram adicionados. As solucGes foram
colocadas em um banho ultrassdnico. Apds o
banho ultrassénico, 90,0 mL de solucéo foi
vertida em um vidro (15 x 20 cm) e seco a 40°
C por 24h. O filme obtido foi armazenado a
53% de umidade relativa a 25°C por 5 dias na
BOD.
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2.1.1. Espessura do filme

Dez pontos diferentes e aleatorios da
espessura do filme foram medidos com
micrometro  (Mitutoyo Mfg. Co. Ltda,,
Kawasakishi, Kanagawa, Japdo). Apos essas
medices 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 balanca analitica
(Balanca Analitica AY 220, Shimadzu
Corporation). As massas obtidas foram
divididas pela area e, assim, obteve-se a
gramatura g x m 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 balanca analitica,
secos a 100°C na estufa (Estufa Bacterioldgica
Solab Cientifica) 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 balanca analitica e
mergulhados em 30,0 mL de agua destilada sob
agitacdo por 24h. Depois das 24h foram secos a
60°C 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
agua

Os filmes foram cortados 4,0 x 4,0 cm,
pesados na balanca analitica juntamente com
10,0000 g de silica 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
solucdo de salina de cloreto de sédio a 10%
(m/v). Todos os parametros (umidade e
temperatura) foram controlados a partir de um
higrometro e o dessecador ficou dentro da BOD
a 25°C e 77% de umidade. Os frascos foram
pesados de manha, a tarde e a noite até que as
massas se estabilizassem.

2.2.  Andlise estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste de
Tukey no software Statistica versdo 10.0 com
5% de significancia.

3. Resultados e discussdo
3.1.  Analises dos filmes de goma tara
incorporados ou ndo com NQ
3.1.1. Espessura e Gramatura

Os resultados de espessura e gramatura da
caracterizacgdo do filme de GT incorporado com
NQ foram apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Valores de espessura e gramatura para filmes
com diferentes concentracGes de NQ

Filme Espessura (um) Gramatura (g X
m-2)

Controle 49,579 +0,004* 84,208 +12,034°

1% de NQ 49,233 +0,0012 45,000 + 5,680?

3% de NQ 43,400 +0,004° 49,333 +2,039?

5% de NQ 47,200 £ 0,0012 37,148 + 4,298°

&¢ 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 pm.
Houve diferenca 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
compactacdo da estrutura do filme. Ja o
aumento da espessura do filme que ocorreu com
a concentracdo de 5% de NQ, justifica-se,
possivelmente, pelos poros da matriz ja terem
sido preenchidos e, dessa maneira, ocorreu um
acumulo de NQ na superficie.

A adicdo de nanoestruturas de quitosana
fizeram com que os valores de gramatura
diminuissem, indicando que ao adicionar
nanoestruturas ao filme elas modificaram a
estrutura do polimero, criando um aumento do
didametro da malha e, consequentemente,
aumentando a area e devido a isso, houve um
decrescimo da gramatura.
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3.1.2. Teor de umidade e
Solubilidade

Os resultados obtidos de solubilidade e teor
de umidade sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2- Valores de solubilidade e teor de umidade de
diferentes filmes com diferentes concentracbes de

nanoestrutura de quitosana.

Filme Solubilidade Umidade

(%) (%)
Controle 92,049 +£2,4992 35,405 + 6,659?
1% de NQ 90,332 +2,855% 21,022 +1,096"
3% de NQ 91,005 + 1,3362 16,321 +£3,951°
5% de NQ 86,574+6,3192 16,916 +3,906"

&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 diferencga significativa entre
os filmes tratados e o controle. Pode-se concluir
que o teor de umidade diminui conforme o
aumento da concentracdo de nanoestrutura,
indicando que as nanoestruturas de quitosana
compactam a matriz do filme.

As moléculas do polimero possuem
preferéncia em ligar nas moléculas de NQ do
que nas moléculas de agua. Antoniou et al.
(2015), obteve resultado em que a umidade
diminuiu ao adicionar NQ em concentracdes de
5, 10 e 15% em filmes de goma tara variando 0s
valores de 11,26 a 14,50%.

Os valores de porcentagem da solubilidade
variaram de 86,574 a 92,591%, demonstrando
que os filmes sdo solGveis em agua.

3.1.3. Permeabilidade ao vapor de
agua
Os resultados de permeabilidade ao vapor de
agua e a taxa de permeabilidade ao vapor de
agua se encontram na Tabela 3.

Tabela 3- Valores de permeabilidade ao vapor de agua e
a taxa de permeabilidade ao vapor de agua de diferentes
filmes com diferentes concentracfes de nanoestrutura de

quitosana.

Filme Permeabilidade Taxa da
ao vapor d’agua permeabilidade
(gxmmxm-2x  ao vapor de
dia-1 x mmHg-1) 4gua (g X m-2 X
dia-1)
Controle  145,764+12,627®® 71,917+1,002
1% de NQ 128,076 +12,416® 62,938+5,65°
3% de NQ 169,888 + 7,016™ 96,167+4,35°

5% de NQ 181,895 +13,692¢ 94,375+5,32°

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’4gua e da taxa de permeabilidade ao vapor
d’agua (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 adicdo de 1%
de NQ houve reducdo da PVA em comparacao
aos outros tratamentos e pode ser justificado
devido ao preenchimento dos poros da matriz
pela NQ e, assim, dificultando a passagem de
molécula de &gua pelo filme. Segundo, Chang
et al. (2010), ao adicionar nanoestruturas, as
moléculas de dgua encontram dificuldades em
passar pela matriz polimérica, e assim, aumenta
0 caminho tortuoso do vapor de agua para
percorrer. A transferéncia de vapor de agua
geralmente ocorre através da porcao hidrofilica
do filme, dessa maneira, a TPVA depende da
relagio de  componentes  hidrofilicos-
hidrofdbicos dos  filmes (GARCIA,;
MARTINO; ZARITZKY, 2000). Observou-se
que a adicdo de NQ diminuiu a TPVA, porém o
filme com 1% de NQ ndo obteve diferenca
significativa com o controle.

4. Conclusao

Foi possivel obter filmes de goma tara com
nanoestruturas de quitosana incorporadas que
apresentaram propriedades diferentes do filme
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sem adicdo de nanoestruturas. Diferencas essas
nas propriedades de resisténcia e de barreira do
filme, compactacdo da matriz do filme,
tornando-o menos Umido, ou ainda alterando a
passagem de agua pelo filme. Com isso, 0s
filmes com nanoestrutura de quitosana
apresentaram-se promissores para aplicacfes
futuras em frutos pos colheita.
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1. Introducéo

As microalgas séo utilizadas em diversas
aplicacbes humanas por serem altamente
adaptaveis a condicGes fisico-quimicas dife-
rentes e requerem menos agua do que outras
culturas (TANDON; JIN, 2017).

Ademais, podem ser obtidos também bio-
combustiveis de alto valor agregado como bi-
odiesel, etanol e metano. Uma das grandes
vantagens do cultivo de microalgas € a capaci-
dade de ocupar uma area inferior a outros cul-
tivos tradicionais (CHISTI, 2008).

Verificou-se que para cultivar microalgas
em larga escala é necessario modelar o cresci-
mento, de modo a controlar a composi¢do do
meio de cultura, especificamente fontes de car-
bono, nitrogénio e fosforo, além de manter o
pH e a temperatura com baixas oscilagdes.

Diversos modelos matemaéticos tém sido
propostos na literatura, com destaque para o
trabalho de CONCAS et al. (2012), que anali-
SOu 0 processo em um reator semi-batelada ali-
mentado com CO; puro (100% v/v).

STRAKA e RITTMANNA (2018) avalia-
ram o desenvolvimento de microalgas em fun-
¢ao da luminosidade, visto que uma alta inten-
sidade luminosa leva a altas taxas de multipli-
cacdo das células, em contrapartida isso pode
ocasionar um fotoenvelhecimento com um de-
clinio temporario na curva de crescimento. Por
fim, foi observando que a incidéncia de luz no
reator decai com o aumento da biomassa.

Nesse cenario, o presente trabalho consiste
no desenvolvimento de um modelo matema-
tico simples e robusto para o crescimento da-
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microalga Chlorella vulgaris em fotobiorrea-
tor operando semi-batelada, com injecao con-
tinua de CO- puro, 100% v/v.

2. Material e Métodos

A modelagem adotada considera o volume
de controle um fotobiorreator representado
pela Figura 1.

As consideragdes do modelo sdo reator ope-
rando em semi-batelada, injecdo de géas é con-
tinuo com CO2 puro, 100% v/v, pressao e tem-
peratura constantes, gas comporta-se como
ideal, interface gas-liquido ndo oferece resis-
téncia a transferéncia de massa, ndo ha resis-
téncia a transferéncia na fase gasosa, ndo ha
gradiente de concentracdo, devido a agitacdo
do meio de cultura pelo impelidor.

Entrada

de gas
Fonte
l l o deluz
.5 4 1 r'

Saida de gas
Reator

J —_p
transparente 7 ‘ l‘
« I | Y
| 4 5
B
8 | & 1
Injegao A |
if !
|
’ \

Meio de

de gas cultura

-

Impelidor

Figura 1- Representacdo esquematica do fotobiorretor
usado para cultivo da microalga Chlorella vulgaris

As dimensdes do fotobiorreator represen-
tado pela Figura 1, sdo 5 cm de diametro, 25
cm de altura, portanto uma capacidade de 1,5
L. E assumido que o mesmo foi preenchido
com 1,0 L de meio de cultura, mantido a tem-
peratura de 25°C.

2.1. Balango de Massa
A analise considera o meio de cultura como
volume de controle e aplica a Primeira Lei de
Conservacao de Massa. Substituindo o compo-
nente A pelo carbono e oxigénio e com as ma-
nipulacdes matematicas necessarias, tem-se as
Equacdes 1 e 2.

d|C V)
% = V};kl,COZaV(HEvCOZ [Cozrg] ( )
1
— [COZ,Z]) — Yo rorkx[X]
d[0,4] _ Ve K a(H. 10 0
— gt = 7 Kb0,0u(H0,102. 91 = [021]) .

+ Yo 1ot [X]

Em que [Ceori| = [Ciora] € [024] = [02,]
para t=0. Onde C concentracdo, V volume, a,,
é a area interfacial de transferéncia de massa
gas-liquido, Hg ; € a constante de Henry para
equilibrio gas-liquido, k é o coeficiente de
transferéncia de massa gas-liquido, Y; coefici-
ente de remoc¢do do componente j ou seja con-
versao de substrato em biomassa ou metabdli-
cos, u, € a taxa especifica de crescimento da
microalga, X concentracdo de microalgas. As-
sim, t=0, a fase gasosa é constituida por oxigé-
nio a 1 atm e 25°C em uma concentracdo 8,6
mol m=, de acordo com a Lei dos Gases Ideais.

Para os demais componentes do meio de
cultura, ndo ha transferéncia de massa entre as
fases, dessa forma, o balanco de massa para
nutriente genérico w se restringe apenas ao
consumo.

dlw,
% = _YC,TotHx[X] 3)

As condicOes inicias para 0s nutrientes sao
[Weot1|=[wior Jonde w= N, P, S, CI, Mg, Ca,
Na e K.
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2.2. Concentracgéo de Biomassa

O modelo de Monod é uma descricéo clas-
sica e amplamente empregada para representar
a velocidade de crescimento das microalgas.

Varias alteracOes foram realizadas a fim de
se considerar a influéncia de maltiplos nutrien-
tes limitantes e outros fatores significativos
para o crescimento como luminosidade e pH.

GRIMA et al. (1994) contemplou em sua
adaptacdo a influéncia da luminosidade, avali-
ando a distribuicdo heterogénea da luz no inte-
rior do biorreator e o decaimento da incidéncia
de fétons com o aumento de biomassa. MAYO
(1997) avaliou a interferéncia do pH e da tem-
peratura, simultaneamente, na taxa de cresci-
mento da microalga Chlorella vulgaris em
uma ampla faixa de variagdo. Dessa forma, o
modelo adotado nesse trabalho para o parame-
tro cinético de crescimento é descrito pela
Equacéo 4.

Ns

Weor]
_ . av 1_[ [ tot,l
tx = Uo(p )11? + 11, Aws + [Wtot,l] (4)

w=1

Onde p,(pH) é a taxa especifica de cresci-
mento dependente do pH, 1%, é radiacdo solar
média no meio de cultivo microalgal, 1% é o pa-
rametro de afinidade da microalga com a radi-
acdo solar e 1,,; € a constante de meia satura-
¢ao para o nutriente w.

3. Resultados e Discusséo
Adotando as analises necesséarias e conside-
racdes presente, neste estudo foi efetuada bus-
cas na literatura, a fim de obter valores para 0s
parametros este sdo exibidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Condigdes iniciais do meio de cultura

Parémetro Concentragdo (mol m?)
Biomassa (X°) 1,31x1073
Carbono (C°) 11,90
Nitrogénio (N°) 24,73
Fosforo (PP) 3,16
Enxofre (S) 2,19

Cloro (CI9) 15,21
Magnésio (Mg°) 1,01
Célcio (Ca?% 0,27
Sédio (Na°) 13,81
Potassio (K°) 28,40

A simulacdo numérica do modelo foi reali-
zada no software Scilab®, por meio da solu¢éo
de um sistema de equac0es diferenciais ordina-
rias, utilizando o método de Runge-Kutta de
quarta ordem para um problema de valor ini-
cial, com auxilio da interface de vérios soluci-
onadores, em particular ODEPACK, aplicando
também uma abordagem hibrida do método de
powell para resolucdo de uma equagéo néo li-
near por meio da funcéo fsolve, disponiveis na
biblioteca do programa.

O crescimento da microalga determinado
pelo modelo, exibido pela Figura 2.

A andlise da Figura 2 permite identificar a
fase exponencial no intervalo de tempo de 0 a
380 horas, seguida da desaceleracéo do cresci-
mento, entre 380 ¢ 720 horas, ¢ por fim a fase
estacionaria. O modelo de Monod, ndo con-
templa fase lag, ou seja, aquela em que os mi-
crorganismos estdo adaptando-se as condi¢des
do meio e dessa forma, o crescimento € suave
(MERCHUCK; ASENJO, 1994). Por isso, a
simulacdo j& tem inicio na fase exponencial.

o
(]

o o
o N

Conecentragio de biomassalg/L]

o
o g

100 200 300 400 500 600 700
Tempoao [h]

Figura 2 - Crescimento de microalgas em funcdo do
tempo considerando C° = 11,90 mol m, N° = 24,73 mol
m3e P = 3,67 mol m3

A partir do modelo foi observado que a as-
similacdo de nitrogénio e fosforo, foram de
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41,32% viv e 22,27% vlv, respectivamente, as-
sim o nitrogénio tem uma assimilacdo maior,
visto que o coeficiente de meia saturacao e re-
mocao sao menores para o fosforo.

SUTHAR et al. (2018) ao analisar as condi-
cOes Otimas para crescimento da microalga
Chlorella vulgaris observou que em concen-
tracGes superiores a 200 mg L' que a capaci-
dade de absorgdo pelas células é reduzida em
50%, assim como ha um decaimento na densi-
dade de biomassa no meio. As absor¢des para
0s demais nutrientes foram baixas, sendo a
maior para o célcio com cerca de 28,37% v/v e
menor para o cloro de 0,13% v/v, 0 que era es-
perado ja que as células necessitam de menores
quantidades para realizar suas atividades meta-
bolicas (HISS, 2013).

Para concentracdes superiores aquelas ado-
tadas na Tabela 1, o comportamento das curvas
de crescimento de microalgas em funcéo do
tempo, variando as concentragdes dos compos-
tos ¢ equivalente. Esse cenario ¢ justificado
pela constante de meia saturacao, cujo valor re-
presenta a metade da velocidade no instante
em que a concentracdo de substrato € maxima.
Logo esse valor foi estabelecido para a concen-
tracdo de C° = 11.90 mol m=, N° = 24.73 mol
m= e P® = 3.67 mol m=. Com o aumento da
concentracdo desses componentes no meio,
ndo haverd um acréscimo na taxa especifica de
crescimento e consequentemente, u, sera igua-
lado a ... O modelo € limitado por néo con-
siderar a inibig&o do crescimento pela alta con-
centracdo de nutrientes, pois meios de cultura
com elevadas quantidades de nitrato provocam
um estresse metabdlico na célula, reduzindo o
crescimento da biomassa (SUTHAR et al.,
2018).

4. Conclusédo
A biomassa maxima encontrada no modelo
para cultivo de microalga no fotobiorreator foi
de 0,28 g L™, considerando o fotoperiodo de
12 horas e agitacdo continua. Os resultados e

graficos obtidos mostraram-se condizentes
com as analises experimentais desenvolvidas
por outros autores sendo um bom indicio de
que o modelo desenvolvido é capaz de descre-
ver quantitativamente o efeito das variaveis
analisadas no crescimento da microalga.
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1. Introducéo

Os fungos da podriddo branca produzem
uma gama de enzimas capazes de mineralizar a
lignina. Pleurotus ostreatus, Phanerochaete
chrysosporium, Trametes versicolor,
Ganoderma  lucidum e  Ceriporiopsis
subvermispora sdo algumas espécies deste
grupo. C.subvermispora pertence a familia
Polyporaceae, sendo encontrado em regides
temperadas, como sul do Canada, norte da
América do Norte e Europa Central [1].

O sistema enzimatico dos fungos da
degradacdo branca é constituido por enzimas
extacelulares, as oxidorredutases. Estas
enzimas atuam especificamente sobre a
estrutura complexa e variavel da lignina, e de
forma  inespecifica sobre  xenobioticos
aromaticos, como corantes, herbicidas e alguns
farmacos [2].

Lacase (Lac), manganés peroxidase (MnP),
lignina peroxidase (LiP) e a peroxidase versatil
(Pv) sdo as principais enzimas lignoliticas
produzidas pelo C. subvermispora [3]. Destas
manganés  peroxidase e lacase sdo
extensivamente estudadas [4-6].

Manganés peroxidases (E.C. 1.11.1.13) sdo
proteinas extracelulares, glicosiladas, massa
molar de 45 a 47 kDa e possuem grupo
prostético heme [7]. A MnP oxida Mn?* a Mn®*,
0 Mn®* ¢ altamente reativo, e oxida estruturas
fenolicas [8].

A produgdo das enzimas lignoliticas é
regulada por fatores nutricionais, como tipo e

concentracdo da fonte de nitrogénio e de
carbono, presenca de indutores (Mn2*, Cu?*)
fatores ambientais, como temperatura, pH,
cultivo estético ou agitado podem favorecer ou
inibir a expressdo das enzimas lignoliticas [8].

Manganés peroxidase tem aplicagcbes na
industria de alimentos para producao de aromas
naturais. Na inddstria de biopolpacdo, o pré
tratamento com MnP reduz o gasto energético
no processo mecanico. Ela também pode ser
empregada em processos de biorremediacao
para biodegradar corantes téxteis. Devido a sua
propriedade de transferir eletrons, esta enzima
pode ser utilizada em biosensores e células de
bioenergia [9].

O objetivo deste trabalho foi investigar a
influéncia de nutrientes na producdo da MnP
pelo C. subvermispora utilizando o
planejamento experimental Plackett-Burman.

2. Materiais e métodos
2.1.Manutengdo do microorganismo

O fungo Ceriporiopsis subvermispora, cepa
L1487 — SS3 foi repicado em placas de petri,
contendo 0 meio de manutencdo (extrato de
malte 20 g.L %, extrato de levedura 2 g.L™! e &gar
20 g.L1). As placas foram incubadas a 30°C,
durante 7 dias e armazenadas a 4°C durante 15
dias [10].

2.2.Inoculo
Discos de 1,6 cm de diametro foram
removidos da placa da incubacdo e transferidos
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para erlenmeyer contendo 50 mL do meio basal
(extrato de malte 20 g.L, extrato de levedura 2
g.L " e dextrose 1 g.L%, pH 4,5), e incubado a
30°C, 150 rpm durante 13 dias. Decorrido o
tempo de incubacdo, as células foram
recuperadas e transferidas para tubos conicos de
50 mL contendo 30% de seu volume
preenchido por esferas de vidro e 4gua destilada
estéril. Os tubos foram agitados no vortex trés
vezes de 15 segundos, cada. A concentragdo de
células e esporos foi determinada utilizando a
equacéo 1.

Concentragio (mg.ml™1)
[massafiltro + células(mg)] — [massa filtro (mg)]

volume suspensao celular (mlL)

2.3.Producéo de Manganés Peroxidase

O planejamento estatistico Plackett-Burman
(PB) foi utilizado para avaliar a influéncia de 11
variaveis, 5 fontes de carbono (acetato de sodio,
6leo de soja, glicerol, farelo de trigo, glicose),
trés fontes de nitrogénio (peptona, nitrato de
amoénio e uréia) e 3 indutores (sulfato de
manganés, tween 80 e acido acético), tabelas 1
e 2.

Tabela 1 - Variaveis utilizadas durante o
experimento Plackett — Burmam, juntamente com seus
c6digos e as concentraces relativas a cada nivel.

Niveis

Variéveis independentes -1 0 1

g.L? gL? glL?

1  Sulfato de manganés 0,2 1,1 2
2 Acetato de sodio 0,3 1,65 3
3 Oleo de soja 0,2 1,1 2
4 Tween 80 0,1 0,3 0,5
5 Glicerol 1 55 10
6 Farelo de trigo 0 2,5 5
7 Glicose 1 55 10
8 Peptona 0,5 2,75 5
9 Nitrato de amonio 0,2 1,1 2
10 Uréia 1 11 10
11 Acido acético 0,5 2,75 5

mmol.L't (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, nitrogénio 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 analise da atividade enzimética da MnP.

Tabela 2 - Planejamento experimental Plackett —
Burmam, obtido com auxilio do software STATISTICA
(StatSoft, v. 7.0), para producdo deMnP a partir do
cultivo do C.subvermispora.

Varigveis independentes

Ensaios 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 -1-1-111111 1 -1

o 1 -1-1-1-1-1-111

3 11 -1-1-111-1-1

4 11 -1-11-1-1-1-11 -1
5 -1-11-11-11-11 -1 1
6 1 -1 1 -1 -1 1 -1 -1 1 04
7 11 1111 1 -1 -1
g 1 1 11111111
9 1-1-11 11 -1 -1 1
10 1 -1 -11 -1 -11 1041
11 -1 11 11 -1-11 -1
12 1 11 11 41 1 04
13 1-111 1-1-1-11 1
4 1 -11 1 -111-1-1 1 -1
15 -1 1 1 -1 -1 -1 1 -1
16 1 11111 11
PC 00000 O 0 0

O cultivo utilizou 20 mL do meio de cultura,
composto de KH2PO4 1 g.Lt, MgS04.7H,0 1
g.L 1, NaCl 0,05 g.L %, CaCl, 0,25 g.L%, e 0,5
mL de solucdo de succinato de sodio 50

2.4.Determinacao da atividade da
manganés peroxidase

Em tubos de ensaio, foram adicionados 100
UL de MnSO4 1 mmol.L™%, 100 pL succinato de
s6dio 20 mmol.L%, 100 pL de Lactato de sodio
250 mmol.L?, 100 pL de albumina 1% m.v?,
500 pL do extrato enzimatico sem células, 100
uL de vermelho fenol 0,1% m.v?t, 50 pL de
H20, 2 mmol.Lt. Apds 10 minutos, foram
adicionados 50 pL de NaOH 2,5 mmol.L%. A
absorbancia foi obtida a 610 nm. A atividade
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enzimatica da MnP foi calculada utilizando
equacao 2 [11].

MnP (U.L™Y) =
AbSGwmmxl()E' 2
& x volume (mL)x Tempo (min) @

€= coeficiente de exting¢do do fenol oxidado a 610 nn=
4460L,mt.cm?

3. Resultados e discussoes

A Figura 1 apresenta a atividade da MnP dos
16 ensaios e ponto central obtida nos 5°, 12° e
20°. No 5° dia, os ensaios 6 e 7 apresentam as
maiores atividades enzimaticas 67 e 45 U.L?,
respectivamente. No 20° dia os ensaios 1, 3 e 7
apresentaram as maiores atividades enzimaticas
88,5, 88,2, 79,1 U.L?, respectivamente. No
entanto, a maior atividade enzimatica foi
observada no 12° dia para os ensaios 1 e 6, 93,6
e 92,3 U.L? respectivamente. A menor
producdo da MnP foi observada nos ensaios 2,
4,12 e 14. Para todos estes ensaios, a producéo
da MnP foi inferior a 10 u.L em todos os dias.

100
90

70
60
50
40

N A .N ﬂu“ n.Hln.H.n Hlﬂ.n

12 3 4 5 6 7 8 9 10111213 14 15 16 PC
Ensaios

MrP (U.L)

ODie5 Dia12 wDis 20

Figura 1 - Atividade enzimatica da manganés
peroxidase durante o cultivo do fungo C. subvermispora
utilizando diferentes fontes de carbono, nitrogénio e
indutores.

Os dados obtidos a partir dos 18 ensaios
(figura 1) foram tratados utilizando o programa
Statistica 7®. Apartir das analises estatisticas,
apenas o sulfato de manganés, na concentracao
utilizada no ensaio, influenciou negativamente
a producao da MnP, Figura 2.

O MnSOs4, na concentragdo de 1 mmol.L?,
induziu a producdo de MnP 750 U.L' no
cultivo do Fomes scherodermeus [13].
Analisando a Tabela 1, observamos que a
menor concentracdo de sulfato de manganés

utilizada 0,2 g.L* corresponde a 1,32 mmol.L"
1. Isto pode explicar o comportamento repressor
do sufato de manganés na producdo da MnP
pelo C. subvermispora, neste trabalho.
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Figura 2 — Diagrama de Pareto para avaliagdo das
variaveis na producgdo da manganés peroxidase pelo C.
subvermispora.

De acordo com o planejamento experimental
apenas o sulfato de manganés influéncia a
producdo da MnP pelo Ceriporiopsis
subvermispora. Entretanto outras variaveis,
como pH, temperatura e velocidade de agitacao
do cultivo, concentracdo do indculo sdo outras
variaveis que podem interferir e que ndo foram
exploradas neste trabalho.

4. Concluséo

O ion Mn2+ apresentou efeito significativo
na producdo da manganés peroxidase pelo
Ceriporiopsis subvermispora no 20° dia de
cultivo.
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1. Introducéo

Nos Ultimos anos, a preocupagdo com 0S
impactos ~ ambientais  causados  pelos
combustiveis ~ fosseis  impulsionou 0
desenvolvimento de pesquisas na busca por
processos renovaveis e sustentiveis como
alternativa de fontes energéticas. Os estudos
com biomassas lignocelulésicas tem sido
promissores, principalmente os que visam a
producdo de bioetanol, devido a composicao e
abundancia dessas matérias-primas no mundo.

No Brasil, a casca de café é um dos
residuos lignoceluldsicos provenientes da
agroindustria que tem se tornado atrativo para
diversos estudos biotecnoldgicos. Dentre 0s
principais motivos pelo estudo de tal residuo
destaca-se a abundancia com que é produzido
no pais, pois o territorio brasileiro ¢é
considerado o maior produtor mundial de café
(OIC, 2018); pelo fato desse residuo ser uma
fonte de contaminacdo ambiental, quando
descartado de forma inadequada (Esquivel;
Jiménez, 2012); e a variedade de bioprodutos
que podem ser produzidos a partir dessa
matéria-prima devido a sua composi¢do
lignocelulosica, como o bioetanol.

Mas para a produgdo de bioetanol, apds a
realizacdo dos pré-tratamentos da biomassa,
diferentes fatores podem alterar a eficiéncia da
hidrélise enzimética para a obtencao de agucares
fermentesciveis  como:  concentragdo  do
substrato, a atividade da celulase, condicdes de

reacdo (pH e a temperatura) (Biswas et al.,
2014), dentre outros como a eficiéncia do pré-
tratamento e a inibi¢do 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 sdo variados e
analisados de forma simultanea, sendo que 0s
dados sdo ajustados a modelos lineares ou
quadraticos contendo informacdes sobre o
processo em estudo (Hibbert, 2012; Tedfilo &
Ferreira, 2006).  Consequentemente,  0S
pesquisadores sao capazes de extrair do processo
em estudo o méximo de informacbes Uteis,
realizando o minimo de experimentos, reduzindo
como consequéncia, 0 uso de reagentes, tempo,
entre outras vantagens (Barros Neto; Scarmino;
Bruns, 2010).

Sendo assim, este estudo teve o intuito de
analisar a influéncia de diferentes parametros
utilizados no planejamento experimental da
hidrolise enzimatica para a obtencéo de aclcares
fermentesciveis a partir da casca de café.

2. Material e Métodos

As cascas “in natura” passaram pela etapa
de limpeza, trituragdo e secagem em uma
estufa até atingirem o teor de umidade de 10%.
Em seguida, foram submetidas ao pré-
tratamento &cido com o intuito de remover a
fracdo hemicelulosica utilizando as condigdes:
concentracdo de casca de café (10% m/v),
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concentracdo de acido sulfarico diluido (0,5 %
v/v) por 10 minutos a 121 °C (Santos, 2015).

Posteriormente, realizou-se a hidrolise
alcalina para a remocdo da lignina nas
seguintes condicdes: concentracdo de sélido
12% (m/v); concentracdo de hidréxido de
sodio 3,5% (m/v) e 30 minutos. A Ultima etapa
compreendeu a realizagdo da hidrdlise
enzimatica por meio do planejamento fatorial
23 (Tabela 1) para a obtencdo de aglcares
fermentesciveis.

Tabela 1 - Especificagdo dos niveis das variaveis no
planejamento experimental 2° para a hidrélise
enzimatica da casca de café.

Variaveis Niveis
() 0 (+1)
Teor de Endoglucanase 10 50 90
(FPU/qg)
Teor de Betaglicosidase 2 6 10
(CBU/g)
Tempo (minutos) 30 45 60

A determinacgéo das concentragfes aglcares
redutores foi realizada por meio da técnica do
DNS (Miller, 1959).

Apés a realizagdo do delineamento
experimental, os dados foram submetidos &
andlise de variancia ao nivel de 90% de
confianca.

3. Resultados e Discussao

A Tabela 2 conttm os valores das
concentragdes de acUcares obtidas na
quantificacdo pela metodologia do DNS apoés a
realizacdo da hidrolise enzimatica de acordo
com o planejamento fatorial 2° completo.

Pode-se perceber nos 3 primeiros ensaios
(1,2,3) juntamente com os pontos centrais (9,
10 e 11), que o aumento da concentracdo das
celulases aumentou o rendimento da hidrolise,
ou seja, essa relacdo foi linear. Porém, o
aumento da concentracdo de acUcares entre o
ensaio 8 (ponto central com maior
concentracdo de agucar) e 0 ensaio 3 (ensaio
com maior concentracdo de acucar no
planejamento) foi de apenas 2,67%. Portanto,
o rendimento de acgucares foi insignificativo se
comparado ao aumento realizado na
concentracdo das enzimas do ponto central
para o ensaio 3.

Tabela 2 - Condices experimentais e resultados obtidos no primeiro planejamento fatorial 2° completo para

quantificagdo de acucares redutores na hidrélise enzimatica.
Ensaios Endoglucanase  Betaglicosidase Tempo Concentracéo de
(FPU/qg) (CBU/g) (Horas) agucares (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
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Através da andlise desses resultados,
percebe-se que o planejamento experimental é
uma ferramenta extremamente importante na
realizacdo de experimentos, pois permite
identificar até qual limite os pardmetros
influenciam no processo para assim, evitar 0s
gastos desnecessarios. Outro parametro que
interferiu minimamente nos resultados foi o
tempo de hidrolise. Ao utilizar o nivel superior

do tempo (72 horas), nota-se que ndo houve
aumento do rendimento de aglcares como
pode-se perceber ao comparar 0s ensaios 3 e
4,5e 7, 2e8ele 6. Provavelmente, ao
estender o tempo de hidrdlise ocorreu a
inibicdo da acdo das enzimas pelos produtos
finais formados, ou seja, pela glicose e
celobiose. Na Tabela 3 estd descrita as analises
dos efeitos e das interacdes das variaveis para
concentracdo de agucares redutores resultante do
planejamento experimental.

Tabela 3 — Anélise dos efeitos das variaveis para obtencéo de aglicares redutores no planejamento fatorial 2°.

Fonte de variagcdo Efeitos Erro Padréo 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
1x2 -1,98500 1,276152 -1,55546 0,194816

1x3 -1,53500 1,276152 -1,20283 0,295367

2X3 -0,78500 1,276152 -0,61513 0,571741

A influéncia dessas variaveis também pode

(1)Endoglicanase (FPU/g)

1x2

1x3

(2)Betaglicosidase (CBUg)

1x3

(3)Tempo (Horas) 23116306

—
ser observada no Grafico de Pareto (Figura 1).

Figura 1 - Gréfico de Pareto para concentracdo de
acuUcares redutores no planejamento fatorial completo
2%

Por meio da analise dos efeitos, conclui-se
que nenhuma variavel interferiu de maneira

significativa para a obtencdo de acucares
redutores no planejamento  experimental
realizado, pois ao nivel de 90% de confianca
nenhum p-valor foi menor que 0,1.

Pode-se perceber na Tabela 2, que por mais
que nenhuma varidvel tenha sido significativa
para a obtencdo de acUcar, o efeito da
endoglucanase  para  esse  planejamento
experimental foi positivo. Ou seja, em maiores
concentracdes dessa enzima, maiores
concentracgdes de agucares foram obtidas.

4. Conclusao
A partir dos resultados obtidos, pode-se
concluir que o planejamento experimental é
uma ferramenta essencial para a analise de
varios parametros simultdneos em processos
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biotecnoldgicos. Por meio do planejamento
experimental realizado, percebeu-se que o
aumento da concentracdo de ambas as enzimas
e o tempo n&o foram suficientes para aumentar
0 rendimento do processo, porém atraves da
andlise  dos efeitos, percebeu-se que
endoglucanase atuou  positivamente na
obtencéo de acucares redutores.
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1. Introducéo

A divisdo celular deve ser regulada e
coordenada de maneira cuidadosa a fim de
assegurar a formacdo de células filhas que
possuam 0s genomas intactos. Logo, para que isso
ocorra, ICARD et al. (2019) cita que € necessario
um conjunto de eventos bioguimicos sequenciais
o0 qual é chamado de ciclo celular.

Em uma célula de mamifero tipica, toda a fase
M é apenas uma pequena fracdo do tempo total do
ciclo celular, ja o periodo entre uma fase M e a
proxima 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 cataliticas
chamadas de quinases dependentes de ciclinas
(CDKSs) e por subunidades regulatorias chamadas
ciclinas. As ciclinas possuem um comportamento
especifico tornando-as 0os marcadores bioquimicos
mais eficientes na caracterizacdo de cada fase do
ciclo.

Durante a fase G1, nota-se que a taxa de
expressdo de ciclina D aumenta gradativamente,
em seguida, ao decorrer do tempo da mesma fase
a taxa da ciclina E também comeca a aumentar,
apos o ponto de restricdo, também se inicia o
aumento de expressdo da ciclina A. J& no inicio da
fase S, a taxa de expressdo da ciclina E comeca
decair rapidamente ao passo que se inicia a taxa
de expressdo da ciclina B, além disso, a expressao
da ciclina A continua a aumentar cada vez mais.

A fase G2 se caracteriza com um aumento
continuo da taxa de expressdo da ciclina B e o
inicio do decaimento da ciclina A. Enfim, na fase

M, ocorre o término da degradacdo da ciclina A e
uma degradacéo subita de ciclinas do tipo B e D.
Segundo HUMERES e FRAGOGIANNIS
(2019), os fibroblastos sdo as células residentes
mais comuns do tecido conjuntivo propriamente
dito, elas sdo responsaveis pela sintese de
moléculas da matriz extracelular. Este tipo celular
pode escapar do ciclo celular e entrar em GO, ou
seja, um estado quiescente e de menor atividade
metabdlica, sendo chamado entéo de fibrocito.
Deste modo, torna-se  importante 0
desenvolvimento de uma ferramenta pratica com
intuito de ndo somente detectar em qual fase do
ciclo a célula estd, mas que também facilite a
compreensdo deste comportamento em particular.
Este  trabalho teve como objetivo 0
desenvolvimento de um sistema inteligente
utilizando-se da logica fuzzy para caracterizar as
fases do ciclo celular e possibilitar a modelagem de
processos fisiologicos de uma célula eucariotica.

2. Materiais e Métodos
Foi realizado um estudo tedrico do ciclo celular
de modo a determinar os marcadores bioquimicos
que melhor caracterizavam as fases do ciclo
celular, em eucariotos. Deste modo, foram
determinadas as variaveis de entrada e saida a
serem inseridas no software Scilab, em seguida, foi
avaliado o range destas variaveis com intuito de
construir um sistema em que as respostas sairiam

de acordo com cada fase do ciclo celular.

2.1.  Selecdo das Variaveis de Entrada
Os marcadores bioquimicos escolhidos foram as
proteinas ciclinas devido ao seu comportamento
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caracteristico, porém ndo seria  possivel
quantifica-las, logo, a proposta deste trabalho foi a
de criar as funcBes de pertinéncia do sistema a
partir das taxas de expressao dos quatro tipos de
ciclinas conforme o ciclo avanga com o tempo.

As variaveis de entrada determinadas foram a
taxa de expressdo dos quatro tipos de ciclina e o
tempo. Além disso, os formatos de conjuntos
fuzzy escolhidos na construcdo destas entradas
foram trapezoidais e triangulares.

O range da taxa de variacdo das ciclinas foi
escolhido para o intervalo [-1,1], no qual zero
seria 0 valor ideal caracterizado como o ponto em
que a taxa de expressdo das ciclinas seria
constante. Este range foi selecionado de modo que
se identifique uma taxa de variacdo tedrica para o
sistema. JA& o0 range da varidvel tempo foi
escolhido de acordo com a literatura ALVES e
GUIMARAES (2010), na qual o ciclo celular é
dividido em um periodo 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
variavel, foi determinado o intervalo [0,16].

A partir do perfil de expresséo da ciclina com
tempo, e na relevancia da variacao de cada um dos
tipos de ciclinas para a classificagéo final do clico,
as funcbes de pertinéncia referente as variaveis de
entrada foram montadas utilizando-se as variaveis
linguisticas e o0s correspondentes valores
linguisticos mostrados na tabela (1).

Tabela 1 - Modelo de variaveis linguisticas de

entrada.

Variaveis Valores linguisticos

linguisticas

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

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

CiclinaD “Zero negativa”, “zero”, “zero
positiva”.

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

Tempo “G1”, ”Fase S”, “G2”, ”Fase M”.

2.2.  Selecdo das Variaveis de Saida

Com o intuito de caracterizar as fases do ciclo
celular, determinou-se uma funcéo de pertinéncia
de saida denominada como fases do ciclo, com o
conjunto fuzzy no formato trapezoidal e um range
ref i : I

adicionou-se a fase GO referente ao periodo
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 fisiologicos
de um fibroblasto pertinentes a interfase, a
quiescéncia, a mitose e a citocinese, adotou-se a
variavel linguistica e seus correspondentes valores
linguisticos apresentados na tabela (2).

Tabela 2 - Modelo de variaveis linguisticas de saida.
Variaveis Valores linguisticos
linguisticas
Fases do ciclo

“Gl”, “Fase S”, “Gza” ”FaSC M”,
“GO”

2.3.  Construcdo das Regras
As regras foram modeladas de acordo com 0s
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 1S 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}.

E importante salientar que na fase GO ndo ha
expressdo de ciclinas, portanto, ela foi adicionada
como uma negacdo das sentencas E-fuzzy originais
(1 a 4) que caracterizam as outras fases do ciclo
totalizando-se 8 regras.

3. Resultados e Discussoes

O modelo de légica fuzzy proposto foi
executado e gerou 4 superficies de resposta em
funcdo das variaveis de entrada: tempo e taxa de
expressao das ciclinas.

Baseando-se no intervalo de tempo
correspondente a cada fase do ciclo determinou-se
quatro tempos especificos tedricos em que 0
fibroblasto estaria hipoteticamente em um dos
processos fisioldgicos correspondentes aquela fase
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do ciclo. Assim, gerou-se superficies de resposta
com as interacOes entre duas variaveis de entrada
nos eixos X e Y e suas respectivas respostas no
eixo Z.

Com intuito de obter uma resposta em funcéo
da fase G1, foram avaliadas as interacoes
referentes as Ciclinas D e E ao decorrer de 2 horas
obtendo-se a resposta representada na figura (1).

Figura 1 — Superficie de resposta das interacdes entre
Ciclinas D e E. Tempo de 2 horas.

Observa-se que a proporcdo em que a taxa de
expressdo das Ciclinas D varia de zero para zero
positivo, para uma resposta em funcdo de G1, as
Ciclinas E também irdo apresentar 0 mesmo
comportamento. Este fato poderia ser associado a
principal funcdo das Ciclinas D, destacada por
BENDRIS et al. (2015), que dizem que ao se
ligarem as CDK4 e CDKG®, este tipo de ciclina
atua no controle das Ciclinas E levando-as entdo
através do ponto de restricdo em G1 e conduzindo
a célula a caminho da fase S.

Em segundo lugar, com intuito de obter uma
resposta em funcdo da fase S, foram avaliadas as
interacbes referentes as Ciclinas A e E, ao
decorrer de 8 horas.

Notou-se que a medida que a taxa de expressao
das Ciclinas A varia de zero para zero positivo, as
Ciclinas E irdo apresentar uma expressao variando
de zero para zero negativo (Figura 2).

§ o5
s .
™ oy

Figura 2 — Superficie de resposta das interacoes entre
Ciclinas A e E. Tempo de 8 horas.

Isto poderia ser associado ao fato de apos as
Ciclinas E terem estimulado as proteinas
responsaveis pela replicacdo do DNA, elas se
degradam de forma rapida na fase S, ao passo que
as Ciclinas A ao se ligarem com as CDK2 agem na
duplicacdo do DNA por meio da ativagdo da DNA-
polimerase. Neste contexto, SANCHEZ e
DYNLACHT (2005) destacam a importancia
destes trés tipos de genes para progressdo do ciclo
pela fase S.

Em seguida, a fim de obter uma resposta em
funcdo da fase G2, as interagBes referentes as
Ciclinas A e B foram avaliadas ao decorrer de 13
horas.

Observou-se que a proporcdo em que a taxa de
expressdo das Ciclinas A comeca a variar de zero
para zero negativo, as Ciclinas B continuardo a
apresentar uma expressdo variando de zero para
zero positivo (Figura 3).

Figura 3 — Superficie de resposta das interacfes entre
Ciclinas B e A. Tempo de 13 horas.

Este fato ocorre porque neste tempo em questao
a duplicacdo do DNA estaria chegando ao final
iniciando-se a degradagdo das Ciclinas A, ja o
aumento das Ciclinas B seria uma resposta em
funcdo da inducéo de entrada da célula em mitose,
em acordo com o trabalho de HARASHIMA et al.
(2013).

Ja com a finalidade de se obter uma resposta em
funcdo da fase M, avaliou-se as interacGes
referentes as Ciclinas D e B no decorrer de 15
horas e 30 minutos e a resposta obtida se encontra
representada na figura (4).
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Figura 4 — Superficie de resposta das interacdes entre
Ciclinas B e D. Tempo de 15 horas e 30 minutos.

Conforme pode ser observado, as taxas de
expressao das Ciclinas D e B variam de zero para
zero negativo e este comportamento poderia
descrever a degradacdo destas proteinas que €
inclusive associado ao “fim” do ciclo celular, no
qual a célula ira realizar a mitose.

E importante frisar que nas quatro superficies
de resposta a regido referente a fase GO apareceu
como uma superficie plana, o que ja era esperado
visto que para este modelo o estado de um
fibrocito foi descrito como uma negagdo das
interacdes entre as ciclinas durante as fases do
ciclo celular. J& para as demais fases, 0 modelo
representou uma resposta aos estimulos de fatores
de crescimento de fibroblastos (FGFs), mais
precisamente, uma mensagem para divisdo celular
e sintese de moléculas da matriz extracelular
durante um processo de cicatrizacao.

4. Consideragdes Finais

A partir dos resultados obtidos, pode-se dizer
que a utilizacdo da logica fuzzy para modelagem
de processos fisioldgicos de uma célula eucariota
poderia se apresentar como um étimo modelo de
apoio a decisdo para diversas areas da
biotecnologia aplicada a saude. Isto é, tanto para
problemas relacionados com a engenharia de
tecidos quanto no monitoramento de culturas
celulares para diferentes fins ou até mesmo para
prognosticos referentes ao perfil comportamental
de neoplasias entre outras doencas.

5. Referéncias
ALVES, E. A.; GUIMARAES, A. C. R;
CONCEITOS E METODOS para formagcéo
de profissionais em laboratérios DE
SAUDE. vol 2, 290p. Cap 5: Cultivo celular:

216-253p. Rio de Janeiro: EPSJV; 10C, 2010.

BENDRIS, N.; LEMMERS, B.;
BLANCHARD, J. M.; review(2015). Cell cycle,
cytoskeleton dynamics and beyond: the many
functions of cyclins and CDK inhibitors. Cell
Cycle 14:12, June 2015: 1786-1798p.

HARASHIMA, H.; DISSMEYER, N,
SCHNITTGER, A.; review(2013). Cell cycle
control across the eukaryotic kingdom. Trends
in Cell Biology, vol. 23, No 7, July 2013: 345-
356p.

HUMERES, C.; FRAGOGIANNIS, N. G
review(2019). Fibroblasts in the infarcted,
Remodeling, and Failing heart. JACC: Basic
To Translational Science, vol.4, No. 3, June
2019: 449-467p.

ICARD, P.; FOURNEL, L.; Wu, Z;
ALIFANO, M.; LINCET, H.; review(2019).
Interconnection between metabolism and cell
cycle in cancer. Trends in Biochemical
Sciences, Vol. 44, No. 6, June 2019: 490-501p.

NUCCI, E.; SILVA, R. G.; GOMES, T. C;
GIORDANO, R. C.; CRUZ A. J G.
reserch(2005). A fuzzy logic algorithm for
identification of the harvesting threshold during
PGA production by Bacillus megaterium.
Brazilian Journal of Chemical Engineering,
Vol. 22, No. 04, October - December 2005:
521-527p.

SANCHEZ, |; DYNLACHT, B. D
review(2005). New insight into cyclins, CDK,
and cell cycle control. Seminars in Cell &
Developmental Biology 16 (2005), 311-321p.

YANG, L.; CAIl K.; HUANG, H.; ZHANG,
Y.; ZONG, Y.; WANG, S.; SHI, J.; LI, S;
LIAO, F.; LU, M.; GUO, W.; reserch(2019).
Comparative analysis of anatomy, gene
expression of Vaccinum corymbosum cyclins
and cyclin dependent kinases during the flower
bud and fruit ontogeny. Scientia Horticulturae
251 (2019), 252-259p.

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ — Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000
Ouro Branco — MG | Simbio@ufsj.edu.br



mailto:simbio@ufsj.edu.br

Il SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE
BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

Universidade Federal
de Sado Joao del-Rei

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

DESENVOLVIMENTO BIOTECNOLOGICO DE SCAFFOLD ASSOCIADO
A ESFOLIADO DE TALCO DE PEDRA SABAO PARA REPARO OSSEO

Costa’, P. H. M.; Medrado?, N. V.; Souza®, S. M.; Morais®, H. L. O.; Prado®*, M. C.; Santos’, J.
C. C.; Neves®, B. R. A.; Manhabosco®, T. M.; Barboza®, A. P. M.; Resende?, R. R.; Alvarenga®,

E.L.F.C.

! Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei, Departamento de Ciéncias Naturais/Laboratério de

Biologia do Reparo e Nanomateriais

2 Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Bioquimica/Laboratério de Sinalizacio

celular e Nanobiotecnologia

¥ Instituto Federal de Minas Gerais — Campus Santa Luzia, Laboratdrio de Fisica e Quimica

* Universidade Federal de Ouro Preto, Departamento de Fisica/Laboratério de Eletroquimica e

Difusao

> Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de Fisica/Laboratério de Nanoscopia

E-mail: pedronmdc@hotmail.com

1. Introducédo

Os scaffolds sdo matrizes celulares de
diferentes formulacBes que estdo sendo
utilizadas pela engenharia de tecidos para o
reparo de orgdo e tecidos. O desenvolvimento
de scaffolds utilizando colageno tipo | para
aplicacBes in vivo vem sendo amplamente
associados a biomateriais por demonstrarem
boa biocompatibilidade e reabsor¢cdo completa
pelo organismo com substituicdo por tecido
autologo (Rahmanian-Schwarz et al., 2013).

O talco de pedra sabdo em monocamadas
ou poucas camadas tem resisténcia mecanica
similar a do grafeno. Ademais, assim como o
grafeno, o talco é suficientemente flexivel para
formar dobras. Contudo, as monocamadas de
talco possuem espessura maior que um atomo,
apresentando seus valores de rigidez flexural
trinta vezes maiores que a do grafeno.

Pesquisas recentes mostram que a adigédo de
nanoparticulas de talco em polimeros resulta
em melhorias significativas na resisténcia do
material (Balamurugan & Maiti, 2010). Dessa
forma, tal como materiais a base de grafeno, o
talco de pedra sabdo em monocamadas ou
poucas camadas sdo excelentes candidatos

para serem aplicados como material de refor¢o
em scaffolds para aplicacdo bioldgica.

Portanto, objetivou-se avaliar a
biocompatibilidade do esfoliado de talco
associado a matriz de coladgeno bovino tipo |
em cultura priméria de osteoblastos.

2. Materiais e métodos

Realizou-se a extracdo de osteoblastos da
calvéria de ratos Wistar neonatos de até cinco
dias sob apreciacdo da CEUA-UFSJ sob
protocolo 009/2018.

Em seguida, foram plaqueados 1x10*
osteoblastos por pogo em uma placa de 96
pocos submetidos as concentragcbes de 1%,
5%, 10% e 20% de esfoliado de talco de pedra
sabdo em colato de sddio para a realizacdo de
um ensaio de viabilidade utilizando MTT.

Apos a andlise do ensaio de viabilidade,
foram selecionadas as concentragbes para
preparacdo de scaffolds de colageno extraido
de tenddo bovino adicionando-se o esfoliado
de talco de pedra sabdo em colato de sodio.

Posteriormente, plaqueou-se  1x10”
osteoblastos por poco sobre os scaffolds
preparados (colageno bovino, colageno com
talco 5% e colageno com talco 10%) e sobre
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uma laminula (grupo controle) para a
realizacdo 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 analise da producédo de
fosfatase alcalina (ALP).

Seguidamente, para a determinacdo da
mineralizacdo dos scaffolds pelos osteoblastos
apos 14 dias de cultivo, foi utilizada coloragédo
de Alizarin red que permite identificar
depositos de célcio.

Para a analise estatistica utilizou-se uma
analise de variancia (ANOVA), seguido por
teste de Bonferroni, no qual o valor de P <
0,05 foi  considerado  estatisticamente
significativo.

3. Resultados e discusséo

Por meio do ensaio de viabilidade com
diferentes concentracdes de esfoliado de talco
de pedra sabdo em colato de s6dio, observou-
se que as concentracbes de 5% e 10%
apresentaram valores proximos ao do controle
em 24 e 48 horas. Ja em 72 horas apenas 0
grupo 5% continuou com valores proximos ao
grupo controle, enquanto o grupo 10%
apresentou um decréscimo estatisticamente
significativo (Figura 1). Com isso, as
concentragdes de 5% e 10% foram
selecionadas para a confeccdo dos scaffolds.

Viabilidade celular no talco

# ) [ Controle
72 h O 1%
B O 5%

h—- | 10%
48 h e—" W 20%

—
24h

0.0 0.5 1.0 15
Absorbancia (540 nm)

Figura 1 — Viabilidade frente a diferentes concentracBes
de talco.

Ao analisar o resultado da viabilidade dos
osteoblastos plaqueados sobre os scaffolds, foi
possivel perceber uma diferenca estatistica
entre viabilidade celular em scaffolds de
coldgeno com talco 5% quando comparado
com os scaffolds de colageno puro no dia 14.
N&o foram observadas diferencas estatisticas
entre as viabilidades celulares envolvendo os
scaffolds de colageno com talco 5% e 10% e
os scaffolds de colageno 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 metabdlica das células
(Bonnier et al., 2015). Dessa forma, com o
ensaio de viabilidade utilizando Alamar blue,
foi possivel inferir que o esfoliado de talco na
concentracdo de 5% ndo é citotdxico.

Viabilidade celular

= ] Controle 2D

14 dias i~ I . ] Colageno
% [ Colageno + Talco 5%

=' I Colageno + Talco 10%
7 dias+——

— =

I
Jdias

[ 9

0 500 1000 1500

Fluorescéncia

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 relacdo ao controle no dia 3
do experimento (Figura 3). Tal diferenga ndo
foi observada nos dias 7, 11 e 14 do
experimento, exceto para o0 grupo de colageno
com talco 10% no 14° dia.

Utilizando o ensaio de ALP notou-se que 0
processo de mineralizagdo esta ocorrendo nos
scaffolds e que os osteoblastos estdo maduros,
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uma vez que a enzima ALP esti ligada ao
processo de mineralizacdo, além de ser
produzida em alta quantidade nos osteoblastos
maduros (Pei, X. et al., 2014).

Fosfatase alcalina

—

14 dias 1 .

[] Controle 2D
= [] Colageno
[ Colageno + Talco 5%

11 dias — ~ [l Colageno + Talco 10%
—
7 i  —

—— ]

+

L *
s
E—1

=]

I 1

0.0 05 1.0 15
Absorbancia (595 nm)

Figura 3 - Producdo de fosfatase alcalina do
sobrenadante.

Por meio da coloragdo com Alizarin red
(Figura 4), observou-se maior deposicao
mineral nos scaffolds em relacdo ao grupo
controle. Estes dados corroboram com estudos
prévios que estudaram a maturacdo de
osteoblastos em scaffolds a base de colageno
(Wang, et al., 2016). Assim sendo, esta analise
evidencia o potencial dos biomateriais testados
para 0 processo de mineralizacdo através da
deposicao de fosfato de célcio (Castillo Diaz et
al, 2014).

Controle (40x) Colageno + Talco 5% (40x)

Colageno + Talco 10% (40x)

Colageno (40x)

Figura 4 — Mineralizagdo presente nos scaffolds
(aumento 40x).

4. Conclusoes
Os scaffolds de colageno com 5% de talco
se mostraram biocompativeis e capazes de
induzir o processo de mineralizacao.

5. Referéncias bibliograficas

RAHMANIAN-SCHWARZ, Afshin et al.
In vivo biocompatibility and biodegradation of
a novel thin and mechanically stable collagen
scaffold. Journal Of Biomedical Materials
Research Part A, [s.l.], v. 102, n. 4, p.1173-
1179, 8 ago. 2013. Wiley.
http://dx.doi.org/10.1002/jbm.a.34793.

BALAMURUGAN, G. P.; MAITI S. N,
Effects of nanotalc inclusion on mechanical,
microstructural, melt shear rheological, and
crystallization behavior of polyamide 6-based
binary and ternary nanocomposites. Polymer
Engineering & Science, Wiley Online
Library, v. 50, n10, p. 1978-1993, 2010.

BONNIER, F. et al. Cell viability
assessment using the Alamar blue assay: A
comparison of 2D and 3D cell culture
models. Toxicology In Vitro, [s.l.], v. 29, n. 1,
p.124-131, fev. 2015. Elsevier BV.
http://dx.doi.org/10.1016/j.tiv.2014.09.014.

PEI, Xibo et al. Single-walled carbon
nanotubes/hydroxyapatite coatings on titanium
obtained by electrochemical
deposition. Applied Surface Science, [s.l.], v.
295, p.71-80, mar. 2014, Elsevier
BV.http://dx.doi.org/10.1016/j.apsusc.2014.01.
009.

WANG, Xiaoyan et al. The mechanism of a
chitosan-collagen composite film used as
biomaterial support for MC3T3-E1 cell
differentiation. Scientific Reports, [s.l.], v. 6,
n. 1, dez. 2016. Springer Science and Business
Media LLC.
http://dx.doi.org/10.1038/srep39322.

DIAZ, Luis A Castillo et al. Human
osteoblasts within soft peptide hydrogels
promote mineralisation in vitro. Journal Of
Tissue Engineering, [s.l.], v. 5, 21 fev. 2014.

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ — Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000
Ouro Branco — MG | simbio@ufsj.edu.br



mailto:simbio@ufsj.edu.br
http://dx.doi.org/10.1038/srep39322

. /\%\‘\\(g::« Il SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE VN
%\‘\\.\/\ ) BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

de Sdo Jodo del-Rei

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

SAGE Publications.
http://dx.doi.org/10.1177/2041731414539344.

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ — Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000
Ouro Branco — MG | simbio@ufsj.edu.br



mailto:simbio@ufsj.edu.br
http://dx.doi.org/10.1177/2041731414539344

Il SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE
BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

/i

Universidade Federal
de S30 Jodo del-Rei

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

EFEITOS INDIRETOS DA TOLERANCIA ORAL ASSOCIADO A
APLICACAO TOPICA DE NANOMATERIAIS NO REPARO DE FERIDAS

Costal, R. A. C.; Oliveira®, R. M. S.; Barreto !, R. M.; Coelho !, M. M.: Monteiro*; J. F. S.:
Ladeira?, L. O.; Carvalho®, C. R.; Alvarenga’, E. L. F. C.; Costa’, R. A.

! Universidade Federal de S&o Jodo del Rei, S&o Jodo del Rei, MG, Departamento Ciéncia Naturais-
LABREN (Laboratério de Biologia da Regeneracdo e Nanomateriais).

2 Universidade Federal de Mina Gerais, Instituto de Ciéncias Exatas, Departamento de Fisica.

¥ Universidade Federal de Mina Gerais, Instituto de Ciéncias Biolégicas, Departamento de
Morfologia- Laboratorio do Sistema Linfoide e Regeneracao.

E-mail: rosicastro_a@hotmail.com

1. Introducédo

Existem varias propostas de interferéncias
no processo de reparo de feridas para induzir
uma melhor cicatrizacdo. O mecanismo de
cicatrizacdo de feridas tem como elemento
principal o sistema imune atuando ativamente
em todo processo para restabelecer a
homeostase ap0ds a lesdo por meio de diversos
meios [1]. Carvalho e colaboradores
demostraram em seus trabalhos que a injecao
parental de uma proteina tolerada (em
adjuvante) em animais previamente tolerados
por via oral acarreta uma diminuicdo da
resposta imunoldgica para outras proteinas
injetadas simultaneamente, ou pouco tempo
depois [2]. A injecdo parenteral de uma
proteina  (Ovalbumina) em um animal
imunologicamente tolerante a mesma inibe
processos inflamatorios reduzindo a cicatriz na
pele do dorso de camundongos jovens, com
deposicdo de matriz extracelular com padrdes
similares a pele intacta [3; 4]. A engenharia de
tecidos tem pesquisado nos ualtimos anos
substitutos como  células, fatores de
crescimento, matriz extracelular de diferentes
formulacdes denominadas Scaffolds

associados a nanomateriais para substituir a
pele [5]. Dentre eles diversos tipos de
nanopaticulas (NPs). As NPs de ouro tém
demonstrado que seus efeitos antimicrobianos
e antioxidantes melhoram a cicatrizacdo de
feridas e regeneracdo de tecidos [6], possuem
também propriedades adjuvantes indicando
que por si prépria estimulam a imunidade
entre outras. E quando conjugada com outras
moléculas como peptidios de Ovalbumina,
melhoram  especificidade  nas  células
apresentadoras de antigenos, como as células
dendriticas, exercendo um papel
imprescindivel para promover a imunidade ou
tolerancia, entre outros [7]. Assim, a hipotese
desse projeto é verificar se a aplicagdo topica
de uma proteina associada a nanoparticulas de
ouro, para a qual o camundongo tenha sido
previamente tolerizado por via oral, e a
colocacdo de uma membrana de colageno
sobre a ferida altera a inflamacdo e a
deposicdo 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
lesbes excisional de 6,5mm de didmetro na
pele do dorso. A inducédo de tolerancia oral foi
por ingestdo voluntaria da solucdo 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 &gua ad
libitum. Apdés 7d o grupo Tolerante foi
imunizado i.p., com 10ug OVA+1,6mg
Al(OH)3, conforme tabela 1. A eutanasia foi
realizada 7d e 60d, apos a lesdo e a pele foi
fixada em formalina de Carlson por 24h, e
corados com HE e Tricroméatico de Gomori.
Projeto aprovado pelo CEUA-UFSJ-protocolo
049/2017.

Grupo Tratamento i.p. Tratamento
Oral Tépico
Salina agua ad libitum Salina
Tolerante+ OVA Ol\(}ii Salina
OVAip 1,6mg
Al(OH);
NP1+MC agua ad libitum NP1+MC
Tolerante + OVA NP1-
NP1-OVA+MC OVA+MC

Tabela | — Grupos experimentais.

As analises estatisticas foram adquiridas
através do programa GraphPad Prism 5.0, por
meio do Test Newman-Keuls Multiple
Comparison.

3. Resultados e discussoes

Com sete dias, observa-se qualitativamente
que o grupo NP1+MC apresenta uma menor
area de tecido de granulacdo em comparagdo
com o0s demais grupos, completamente re-
epitelizado, epitélio fino, pouco infiltrado
inflamatorio (figura 1) e presenca de muitos
fibroblastos conforme se observa na figura 2 e
matriz extracelular densa e vascularizada. J& o
grupo Tolerante+NP1+MC+OVA, também
apresenta todas as caracteristicas supracitadas,
porém a area de tecido de granulagdo um

TOLERANTE +

4
z

Figura 1 — Tratamento com nanoparticulas de ouro e
matriz de colageno acelera o processo de cicatrizacdo.
Anélise histolégica do processo de reparo 7 dias apos
lesdo excisional na pele do dorso de camundongos
jovens. Coloracdo H&E. ep- epiderme, de-derme, tg-
tecido de granulacdo, ta-tecido adiposo, pc-paniculo
€arnoso.

pouco maior (Figura 1). Com 60 dias ap6s a
leséio o grupo NP1+MC e Tolerante+NP1-
OVA+MC apresentam uma area de cicatriz
menor e melhor deposicédo de colageno quando
comparados ao grupo Salina e Tolerante. O
grupo Tolerante+NP1-OVA+MC apresenta
um remodelamento do colageno com muitas
fibras espessas e mais entrelacadas quando se
compara aos demais grupos, como uma
tendéncia mais préxima da pele intacta, como
mostra a Figura 3.

Reduzir a inflamacdo é uma estratégia para
acelerar o fechamento de feridas cronicas e
promover regeneracdo da pele e seus
apéndices [1].

Costa e colaboradores demonstraram
que o efeito indireto da tolerancia oral
interfere no processo de reparo de feridas de
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pele de camundongos auxiliando em um
melhor remodelamento da cicatriz [3; 4].

TOLERAN

NPLOMC

TOLERANTE ~
NPHOVAM(

N LAK 400N TRETIC

Figura 3- Melhora no reparo de cicatriz do grupo
tolerante NP1-OVA+MC. Anélise histol6gica do
processo de reparo 60 dias apés lesdo excisional na
pele do dorso de camundongos jovens. Coloragéo
Tricromatico de Gomori.

A figura 3 demostra que é possivel
obter o efeito indireto da proteina tolerada com
a aplicacdo topica de um curativo, como ja é
demonstrado no grupo Tolerante- OVA i.p.
Além disso, nesse trabalho utilizou-se a
associacdo de nanoparticulas de ouro que pode
ter tido um efeito adjuvante quando aplicado
em conjunto com a Ovalbumina.

O grupo contendo curativo com
nanoparticulas de ouro e matriz de colageno
demonstrou um bom resultado. Outros
trabalhos evidenciam que nanoparticulas de
ouro tem efeito antimicrobriano no processo
de cicatrizacdo [6]. No entanto, como foi
utilizado a matriz de coldgeno ndo pode-se
descartar o efeito do Scaffold da mesma.

Na associa¢do dos efeitos indiretos da
tolerancia oral com matriz de colageno e
nanoparticulas de ouro (grupo Tolerante-
OVA+NP1+MC) verificou-se que a deposicao
de coldgeno encontra-se espessa e entrelacada,
aproximando-se da pele intacta. Desta forma,

provavelmente esta ocorrendo efeitos dos trés
eventos. Entretanto, outros estudos estdo sendo
feitos para certificarmos se ha esse efeito
adjuvante das nanoparticulas de ouro.
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Figura 2: Aplicacéo topica de nanoparticulas de
ouro associada a matriz de coldgeno em animais
previamente tolerizados diminui o infiltrado
inflamatério e aumenta fibroblastos 7d ap6s a
lesdo. Em (A) células inflamatérias por pm? x 107,
Em (B) Fibroblastos por um? x 10% Foram
adquiridos por meio de 10 &reas aleatdrias da lesdo,
no aumento 400x. Dados representam média + erro
padrdo, *p<0,05 NP1+MC ¢é significativamente
menor que o grupo salina e Tolerante+OVA ip,
**<(,01 salina é significativamente menor que 0s
demais grupos.

4. Consideracdes finais

A tolerancia sistémica em conjunto
com a aplicacdo topica de NP1-OVA+matriz
de colageno melhora o reparo de ferida, porém
ndo se observa regeneracdo de nenhum anexo
da pele até 60d ap6s a lesdo. Esses dados
demonstram que o tratamento € eficaz, sendo
clinicamente favoravel por ser uma via de
aplicacdo rapida, menor tempo de tratamento e
efeito adverso, o que o torna financeiramente
vidvel. No entanto, outros estudos sdo
necessarios para entender melhor o mecanismo
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de atuacdo das nanoparticulas de ouro e sua
citotoxidade.
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1. Introducédo

O tecido dsseo é um tecido conjuntivo
metabolicamente ativo e tem a capacidade de
mudar sua forma em resposta a mudangas em
seu ambiente durante a vida adulta. Esse tecido
possui fungdes como: sustentacdo, protecdo de
orgdos e estruturas vitais, armazenamento de
substancias, promover o suporte estrutural do
corpo, proporcionar a hematopoese e auxiliar
na regulacdo acido-base do organismo, a fim de
promover a homeostase. [7, 9]

Apesar de ser um tecido rigido, 0 0sso esta a
todo tempo sofrendo um processo denominado
“remodelamento”, envolvendo a acdo de
celulas multinucleadas originadas de mondcitos
circulantes, denominadas osteoclastos, que
promovem 0 processo de
reabsorcao/degradacdo 0ssea, além da acdo dos
osteoblastos produzindo matriz nas Unidades
de Reabsorcdo Ossea [2,11]. Os osteoclastos

clivam proteinas da matriz e degradam os
cristais de hidroxiapatita, promovendo a
liberagdo de ions calcio e fosfato para o
microambiente e também de forma sistémica
[1, 13]. J& os osteoblastos sdo formados a partir
de células mesenquimais indiferenciadas apds
inducdo por proteinas morfogenéticas Osseas
(BMPs) que ativam a transcricdo de genes
necessarios para esse processo [6]. Em
contrapartida, os osteoblastos produzem a
matriz dssea organica ndo mineralizada
(ostedide), sintetizando diversas proteinas
como proteoglicanos, glicoproteinas,
osteocalcina, osteopontina e a chamada
“tropocolageno”, sendo a Ultima polimerizada
em fibras de colageno e a matriz colagena
mineralizada pela incorporagdo de nanocristais
de hidroxiapatita [4, 13].

O processo de cicatrizacdo Ossea apds a
ocorréncia de fratura € formado principalmente
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por trés principais estagios: estagio de
inflamacao, reparo e remodelagem.

Apols a lesdo, inicia-se imediatamente a
formacéo de um hematoma onde hé a converséo
de fibrinogénio em fibrina. Além de romper
estruturas Osseas, 0 impacto também causa o
rompimento de vasos sanguineos, fazendo com
que ocorra um influxo de células inflamatérias
presentes na circulacao periférica, dando inicio
ao processo inflamatorio [5].

A segunda fase é a reparativa que pode ser
caracterizada pela presengca do tecido
fibrovascular que se infiltra na regido do
hematoma de forma a substituir o coagulo por
fibras de colageno disponibilizando uma regido
que sera posteriormente  mineralizada,
representando dessa forma a formacdo do calo
mole [5, 8, 10].

Por fim, temos a fase de remodelamento que
ocorre também em um 0sso intacto pela
atividade de osteoblastos e osteoclastos [5, 8].

A toleréncia oral é conhecida ha mais de 100
anos. Este processo fisioldgico consiste em
induzir uma baixa responsividade imunoldgica
a um antigeno administrado por via oral e
posteriormente inoculado por via parenteral
[14, 15].

Estudos recentes tém demonstrado que a
tolerancia oral que é um fendmeno especifico
da resposta imune adaptativa, referindo-se a
inibicdo especifica da resposta imune a
antigenos dependentes de células T contatados
pela via oral antes da imunizagdo parenteral. A
ingestdo de uma proteina ndo bloqueia a
imunizagdo para proteinas ndo relacionadas,
mas uma reexposicao a tolerados por via oral
através da via parentérica inibe a imunizacao de

antigenos ndo relacionados, ou seja, proteinas
injetadas em conjunto pela mesma via
parentérica, ou logo em seguida, ndo sdo
imunizadas, consequentemente bloqueando a
inflamacdo especifica. Esse fenbmeno ¢é
chamado de efeito indireto da tolerancia oral [3,
14, 15].

Até o momento ndo ha trabalhos que
correlacionem os efeitos da tolerancia oral com
0 processo cicatricial do tecido 6sseo. Sendo
assim, a hipotese desse trabalho é que animais
tolerizados a proteina zeina, quando reexpostos
a essa proteina por via parenteral, antes da
realizacdo de um defeito Osseo, apresentam
uma melhora no processo de cicatrizagdo 0ssea.

Esse trabalho teve como objetivo investigar
o efeito da tolerizacao por zeina no processo de
recuperacao de defeito 6sseo em ratos Wistar.

2. Material e Métodos

Foram utilizados 18 ratos Wistar machos,
sendo que todos 0s animais receberam ragao e
agua ad libitum. A racgdo ja continha a proteina
zeina em sua composicdo. A proteina zeina
purificada (Sigma, St Louis, MO) foi utilizada
para imunizacdo intraperitoneal. A imunizacao
foi realizada com (Grupo Zeina) uma injecao
intraperitoneal de 0,50 ml de 60 ug zeina
acrescido de 9,6 mg de Al(OH)s imediatamente
antes do processo cirurgico. O grupo controle
diluente recebeu 9,6 mg de Al(OH)3 via injecdo
intraperitoneal  imediatamente antes do
processo cirurgico, sendo injetado 0,5 ml da
solucdo. Ja o grupo controle salina recebeu 0,5
ml de solucéo salina via injecéo intraperitoneal
imediatamente antes do processo cirurgico.

Realizou-se osteotomia no terco médio da
regido medial da tibia direita com utilizacéo de
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uma broca trefina de 2 mm de didmetro com 0s
animais devidamente anestesiados. Musculo e
pele  foram  suturados  posteriormente.
Analgésico e antibiotico foram oferecidos aos
animais durante trés dias ap6s o0 processo de
osteotomia. Todos o0s animais foram
eutanasiados com dose letal de Quetamina e
Xilasina ap6s 14 dias.

Para que o processamento histoldgico
pudesse ser realizado foi  necessario
descalcificar as tibias com a utilizacdo de uma
solucdo de 10% de acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA 10%), pH 7.2, por um periodo
de 45 dias, realizando as trocas da solucéo a
cada trés dias.

O processamento histologico da regido do
defeito 0sseo da tibia direita dos animais foi
realizado de acordo com o procedimento padrao
e, posteriormente, as sec¢des foram coradas
com hematoxilina e eosina (H&E).

A significancia estatistica da diferenga entre
0s 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 nivel de rejei¢do de
nulidade.

Todos os procedimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal de Sdo Jodo
del-Rei (UFSJ) pelo protocolo n° 054/2017.

3. Resultados

De acordo com analise qualitativa
macroscopica da pele que recobria o local do
defeito dsseo realizada 14 dias ap6s o
procedimento de osteotomia, foi possivel

observar diminuicdo de edema, vermelhidéo e
crosta no grupo zeina em relagdo ao grupo
salina e grupo AI(OH)s, notando-se evidente
melhora na cicatrizacao.

Realizou-se analise macroscopica
morfométrica quantitativa dos defeitos 6sseos
onde foi possivel observar fechamento
acelerado da area do defeito 6sseo no grupo
zeina em relacdo aos grupos salina e AI(OH)3,
de acordo com medicGes da area ndo cicatrizada
realizada com auxilio do software Imagel.
Grupo zeina, grupo salina e grupo Al(OH)s
apresentaram area dssea ndo cicatrizada de 1,9
mmz, 2,5 mm?2 e 3,8 mm2, respectivamente.

= NN

(mm?)

salina AI{OH)3

Area éssea nao cicatrizada

Figural. Grafico representando 4area 0ssea hao
cicatrizada.

Seguindo analise do material, realizou-se
processamento histologico da area do defeito
0sseo presente nas tibias direita. O efeito da
tolerizacdo por zeina também foi possivel de ser
observado nas seccbes coradas com
hematoxilina e eosina (H&E) onde os
resultados sugerem que a inflamacéo no grupo
zeina se manteve em pontos mais especificos
em relagdo aos outros grupos, de forma que a
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ossificacdo intramembranosa esta reduzida e
concentrada em uma menor area.

Figura 2. Fotomicrografia da formagao do calo 6sseo.

4. Discussao

Em trabalho anterior desenvolvido pelo
grupo de pesquisa, onde foi administrado em
camundongos dose intraperitoneal de zeina +
Al(OH);,  ficou evidente  diminuicéo
macroscopica das cicatrizes de pele no grupo
zeina em comparagdo com 0S mesmos grupos
propostos  pelo presente  projeto  [3].
CANTARUTI et al. (2017) verificaram que
apos 40 dias da realizacdo da ferida o grupo
zeina apresentou melhora no processo de cura
da ferida com auséncia de cicatriz em relacao
aos demais grupos. Nossos resultados
corroboram com os achados evidenciados na
literatura e pelo grupo. A observacdo de
diferengas macroscopicas visiveis nas feridas
em nosso trabalho em relacdo aos trabalhos ja
descritos na literatura em ferida de pele é um
indicativo de que a tolerancia oral por Zeina
produz efeitos na cicatrizacdo em ratos Wistar.
Este projeto e pioneiro na realizagdo de

tolerancia oral em cicatrizagdo tecidual em
ratos Wistar.

Ao contrario do que se sabe sobre melhora
na cicatrizacdo de feridas de pele apos
tolerizacdo por zeina ou OVA, melhora na
cicatrizacdo 0Ossea devido a tolerizacdo oral é
desconhecida na literatura. O processo de
cicatrizacao de defeitos 6sseos € demorado pelo
fato de uma interrupcdo do suprimento
sanguineo no local e pela falta de
disponibilidade de célcio e fosforo para o
fortalecimento e endurecimento dos 0ssos [12].

5. Consideragdes Finais

Pelas observacbes, faz-se necessario
investigar quantitativamente o infiltrado
inflamatorio, células d&sseas, vascularizacdo
e/ou angiogénese das lesdes, visto que, a
observacao macroscépica demonstra contencao
da ossificacdo do grupo zeina comparada aos
outros grupos analisados, onde os calos 0sseos
se mostraram menos contidos. Em estudos
futuros, onde possa ser analisada a presenca e
expressao de fatores de crescimento no local da
ferida e correlaciona-los ao melhoramento do
fluxo sanguineo, diferenciacdo e recrutamento
celular  nesse local, teremos  maior
confiabilidade em afirmar os resultados
encontrados neste trabalho.
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1. Introducéo

A biomassa lignocelulosica € a fonte de
carbono mais abundante e renovavel do
mundo, com potencial para conversdo em
combustiveis e diversos produtos quimicos de
interesse industrial (VISSER et al, 2013). A
celulose e a hemicelulose sdo os principais
polissacarideos que compdem a parede celular
vegetal, representando 40-50 e 20-30 %,
respectivamente (GOMES et al, 2016).

A hidrolise enzimatica da biomassa pode
ser realizada por um conjunto de enzimas,
incluindo celulases, xilanases, ligninases e
pectinases (VISSER et al, 2013). A xilanase
ou endo B-1,4 xilanase (EC 3.2.1.8) catalisa a
hidrolise de ligacGes xilosidicas na cadeia da
xilana para produzir xilooligossacarideos
menores, que serdo convertidos em Xilose
pelas  B-xilosidases (EC3.2.1.37) (de
QUEIROZ BRITO CUNHA et al, 2018).

As xilanases sdo amplamente utilizadas em
diversas areas da inddstria, principalmente na
panificacdo, clarificacdo de sucos, producédo
de xilooligossacarideos, que possuem acado
prebidtica, na industria de racdo animal, na
industria textil e de papel (POLIZELI et al,
2005). Alguns fungos dos genéros
Trichoderma, Penicillium e Aspergillus sdo
amplamente descritos e utilizados para a
producdo de xilanases e outras enzimas
comerciais (MAITAN-ALFENAS et al 2015).

Os fungos filamentosos sdo importantes
degradadores da parede celular vegetal, sendo

responsaveis pela producdo de uma grande
quantidade e variedade de enzimas
(MENEZES, 2018). Kretzschmaria sp., € um
fungo fitopatogénico que pertence ao grupo
dos fungos degradadores de madeira e esta
associado a podriddo radicular de espécies
florestais (ALFENAS, 2017), é um fungo com
potencial enzimatico e pouco descrito na
literatura.

A fermentacao semi-sélida (FSS) é uma das
principais formas de producdo de coquetéis
enzimaticos fungicos. Na FSS, residuos
agroindustriais sdo utilizados como fonte de
carbono e matriz de crescimento para fungos,
diminuindo os custos do processo e
promovendo um destino adequado para esses
residuos (GUPTA et al, 2016).

A busca por novos microrganismos com
potencial para producdo enzimatica e técnicas
com apelo sustentavel favorecem o aumento
da producdo de enzimas e a competitividade
de mercado (MAITAN-ALFENAS et al
2015). O objetivo deste trabalho foi realizar a
prospeccao enzimatica 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 enzimatica.

2. Materiais e Métodos
2.1 Crescimento do microrganismo e
producdo do extrato enzimatico
O fungo Kretzschmaria sp. foi obtido da
colecdo micolégica do Laboratorio de
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Patologia Florestal, da Universidade Federal
de Mato Grosso, campus Sinop, sendo
mantido em placas de batata-dextrose-agar
(BDA), a 28 °C, com repicagens periodicas.

O fungo foi cultivado em fermentagéo semi-
solida (FSS) wusando diferentes residuos
agroindustriais como fontes de carbono: casca
de soja, farelo de trigo, subugo de milho e
cerne de teca. As enzimas secretadas foram
extraidas de acordo com a metodologia de
Gomes et al. (2016), utilizando tampdo acetato
de sddio 50 mM, pH 5,0, na proporcdo de 1:10
(g de matéria seca/ml de tampédo). Os extratos
foram homogeneizados, filtrados e
centrifugados a 14000 rpm por 10 minutos,
para obtencdo do extrato enzimatico bruto.

2.2 Atividades enzimaticas

As  atividades  enziméaticas  foram
determinadas para os diferentes extratos
brutos. Os ensaios foram realizados em
triplicata, em tamp&o acetato de sodio, 100
mM, pH 5,0, a 50 °C. As atividades de FPase e
endoglucanase foram determinadas utilizando
como substratos papel de filtro Watman n® 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 &cido poligalacturénico
(0,25 % p/v), respectivamente. A quantificacdo
de aclcares redutores foi realizada pelo
método de Miller (1959), efetuando-se a leitura
de absorbancia a 540 nm, estimada utilizando-
se uma curva padréo construida com solucédo
de glicose. As atividades de B-Glicosidase, [3-
xilosidase, B-manosidase, a-galactosidase, a-
arabinofuranosidase, celobiohidrolase foram
medidas usando 0s substratos sintéticos
pNPBGle, pNPBXyl, pNPBMan, pNPaGal,
pNPaAra e pNPBCel, respectivamente, e
lacase por ABTS, de acordo com a
metodologia porposta por Visser et al. (2013).

O teor de proteinas foi determinado pelo
método de Bradford (1976).

2.3 Purificagdo parcial da xilanase do

fungo Kretzschmaria sp.

A purificagédo parcial da xilanase secretada
pelo fungo Kretzschmaria sp. foi realizada em

Fast Protein Liquid Chromatography - FPLC,
AKTA system. O processo de purificagdo foi
realizado conforme Gomes et al. (2016), pela
utilizagdo de uma coluna trocadora de anions
Q-Sepharose  (5x5 mL)  previamente
equilibrada com tampao acetato de sédio 50
mM, pH 5,0. Foram aplicados 5 mL do extrato
enzimatico bruto de maior atividade de
xilanase e tampdo acetato de sodio 50 mM, pH
5,0. Para eluir as proteinas aderidas a coluna,
foi utilizado gradiente salino linear (0 a 1M) de
NaCl. A cromatografia foi conduzida a um
fluxo de 4 mL/min, presséo de 0,3 MPa e
fracOes de 2,5 mL foram coletadas em cada
tubo. A determinacéo da atividade de xilanase
e de proteinas foi realizada para cada fracao,
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 modificagdes. Foram aplicados 15 pL
de amostra em gel de poliacrilamida a 10 %
(p/v), sendo adicionada ao gel de separacao
solucdo de xilana beechwood (1,0 % p/v) como
substrato. A visualizacdo 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 Discusséo

Os fungos sdo importantes degradadores da
biomassa lignoceluldsica 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
especificas 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 presenca deste
polissacarideo pode agir como indutor da
enzima xilanase.
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Tabela 1. Atividades especificas (U/mg de proteina) dos
extratos brutos produzidos pelo fungo Kretzschmaria

sp. crescido diferentes fontes de carbono.

Atividade Especifica Farelo de Sabugo de | Casca de Cerne de
(U/mg ptn) trigo milho soja teca
CMCase 22234057 | 11,523+1,55 | 0,902+0,11 | 1,333+0.16
FP ase 0,522+0,16 1,216£0,08 | 0,554=0,02 | 1,421x0,03
Xilanase 8,997+0,25 | 59,534+0,50 | 5,686+0,66 | 0.895+0,30
Mananase 0,499+0,09 1,154+0,06 | 0,383+0,02 | 1,385+0,73
Pectinase 0,752£0,06 | 4,539+0,12 | 1,874+0,02 | 1,245+0.18
o-Galactosidase 1.941+0,26 1,001=0,00 | 2.814+0,46 | 0,162=0,02
a-Arabinofuranoesidase 0,915+0,08 0,684=0,01 1,722+0,20 Nd
B-Glucosidase 1,708+0,04 | 2,937£0,26 | 2,069+0,19 | 0.604=0.03
B-Manosidase 0,118+0,01 Nd 0,201+0,03 Nd
B-Celobiohidrolase 0,543+0,07 | 0,702+0,02 | 0,458+0,04 Nd
B-Xilosidase 0,181+0,02 0,211+0,00 | 0,146+0,01 Nd
Lacase 0,003£0,00 | 0,001=0,00 | 0.005+0,00 | 0.003=0.00

Média + Desvio Padrao; Nd: Nao detectado

O extrato bruto do fungo crescido em

sabugo de milho foi submetido a etapa de
purificacdo em cromatografia liquida de troca
anidnica. Nesta etapa foi possivel detectar trés
picos com atividade de xilanase. O primeiro e
maior pico foi eluido antes do gradiente salino,
0 que caracteriza xilanase (s) de carga positiva
no valor de pH 5,0. (Figura 1).

25 r10
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—e— Atividade (U/ml)
—&— Proteina (mg/ml)
—— Gradiente

Fragoes

Proteina (mg/ml)

r08

r 06

Gradiente

r 04

ro0z2

-00

Figura 1. Perfil cromatogréfico obtido ap6s a
aplicacdo do extrato enzimdtico bruto do fungo
Kretzschmaria sp. em coluna de troca ibnica Q-

Sepharose.

Gomes et al (2016) demonstraram que a

purificacdo

de

xilanases

do

fungo

Chrysoporthe cubensis em coluna de troca
ibnica também resultou em trés picos de
atividade de xilanase, o que pode ser explicado
pela presenca de diferentes isoformas.

Com apenas uma Unica etapa de
purificagdo, foi possivel obter um fator de
purificacdo de 2,4 e um rendimento de 65 %
(Tabela 2).

Tabela 2. Tabela de purificacdo da xilanase do fungo
Kretzschmaria sp. crescido em sabugo de milho.

Extrato Troca

Bruto Tonica

Proteina (mg) 0,475 0,130

Atividade (U) 30,398 19,780
Atividade

Especifica (U/mg) 63,995 152,154
Fator de

Purificacio 1 2,378

Rendimento (%) 100 65,071

Com a andlise do gel SDS-PAGE,

observa-se que uma Unica etapa ndo foi
suficiente para total purificacdo do extrato,
pois € possivel visualizar mais de uma banda
proteica (Figura 2A). Entretanto, pode-se
observar no zimograma (Figura 2B) que a
fracdo contendo o primeiro pico da purificacdo
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 purificacéo, estando de
acordo com o grafico do perfil de purificacdo
(Figura 1), que apresentou trés picos.

EB P1 EB P1
250 kDa A

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 idnica.
B: Zimograma comparando o extrato bruto e o
primeiro pico da purificacdo em coluna Q-Sepharose
com atividade de xilanase.
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4. Consideragdes Finais

O fungo Kretzschmaria sp. crescido em
sabugo de milho como fonte de carbono
apresentou as melhores atividades enzimaéticas,
principalmente para enzima xilanase.

A técnica de cromatografia de troca i6nica
utilizada permitiu a purificagdo parcial da
xilanase, sendo necessario outras etapas para
purificacdo  total da enzima. Como
perspectivas, a enzima deve ser caracterizada
bioguimicamente para verificacdo de suas
possiveis aplicacBes biotecnoldgicas.
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1. Introducéo

A matriz organica dos 0ssos é produzida por
células especializadas denominadas
osteoblastos os quais produzem proteinas no
microambiente 0sseo como o colageno, este
apresenta capacidade de formar fibras que
conferem resisténcia a tracdo, atribuindo aos
ossos certa flexibilidade tornando-os menos
quebradigos[1,2,3].

Apbs a calcificacdo da matriz organica pela
deposicdo dos nanocristais de Hidroxiapatita
(constituidos por fosfato de célcio + hidroxido
de célcio) ao longo das fibras de colageno, os
0ss0s adquirem também rigidez, que permite
uma maior resisténcia a compressao [4].

Outra importante célula do tecido ésseo € o
osteoclasto. Esta célula realiza a reabsorcéo da
matriz 6ssea liberando substancias como ions
hidrogénio (H+) e proteases. [8,7].

O equilibrio entre a atividade de reabsor¢édo
realizada pelos osteoclastos e a atividade de
deposicdo de matriz  organica  pelos
osteoblastos, mantétm o processo de
remodelamento Gsseo constante, tendo este
equilibrio um papel importante no reparo de
lesOes 6sseas [5, 6, 8].

O reparo das lesbes 6sseas normalmente
ocorre ao longo de 3 fases que se sobrepde:
Inflamacao, reparo e remodelamento.

Durante a fase inflamatéria ha formacéao de
hematoma, com migracdo de células
inflamatorias. Estas células produzem citocinas
e quimiocinas que regulam a inflamacdo e
influenciam diretamente as fases seguintes
[8,9,10].

Estudos realizados mostram que a auséncia
de TNF e IL6 produzidos pelas células
inflamatorias pode retardar a diferenciacdo de
células  tronco mesenquimais  (MSC)
esqueléticas [11,12,13]. Por outro lado uma
inflamacédo exacerbada pode acarretar em falha
no processo de reparo [14].

Conhecido a mais de 100 anos e associado a
alteracbes no perfil inflamatério o fenémeno
chamado “Tolerancia Oral” vem sendo
estudado e apresentando resultados
satisfatorios[15].

Este processo fisioldgico consiste em
induzir uma baixa responsividade imunologica
a um antigeno administrado por via oral
(tolerizacdo) e posteriormente inoculado por
via parenteral (Imunizagéo). Sabe-se entdo que,
a ingestdo prévia de um determinado tipo de
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antigeno, pode gerar uma supressao parcial da
resposta imune quando ocorre exposicdo ao
mesmo por outra via [15,16].

Estudos mostram que a tolerizacao
seguida de imunizagdo com a proteina
ovalbumina (proteina do ovo), e com a proteina
zeina (proteina 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 0sseo
em tibias de ratos Wistar machos os efeitos
biomecéanicos sistémicos da tolerancia oral
induzida ap6s imunizagdo i.p. com “zeina”.

2. Materiais e métodos

Foram utilizados 18 animais com 12
semanas de vida. O projeto foi aprovado pelo
CEUA com numero de protocolo 054/2017.

A tolerizacdo foi feita através da racdo que
ja tinha em sua composicdo a proteina zeina.
Os grupos de trabalho foram:

1) Grupo Zeina (Zn) A imunizacdo foi
realizada com uma injecdo intraperitoneal de
0,50 ml de 60ug zeina acrescido 9,6 mg de
Al(OH); imediatamente antes do processo
cirurgico.

2) Grupo Controle AIOH3(Al): O grupo
controle AI(OH);z recebeu 9,6 mg de Al(OH);
via injecéo intraperitoneal imediatamente antes
do processo cirdrgico.

3) Grupo Controle Salina (SAL): O grupo
controle salina recebeu salina via injegéo
intraperitoneal  imediatamente  antes  do
processo cirdrgico.

Foi realizada uma osteotomia parcial
(2,0 mm) no terco médio da regido medial da
tibia direita. Para esse procedimento foi
utilizado um motor de baixa rotacdo
(MicroMotor 210/ 105L, Strong®), usado na
Odontologia, acoplado a uma broca cilindrica
cortante 0,34 mm (PM 699, Jet® Carbide
Burs). Para a realizacdo dessa cirurgia 0S
animais foram anestesiados com uma
associagdo de Xilazina e  Ketamina
intraperitonial.  Apds isso foi realizada
tricotomia e assepsia da regido cirurgica. Em
seguida, foi determinado o terco medio da

regido medial da tibia direita e entdo foi
realizada uma incisdo longitudinal de
aproximadamente 1 cm e afastamento da pele
com uso de afastadores. Com 0 0sso exposto,
foi realizada a osteotomia parcial. Esse
procedimento foi realizado com irrigacdo
constante de soro fisiologico estéril para
neutralizar o aquecimento do 0sso na area de
corte. Apds produzido o defeito 6sseo, a pele
foi suturada com fio ndo absorvivel - Nylon
4.0. Terminada a sutura, foi feita a assepsia
local com lodo Povedine (GUERINO et al.,
1995; RISO et al., 2010).

Ap0s a cirurgia os animais receberam injecao
de antibidtico (Enrofloxacina / 100mg) e em
todos os grupos, foi avaliada a qualidade de
cicatrizacdo e recuperacdo tecidual, com
inspecéo diéria.

Os animais foram eutanasiados com 28 dias
apoOs defeito 0Osseo. Apds Eutanasia foram
extraidas das patas direita (com lesdo) e
esquerda (sem lesdo)

Densitometria:  Para as analises de
densitometria 6ssea (DMOQO) os o0ssos foram
colocados em recipiente com &gua e em
seguida o recipiente foi colocado no aparelho
LUNAR, modelo DPX-1Q, as imagens do raio
X de cada 0sso, bem como analise da regido da
lesdo foram obtidas e enviadas a um
computador.

Teste de flexdo biapoiada: Para este ensaio
foram medidos todos os 0ssos com a utilizacéo
de um paquimetro, o valor médio obtido foi de
43,9 mm com desvio padréo de 1,720420 mm.
Ap0s isso as epifises distais de cada 0sso foram
incluidas em resina acrilica autopolimerizavel
enquanto a epifise proximal (local onde se
encontrava a lesdo) ficou livre. Material foi
entdo submetido ao teste feito pelo aparelho
EMIC, modelo DL/1000, o equipamento
permite aplicar uma forca diretamente na
regido da lesdo, sendo  aumentada
gradativamente até que 0 0SSO Se rompa nessa
regido, os dados sdo capturados e transmitidos
a um computador. O teste nos permite avaliar
0s parametros de forca méaxima, rigidez relativa
e deformacao.
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As analises estatisticas foram feitas
atraves de teste ANOVA e pds teste Student
Newman-Keuls- p<0,05.

3. Resultados e discussao

Os resultados obtidos com o ensaio de
densitometria dssea (DMO) (Figl) néo
mostram diferengas significativas entre 0s
grupos tratados com leséo e os grupos tratados
intactos. Uma vez que a DMO é normalmente
utilizada como medida central da qualidade
Ossea para estabelecer o risco de fraturas [20],
podemos inferir que os grupos com lesdo
apresentam resisténcia semelhante a dos grupos
intactos.
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Figura 1 — Representagdo grafica dos dados obtidos no
ensaio de densitometria mineral dssea.

Os dados do grafico de forca maxima
(Fig2) também ndo apresentaram diferencas
entre 0s grupos. Este pardmetro apresenta a
forca maxima suportada até o momento da
fratura em Newton (N) [21]. Assim
observamos que 0s grupos com lesdo e sem
lesdo suportam aproximadamente a mesma
carga.

~~ 150+
zZ
N
©
& 1001 I’ o
x [ | v %
g o 24 o Oo_
—_ v (o
s 501 e° Tm, Ve, o
u A
d
(@)
u O L] L] L] T T T
N N N N N N
A A

Figura 2 — Representa¢do grafica dos dados de forga
méaxima obtidos no ensaio de flexdo biapoiada .

Tanto a rigidez quanto a deformacéao
(Fig 3 e 4) estdo relacionadas com limites
elasticos e plasticos do material. Limite
elastico mostra o quanto o material consegue se
deformar ao ser submetido a uma forca e
retornar ao seu estado inicial sem residuos de
deformacdo e o limite plastico vem apds
excedermos o limite elastico e ao ser cessada a
forca o material mantém um residuo de
deformacdo [21]. Se o limite plastico for
ultrapassado, o material se rompe. A rigidez
mostra a resisténcia a deformacdo que o
material apresenta, espera-se que um material
mais rigido apresente um menor limite eléstico
e plastico, ou seja, se deforme menos.

O grupo zeina com lesdo (ZN-L)
apresentou-se com menor capacidade de
deformacéo e mais rigido em relagdo ao grupo
zeina intacto (ZN-I). Isso nos permite observar
que ZN-L se apresenta menos flexivel que ZN-
I, visto que nos 0ssos a propriedade de
flexibilidade é atribuida as fibras colagenas,
inferimos que houve menor deposicdo de
colageno durante o processo de reparo neste
grupo. Porém o fato do mesmo grupo ter se
apresentado mais rigido em relacdo a ZN-I e ter
suportado uma carga de forca semelhante a
todos 0s outros nos permitiria em um caso
clinico por exemplo submeter um paciente a
maiores pressdes em exercicios.
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Figura 3 — Representacdo grafica dos dados de

deformagéo obtidos no ensaio de densitometria mineral
Ossea.
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Figura 4 — Representagdo grafica dos dados de rigidez
relativa obtidos no ensaio de densitometria mineral
Ossea.

4. Consideracgdes Finais
Concluimos que a tolerizacdo e imunizagao
com zeina pode influenciar no processo de
reparo 6sseo alterando provavelmente o
processo de deposicdo de fibras colagenas e
acelerando o processo de mineralizacéo.
Contudo, os experimentos se encontram em
fase inicial, sendo necessario  estudo
histomorfométrico da regido lesionada com 28
e 45 dias ap6s a lesdo.
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1. Introducéo

Métodos que visam o aprimoramento
da busca pela veracidade e reproducdo dos
experimentos na ciéncia sdo constantes. Os
eventos de retratacdo de pesquisas cientificas,
cada vez mais frequentes, sugerem que 0 erro,
o falseamento de dados, a omissdo e a
manipulagdo de detalhes dos experimentos
ameacam a qualidade das evidéncias que
embasam as publica¢Ges (DUDZIAK, 2018).

Uma das caracteristicas dos trabalhos
cientificos nas areas biolégicas é a grande
variabilidade de protocolos usados e o0 impacto
que pequenas mudancas nestes protocolos tém
nos resultados experimentais (DUDZIAK,
2018). Pode-se, por exemplo, fazer o mesmo
experimento alterando-se apenas o tempo de
interacdo entre componentes bioldgicos e seus
substratos, e o0s resultados podem ser
completamente diferentes. Este trabalho visa
propor novas formas de verificacdo de padroes
metodoldgicos e realizar sugestdo daquela
configuracdo que venha a ser a mais adequada
a ser usada em determinado experimento. Para
tal, pretende-se elaborar uma estrutura de
analise de dados através da modelagem
computacional que seja capaz de identificar
padrbes experimentais, buscando identificar
configuragbes comuns entre eles, além de
permitir inferir quais sdo as categorias de
resultados esperados.

A modelagem é baseada numa ferramenta
computacional de Data Mining. Esta
ferramenta devera atuar em uma base de dados
a qual compila uma série de estudos clinicos e

experimentais (WITTEN, I. H. e FRANK, E.,
2005). A referida base foi obtida a partir de um
conjunto de artigos cientificos relacionados a
experimentos em cultura de células 3D.
Trabalhos de diferentes grupos de pesquisas,
publicados em revistas técnicas relevantes,
foram coletados e tabulados num repositorio, a
fim de que ferramentas consagradas de
mineracdo de dados pudessem ser aplicadas
para se identificar quais sdo as combinacgdes de
parametros 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 extracdo automatica de todos os
conceitos mais valiosos que estdo escondidos
em um grande banco de dados, sem
intervencdo ou direcionamento  humano
(CORTES, 2012; KAMBER, 2012). Para
confrontar esta ideia 0s principais conceitos
aceitos por muitos pesquisadores referem-se a
descoberta de conhecimento em bases de
dados como um processo global de descoberta,
que envolve selecdo, pré-processamento,
mineracdo dos dados, interpretagdo dos
resultados e a transformacéo do conhecimento.
Sendo assim, a extracdo de modelos de
classificacdo é uma das etapas deste processo,
na qual sdo aplicados algoritmos especificos
para identificagdo de padrdes a partir dos
dados (SCHUCH, 2010).

Na engenharia de tecidos € importante o
entendimento das propriedades do colageno,
componente majoritario da matriz extracelular
nativa. E um dos biomateriais mais utilizados
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para a fabricagio de arcaboucos de
sustentacdo para engenharia tecidual, e que
retem sinais informativos que promovem a
adesdo, diferenciacdo e proliferacdo celular
(O’BRIEN, 2011).

O sistema WEKA, um software de cddigo
aberto, foi selecionado para a busca dos
padrdes, pois possui como um dos pontos
fortes a extracdo de modelos classificadores de
dados (WITTEN E FRANK, 2005). Um
modelo de classificacdo € utilizado para
identificar a classe a 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
classificacdo em bases de dados € um processo
composto por duas fases: aprendizado e teste.
Na fase de aprendizado, um algoritmo busca
identificar um modelo classificador, tendo
como referéncia 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 eficacia do modelo
gerado. Os conjuntos de treinamento e de teste
correspondem a subconjuntos de observacoes
selecionadas de maneira aleatoria a partir da
base de dados que se deseja analisar. Cada
observacdo do conjunto de treinamento ¢é
caracterizada por dois tipos de atributo: o
atributo classe, que indica a classe a qual a
observacao pertence; e os atributos preditivos,
cujos valores serdo analisados para que seja
descoberto o0 modo como eles se relacionam
com o atributo classe (BERRY, M. L. A. e
LINOFF, G., 2004).

Apos o classificador ser construido, 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 ndo estiveram no
conjunto de dados utilizados na etapa de
treinamento (WITTEN, I. H. e FRANK, E.,
2005). O conjunto de teste contém
observacbes que também sdo selecionadas
aleatoriamente a partir da base de dados. No
entanto, estas observacdes devem ser

diferentes das que foram selecionadas para
compor o0 conjunto de treinamento. A acuracia
do classificador representa a porcentagem de
observacGes do conjunto de teste que sdo
corretamente classificadas por ele. Caso a
acuracia seja alta, o modelo de classificacédo é
considerado eficiente e pode ser utilizado para
classificar novos casos.

2. Materiais e métodos

O processo de preparacdo dos dados para a
extracdo de regras de classificacdo, também
chamado de pré-processamento (KAMBER,
2012), consiste principalmente em quatro
etapas: limpeza, integragdo, transformacdo e
reducdo dos dados. Nesse sentido, uma das
primeiras  atividades foi  obter uma
visualizacao dos dados, de forma que se possa
ter uma visdo geral, para depois decidir quais
técnicas deveriam ser aplicadas.

Para o presente trabalho foi gerada uma
base a partir de 50 artigos cientificos sobre
arcaboucos de sustentacdo de colagenos e
interacdo com células. Os parametros
relevantes utilizados nos experimentos para o
detalhamento da base de dados foram: origem
do colageno, concentracdo do colageno, massa
do colageno, molécula adicional, massa da
molécula adicional, massa do scaffold, &cido
solvente utilizado, concentracdo do acido
solvente utilizado, parametros de liofilizacdo
como taxa de resfriamento, pressdo, tempo e
temperatura, parametros envolvidos na
reticulacdo quimica como o tipo de agente
reticulante A e B, bem como a concentracao,
volume utilizado, tempo de exposicdo e
temperatura de ambos, parametros envolvidos
na reticulacdo fisica como temperatura,
pressdo e tempo, e algumas caracteristicas
fisicas como tamanho do poro esperado,
viabilidade celular, inocuo celular e tipo
celular.

As buscas dos artigos cientificos foram
realizadas em cinco sites de busca de artigos
cientificos: Periodicos CAPES, Periodicos
CAPES com resultados expandidos, PubMed,
Science Direct e Scopus. Nao foram aplicados
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limites de tempo de publicacdo para a escolha
dos artigos. O principal critério de incluséo foi
a utilizacdo de filtros de palavras-chaves:
Collagen, Scaffold, Cell Culture e Vero Cells.
Para cada um dos artigos coletados, cada um
dos pardmetros dos experimentos foi
identificado e registrado na base de dados.

A seguir, as informacdes do banco de
dados foram transferidas para arquivos de
entrada no formato ARFF. O algoritmo arvore
de decisao J48 foi utilizado para a obtencdo do
modelo de classificacao.

3. Resultados e discusséo

O algoritmo J48, proposto por QUINLAN
(1993), € considerado o que apresenta o
melhor resultado na montagem de arvores de
decisdes, a partir de um conjunto de dados de
treinamento dentro do WEKA. Para a
montagem da arvore, 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 espaco definido pelos atributos em
subespacos, associando-se a eles uma classe
(WITTEN E FRANK, 2005).

Um dos aspectos levados em consideracao
para a sua grande utilizacdo € que 0 mesmo se
mostra adequado para 0s procedimentos,
envolvendo as variaveis qualitativas continuas
e discretas presentes nas bases de dados. Tais
caracteristicas correspondem ao perfil de
dados encontrados na é&rea das ciéncias
bioldgicas, entretanto, esse tipo de abordagem
computacional na literatura biolégica ainda é
incipiente. A seguir, a arvore de decisdo
gerada para a classificacdo do tipo de agente
reticulante é representada na Figura 1. O
classificador do &cido solvente utilizado €
apresentado na Figura 2 e o classificador do
tipo celular na Figura 3.

Note-se que a arvore apresenta em sua raiz
0os atributos mais relevantes para a
classificacdo das amostras. Na Figura 1 é
possivel notar que a origem do colageno é o
atributo mais relevante para a classificacao.

origem = ?: glutaraldeido (0.0)

origem = Traguela_bovina: tris_hidroximetil_aminometano (1.21/@.21)

origem = Tendao_de_arquiles_bovino

tipo_celular = fibroblasto_humano

| tamanho_poro <= 121.6: EDC_NHS_COOH (2.15/0.48)

| tamanho_poro > 121.6: glutraraldeido (2.19/9.26)

tipo_celular = celulas_tronco_mesenquimsis

| dimetilaminopropil (2.8)

ulante b = 85 02 81: EDC_WHS_COOH (2.97)

eticulante b = .96 81: N_dimetilaminopropil (©.8)

eticulante b - 8.924 81: EDC_WHS_COOH (9.21)

eticulante_b = 8.15_01: N_dimetilaminopropil (8.8)

eticulante_b = 8.63_180: N_disetilaminopropil (4.8)

_NHS_COOH (e.8)

_WHS_CO0H (e.e)
_NHS_COOH (2.9)

as: EDC_NHS_COOH (0.0)

DC_NHS_COOH (9.8)

da_medula
_equinos: EDC_NHS_COOH (5.38)

i i EDC_NHS_COOH (©.8)

EDC (1.21/0.21)

=ldo (2.41/0.87)
tris_hidroximetll aminometano (1.21/8.21)

raldeido (0.0)
nao: N_dimetilaminopropil (4.83/0.83)

Figura 1 — Arvore de decis&o para escolha do
agente reticulante A com as instancias

classificadas corretamente em 97.14%.

concentracao_sacido_solvente <= €.1: acido_acetico (10.29/1.9)
concentracao_acido_solvente > 8.1: acido_hialuronico (5.71/8.71)

Figura 2 — Arvore de decisdo para escolha do
acido solvente utilizado com as instancias
classificadas corretamente em 95.85%.

humanas_da_medula (0.83/0.16)

nesenquisais (9.93)

uimais (0.0)
de_ratos (0.83/0.16)

i s o e s B A et T s s it v £

tos (0.9)

ele_de_salmao: fib

Figura 3 — Arvore de deciséo para escolha do
4cido solvente utilizado com as instancias
classificadas corretamente em 94.44%.

Na sequéncia surge o tipo celular.
Posteriormente, empatados surgem o tamanho
do poro e a concentracdo do agente reticulante
B. Ja na Figura 2 a arvore de decisdo é baseada
apenas no atributo concentracdo do éacido
solvente. Na Figura 3 é possivel notar que para
uma concentracdo de colageno menor ou igual
a 8% o atributo preditivo mais relevante é o
agente reticulante A. Ja para uma concentracao
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do colageno maior que 8% o atributo preditivo
é a origem do colageno.

As instancias classificadas corretamente
foram  97.14%, 95.85% e  94.44%,
respectivamente, nas arvores apresentadas nas
Figuras 1, 2 e 3. O desempenho é calculado
pedindo ao classificador que dé o melhor
palpite sobre a classificacdo de cada instancia
no conjunto de testes. Em seguida, as
classificagdes previstas sdao comparadas as
classificagdes reais para determinar a precisao.

Apesar da quantidade ainda pequena de
artigos usados para compor o banco de dados,
0s resultados foram satisfatorios.

Devido a grande assertividade dos métodos
de classificacdo, pesquisadores de diversas
areas utilizam esta ferramenta como forma de
padronizar metodologias que auxiliem na
tomada de decisOes. Bertsimas e colaboradores
(2019) utilizaram arvores de classificacbes
ideais (OCTSs), que sé&o novos classificadores
de aprendizado de maquina, para aprimorarem
a precisdo das regras da Rede de Pesquisa
Aplicada em Cuidados Pediatricos de
Emergéncia, visando otimizar as operacgdes por
meio do melhor desempenho preditivo.

4. Consideracoes Finais

Este trabalho gera uma contribuicdo
inovadora, uma vez que este tipo de técnica da
bioinformatica nunca foi utilizado para a
classificacdo de protocolos experimentais em
cultura de células 3D. Os valores significativos
das instancias classificadas corretamente
demonstraram que a integracdo de ferramentas
matematicas e computacionais para a analise
do corpo de dados que a literatura
disponibiliza sobre o assunto arcabougos de
sustentacdo de coladgenos e interacdo com
células, pode trazer vantagens como menor
custo e menor gasto laboratorial, uma vez que
a utilizacdo dessa técnica possibilitara
monitoramento das variaveis aplicadas nos
trabalhos para permitir a melhor escolha de
protocolos a serem testados em laboratdrio.
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1. Introducéo

Cultura de células refere-se a cultivos
derivados de células dispersas, obtidas de
tecidos, culturas primérias ou de uma
linhagem celular (MORAES; AUGUSTO;
CASTILHO, 2008). Células de mamiferos séo
tipicamente cultivadas como monocamada
(2D), em uma superficie plana, mais
comumente em frascos de cultura, ou placas
de Petri, com meio de cultura como fonte de
nutricdo e temperatura similar a corporal
(37°C) (BRESLIN; O’DRISCOLL, 2013).

A cultura de células2D resulta em um
ambiente celular bem controlado e homogéneo,
facilita a analise microscopica e trocas de meio
de cultivo, além de sustentar a proliferacdo
celular para a maioria dos tipos de células
(FENNEMA et al, 2013). Entretanto,
diferencas na morfologia celular, polaridade,
expressdo de receptores, expressdo de
oncogenes, interacdo com a ECM (incluindo a
membrana basal) e na arquitetura celular global
foram observadas entre células cultivadas em
2D e no que ¢ observado in vivo.

Assim, mais atencdo 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 diferencas
observadas entre 2D e 3D sdo devidas a
interacOes diferenciais célula-célula e célula-
matriz (FENNEMA et al., 2013).

H4 diferentes métodos de cultivo celular em
3D e entre eles esta a formacao de esferoides,
ou seja, células sdo cultivadas como agregados
celulares (LIN; CHANG, 2008). Entre os
métodos disponiveis para a formacdo de um
esferoide, destaca-se 0 método da gota
suspensa, por sua relativa simplicidade e alta
reprodutibilidade. Nesta técnica uma pequena
aliquota contendo uma suspensdo de células
individualizadas € colocada nos pocos
presentes em uma placa especial. Tal placa é
entdo invertida e as aliquotas da suspensdo
celular se transformam em gotas suspensas que
sdo mantidas no lugar devido a tensédo
superficial. As células acumulam-se na ponta
da gota, na interface liquido-ar, e sdo deixadas
proliferar (KELM et al., 2003).

Os esferoides produzidos pelo método da
gota suspensa geralmente sdo 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 farmacos 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 Laboratério
de Bioquimica de Tripanosomatideos — LBqT/
IOC-Fiocruz). As celulas da linhagem VERO
foram cultivadas em garrafas de 25 cm? em
meio DMEM, 10 % Soro fetal bovino (SFB) e
2% antibiotico (Penicilina/Streptomicina). As
células da linhagem J774.A1 foram cultivadas
nas mesmas condic¢Bes acima descritas, porém
0 meio usado foi o0 RPMI-1640). Ambas as
linhagens foram mantidas a 37°C, em
incubadora de CO2 5%. A confluéncia de 90%
as células foram tripsinizadas (0,025% de
tripsina em meio acima descrito, sem soro) e
uma suspensdo de 2,5x10° cels/mL foi
preparada para semeadura em placas de 96
pocos 2D e 3D.

Placas de 96 pogos para culturas 2D e 3D
(Perfecta3D©-Biomatrix) foram preparadas
com uma populacdo celular inicial de 2,50
x10°cels/40uL. As placas 2D foram cultivadas
por 48h como controle positivo do
desenvolvimento celular. As placas para
culturas 3D foram inicialmente preparadas
seguindo as orientacbes de densidade
populacional  sugeridas pelo fabricante
(2,50x10°cels/40uL), porém, foi feita uma
variagdo da concentracdo inicial de semeadura
para avaliacdo da possibilidade do uso de uma
menor densidade celular de inicial. Tal variacao
foi realizada na proporc¢édo de 12,5%, partindo
de um volume inicial de 40 pL (2,50x10°cels)
até o volume final de 20 pL, (1,56x10°cels).
Todos o0s experimentos foram feitos em
triplicata. Os reservatorios de agua da placa de
cultura 3D foram preenchidos conforme
instrucdes do fabricante e elas foram mantidas
a 37°C em incubadora de CO; por 48h.

2.2.Anélises das imagens

As imagens foram obtidas em um
microscopio de contraste de fase (Olympus
BX41), e foram analisadas utilizando-se o
software IMAGEJ versdo 1.52a. A area
projetada, (A) e o perimetro, (P), foram
determinados para cada esferoide analisado.
Com os dados obtidos foram calculados o fator

de forma (¢), 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 (¢):

4A
T X ’—
T

¢=—"p €Y)
O volume esférico do esferoide (V):
y=2m(2) s -
3 \m
E o volume corrigido (V'):
V=gV (3)

3. Resultados e Discussao

Todas as culturas 2D feitas em paralelo
foram bem-sucedidas, indicando a boa
qualidade das linhagens celulares.

Apobs 24 horas da semeadura, 0S pogos que
continham a concentrac&o inicial de 1,87 x 10°
células da linhagem J774.A1 foram os
primeiros a exibir os esferoides, tal
concentracdo foi proporcional a sugerida pelo
fabricante. JA os pocos contendo as mesmas
concentracdes de células da linhagem Vero s
mostraram formacdo de esferoides no quarto
dia de cultivo. Esse maior tempo de formacao
pode estar relacionado a caracteristicas
especificas da linhagem.

Desta forma foi usada a linhagem J774.Al
para os estudos de cinética de formacdo do
esferoide. por meio de andlise das imagens
obtidas com 24h, 48h, 6 e 7 dias(d) de cultivo,
com populagdo inicial de 1,25x10° células por
gota, uma vez gque essa menor concentracao ja
possibilitou a formacgédo de um agregado celular.

Figura 1: Formagdo e evolucdo de esferoides de células
da linhagem J774 com indculo inicial de 1,25x10°
células e cultivados em RPMI + 10% de SFB+2% de
ATBC a 37°C com 5% de CO. (A) 24h. (B) 48h. (C)
Dia 6. (D) Dia 7. Fonte: pr6prio autor.
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Nestas imagens foram feitas medidas de area
projetada, (A) e perimetro (P) obtidas ap06s
tratamento no IMAGEJ e foi possivel observar
que os esferoides tém um crescimento paulatino
e homogéneo como pode ser observado nos

dados dispostos na tabela 1.
Tabela 1- Area projetada e perimetro obtidos para o
esferoide ao longo do tempo para a linhagem J774.Al.

Apdls andlise das imagens no software,
foram obtidas medidas de area projetada e
perimetro. Com estes dados foram calculadas a
forma, o volume e o volume corrigido para cada
esferoide em estudo. Os resultados estdo

dispostos nas tabelas 3 e 4, abaixo.
Tabela 3 — Area projetada e perimetro fornecidos pelo
IMAGE] para a linhagem J774.Al.

Poco Area (um?) Perimetro (um)

Tempo Area (um?) Perimetro (um)
24h 1,32x10° 1,86x10°
48h 1,67x10° 1,92x10°
06d 2,90x10° 2,18x10°
07d 3,08x10° 2,25x10°

Fonte: proprio autor
Por meio das equacOes anteriormente
apresentadas, foram calculados o fator de
forma, o volume esférico e o volume corrigido
para o esferoide. Foi possivel observar que a
variagdo no volume dos esferoides é regular e
que seu volume e fator de forma apresentam
pouca variacdo para os dias 6 e 7, indicando

uma estabilizacdo no crescimento.

Como mostram os dados da tabela 2, abaixo.
Tabela 2- Fator de forma ¢, volume esférico V e
volume corrigido V’, para esferoide ao longo do tempo
para a linhagem J774.Al.

Dia ® Vum®) vV umd)
01 0,6936 8,65x10° 6,00x108
02 07533 9,61x108  7,24x108
06 0,8757 1,40x10° 1,23x10°
07  0,8759 1,53x10° 1,34x10°

Fonte: proprio autor.

Objetivando analisar a uniformidade dos
esferoides, formados pelo método da gota
suspensa, foram analisados trés pogos com a
mesma populacdo inicial de células de 2,19
x10° aos 07 dias de cultivo.

Figura 2: Esferoides de células da linhagem J774 com
inoculo inicial de 2,19x10° células apos 7 dias de
cultivo em RPMI + 10% de SFB+2% de ATBC a 37°C
com 5% de COa. (A) Poco E2. (B) Poco E3. (C) Pogo
E4. Fonte: prdprio autor.

E2 1,85x10° 5,25x10°
E3 1,61x108 5,22x10°
E4 1,59x10° 4,93x10°

Fonte: préprio autor
Tabela 4 — Fator de forma ¢, volume esférico V e
volume corrigido V’ calculados para cada esferoide para
a linhagem J774.Al.

Pogo @ V (umd) V> (um?)
E2 09186  1,95x10D 1,79x10%
E3 08597  1,93x10% 1,66x10%
E4 09061  1,61x10Y 1,46x10%

Fonte: préprio autor

O coeficiente de variacdo do volume
corrigido para os esferoides em anélise 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
variacao do diametro foi de 10% a 15% entre 7
e 16 dias de cultivo, para a linhagem HEPG2.
Entretanto, sdo necessarios mais testes para
obtencé&o de n amostral significativo.

Os esferoides produzidos para ambas as
linhagens  celulares empregadas foram
comparados com seis dias de cultivo. O in6culo
inicial utilizado foi de 1,87x10° células. O
esferoide produzido pela linhagem Vero
apresentou volume corrigido de 8,37x10%° pm?
com um fator de forma de aproximadamente
0,91. Ja o esferoide da linhagem J774.Al,
alcangou volume corrigido de 5,12x10° um® 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 multiplicacgéo,
mesmo cultivadas em um meio
nutricionalmente menos variado, o condiz com
a natureza da célula uma vez que a J774.A1 ¢é
macrofagica, portanto, menos gregaria, ja a
Vero € epitelial, portanto, mais aderente.
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As gotas suspensas produzidas através da
técnica sdo mantidas no lugar devido a tensdo
superficial (KELM et al., 2003). Observou-se
que os esferoides se desfazem apds o sétimo dia
de cultivo, para a linhagem J774.A1 e ap6s o
oitavo dia para a linhagem Vero, indicando que
para este tempo de cultivo o esferoide atinge
uma massa maior do que a tensdo superficial da
gota suporta.

4. Conclusoes

Conclui-se que a técnica do esferoide é
satisfatoria para gerar esferoides homogéneos e
maduros com diferentes linhagens celulares,
entretanto, é preciso observar que o tempo
inicial de formacdo dos esferoides, para cada
linhagem, pode variar, desta forma dependendo
da maturidade do esferoide para o ensaio
biologico pretendido deve-se estar atento a
linhagem escolhida. Porém, uma vez que 0s
esferoides maduros (6 a 7 dias) de ambas as
linhagens ndo exibiram diferencas
significativas de homogeneidade, volume ou
area, a linhagem celular escolhida pode néo ser
um fator limitante.

Estudos mais elaborados afim se de obter
dados quantitativos acurados sobre 0s
esferoides formados por essa técnica sao
necessarios para a producdo de esferoides
padronizados para o teste de farmacos e nano
estruturas, entre outros testes.
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1. Introducéo

Segundo o Instituto Nacional de Cancer
(INCA) cancer é a denominacdo dada a um
conjunto de mais de 100 doencas, tendo como
principal caracteristica comum o crescimento
desordenado de células capazes de invadir
tecidos e oOrgdos adjacentes, e de se
espalharem de forma metastética para outras
regibes do corpo. Ainda, os tumores malignos
tendem a ser muito agressivos e, muitas vezes
se tornam ndo responsivos aos tratamentos,
podendo se espalhar para outras regides do
corpo (COTRAN et al., 2004).

Dentre os diferentes tipos de céancer
destaca-se o céancer de pele do tipo melanoma
que, apesar de ser o0 menos incidente, é o que
possui 0 maior indice de mortalidade,
considerado assim como um dos canceres
mais agressivos, devido a sua alta propenséo a
formacdo de metastase, além da resisténcia a
terapia (RATHORE et al., 2019).

As estimativas para o biénio 2018-2019 no
Brasil indicaram a ocorréncia de 6.260 novos
casos. Desses, foram contabilizados 1.794
Obitos (INCA, 2019).

O medicamento de escolha do Sistema
Unico de Sadde (SUS) para o tratamento do
melanoma € a Dacarbazina. Essa droga
apresenta um Indice de Seletividade (IS)
proximo de 1,0 (efeito citotoxico do composto
em linhagens derivadas de células normais em
relacdo a 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 (BAETA, 2019). Apesar de
apresentar uma resposta terapéutica muito
baixa, 0 seu uso em quimioterapia ocorre,
principalmente, devido ao baixo custo.
(FAGHFURI et al., 2015).

Os produtos naturais tém sido considerados
como promissores agentes citotdxicos para o
cancer devido a vantagens como propriedades
de interacbes com o DNA, facil
disponibilidade, baixa toxicidade e reducdo do
custo de producdo. Dentre eles, a Curcumina
(diferucoilmetano), um polifenol extraido da
planta Curcuma longa (comumente conhecida
como acafrdo-da-terra), € conhecida por
possuir propriedades anti-inflamatérias e
anticancerigenas e tem sido um dos
constituintes botanicos mais bem investigados
de uso no tratamento de doencas cronicas
(TENG et al.,, 2019). Foi demonstrado, por
exemplo que a curcumina mata as celulas
tumorais modulando vérias vias de sinalizacao
celular levando a apoptose nas células
tumorais (RAVINDRAN et al., 2009,
MACKENZIE et al., 2008).

Assim, no presente trabalho, foi feita a
avaliacdo da atividade antimelanoma in vitro
da Curcumina a fim de observar se tal
composto é possuidor de caracteristicas
desejaveis a um novo farmaco, apresentando
ICso (metade da dose maxima letal) e IS
superiores ao valor minimo considerado
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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 RPMI11640 (Roswell Park Memorial
Institute). Em todos o0s 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
CO; e 95% de umidade relativa.

2.2. Atividade citotdxica 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
suspensdo foi submetida a centrifugagdo por
5min a 700xg e ressuspendida em MC. Em
seguida, foi realizada a contagem de células
viaveis em cdmara de Naubauer. Dados de
experimento piloto foram utilizados para a
escolha do ndmero de células a serem
plaqueadas em cada pogo da placa de 96
pogos. Assim, as células foram plaqueadas nas
concentragdes de 1 x 10° células/mL e 1 x 10*
células/mL, para as linhagens tumoral e
normal, respectivamente. A cada poco foi
adicionado 100 pL. de MC e suspensdo de
células. As placas foram incubadas por 24
horas a 37°C, com 5% de CO, e 95% de
umidade em seus respectivos meios de cultura.
ApoOs esse periodo, foram adicionadas
diferentes concentracbes de Curcumina as
células, as quais foram incubadas por 60 horas.
As diferentes concentracbes de Curcumina

foram obtidas a partir de diluicdo em série em
DMSO e MC, com concentracOes entre
6,25ug/mL e 400 pg/mL, de forma que em
cada pogco a concentracdo de DMSO ndo
ultrapassasse 0,5%. Para cada concentra¢do do
composto e para cada linhagem celular, foram
utilizadas cinco repeticdes (pocos) por placa,
cada experimento foi repetido 3 vezes. Os
controles deste ensaio (100% de células
viaveis) foram realizados com meio de cultura
contendo 0,5% de DMSO (v/v). O mesmo
tratamento foi realizado com a droga
Dacarbazina.

Decorrido o periodo de incubacdo, o meio
contendo as drogas foi removido. A seguir,
todos os pocos foram lavados com PBS, e a
cada um deles foram adicionados 50 pL de
uma solucdo de MTT (3-{4,5- dimetiltiazol-2-
il}-2,5-difeniltetraz6lio  bromido) a 0,5
mg/mL. As placas foram novamente incubadas
nas condicOGes descritas acima por 4 horas.
Apls esse periodo, o MTT foi retirado de
todos os pocos, e os cristais de formazan
foram solubilizados em 100 pL de DMSO. As
absorbancias foram lidas em
espectrofotbmetro em comprimento de onda
de 570 nm. Os resultados foram expressos
como porcentagem de células vidveis em
relacdo ao controle (sem tratamento).

2.3.Célculo da concentracao inibitoria
de 50% das células (ICsxp)

O valor da concentragéo inibitéria de 50%
das células (ICsp) foi calculado por meio de
uma regressdo ndo-linear log [Dose] versus
Resposta Normalizada (porcentagens de
celulas viaveis), utilizando os programas
GraphPad Prism® 5.0 e Microsoft Office
Excel 2013®.

2.4. Indice de Seletividade
A concentragdo inibitéria de 50% das
celulas (ICsp) foi calculada para cada
linhagem, e serviu para o célculo do indice de
seletividade (IS) do composto. O IS indica a
seletividade de um composto entre uma
linhagem neoplasica e uma normal, e
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consequentemente, o potencial uso terapéutico
desse composto em testes clinicos. Assim,
neste estudo, o IS corresponde a divisdo entre
o0 valor da I1Csg do composto sobre a linhagem
de células normais (Melan-A) e o valor da ICs
do composto sobre a linhagem de células
neoplésicas (B16F10).

3. Resultados e Discusséo

As taxas de mortalidade celular, apds a
exposicdo das linhagens normal Melan-A e
tumoral B16F10 as diferentes concentracGes
da curcumina estdo representados nos graficos
das figura 1. O valor de ICs, para cada
linhagem est4 apresentado na Tabela 1 bem
como o valor do coeficiente de determinacao
da regressdo (R?). Foi possivel calcular
também os valores de 1C1g e 1Cqp.

— % Morte Celular

% Morte Celular

0 T T T T 1
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Figura 1 — Taxa de mortalidade celular em funcéo da
concentracdo da Curcumina para as linhagens celulares,
apos exposicao de 60 horas.

No tratamento com curcumina durante o
periodo exposicdo 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 sdo muito sensiveis ao composto em
estudo, enquanto as células de linhagens
normais nao 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 as ceélulas
normais.

Tabela 1 - ICsq das linhagens de melanoma e normal
apoés tratamento com Curcumina.

Linhagem celular

Melan-A B16F10
LogICsq 1,359 0,7337
ICsp (ng/mL) 22,83 +2,37 5,416 + 89,9
R2 0,9631 0,9632
ICy 11.69 1,64
ICy 46,76 18,52

A partir dos dados da Tabela 1, percebe-se
que para a linhagem normal, as concentracGes
de 1Csp de Curcumina, 22,83 £ 2,37 ug/mL, foi
maior que para a linhagem tumoral (5,416 +
89,9). Em suma, esses dados mostram que a
dose minima letal necessaria para matar
metade da populacdo de células tumorais é
menor que a dose minima letal para células
normais.

Além disso, os valores de 1Csq da linhagem
de melanoma estd em uma faixa de
concentragdo menor que as ICyo da linhagem
normal. Ou seja, a concentragcdo que mata 50%
da populacdo das células tumorais tem acao
citotoxica em menos de 10% das células
normais.

A Dacarbazina € um antineoplasico classico
utilizado para o tratamento do cancer 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
comparagéo se apresenta na Tabela 2.

Tabela 2 - ICs; das linhagens de melanoma e normal
apos tratamento com Dacarbazina.

Linhagem celular

Melan-A B16F10
LoglICsp 2,416 2,504
ICs (ng/mL)  260,7 + 48,6 319,4 +89,9
R? 0,8869 0,7645
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Os dados da Tabela 2 apresentam valores
de ICs; do quimioterdpico Dacarbazina, 0s
quais sdo muito superiores aos encontrados
para curucmina. Assim, é reforcada a hipotese
de que o composto em estudo apresenta
virtudes de um novo farmaco, potencialmente
promissor para o tratamento do cancer. A
partir dessa avaliacdo foi possivel calcular e
comparar os indices de seletividade (IS) da
curcumina e do quimioterapico comercial
utilizado para o tratamento de melanoma
(Tabela 3).

Tabela 3 - Comparacéo dos IC50 e indice de
Seletividade da linhagem de melanoma apés tratamento
com Curcumina e Dacarbazina.

Composto

Curcumina Dacarbazina
IC5B16F10(np 5,416 £ 89,9 319,4 + 89,9
g/mL)
IC5,Melan-A 22,83+ 2,37 260,7 + 48,6
(ng/mL)
IS (Melan-A/ 4,21 0,8162
B16F10)

Com esses resultados, foi possivel avaliar a
seletividade da Curcumina sobre o melanoma.
A avaliagdo do seu efeito citotdxico em
relacio ao do farmaco 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 avaliagdes
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 diferenca
pode favorece a redugdo da taxa de
desenvolvimento do tumor in situ.

4. Consideracdes Finais

Os dados obtidos nesse presente trabalho
mostram que a dose minima letal (ICs) foi
bastante inferior aos valores obtidos para
quimioterapicos de wuso tradicional. Alem
disso, os indices de seletividade do composto
foram superiores ao valor minimo considerado
significativo (IS = 2,0) pela comunidade

cientifica em ensaios de novas drogas. Assim,
os resultados obtidos nesse estudo revelam que
a Curcumina é um potencial medicamento para
o0 tratamento do melanoma.

5. Referéncias Bibliograficas
BAETA, J. V. DE B. Avaliagdo da Atividade
Antimelanoma in vitro, in vivo e in silico de
Derivado de Dibenzoilmetano, DMA,. Tese
(Doutorado em Bioquimica Aplicada), Universidade
Federal de Vicosa, UFV, Vicosa-MG, 2019.
BENNETT, D. C., COOPER, P. J., & HART, I. R.
(1987). A line of non- tumorigenic mouse melanocytes,
syngeneic with the B16 melanoma and requiring a
tumour promoter for growth. International journal of
cancer, 39: 414-418.
COTRAN, R. S. et al. Robbins and Cotran pathologic
basis of disease. Philadelphia: W.B. Saunders
Company, 2004.
FAGHFURI et al. Nivolumab and pembrolizumab as
immune-modulating monoclonal antibodies targeting
the PD-1 receptor to treat melanoma. Expert review of
anticancer therapy, 15(9):981-93. Jul 2015.
FIDLER, I. J. (1975). Biological behavior of malignant
melanoma cells correlated to their survival in vivo.
Cancer research, 35(1), 218-224.
INSTITUTO NACIONAL DO CANCER. Estimativa
2018: Incidéncia do cancer no Brasil. [Brasilia, DF]:
INSTITUTO NACIONAL DO C NCER, 2018.

Disponivel em
http://www1.inca.gov.br/estimativa/2018/. Acesso em
07 jun. 2019.

RATHORE, M. et al. Cancer cell-derived long
pentraxin 3 (PTX3) promotes melanoma migration
through a toll-like receptor 4 (TLR4)/NF-xB signaling
pathway. Oncogene, 38:5873-5889. Jun 20109.

TENG, C. Et al. Chemopreventive Effect of Phytosomal
Curcumin on Hepatitis B Virus-Related Hepatocellular
Carcinoma in A Transgenic Mouse Model. Nature, 9
(1), 2019.

RAVINDRAN, J. Et al. Curcumin and Cancer Cells:
How Many Ways Can Curry Kill Tumor Cells
Selectively? AAPS J, 11, p. 495-510, 20009.
MACKENZIE, G. G. et al. Curcumin induces cell-arrest
and apoptosis in association with the inhibition of
constitutively active NF-kappaB and STAT3 pathways
in Hodgkin’s lymphoma cells. Int. J. Cancer, 123, p.
56-65, 2008.

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ — Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000
Ouro Branco — MG | simbio@ufsj.edu.br



mailto:simbio@ufsj.edu.br

%WA%\\“(g

Il SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE
BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

[/ /£ /
Universidade Federal
de Sao Joao del-Rei

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

DETECCAO DE ATIVIDADE ANTIVIRAL EM EXTRATOS DE FOLHAS E
GALHOS DE Maytenus sp. CONTRA O zika virus (ARBOVIRUYS)

Nunes, D. A. F.}, Silva, B.M.%, Hauck, M.S. 3, Santos, F. R. S.; Rocha, I. 0.}, Lopes, G. F. M.%;
Aguilar, M. G?; Duarte, L. P.?, Ferreira, J. M. S*, Magalh&es, J. C.2

1Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei,
Microbiologia Médica, Divinépolis, MG, Brasil

Campus Centro-Oeste Dona Lindu, Laboratério de

Universidade Federal de Minas Gerais, Departamento de quimica, Instituto de Ciéncias exatas, Belo

Horizonte, MG, Brasil

3Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei, Campus Alto Paraopeba, Laboratério de Microbiologia e

Enzimologia, Ouro Branco, MG, Brasil

E-mail: daminunes@hotmail.com

1. Introducédo
Os arbovirus sdo virus de genoma RNA,
mantidos em hospedeiros suscetiveis a
artropodes  hematdfagos nos quais  se
multiplicam e s&o passados a novos vertebrados
(CALISHER, HIGGS, 2018; VASILAKIS,
TESH, 2015).

O virus causadores de arboviroses podem ser
divididos em quatro familias: Togaviridae,
Flaviviridae, Bunyaviridae e Reoviridae
(METZ; PJLMAN, 2011).

O zika virus (ZIKV) pertence a familia
Flaviviridae, e foi isolado em macacos Rhesus
na Uganda em 1947 e em humanos em 1952. A
partir dai, foi disseminado para outras regides
do mundo. Em 2015, foi detectado um surto no
Brasil sendo espalhado por vérias regides
brasileiras (Rodriguez-Morales, 2015;
ZANLUCA, et al., 2015). Desse modo, em
2016, o virus foi incluido na Lista Nacional de
Notificacdo Compulséria de Doengas, Agravos
e Eventos de Salde Puablica, sendo que entre
2016 e 2018 foram registrados 3.266 casos
provaveis de doenca pelo virus no pais e até
fevereiro de 2019 foram notificados 630 casos
de zika em todo o pais (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019).

O numero de casos pode ser ainda maior
devido a subnotificacGes, pela semelhanga com
a Dengue. A febre zika normalmente ¢é

leves de febre, erupcao cutanea, mialgia e

artralgia.

Porém, pode apresentar complicacdes que
afetam o sistema neural e imunoldgico
(MENEZES et al., 2016).

O ZIKV ¢ capaz de atravessar a placenta, atingir
as células progenitoras corticais, prejudicando o
desenvolvimento neuroldgico, podendo levar a
microcefalia (CUGOLA et al., 2016).

Também séo observados casos de sindrome de
Guillain-Barré causada pela desmielinizacdo dos
nervos periféricos e espinhais por intensa acdo de
células mononucleares e linfociticas (YUKI;
HARTUNG, 2012; Cao-Lormeau et al., 2016).

Atualmente, ndo ha vacina para a prevenc¢do da
febre zika ou drogas antivirais especificas contra o
virus. Diante disso, a comunidade cientifica busca
novas moléculas antivirais (WEAVER, REISEN,
etal., 2010; YASUHARA-BELL, 2010).

O Brasil abriga cerca de 10% da biota mundial
estudada, e entre as varias plantas encontradas, a
familia Celastraceae tem se destacado por suas
espécies serem amplamente empregadas na
etnofarmacologia e devido a ampla gama de
propriedades medicinais e inseticidas a ela
atribuidas (DEEPA, BAI, 2010). Esse estudo teve
como objetivo avaliar a presenca 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
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Gerais (NEPLAM/UFMG).

2.2 Células de mamifero 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 antibi6ticos. As células foram
mantidas a 37°C, em estufa com 5% de CO, e

foram repicadas em intervalos de 3 dias.

2.3. Virus Zika

As cepas de ZIKV, obtidas da Universidade
de Sdo Paulo, foram multiplicadas de acordo
com Ferraz e colaboradores (FERRAZ et al.,
2019). Resumidamente, o virus foi
multiplicado em células Vero, sendo as culturas
infectadas incubadas até o aparecimento de 80-
90% de efeito citopatico viral (ECP),
caracterizado pela formagdo de sincicios,
grumos e desprendimento celular.
Posteriormente, o sobrenadante foi clarificado
por centrifugacdo a 4°C, aliquotado e
armazenado a -80°C até o uso.

2.4. Titulagdo de virus
Para determinar a concentracdo de virus do
estoque trabalho e nos ensaios antivirais, 0
numero 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, 0S compostos
foram submetidos a teste de citotoxicidade, o
qual determina a concentracdo citotoxica para
50% das células (CCsp). As células foram
distribuidas em microplacas de 96 pogos e
incubadas. No dia seguinte, foram tratadas com
concentragbes dos compostos e incubadas,
Ap0s 48h, pela adicdo de metil-tiazol-tetrazolio
(MTT), foi feita a revelagdo da % de células
viaveis pela equacdo % = (B+A) x 100, em que
A e B sdo as absorbancias (A= 540nm) das
células ndo tratadas e células tratadas,
respectivamente.

2.6. Ensaio de atividade antiviral global

Foram testadas na atividade antiviral,
concentragdes dos extratos abaixo da CCsp.
Para isso, celulas foram distribuidas em
microplacas e incubadas por 24h. As dilui¢des
dos compostos foram adicionadas juntamente
com a suspensdo viral (moi = 0,1 virus/cél) e
apos 48h, o MTT foi aplicado. A concentragédo
com protecdo de 50% das células infectadas
(CEsp) foi calculada como: [(A—B) + (C —
B)] x 10, sendo A: densidade ¢tica (DO) das
células tratadas e infectadas, B, das n&o tratadas
e infectadas, e C, das ndo tratadas e néo
infectadas. A pesquisa foi feita conforme
descrito por Barrow et al., 2016, com algumas
modificagdes.

2.7 Anélises estatisticas

Inicialmente foi avaliada a normalidade das
amostras por meio do teste de Kolmogorov—
Smirnov. Para analise estatistica, foi utilizado o
teste de ANOVA para comparagdo das médias,
seguido de teste de Tukey para comparacGes
maltiplas. Os testes foram analisados pelo
software GraphPad Prism® 7.00.288. Foram
realizadas triplicatas biologicas, sendo o0s
resultados demonstrados como média + desvio
padrdo (p <0,05).

3. Resultados e discussao
3.1. Analise do efeito citotoxico em ceélulas
Vero

O ensaio de citotoxicidade in vitro é
utilizado para definir o efeito citotoxico, no
qual a substéncia é capaz de provocar danos as
funcBes bésicas da célula (EISEMBRAND et
al., 2002).

Na Tabela 1 sdo apresentadas as concentragoes
citotoxicas a 50% das células Vero (CCsp)
tratadas com os diferentes extratos. A cloroquina,
um antiviral de referéncia, foi utilizada como

controle.
Tabela 1 — Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos
de Maytenus sp. em células Vero

Amostras p(éfnioL
M7 43 7+16
M8 134,1+ 2,1
M9 953,0+2,7
M10 348+15
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CLOROQUINA 94+10

O teste mostrou que nenhuma das
amostras foi toxica as 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 bioldgica,
assim como os extratos do nosso trabalho.

3.2. A atividade antiviral
O ensaio de atividade antiviral global, em que
células e virus sdo tratados antes, durante e
apos

contra 0 ZIKV, com uma CEsp de 10,9 ug/mL.
Em um estudo similar, avaliando atividade de
extratos de folhas de Tontelea micrantha contra
0 ZIKV, Ferreira et al., (2019) encontraram
concentragdes inibitdrias entre 59 e 83 ug/mL,
0 que mostra que o extrato do nosso estudo é
promissor como anti-ZIKV e para o0
direcionamento para estudos de mecanismo de
acdo, considerando que, além do baixo valor da
CEso, 0 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
ndo toxicos devido a distancia entre o valor da
dose farmacoldgica e o valor da dose toxica.

Figura 1: Analise da reducéo do efeito citopatico viral em células Vero

12,5 ug/ix

25y

e - /

9

Ui

a infeccdo, permitiu calcular a cohcehtragéo
efetiva protetiva para 50% das células
infectadas (CEsp), e o0s resultados séo

apresentados na Tabela 2.
Tabela 2 —Concentracao protetora dos extratos de
Maytenus sp.

Amostras ng/Er;oL
M7 ND
M8 62,6 +1,8
M9 109+1,0
M10 331,8+25
CLOROQUINA 11,7+11

Como se pode notar, o extrato M9 de folhas
apresentou uma excelente atividade antiviral

" Controle viral

Antes do ensaio antiviral ser revelado pelo
MTT, uma andlise microscopica foi realizada.
A Figura 1 compara as condi¢@es em que houve
infeccdo e tratamento, com o controle celular
(sem infeccdo e sem tratamento) e o controle
viral (com infeccdo e sem tratamento),
mostrando coeréncia com os resultados obtidos

apos revelacgdo pela técnica colorimétrica.
Tabela 3 — Indice de seletividade (IS) encontrado para o0s
extratos de Maytenus sp.

Amostras IS
M7 ND
M8 2,6
M9 87,5

I —
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M10 0,1

CLOR 0,8
O calculo do IS é obtido como CCsy/CE5;*100

Como se observa, ja na concenragdo de 25

ug/mL, as células tratadas com o extrato M9 ja
quase ndo apresentam efeitos citopaticos,
mostrando a eficiéncia do extrato em inibir a
acdo viral, apresentando uma monocamada
celular integra, apesar da infec¢do, comparavel
ao controle celular e células ndo infectadas.

4. Conclusoes
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
principio ativo antiviral presente nos extratos e
seus mecanismos de agéo.
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1. Introducéao

A pele é o tecido mais externo do nosso
corpo e estd sujeita a traumas mecanicos que
geralmente se fecham deixando cicatrizes
normotréficas. Por outro lado, em condicdes
ainda pouco caracterizadas mas muitas vezes
relacionadas a aumento da inflamacdo local,
pode haver deposicdo excessiva de matriz
extracelular, levando a formacdo de cicatrizes
hipertroficas ou até queloides (MOGILI et al.,
2012; MARTIN; NUNAN, 2015; CHEN et al.,
2016). Uma das estratégias para melhorar o
processo de reparo de lesbes € alterar a fase
inflamatoria

A restauracdo da integridade da pele requer
um evento dindmico e complexo que envolve
um conjunto de células residentes no tecido e
outras recrutadas para o local da injaria, até a
formacgdo/maturacdo do tecido de reconstituicéo
(LAROUCHE et al., 2018).

A tolerancia imunolégica € um fendmeno
adquirido durante a ontogénese, dependente de
complexas interacBes entre linfdcitos, que se
forem alteradas podem resultar em diferentes
patologias, denominadas autoimunes. A
ingestdo de proteinas tambem ativa linfocitos e
resulta em tolerancia, neste caso denominada
tolerancia oral. Ja se sabe que a injecdo de
proteinas toleradas em adjuvantes, tem efeitos
anti-inflamatorios sistémicos e, se injetadas

concomitantemente com uma lesdo 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 aplicacdo de Scaffolds
associados ou ndo a fatores de crescimento,
células e/ou mediadores anti-inflamatorios.
Scaffolds sdo estruturas tridimensionais porosas
que podem imitar a matriz extracelular e assim
facilitar interacGes entre as células, a migracéo e
proliferacdo celular, de modo que elas possam
reconstituir o tecido original. H& na literatura
estudos que mostram que os scaffolds
proporcionam diversos beneficios em feridas
como protecdo contra infecgdes, protecao contra
perda de agua, reducdo da dor e facilitagdo do
fechamento da ferida (HOGREBE; GOOCH,
2016; CHAN et al., 2016 ). Frequentemente tem
sido utilizado nos scaffolds materiais naturais,
polimeros  sintéticos, biodegradaveis ou
polimeros com proteinas que auxiliam na
formacdo 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 colageno (HOGREBE; GOOCH,
2016). O colageno vem sendo estudado na
engenharia de tecidos da pele e tem como
resultado a aceleracéo da cicatrizacdo de feridas
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(HARRISON; MACNEIL, 2008) além de
promover uma aceleragdo da angiogénese
(CHAN et al., 2016). O colageno utilizado nos
Scaffolds pode ser colhido de diversas fontes,
como por exemplo, de pele bovina, porcina e
equina. Um dos mais utilizados é o coladgeno do
tipo I bovino (CHAN et al., 2016).

Uma vez que a tolerdncia imunoldgica ao
colageno usado nos Scaffolds pode interferir no
reparo das lesdes, comparamos o0s efeitos da
aplicacdo de colageno bovino (heterélogo) com
colageno murino (homdélogo) na cicatrizagdo de
feridas cutaneas.

2. Metodologia

Foi utilizado o modelo de lesdo excisional na
pele de camundongos da linhagem Swiss,
machos com 8 semanas de idade (n=5). O
colageno homologo foi obtido a partir da cauda
de camundongos Mus musculus da linhagem
Swiss, e o colageno heter6logo (bovino) foi
obtido a partir do tendao bovino.

Para verificar a estrutura da malha e
topografia do colageno foi realizada uma analise
de Microscopia de Forca atbmica- Nanoscope
IV MultiMode SPM (Bruker Instruments). A
partir dos colagenos bovino e murinho foi feito
um gel para aplicacdo na &rea da lesdo. O gel
aplicado permaneceu na lesdo por 5 dias.

No dia 7 apdés a lesdo os animais foram
eutanasiados e a pele foi coletada, fixada em
formalina de Carlson e corada em Hematoxilina
& Eosina para andlise histopatologica ou em
Alcian-Blue para contagem de mastocitos.
Projeto aprovado pelo CEUA-UFSJ-protocolo
049/2017.

3. Resultados e Discussédo
No grupo que recebeu um curativo de
coldgeno homologo, a re-epitelizacdo estava
completa na maioria dos animais e houve uma
diminuigdo no tamanho do tecido de granulacéo,
enquanto no grupo controle salina e no que
recebeu colageno heter6logo ainda ndo havia re-

epitelizacdo completa (Figural). Nos animais do
grupo que recebeu colageno homologo também
havia uma deposicdo de matriz extracelular
mais acelerada e menor densidade de leucdcitos
em comparacdo com 0s animais do grupo
controle salina (Figura 2). Estudos tém
demonstrado que a infiltracdo excessiva de
leucécitos no leito da ferida pode piorar o
processo de cicatrizagdo, retardando a re-
epitelizacdo e levando a deposicdo de matriz
extracelular mais desorganizada (KIM et al.,
2019). Sugerimos que devido a baixa
concentracdo de leucdcitos no grupo homdlogo
houve um menor tecido de granulagéo,
acelerando seu processo de re-epitelizacdo e
consequentemente aceleracdo no processo de
deposicdo de matriz extracelular. Outros estudos
com modelos experimentais demonstram que a
reducdo do infiltrado inflamatério leva a um
menor dano tecidual, consequentemente a uma
cicatriz reduzida ou a regeneracdo do Orgdo
como demonstrado em feridas incisionais na
pele de camundongos nude (GAWRONSKA-
KOZAK et al., 2006). O curativo com colageno
heter6logo produziu um efeito de scaffold, pois,
sua re-epitelizacdo foi igual ao grupo controle
salina e mais atrasada em relacdo ao grupo que
recebeu coladgeno autélogo embora com menor
infiltrado inflamatério que o grupo controle
salina.

Os curativos com colagenos ndo alteraram
significativamente o numero de fibroblastos, a
angiogénese (Figura 2), nem o ndmero de
mastocitos (Figura 3) e nem a maturacao dessas
células: maduro (corado de vermelho), imaturo
(corado de azul) e intermediario (corado de
roxo). Nos grupos tratados com colageno tanto
autdlogo quanto heter6logo houve maior
presenca de mastocitos maduros do que
mastocitos imaturos e intermediérios, porém
ndo foi observada diferenca significativa entre
os grupos (Figura 3). A presenca de mastocito
no leito da ferida foi quase nulo, estando em
maior nimero na derme adjacente a borda da
regido de reparo da lesdo. Mastocitos sao
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células  residente  importantes para a
reepitelizagdo da ferida que tanto na sua
auséncia ou com alta proliferacdo atrasa o
processo de reepitelizacdo, além disso afeta no
numero de fibroblasto, o que no nosso estudo
ndo teve interferéncia dessas células.

Os scaffolds de colageno bovino tém sido
utilizados para induzir a vascularizagdo em
implantes, associados a outros componentes da
matriz extracelular (CHAN et al., 2016;
BABRNAKOVA et al.,, 2019; KANG et al.,
2019). Como o colageno heterélogo que usamos
possuia uma malha de fibras mais fechada, com
fibras mais espessas e mais largas do que o
colageno aut6logo, pode ser que isso tenha
interferido  na migragdo celular e na
vascularizacgéo.

Sugerimos que o uso do colageno homologo
produziu um efeito indireto da tolerdncia
imunolégica que acelerou o processo de re-
epitelizacdo. Porém o wuso com colageno
heterdlogo produziu um efeito de scaffold, onde
a re-epitelizacdo foi mais atrasada mesmo com
uma baixa inflamagéo.

e | 4~~".'T$\’=‘"§

de curativos com colageno
homologo acelera o processo de repitelizagdo quando
comparado com o colageno heterdlogo ou controle
Salina. Imagens representativas da area de reparo aos 7
dias apds lesdo excisional na pele do dorso de
camundongos Swiss. Coloracdo Hematoxilina e Eosina,
aumento de 50X, escala da barra=200 um, aumento de
400X escala da barra=50 pum. Setas indicando area da
lesdo. Insert mostrando feixes nervosos.
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Figura 2: Aplicacdo de curativos com colageno

homologo e heterélogo promove uma diminui¢do no
namero de células inflamatérias, 7 dias ap6s lesdo
excisional na pele do dorso de camundongos Swiss. Em
(a) a densidade de fibroblastos, em (b) a densidade de
leucocitos, em (c) a densidade de vasos sanguineos.
Coluna preta grupo controle Salina, coluna branca grupo
Heter6logo, coluna hachurada grupo Autélogo. Teste
estatistico Anova (one-way nao paramétrico- p<0,05), p6s
teste Newman- Keuls (compara todas as colunas em par).
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Figura 3: Andlise de mastocitos aos sete dias apds a
lesdo e aplicacdo topica de colageno homologo ou
heter6logo. Imagens representativas da regido de reparo
aos 7 dias apds a lesdo. Nota-se maior presenca de
mastocitos na derme adjacente a area da lesdo, porém nédo
teve diferenca significativa na quantidade de mastécitos
(a-d). Coloracdo alcian blue e safranina, aumento de
400X escala da barra=50 pm. Teste estatistico Anova
(one-way ndo paramétrico - p<0,05), pds teste Newman-
Keuls (compara todas as colunas em par).

4. Conclusao
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O uso do colageno heterdlogo pode ter
produzido um efeito do scaffold além do
imunoldgico, enquanto o uso do colageno
homologo pode ter um maior efeito
imunoldgico da tolerdncia. Mais estudos devem
ser feitos visando aplicacdo de colageno
homologo para a aceleracdo do processo de re-
epitelizacdo o que é muito importante para
reconstituicdo da barreira epitelial.
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1-Introducéo

O grande crescimento econémico O Dioetanol (biocombustivel)

e as questdes referentes a importancia do
desenvolvimento sustentdvel nos dias
atuais tém estimulado um aumento da
procura de energias mais limpas, em
substituicdo ao combustivel fossil. Além
de ser um recurso finito, os combustiveis
fosseis, principalmente o petrdleo,
contribuem significativamente com o
agravamento do efeito estufa, por meio da
emissdo de gases poluentes (ADITYA et
al, 2016).

Uma alternativa que visa a
diminuicdo da dependéncia de recursos
ndo renovaveis sdo 0s combustiveis
produzidos a partir de biomassa, como 0s
biocombustiveis (ADITYA et al, 2016).

pode ser produzido a partir de diversas
fontes de biomassa, desde que apresentem
quantidades significativas de carboidratos,
como a celulose e 0 amido (ADITYA et al,
2016).

A Solanum Lycocarpum,
pertencente a familia da solanacea é
popularmente conhecida como fruta-de-
lobo. Esse fruto apresenta uma grande
quantidade de amido, portanto, € uma
matéria-prima promissora para a producao
de etanol (OLIVEIRA-FILHO e
OLIVEIRA, 1988).

Como o amido ndo pode ser
fermentado diretamente, & necessario uma
hidrolise prévia da sua cadeia para obter a
glicose. A reagdo de hidrdlise ocorre na
presenca de catalisadores 4&cidos ou
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enzimaticos visando a separa¢do da cadeia
longa do amido liberando cadeias mais
curtas de dextrina, maltose e glicose. A
hidrélise enziméatica apresenta varias
vantagens quando comparada a hidrolise
acida, sendo a mais importante a alta
especificidade da reacdo com o substrato
(CYPRYCH et al., 2014).

A concentracdo de enzima pode
influenciar diretamente no rendimento da
producéo de hidrolise do amido. Portanto,
€ necessario encontrar a concentragdo
ideal de enzimas para atingir uma
hidrolise eficiente (CYPRYCH et al.,
2014). Este trabalho objetivou avaliar o
efeito das concentragdes de o-amilase
(LIQUOZYME SC DS) e
amiloglucosidase (SPIRIZYME FUEL
HS) sobre o rendimento e perfil de agUcar
no processo de hidrolise-sacarificacdo do
amido, visando obter maiores rendimentos
em acucares fermentaveis.

2 — Material e Métodos
2.1 Obtencao do amido

Os frutos foram lavados com
agua destilada, descascados, tendo suas
polpas picadas e moidas em um
multiprocessador ~ doméstico  wallita
750W. Uma solucdo de metabissulfito de
sodio (5 g L) foi previamente preparada
e utilizada em uma proporc¢éo de 0,5 kg de
matéria-prima L™ de solucdo para evitar o
escurecimento da polpa da fruta. A polpa
foi  processada em liquidificador
doméstico com agua destilada na
proporcdo de 1. 1 (polpa / é&gua) e,
posteriormente, filtrada e armazenada para
decantagdo. O amido contido na polpa foi
obtido por trés decantacGes sucessivas.

Cada decantacdo durou 12 horas e,
posteriormente, o amido foi seco em
estufa a 30 ° C por 96 horas.

2.2 Hidrélise Enzimatica
A hidrolise do amido foi

realizada utilizando 2 enzimas comerciais
produzidas pela Novozymes A / S. A
solucdo de 4gua e a enzima Liquozyme SC
DS (alfa-amilase) foi aquecidaa 85 ° C e
a suspensdo de amido (16% m / v) foi
gradualmente adicionada até a sua
completa gelatinizacdo. Ap6s 2h30min de
reacao, a temperatura foi reduzida para 65
° C para iniciar 0o processo de
sacarificacdo. Nesta fase, a enzima
Spirizyme Fuel HS (gluco-amilase) foi
adicionada. A reaccdo foi incubada a
temperatura indicada com agitacéo
rotativa a 140 rpm durante as 24 horas.
Para a avaliacdo do efeito da concentragao
enziméatica na producdo de acucar, foi
realizado um delineamento  central
composto rotacional, o planejamento foi
realizado com 3 repeticdes no ponto
central, 2 varidveis de entrada estudadas
(volume da enzima Ligquozyme SC DS
(v/m) e Spirizyme Fuel HS (v/m)) em dois
niveis e 4 pontos axiais, totalizando 11
ensaios (Tabela 1). A variavel resposta
analisada foi a concentracdo de acUlcares
redutores (g L) MILLER (1959).

3 — Resultados e discussoes
3.1 - Amido
O rendimento do amido obtido a
partir de fruta-de-lobo no estagio de
maturagdo 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 diferenca nos resultados pode ser
justificada em razdo das diferentes
condigdes sazionais em que os frutos
estavam submetidos.

O resultado indica que a fruta-
de-lobo pode ser utilizada como mateéria-
prima para a producéo de etanol.

3.2 — AcUcares redutores
A concentracdo de glicose nos

hidrolisados variou entre 112,37 g L e
159,05 g L (Tabela 1).

O ensaio que apresentou melhor
rendimento de AR (acUcar redutor) foi o
ensaio 8 que continha 15,07 (uL g*?) de
Liguozyme SC DS combinada com 43,25
(uL g*) de Sprizyme Fuel HS.

Por meio da tabela 1, pode-se
observar que 0 ensaio 9 que continha
15,07 (UL g*) de Liquozyme e 26,08 15,07
(ML g') de Sprizyme obteve uma
qguantidade semelhante de acUcares
redutores (155,11 g L). Nesse caso tem-
se uma producao de AR préxima com uma
diminuicdo da quantidade da segunda
enzima.

Menezes et al. (2016) realizando
a hidrdlise enzimética do amido de batata
(pertencente a familia da Solanacea),
variando as concentracGes de enzimas,
encontraram 0 maior teor de glicose no
hidrolisado de 128,3 (g L™) para uma
suspensdo de 12,5% de amido. Isso mostra
que o hidrolisado do amido da fruta-de-
lobo pode ser uma alternativa para a
producéo de etanol.

Tabela 1 — Delineamento experimental da hidrolise
enzimatica do amido da fruta-de-lobo e

concentracdo de AR obtida.

Variaveis independentes
Codificadas / Reais
(v/m)
Ensaios Liquozyme Spirizyme  AR"
SC Ds? Fuel HS* (gL?)
(ML g?) (ML g?)

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(1507)  -141(892) 112.37
8 0(1507)  +1.41(4325) 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 umol of
maltose per minute)

*AR = Aclcar redutor.

A andlise de varidncia
(ANOVA) foi obtida por meio do software
Statistica 7.0. O coeficiente de
determinacgdo (R?) obtido foi de 0,84, ou
seja, 84% da variacdo da resposta €
explicada pelo modelo e 16% se atribuiu
aos residuos. Dessa forma, a analise de
variancia (Tabela 2) mostrou que o
modelo quadratico se ajustou bem aos
dados experimentais em relagdo ao teor de
acucares redutores.

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFS) — Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000 Ouro
Branco — MG | simbio@ufsj.edu.br




I1 SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE
BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

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

@W\V\”’[\%\\é

/A

Universidade Federal
de Sao Joao del-Rei

Tabela 2 — Valores da ANOVA para AR apoés a

hidrolise enzimatica.

Fonte SQ GL QM F

Regressdo 1514,00 2 757,00
Residuo 602,89 8 75,36
Total 2116,89 10

10 0,84

*Fealc = 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 concentracbes de
acucares redutores, sob as mesmas
condicdes experimentais adotadas neste
estudo, deve-se adicionar a concentracdo
de Liquozyme SC DC no ponto central
(0,019% m/m) combinada com a
concentragdo de Sprizyme Fuel HS no
ponto central (0,030% m / m) ou maximo
(0,050% m / m).

]

Figura 1 - Superficie de resposta do
comportamento da concentragdo de AR (g L)
obtido apds hidrolise do amido da fruta-de-lobo em
funcdo da concentracdo da Liquozyme (v/m) e
volume da Spirizyme Fuel HS (v/m).

4 — Concluséao
A partir dos resultados observou-
se que, a fim de se obter maiores
concentracfes de acgucares redutores,
deve-se adicionar a concentracdo de
Liquozyme SC DS no ponto central
combinada com a concentracdo de

Spirizyme Fuel HS também no ponto
central.

Os resultados obtidos neste
estudo mostram que a fruta-de-lobo € uma
promissora fonte de amido para diversas a
producdo de bioetanol a partir dos
acucares redutores liberados durante a
hidrolise enzimatica.
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1. Introdugéao

As industrias téxteis tém contribuido
largamente para a  contaminagao
ambiental, devido a grande produgao de
residuos com baixos niveis de
degradacao, incluindo corantes
provenientes das etapas de tingimento,
sendo descartados efluentes com intensa
coloracéo [1].

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

O corante indigo carmim (figura 1) € um
corante muito utilizado na industria
alimenticia, fabricacdo de capsulas como

um pigmento soluvel, empregado como
corante de contraste para a mucosa
colorretal para melhor visualizagédo de
lesbes detectadas pela colonoscopia, e é
também usado como agente complexante
para a analise de cobre por
espectrofotometria. Entretanto, seu
principal emprego acontece nas industrias
téxteis devido a sua baixa solidez,
resisténcia a abrasdo e ao alvejamento,
sendo um dos mais utilizados para o
tingimento de tecidos de algod&o jeans,
possuindo coloragao azul [3,4].

Na § 0 H
L~
o = O
mgﬁ
- T v

Figura 1 — Estrutura molecular do indigo
carmim.
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As substancias corantes contribuem
significativamente para a poluicdo de
recursos hidricos por dificultarem a
penetracao dos raios solares,
prejudicando o metabolismo fotossintético
de algumas espécies; além disso,
apresentam-se como recalcitrantes e
potencialmente cancerigenas [5].

Devido a necessidade de
desenvolvimento de processos de
tratamento de efluentes que garantam
uma boa eficiéncia na remogao de
corantes, a sintese de particulas
magnéticas incrustadas em biocarvao,
apresentaram-se como uma boa forma de
remover o corante indigo carmim dos
efluentes industriais. Adsorventes
magnéticos sao extremamente
interessantes, pois podem ser removidos
da solucao através de um ima3, facilitando
o processo de tratamento de efluentes.

2. Material e Métodos

A sintese das nanoparticulas
magnéticas incrustadas em biocarvao foi
preparada através do método modificado
de Mohan D et al [6]. O método utiliza a
impregnagao de nanoparticulas
magnéticas em carvao ativado. Para tal,
as nanoparticulas magnéticas foram
sintetizadas in-situ, pela co-precipitagao
do sulfato ferroso com cloreto férrico em
meio alcalino e, em um meio rico em
biocarvéo.

Assim, para este trabalho, inicialmente,
10 g de biocarvdo foram adicionados a
500 mL de agua ultrapura e mantidos sob
agitacdo. Enquanto isso, 0,067 mol de
ferro trivalente (Fe*) foram misturados a
0,033 mol de ferro bivalente (Fe*) em 200

mL de agua num béquer de 500 mL. Além
disso, também foram adicionados a esta
solugcao 2,5 mL de HCI.

Esta solucdo foi misturada ao
biocarvdo ativado aquoso preparado
anteriormente e agitada vigorosamente
por 15 minutos a 70°C. Apds este tempo,
foram adicionados a mistura, 500 mL de
uma solucdo de hidroxido de sdédio
(NaOH) 4 mol L', deixando-se o sistema
sob agitagao por duas horas.

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

3. Resultados e Discussao

O grande interesse no estudo da
nanoparticula de 6xido de ferro € devido
sua propriedade magnética. A
propriedade magnética corresponde a
forca ou influéncia atrativa ou repulsiva
que um material impde sobre outros
materiais [7].

A  caracterizagcdo magnética foi
realizada empregando-se um ima de
neodimio e aproximando-o das amostras
solidas e em meio aquoso com o objetivo
de verificar a presenca do campo
magnético. O resultado & da atragdo das
amostras sélidas € mostrado na figura 2.
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Figura 2 - Particulas magnéticas atraidas pelo
ima.

Através da magnetizagdo foi possivel
observar o movimento das particulas
solidas e em meio aquoso na diregao ao
campo magnético, sendo esta uma das

propriedades dos materiais
ferromagnético

Apods testada sua capacidade
magnética verificou-se o poder de

adsorcao do material. A 20 mL de uma
solucdo de indigo carmim de
concentragao 40 mg L' , adicionaram-se
100 mg do material magnético, deixando-
se o sistema sob agitagdo por quinze
minutos.

Decorrido este tempo, colocou-se a
solugdo em contato com um iméa para que
o adsorvente fosse retirado. Notou-se que
restaram na solugdo poucas particulas
adsorventes. Assim, posteriormente, a
mesma foi filtrada com um filtro de seringa
de 0,45 ym. Sequencialmente, fez-se a
leitura da solugdo em espectrofotdmetro
UV-Vis, em 610 nm, verificando-se que
houve a remocédo de cerca de 66% do
corante em solucéo.

Foi possivel analisar que a
absorbancia do corante sem adsorvente
foi maior do que a mesma do corante com
adsorvente, essa variacdo pode ser
explicada pela adsor¢ao de corante pela
nanoparticula magnética.

Na literatura, o valor encontrado para a
porcentagem de adsor¢do do corante
indigo carmim, em uma concentracéo de
40 mg L', por carvao ativado produzido a
partir de residuos da producao de farinha
de trigo foi de 18,61% [8]. Para o carvao
ativado comercial, utilizando solugdes do
corante com concentragdes pré definidas
apresentou um desempenho de adsorgao
de 98% [9].

Comparativamente ao valor para o
carvao ativado advindo da biomassa, as
nanoparticulas apresentaram uma melhor
performance. Contudo, em relagcdo ao
carvao ativado comercial, o material ndo
se mostrou tao eficaz, ja que variaveis
como pH e temperatura ndo foram
analisadas.

4. Conclusao

O aumento da complexidade e
dificuldade para o tratamento de efluentes
das industrias téxteis tem demandado
pesquisas de novas metodologias para
tratamento destes rejeitos. As
nanoparticulas magnéticas  mostraram
ser bom adsorvente, removendo grande
quantidade do corante téxtil indigo
carmim da solugdo aquosa. Além disso, o
processo de separacado do adsorvente da
solugédo foi facilitado, ja que apenas a
presenga de um ima € suficiente para
ocorrer a separagao, simplificando e
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barateando o tratamento de efluentes
aquosos contaminados.
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1. Introducéo

Nos fotobiorreatores, o cultivo das
microalgas pode ocorrer em aguas residuarias,
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 (LEDSs)
vém 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
utilizagdo de LEDs resulta em consumo
energético para o tratamento de &gua
residuaria.

Na literatura encontraram-se diferentes
autores (KIM et al., 2013, 2014a) que
utilizaram a alteracdo dos comprimentos de
onda da luz de LED azul para a luz vermelha
na iluminacgéo de fotobiorreatores operados em
batelada visando o tratamento de &guas
residuarias. Estes trabalhos apresentaram um
aumento na produtividade das microalgas e
maior eficiéncia na remocdo de nutrientes em
comparacdo com a utilizagdo de uma Unica cor
da luz de LED (comprimento de onda unico).

Cabe ressaltar que ndo foram encontrados
estudos em fotobiorreator operado em regime

continuo iluminado por LED na combinacao
dos comprimentos de onda citados.

O objetivo deste estudo foi investigar o uso
de um fotobiorreator para o tratamento de agua
residuaria sintética, além de avaliar o
desempenho energético em fungdo da
iluminacao artificial de luz de LED.

2. Material e Métodos

A 4agua residuéria sintética utilizada foi
elaborada de acordo com a Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico
(OECD, 1996) com acréscimo na quantidade
de extrato de carne. A modificagdo foi
necessaria para aproximar o valor da Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) ao de uma agua
residuaria doméstica real, que se apresenta na
faixa de 450 a 800 mg.L™ de acordo com Von
Sperling (2005).

A amostra utilizada como inoculo para o
crescimento das microalgas foi coletada em
um tanque utilizado para criacdo de tilapias
localizado no Instituto de Ciéncias Exatas e
Biologicas da Universidade Federal de Ouro
Preto e introduzida em um fotobiorreator com
volume util de 20 L contendo agua residuéria
sintética. O in6culo foi iluminado por fitas de
LED brancas com intensidade média de 144
HE.m?s. A identificacdo das microalgas foi
realizada por taxonomia utilizando as chaves
de identificagdo. Foi utilizado um microscopio
Olympus CX 31 equipado com camera SC30,
acoplado a um computador, e a partir do
programa anlaySIS getlT versdo 5.1. As
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microalgas predominantes foram identificadas
como o género Chlorella, nomeada Chlorella
sp.

Para a realizacdo dos experimentos
construiu-se um fotobiorreator aberto em
recipiente de polietileno preto com uma
configuragdo geométrica retangular.

A 4agua residuaria era bombeada para o
fotobiorreator por uma bomba peristéltica 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 metalicas com 36 centimetros
quadrados e colocados em um suporte acima
do fotobiorreator. Um cooler foi utilizado para
evitar 0 aquecimento do LED e
consequentemente o mau funcionamento.
Apo6s passagem pelo fotobiorreator, a &gua
residuaria 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 proporc¢do 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
Fotorradiometro  Delta, modelo OHM
HD21012, equipado com um sensor para
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), que
é a faixa do espectro da radiacdo solar entre
400 e 700 nm. O valor médio da intensidade
luminosa distribuida na superficie liquida do
fotobiorreator foi de 815 HE.m2.s". A tensdo e
a corrente dos LEDs foram medidas por meio
de um multimetro digital 978MD Western na
entrada dos LEDs para calcular a poténcia
total consumida dos quatro LEDs.

O sistema foi operado durante 60 dias. Do
1° ao 11° 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 peristaltica e
passou-se a operar o fotobiorreator em regime
continuo, a partir do 11° dia. Assim, 0
funcionamento do fotobiorreator foi dividido
em trés fases. A Fase 1 é a fase de operacao

em batelada, a Fase 2 € o periodo de ajuste de
vazdo e a Fase 3 é fase de estabilidade da
operagdo em regime continuo.

A determinacdo da DQO foi realizada de
acordo com APHA (2012) e teve como
objetivo determinar a remocdo de matéria
organica.

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 continuo, de acordo com a Equacéo 1.

E( KWh j:[v.l.TDH.z4h.1o3J M

kgDQOremovida DQO,.V,

Em que: E é a energia consumida em kWh por
kg de DQO removida, V € a tensdo (V), | é a
corrente (A), TDH é o tempo de detengdo
hidraulica (d), DQO é a DQO (mg.L™)
removida e Vf é volume do fotobiorreator (L).

Para o calculo do consumo de energia de
LED por volume de &gua residuéria tratada,
levou-se em consideracdo a vazdo do
fotobiorreator de 2.88 L.d*. Utilizou-se a
Equacéo 2:

(w)_(V.l.24h

Consumo de energla(ﬁj—(wj (@)
Em que: V é atensdo (V), | é a corrente (A), Q
é avazdo (L.d™Y).

3. Resultados e Discussao

Os valores de DQO para a agua residuaria
sintética bruta, afluente ao fotobiorreator,
encontraram-se na faixa de 750-850 mg.L™. O
valor médio do porcentual de remocdo de
matéria organica para o fotobiorreator, durante
a Fase 3, e seu respectivo desvio padréo foi de
91,1 £ 1,3% (CV de 1,4%). No fotobiorreator,
as microalgas produzem oxigénio durante a
fotossintese que por sua vez é utilizado pelas
bactérias heterotroficas para a degradacdo
aerobia da matéria organica. Portanto, a
concentragdo de oxigénio foi suficiente para
ser utilizada pelas bactérias, sendo que havia
sempre uma concentragdo remanescente de
OD no fotobiorreator. Assim, 0 sistema
apresentou eficiéncia e estabilidade
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operacional durante toda a Fase 3 para a
remocdo de DQO. Ainda, os valores aqui
medidos foram maiores que 0s 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 relacdo ao consumo de
energia de LED para o tratamento da agua
residuéria durante foram 368,8 + 9,6 kWh/kg
DQO removida e 287 kWh.m™. 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 agua residuaria tratada. Isso pode
ser observado quando s&o comparados, por
exemplo, os valores obtidos na presente
pesquisa com 0 consumo energético para
aeracdo em lodos ativados e lagoas, o0 que
representa 0 maior consumo energetico em
uma estacdo de tratamento aerdbio.

Apesar de a literatura (Yan et al., 2013a;
Yan et al., 2013b) apresentar bons resultados
no cultivo de microalgas visando o tratamento
de 4&gua residudria em fotobiorreatores
iluminados por LEDs, estas pesquisas néo
inferiram sobre o consumo energético da
iluminac&o artificial. Além disso, a maior parte
das pesquisas utilizou fotobiorreatores
operados em regime batelada e, diante destas
informacdes, é clara a necessidade de novas
pesquisas para verificar a eficiéncia energética
e do tratamento de &aguas residuarias em
fotobiorreatores operados em regime continuo
e iluminados por LEDs.

4. ConsideragOes Finais

Considera-se que a intensidade luminosa
utilizada (815 HE.m s ') foi elevada, uma
vez que os valores dos indicadores de
consumo de energia de LED medidos durante
0s experimentos foram bastante elevados.
Devido a este fato, mais pesquisas precisam
ser realizadas em reatores operados em regime
continuo e iluminados por LEDs em diferentes
intensidades,  visando  assegurar  boa
tratabilidade da dagua residuaria e menor
consumo para iluminacao.
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1. Introducéo

Os dois principais sistemas de cultivo de
microalgas tendo como objetivo o tratamento
de aguas residuérias sdo os fotobiorreatores
abertos, como as lagoas de alta taxa (LATS) e
os fotobiorreatores fechados (RAWAT et al.,
2011). Nos fotobiorreatores, o tratamento de
agua residuaria em termos de remocdo de
matéria organica ocorre através da interacdo
entre as microalgas e bactérias ou por meio de
microalgas mixotroficas. No primeiro caso, as
microalgas fornecem oxigénio para as
bactérias aerdbias heterotroficas que, por sua
vez, biodegradam os poluentes orgénicos e
liberam o diéxido de carbono (CO,) a ser
usado pelas microalgas na presenga de luz. No
segundo caso, as microalgas mixotroficas
assimilam tanto CO, quanto moléculas
organicas como fonte de C e utilizam a luz ou
a matéria organica como fonte de energia,
permitindo que sobrevivam sob condicdo
fototrofica e heterotrofica, simultaneamente
(LIU et al., 2017).

A fonte de iluminacdo 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) vém 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 séo livres de
mercurio e apresentam alta eficiéncia luminosa
(ZHAO et al., 2013; OOMS et al., 2016).

Na literatura encontraram-se diferentes
autores (KIM et al., 2013, 2014a) que
utilizaram a alteracdo dos comprimentos de
onda da luz de LED azul para a luz vermelha
na iluminacdo de fotobiorreatores operados em
batelada visando o tratamento de &aguas
residudrias. Estes trabalhos apresentaram um
aumento na produtividade das microalgas e
maior eficiéncia na remocdo de nutrientes em
comparacao com a utilizagdo de uma Unica cor
da luz de LED (comprimento de onda unico).
Cabe ressaltar que ndo foram encontrados
estudos em fotobiorreator operado em regime
continuo iluminado por LED na combinacéo
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 continuo e objetivando o tratamento de
agua residuaria sintética. Avaliou-se, portanto,
a utilizacdo de dois comprimentos de onda de
luz representados pelas cores azul e vermelha.

2. Material e Métodos
A &gua residuaria sintética utilizada foi
elaborada de acordo com a Organizagdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico
(OECD, 1996) com acréscimo na quantidade
de extrato de carne. A modificacdo foi
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necessaria para aproximar o valor da Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) ao de uma agua
residudria doméstica real, que se apresenta na
faixa de 450 a 800 mg.L™ de acordo com Von
Sperling (2005).

A amostra utilizada como inoculo para o
crescimento das microalgas foi coletada em
um tanque utilizado para criacdo de tilapias
localizado no Instituto de Ciéncias Exatas e
Biologicas da Universidade Federal de Ouro
Preto e introduzida em um fotobiorreator com
volume util de 20 L contendo agua residuéria
sintética. O indculo foi iluminado por fitas de
LED brancas com intensidade média de
144 pE.m?st.

Para a realizacdo dos experimentos
construiu-se  um  fotobiorreator  aberto
simulando o funcionamento de uma LAT, em
recipiente de polietileno preto com uma
configuracdo geométrica retangular. No centro
do recipiente, foram colocadas chapas de
policarbonato. Em substituicdo aos pedais de
uma LAT, foram utilizadas duas bombas de
aquario submersas (Sarlo Better 650).

A é&gua residudria era bombeada para o
fotobiorreator por uma bomba peristaltica 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 metalicas com 36 centimetros
quadrados e colocados em um suporte acima
do fotobiorreator. Um cooler foi utilizado para
evitar 0 aquecimento do LED e
consequentemente o0 mau funcionamento.
Apbs passagem pelo fotobiorreator, a agua
residudria 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 proporcdo 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
Fotorradiometro  Delta, modelo OHM
HD21012, equipado com um sensor para
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR), que

é a faixa do espectro da radiacdo solar entre
400 e 700 nm. O valor médio da intensidade
luminosa distribuida na superficie liquida do
fotobiorreator foi de 815 uE.m2.s ™.

O sistema foi operado durante 60 dias. Do
1° ao 11° 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 peristaltica e
passou-se a operar o fotobiorreator em regime
continuo, a partir do 11° dia. A Tabela 1 a
seguir apresenta as variaveis analisadas
durante o regime continuo e sua respectiva
referéncia.

Tabela I. Variaveis avaliadas, principio do
método e respectivas referéncias.

- Principio do Unida- | Referén-
Variavel . -
método de cia
Tempera- Equilibrio
tura, térmico, i i
oD Otico
pH Potenciométrico
. Espectofotomé- 1 NUSH
Clorofila a trico mg.L (1981)
DQO total o 1 APHA
e filtrada Colorimétrico mg.L (2012)
o 1 APHA
SSV Gravimétrico mg.L (2012)

3. Resultados e Discussao
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 operagéo do fotobiorreator. Nota: A
operacao do fotobiorreator é representada em 3
fases. Fase 1: operacdo em batelada. Fase 2:
periodo de ajuste de vazdo. Fase 3: fase de
estabilidade da operagdo em regime continuo.
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A operacdo do fotobiorreator foi dividida
em trés fases, como observado na Figura 1. A
Fase 1 corresponde ao periodo em que o
fotobiorreator operou em regime batelada. Os
valores médios de pH, OD e temperatura com
seus respectivos erros e coeficiente de variacao
(CV) nesta fase foram, respectivamente, 8.2 +
0.07 (CV de 6,6%), 5.9 + 0,5 mg.L™ (CV de
54%) e 25,4 + 0,09 °C (CV de 8,9%). A Fase
2, que compreende do 12° dia de operacdo ao
19° dia, corresponde ao inicio da operacdo do
fotobiorreator em continuo e a um periodo de
ajuste de vazdo. Os valores medidos de pH,
OD e temperatura foram, respectivamente, 7,7
+ 0,6 (CV de 7,5%), 5,3 + 1,4 mg.L™* (CV de
26,7%) e 24,4 + 1,1 °C (CV de 4,6%). A Fase
3 se inicia no 20° dia e finaliza no 60° dia de
operacdo. Esta ultima fase caracteriza o
momento de estabilidade da operagédo do
fotobiorreator, que pode ser justificado pela
menor variacdo diaria dos valores de pH
8,7+0,4 (CV de 5%), OD 6,1 + 0,7 mg.L™ (CV
de 11%) e temperatura 26,9 + 0,6 °C (CV de
2,2%), quando comparados as 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 agua doce é por volta de 8. O
valor médio encontrado de pH para o
fotobiorreator na Fase 3 (8,7 + 0,4) foi
proximo 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, tém-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™, durante a
Fase 3. Com relacdo ao SSV o valor médio
durante a fase 3 foi de 260 + 78 mg.L™. Os
valores de clorofila a e SSV medidos por
Santiago et al. (2013) foram proximos aos
obtidos na presente pesquisa, sendo 1.5 + 1.2
mg.L? e 2.1 + 1.0 mg.L™ de clorofila a, em
suas LATs sem desinfec¢do UV e na LAT com

desinfecgdo UV, respectivamente e 152 + 57
mg.L™" e 124 + 46 mg.L ™ de SSV.
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Figura 2. Clorofila a e SSV no fotobiorreator
ao longo do tempo de experimento.
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Os valores de DQO total para a agua
residuaria sintética bruta, os valores de DQO
filtrada para o fotobiorreator e o porcentual de
remocdo de DQO estdo apresentados na
Figura 3.
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Figura 3. Valores de DQO na agua residuaria
sintética afluente ao fotobiorreator, DQO
filtrada efluente ao fotobiorreator e porcentual
de remocéo de DQO no fotobiorreator.

Os valores de DQO para a agua residuaria
sintética bruta, afluente ao fotobiorreator,
encontraram-se na faixa de 750-850 mg.L™. O
valor médio do porcentual de remocdo de
matéria orgénica para o fotobiorreator, durante
a Fase 3, e seu respectivo desvio padréo foi de
91,1 £ 1,3% (CV de 1,4%). Assim, 0 sistema
apresentou eficiéncia e estabilidade
operacional durante toda a Fase 3 para a
remocdo de DQO. Ainda, os valores aqui
medidos foram maiores que o0s apresentados na
literatura para as LATs iluminadas pelo sol.
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Kim et al. (2014b) obtiveram 85,4 + 5,1% de
remocdo 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
remogédo na LAT de 464 L e TDH de 10 dias.

4. Consideracoes finais
@) sistema analisado apresentou
estabilidade e eficiéncia na redugdo de DQO
em agua residuadria sintética domeéstica,
alcancado um percentual de remocéo de 90%.
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1. Introducédo

O café (Coffea arabica L.) foi descoberto ha
mais de mil anos na regido da etidpia, sendo
inserido na alimentacdo humana na forma de
bebida e posteriormente em outros derivados
alimentares (DURAN et al., 2017). A
popularidade deste grédo pode ser associada ao
seu efeito estimulante que pode ser atribuido a
presenca da cafeina em sua composicao
(ALVES et al., 2009).

O Brasil € o maior exportador de café no
mercado internacional, respondendo por cerca
de 32% da producdo mundial, em uma posicao
gue se mantém ha mais de 150 anos (SUPLICY,
2013). A alta producdo de café ocasiona a
geracdo de grandes volumes de residuos na
cadeia produtiva. Entre os diversos residuos
gerados, a casca do café, possui composicdo
quimica favoravel e semelhante a dos gréos, o
que faz deste coproduto uma matéria de
potencial interesse econémico (SOUZA et al.,
2005).

Segundo Moraes e coautores (2009),
compostos fenolicos constituem uma das
principais classes de antioxidantes naturais e
sdo largamente distribuidos em grdos, cascas,
sementes, dentre outros materiais. Portanto,
como café possui compostos fendlicos mostra-

se como potencial objeto de estudo e intensifica
sua projecdo mercadoldgica e alternativas de
aplicacdo. Em suma, esse trabalho propbe a
obtencdo de moléculas com atividade
antioxidante obtidas por uma hidrolise alcalina
de cascas de café, bem como a quantificacdo
destas moléculas e verificacdo do seu efeito no
desenvolvimento de leveduras.

2. Metodologia
2.1 Obtencao do licor de cascas

O processo de hidrolise alcalina foi
conduzido com as cascas de café “in natura” e
secas naturalmente. Posteriormente, pesou-se
5,0 g de cascas secas em uma balanca analitica
que foram adicionadas a uma solucdo de
hidroxido de sddio (NaOH) com concentracao
de 4% pl/v e proporgcdo fixada em 1:10. A
mistura de cascas e solucdo de hidroxido de
sadio foi transferida para garrafas autoclavaveis
e colocadas em autoclave a 120°C durante 30
minutos. Em seguida, o extrato de casca foi
filtrado a vacuo e armazenado sob refrigeracédo
a4°C em garrafas ambar. 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 Quantificacédo das moléculas
fenolicas

Para determinacdo das moléculas
fendlicas, determinou-se as moléculas fenolicas
totais e moléculas especificas de flavonoides e
taninos. Os fenois totais sdo quantificados pelo
método  Folin-Ciocalteu com  algumas
alteragOes, 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 &cido galico.

2.3 Avaliacdo da atividade
antioxidante em Saccharomyces
cerevisiae

O ensaio para avaliacdo da capacidade
antioxidante da casca do café foi realizado com
cepas de Saccharomyces cerevisiae na fase
exponencial de crescimento. Uma aliquota de
leveduras na concentragéo de 2x10° células/mL
foi transferida para meios de cultivo com
diferentes concentracfes de licor da casca do
café. As concentracGes adotadas foram 25 g/L,
59/L e 2,5 g/L de licor em meio YEPD
completo, obtido com a adicdo de 2% de
glicose, 1% de extrato de levedura e 2% de
peptona. A aliquota de células foi mantida nesse
meio a 28°C e em agitacdo mecanica por um
periodo total de 72 horas. A cada 24 horas,
retirava-se 100 pL desse meio com crescimento
microbiano em diferentes concentragdes, e
diluia-se em 900 uL de agua destilada. Depois
transferiu-se para um tubo eppendorf as células

diluidas e o corante azul de metileno na
proporcado 1:10, sendo necessario cerca de 10 de
células coradas para preenchimento da cdmara
de Neubauer. Para a contagem de células,
consideraram-se 0s quadrantes de maior
graduacdo da camara, com exclusdo de células
dispostas sobre as linhas de marcagéo.

3. Resultados e discussao

Os teores de moléculas fendlicas foram
obtidos em mg/L, conforme descrito na tabela 1
abaixo:

Tabela | - Teor de fendis totais, taninos
e flavonoides em mg.100 gt

Teor (mg.100 g )

Composto fendlico

Fenais totais 3408+130
Flavonoides 615+80
Taninos 30049

De acordo com Pinto (2002), a composicéo
de fendis € variavel em decorréncia do estagio
de desenvolvimento do fruto. Alguns outros
fatores podem influenciar nestes teores, como
forma de cultivo, solo e condicBes climéticas
podem afetar na composicao na cultura de café.
Além disso, é possivel ressaltar que o método
de extracdo pode interferir na quantidade de
moléculas obtidas, conforme observado na
literatura.

Ao final do tempo de cultivo, foi possivel
obter as seguintes curvas de crescimento:
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1,50E+08 —4— Controle 2,5g/L
» e 5,0g/L e 25,0g/L
% 1,00E+08 -
©
=
& 5,00£+07

0,00E+00

0 24 48 72

Tempo (horas)
Figura | - Curvas de crescimento celular das amostras
em analise em duplicata e média

Neste trabalho foi possivel observar
que o padrdo de crescimento variou
diretamente com a concentracdo de licor nas
amostras. Soares (2013) denota a inibicdo do
crescimento celular por compostos fendlicos
oriundos do extrato da folha do araticun
(Syzygium cumini), em diferentes estirpes de
leveduras Saccharomyces cerevisiae. A
diminuicéo do crescimento também ocorre em
células de mamiferos, como demonstrado por
Jardini (2007), que relata a inibicdo do
crescimento celular em cultura de células da
linhagem Caco-2 expostas a diferentes
concentragdes de compostos fendlicos
derivados do extrato hidro alcodlico de roma.

Outra analise utilizada foi a
comparacdo entre as taxas de viabilidade
celular encontradas e o ndmero de células
viaveis em cada tempo de contagem. Os
resultados estdo descritos na figura I1.

1,20E+08 1,00

X

0,90 =

1,00E+08 0,80 ©

| ’ 3

E 8006407 070 3

) 0,60 ©

S 6,00E+07 0,50 3

° 0,40 &

©  4,00E+07 030 =

4 Kej

2,00E+07 . 8'58 £
0,00E+00 -

Controle 2,5g/L  5,0g/L 25,0g/L

Figura 11- Comparativo entre as escalas de viabilidade
celular e 0 nimero de células viéveis.

Ao final do tempo de cultivo as
amostras de 2,5 g/L e 5 g/L apresentaram
quantidade de células mais proximas as
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 ndo tdo destoante das
outras amostras, na concentracdo de 25 g/L foi
quantificada a menor concentracdo final de
células vidveis, ndo atingindo a fase
exponencial esperada.

4. Consideracdes Finais

A extracdo da casca do café utilizando
hidroélise alcalina foi eficaz para a obtencédo de
moléculas bioativas, uma vez que se obteve
3408 mg.100 g* em compostos fendlicos,
entre eles taninos e flavonoides.

Nos  ensaios com  leveduras
Saccharomyces cerevisiae a presenca do licor
da casca do café nos meios de cultura teve um
impacto direto no desenvolvimento celular,
onde as culturas que mais se desenvolveram
possuiam as menores concentragdes do
hidrolisado. Entretanto, foi observado que a
viabilidade das células foi melhor nas
amostras com meio de cultivo na
concentracdo 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 residuo
agroindustrial passivel de reaproveitamento,
podendo gerar substancias de alto valor
agregado, como antioxidantes.  Esses
compostos ja sdo reconhecidos na literatura
por suas propriedades e atuacdo em reacdes
oxidativas, por isso sdo de grande interesse
comercial. Além disso, possuem
aplicabilidade em diferentes segmentos
industriais, tais como os alimenticios,
cosméticos, farmacoldgicos e outros.
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1. Introducédo

Os fenois sdo compostos recalcitrantes de
elevada toxicidade, que podem ter sérios
impactos ambientais se forem descartados de
maneira inadequada nos ecossistemas. Os
compostos  fenodlicos sdo uma classe
importante de contaminantes ambientais, pois
estdo  presentes em  muitos  efluentes
industriais, como industrias farmacéutica e
téxtil, refinarias, petroquimicas e siderdrgicas,
defensivos agricolas, 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 &gua, solo e
plantas (JAY, 2005). Sdo bactérias que vivem
preferencialmente em um ambiente aerdbico,
mas podem crescer em um ambiente
anaerobico na presenca de nitrato (Madigan et
al., 2016). Bactérias do género Pseudomonas
desenvolveram a capacidade de utilizar
substratos toxicos ao seu crescimento, como
compostos fenolicos e benzeno. Portanto,
esses microrganismos desempenham um papel
muito importante na degradacdo de poluentes
de areas contaminadas e podem ser usados em
técnicas de biorremediagdo. (KURBATOQOV et
al., 2006). A ~cepa de Pseudomonas
aeruginosa utilizada nesta pesquisa foi isolada

de uma amostra de lodo ativado proveniente
de uma industria siderurgica e, por esse
motivo, a cepa ja& estava bem adaptada a
presenca de fenol, uma vez que os efluentes
siderdrgicos apresentam altas concentracdes
desse composto. Assim, esta linhagem
apresenta um grande potencial no tratamento
de efluentes fenolicos e na recuperacdo de
areas contaminadas por rejeitos fendlicos.

O objetivo deste trabalho foi estudar a
capacidade de degradacdo do fenol por uma
linhagem de Pseudomonas aeruginosa isolada
do lodo ativado de uma industria siderdrgica,
identificando as melhores condicBes para
remocdo de fenol pela linhagem bacteriana
estuda.

2. Material e métodos

2.1. Cinética do crescimento microbiano e
degradacéo de fenol

O crescimento celular pode ser medido em
espectrofotdmetro em raz&o do espalhamento
de luz ocasionado pela presenga das ceélulas.
Sendo assim, foi feito o acompanhamento do
crescimento microbiano por meio da leitura da
absorbancia (600 nm) e por meio de uma curva
analitica  relacionando  absorbancia e
concentracdo de células, foi construido uma
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outra curva relacionando a concentracdo de
células e o tempo. O pH do meio foi
monitorado a 6,4 durante o ensaio utilizando
tampdo fosfato. A composicdo do meio
empregue neste estudo ¢ em mg L™: glicose
(1000), MgS04.7H20 (2,5), CaCl2.2H20 (3,8),
MnS04.7H20 (0,14), Fex(SO4).6H.0 (0,60),
(NH4)2S0Os4 (100) e fenol (250). A
determinacdo do fenol foi também feita ao
longo do ensaio cinético para avaliar a
degradacdo deste composto ao longo do
tempo.

2.2. Estudo da degradacao do fenol pela
linhagem Pseudomonas aeruginosa

Para avaliar as melhores condi¢Oes de
biodegradacdo de fenol, foi utilizado um
planejamento estatistico, apresentando quatro
pontos axiais e triplicata no ponto central.
Com o objetivo de verificar se o fenol sofreu
degradacédo durante o periodo de fermentacao,
foi realizado um teste adicional (controle
abiotico), cuja composicdo do meio € a mesma
dos pontos centrais do planejamento
experimental. As variaveis independentes
estudadas foram concentragéo de fenol e pH.
A Tabela 1 mostra o planejamento
experimental onde a concentragéo de fenol e o
pH foram variados. A composicao do meio é a
mesma usada no ensaio cinético, com excec¢ao
do fenol que teve as concentracGes variadas. O
pH do meio foi controlado utilizando tampéo
fosfato.

Tabela 1 - Planejamento experimental variando a
concentracdo de fenol e 0 pH.

Ensaio Cédigo Fenol (mg L) pH
1 -1,-1 108 58
2 -1, +1 108 7,0
3 +1, -1 392 58
4 +1, +1 392 7,0
5 -1,41,0 50 6,4
6 +1,41,0 450 6,4
7 0,-141 250 55
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 discussao

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, em 72 horas, degradando-o desde
0 inicio do processo de fermentacdo. Este
resultado indica que essa bactéria é capaz de
degradar o fenol, apresentando um grande
potencial na remocao do composto.
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—e— Crescimento microbiano

—e— Concentragdo de fenol (mg/L)

Figura 1 - Cinética do crescimento microbiano e de
degradacdo do fenol no periodo de 72 horas,
temperatura de 30 ° C, pH de 6,4 e agitacdo de 150
RPM para a bactéria Pseudomonas aeruginosa.

Como pode ser visto na curva de contorno
da Figura 2, para obter uma melhor
degradacdo do  fenol pela  bactéria
Pseudomonas aeruginosa, o pH deve ser
controlado em 6,4 (ponto central). Pode ainda
ser visto que quanto menor a concentragdo
inicial de fenol, melhor a percentagem de
remogdo do composto. Isto é facilmente
justificavel porque, na presenca de compostos
toxicos como o fenol, o crescimento
microbiano é afetado, e quanto maior a
concentragdo do composto recalcitrante, maior
o efeito inibitorio sobre o microrganismo. A
cepa de Pseudomonas aeruginosa também
apresenta boa eficiéncia na remocéo de fenol,
mesmo quando apresenta maiores
concentragdes iniciais de fenol.
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Figura 2 - Curva de contorno da remogdo de fenol em
relagdo & concentracdo inicial de fenol e pH para a
bactéria Pseudomonas aeruginosa.

Analisaram-se 0S dados
estatisticamente obtendo-se os diagramas de
Pareto e os valores da ANOVA, mostrados na
figura 3 e tabela 2, respectivamente.

1,590195

pH(Q) -4,079

(2pH(L) ¢

Figura 3 - Diagrama de Pareto da remocdo de fenol

Concentragdo de fenol(Q) -,192348

p=.05

pela bactéria Pseudomonas aeruginosa em relagdo a
concentracéo inicial de fenol e pH.

Tabela 2 - Valores da ANOVA para a remogéo de fenol
pela bactéria Pseudomonas aeruginosa em relacdo a
concentracéo inicial de fenol e pH.

100
80
1%

Fealc

Fonte SS df MS * R?
Regresséo 25772 1 2577,2 4456 0,83
Residuo 520,5 9 578

Total 3097,7 10

*Feac = 44,56; Fran = 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 pardmetro pH (quadratico) possui

valor estatisticamente significativo (p<0,05).
As demais variaveis como concentragdo inicial
de fenol e as interacdes entre as varaveis sao
menos significativas nestas condigdes de
processo dentro dos intervalos de confianga
(p<0,05). Estes paradmetros causam menor
influéncia nos resultados, mas podem possuir
maior influéncia sob outras condicdes.

Por meio da Tabela 2, obtém-se o valor
de F calculado (Fcarc), sendo que como Feac é
maior que Fwn (F tabelado), o modelo
matematico é estaticamente significativo e
preditivo. Além disso, o valor de R? de 0,83
mostra 0 bom ajuste do modelo.

A Tabela 3 mostra os coeficientes de
regressdo para a remocgdo de fenol pela
bactéria Pseudomonas aeruginosa. Em
vermelho estdo destacados o0s parametros
significativos. E possivel notar que a variavel,
pH (quadratica) possui efeito negativo
significativo, no nivel de confianca de 95%
(p<0,05), sobre a variavel resposta remocao de
fenol.

Tabela 3 — Coeficientes de regressdo e p valor para a
remocdo de fenol pela bactéria Pseudomonas
aeruginosa

Regresséo  p_valor
Média/Interacdo 98,9024 0,000014
Xi (L) -1,5428 0,090796
X1(Q) -0,8259 0,855038
Xz (L) 5,7366 0,172662
X2 (Q) -17,5145 0009549
X1X2 -1,6479 0,759762

* Xa: Concentracdo inicial de Fenol, X2: pH; L: termo
linear; Q: termo quadrético.

A partir dessas andlises, é possivel
definir a equacdo 1:
Rf (%) = 98,9024 -17,5145x,%2 (1)

Onde, Rf é o percentual de remogéo de
fenol x2 € o0 pH.
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A confiabilidade da Equacdo 1, pode
ser verificada obtendo os valores preditos pelo
modelo matematico descrito anteriormente. Na
figura 4, s&o mostrados os valores preditos em
relacdo aos valores observados. A partir da
andlise da figura 4, pode-se concluir que o
modelo matematico prevé o0s resultados
obtidos satisfatoriamente, mesmo havendo
pontos em que ha uma diferenca maior entre
os resultados obtidos experimentalmente e 0s
valores obtidos por meio da equacéo 1.

120
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100 E—

aditng
o
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Wal

a0 40 50 60 T0 an 80 100 110
Valores observados

Figura 4 — Valor predito versus valor observado para a
variavel Remocdo de fenol (%) nos ensaios com a
bactéria Pseudomonas aeruginosa.

3 - Conclusao

Este trabalho traz uma possibilidade ou
um processo biotecnolégico de grande
interesse ambiental, visto que, o fenol é um
composto toxico recalcitrante de grande
impacto ambiental e esta bactéria prospectada
do lodo ativado de uma industria siderurgica
estd apta a biodegradacdo de compostos
fendlicos, podendo ser utilizada no
aprimoramento e ou desenvolvimento de
técnicas de tratamento de efluentes e na
recuperagdo de solos contaminados por esses
compostos. Para que ela possa metabolizar
altas concentragOes desses compostos, assim
como, alcangar percentuais mais elevados de
remocdo, os estudos e a pesquisa devem
continuar. O tratamento estatistico se mostrou
eficaz em mostrar a influéncia das varidveis
independentes sobre remogdao de fenol.
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1-Introducéo

A producdo de etanol a partir de
biomassa amilacea é  atualmente
considerada uma alternativa vidvel e
promissora para a substituicdo dos
combustiveis fosseis, principalmente o
petréleo que além de ser um recurso finito,
contribui com o agravamento do efeito
estufa com a emissdo de gases poluentes.
Diferentes matérias-primas podem ser
utilizadas na producdo de etanol.
(ADITYA et al, 2016).

A Solanum Lycocarpum,
pertencente a familia da solandcea ¢é
popularmente conhecida como fruta-de-
lobo. Essa espécie é capaz de crescer e se
desenvolver em ambientes com condigdes
desfavoraveis como solos pobres em
nutrientes e acidificados. Ela ocorre
naturalmente em todo o Brasil tropical e
subtropical, com predominancia nos

cerraddes, campos cerrados e cerrados. A
fruta-de-lobo tem uma grande quantidade
de amido, portanto, € uma matéria-prima
promissora para a producdo de etanol
(OLIVEIRA-FILHO e OLIVEIRA,
1988).

A fermentacdo alcodlica €
realizada por micro-organismos. Algumas
bactérias, leveduras e fungos sdo capazes
de realizar esse processo. A cepa de
levedura industrial PE-2 é a mais
comumente utilizada na fermentagéo do
bioetanol, devido as suas caracteristicas
como alta seletividade, baixo acimulo de
subprodutos, alto rendimento de etanol e
elevada taxa de fermentagdo (AMORIM et
al., 2011).

Diante desse contexto, 0 presente
trabalho propde a fermentagdo de agucares
fermentesciveis, obtidos do amido da fruta-
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de-lobo, para a producdo de etanol Tabela 1 — Composicdo do meio indculo para
utilizando a cepa comercial da levedura crescimento das leveduras. .
Sacharomyces cerevisae, (PE-2). NUTRIENTES CONCENTRAGAO
(%m/v)
2 — Material e Métodos Extrato de Levedura 1
Sacarose 2
C - .. (NH4)2S04 0,1
2.1 Hidroélise Enzimatica K,;HPO4.3H,0 0.1140
MgS04.7H,0 0,024
A hidrdlise do amido que foi MnS04.H,0 0,00104
obtido da fruta-de-lobo por meio do ZnS04.7H0 0,0028

Fonte: Oliveira, 2011.

Posteriormente, as leveduras foram
recuperadas por centrifugacdo (Centrifuga
Eppendorf 5920 R) a 3500 rpm por 20
minutos, lavadas e ressuspendidas no meio
de fermentacdo (pH 5,0). Para formulacdo
do meio de fermentacéo, o material obtido a
partir da hidrolise que apresentava 12,5% de
Brix foi acrescido de alguns nutrientes
(Tabela 2). A fermentacdo foi realizada
adicionando o hidrolisado rico em glicose e
suplementado com nutrientes em frascos
erlenmeyers colocados em incubadora com
movimento rotatorio shaker refrigerado
New Brunswick (Series — | 26) a 50 rpm,
30°C por 11h.

método de decantacdo sucessiva foi
realizada por duas etapas consecutivas:
liguefacdo e sacarificacdo. Enzimas
comerciais produzidas pela Novozymes A
/' S foram usadas. A solucdo de agua e a
enzima Liquozyme SC DS (alfa-amilase)
foi aquecida a 85 ° C e a suspenséo de
amido (16% p / v) foi gradualmente
adicionada até a sua completa
gelatinizagdo. Ap6s 2h30min de reacdo, a
temperatura foi reduzida para 65 ° C para
iniciar o processo de sacarificacdo. Nesta
fase, a enzima Spirizyme Fuel HS (gluco-
amilase) foi adicionada. A reaccdo foi
incubada a temperatura indicada com
agitacdo rotativa a 140 rpm durante as 24

horas. Tabela 2 — Composi¢do do meio indculo para
crescimento das leveduras.

2.2 Fermentacgo alcodlica NUTRIENTES ~ CONCENTRAGAO
(%m/v)
., ) . Acucar redutor 12,5
O in6culo foi preparado pelo cultivo Extrato de Levedura 05
da levedura em frascos erlenmeyer contendo (NH,)2S04 0,1
100 mL de meio sintéetico (pH 5,0) composto K2HPO4.3H,0 0,1140
por sacarose e outros nutrientes (Tabela 1). MgS0..7H,0 0,024
As células foram cultivadas em incubadora MnSO..H.0 0,00104
ZnS04.7H;0 0,0028

shaker refrigerado New Brunswick (Series — Ureia 0.1
| 26) a 180 rpm a 30 °C por 24h até atingira  Fonte: Oliveira, 2011.
fase estacionéria.

A fermentacdo foi conduzida por 11
horas e foram retiradas aliquotas nos
intervalos de tempo Oh, 1h, 3h, 5h, 7h, 9h e
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11h. As amostras foram centrifugadas
(Centrifuga Eppendorf 5920 R) a 3500 rpm a
4 °C por 20 min. Os sobrenadantes das
amostras livres de células foram congelados
para anélises posteriores.

O processo de fermentacdo foi
conduzido monitorando 0s  seguintes
parametros, aclcares redutores (g L),
crescimento celular (g L), e concentragio
de bioetanol (g L™?). Os aglicares redutores
foram determinados utilizando o método
desenvolvido por Noelting & Bernfeld
(1948), a concentragdo celular foi
determinada por gravimetria da biomassa e a
concentracdo de bioetanol por meio da
técnica de microextracdo em fase soélida
(SPME) associada a cromatografia gasosa.

3 — Resultados e discussdes

3.1 — AcUcares redutores

A concentracdo de glicose no
hidrolisado foi de 12,5 % de Brix. Essa
concentracdo no hidrolisado mostra que a
fruta-de-lobo € uma matéria-prima com
alto potencial para a producéo de etanol.

3.2 Fermentacao alcodlica

A Tabela 3 apresenta a evolucédo
das concentracbes de AR, biomassa e
etanol durante o processo fermentativo
utilizando a levedura PE-2.

Tabela 3 - Teores de AR, sélidos sollveis,
biomassa e etanol ao longo do tempo para a cepa
de levedura PE-2.

AR BIOMASSA ETANOL
T (h) @Lh) (LY @@L

0 11499 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 2315 116,74 33,93

9 1022 101,83 42,55

11 975 96,51 41,82

*T = Tempo; AR = agUcar redutor

Pode-se observar que o valor
maximo encontrado para a producdo de
etanol foi de 42,55 g L™t em 9h de processo
fermentativo (Tabela 3). A levedura PE-2
¢ uma cepa industrial utilizada na
producdo de etanol em grande escala com
ciclos repetitivos de fermentagdo. Em
escala laboratorial, com fermentagdo em
batelada simples como a realizada no
presente trabalho, a levedura se mostrou
com bom desempenho.

Guigou (2012), realizando a
fermentacdo alcoolica utilizando a
levedura Saccharomyces cerevisae a partir
do amido de batata-doce (12%m/v) obteve
39 g Lt apds 14 h de fermentagdo. Isso
mostra que o amido obtido da fruta-de-
lobo pode ser uma fonte alternativa para a
producdo de etanol.

A partir dos dados da Tabela 3 foi
construido o gréafico com o agrupamento dos
perfis de concentracéo de agucares redutores
(AR), concentracdo de biomassa (X),
concentragdo de etanol (E) para a cepa de
levedura PE-2 (Figura 1). Por meio deste
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perfil visualiza-se 0 comportamento cinético
da fermentacdo alcodlica, conduzida em
batelada simples, e evidencia-se a variagéo

das concentracbes de celulas, acucares
redutores (AR), e etanol durante a
fermentacao.
BAR: N Biomassa: 4 Etanol.
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Figura 1 - Perfil da produgdo de etanol e biomassa e
consumo de acgucares redutores em funcdo do tempo
para a levedura PE-2.

Analisando a Figura 1 observa-se que
arelagdo estabelecida entre a concentracao de
substrato, concentracdo de produto formado e
concentragdo celular durante a fermentagdo
indica que este processo fermentativo
ocorreu de forma adequada e ilustra bem o
perfil cinético das fermentacdes.

Nota-se que ha um consumo de agucar
redutor concomitantemente com o aumento
da producdo de etanol. O processo
fermentativo iniciou com 114,99 g L de
acucar redutor e no fim (11h) decresceu para
9,75 g L™ Isso indica que quase todo o
substrato foi consumido pela levedura
durante a fermentacdo. Ja a maior
concentragdo de etanol foi alcancada em 9h
de processo fermentativo, com tendéncia de
estabilizagdo em 11h. Sendo assim, podemos
inferir que a fermentacdo poderia ser
interrompida em 9h quando se alcangou a
méaxima concentracao do produto de interesse

4 — Concluséo

Por meio do acompanhamento
dos principais parametros durante o
processo fermentativo do hidrolisado
concluiu-se que a fermentacédo utilizando
a cepa de levedura PE-2 se desenvolveu de
maneira esperada, indicada pelo consumo
quase que total dos  acucares
fermentesciveis, aumento da biomassa e
producdo de etanol. A produgéo de
bioetanol a partir dos agucares redutores
liberados durante a hidrolise enzimatica
do amido da fruta-de-lobo se mostrou
interessante e pode ser uma alternativa de
fonte amilacea para essa producéo.
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1. Introducéo

Farmacos como o 17a-etinilestradiol sdo
contaminantes emergentes que aumentam a
cada ano nos residuos hidricos devido a sua
presenca em anticoncepcionais. Esse horménio
é conhecido como um desregulador enddcrino
(DE), ou seja, um composto capaz de interferir
na resposta da atividade hormonal de seres
vivos. Como o0s tratamentos de esgoto
convencionais ndo sdo eficazes para remocao
de horm6nios em &guas residuais, a adsorcao é
um processo que pode auxiliar na remocao
destas substancias. Assim, neste trabalho,
estudou-se o potencial de remocdo do 17a-
etinilestradiol de sistemas aquosos através da
adsor¢do em biocarvdo produzido a partir da
pirélise da casca do cbco verde. O consumo de
agua de coco vem crescendo cada vez mais com
0 passar dos anos, acarretando assim, um
acumulo excessivo de residuos e o descarte
inapropriado do mesmo. Desta forma, utilizar
esta biomassa em processos adsortivos torna-se
uma solucdo para o reaproveitamento de tais
residuos.

2. Materiais e Métodos
2.1.0btencéo da biomassa
O biocarvéo foi produzido a partir dos

residuos da casca do cdco verde pelo processo
de pirolise, realizada a 500 e 800°C.

2.2.Preparacdo 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. Apols esta etapa, o material foi
macerado e dividido em trés partes: uma parte
permaneceu in natura, a outra foi submetida a
pirélise a 500 °C e finalmente, a terceira parte
foi submetida a pirélise de 800°C.

2.3.Caracterizagao
materiais

Para a biomassa in natura de coco verde e 0s
dois biocarvdes produzidos a partir da biomassa
foram realizadas as seguintes caracterizaces:
densidade total, teor de cinzas, pH, ponto de
carga zero (PCZ).

fisico-quimica  dos

2.4.Densidade total

De acordo com Guimardes (2006), foi
possivel calcular a densidade total da biomassa
e dos biocarvoes atraves da relacdo
massa/volume. Inicialmente, pesou-se uma
proveta de 10 mL em uma balanga analitica. Na
seguinte etapa, a proveta foi preenchida pelo
material até 5 mL. Por dltimo, foi possivel
encontrar a massa do material em um volume
de 5 mL pesando a proveta novamente. Esta
caracterizacdo foi realizada em triplicata. A
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densidade total pode ser calculada a partir da
seguinte equagao:
M

d=+ 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 (GUIMARAES,
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 periodo de 1h. Ap6s o
presente processo, o cadinho foi retirado e
resfriado. Posteriormente o material foi
novamente pesado, obtendo-se a massa final.
Esta caracterizacgdo foi realizada em triplicata.
Para a obtencdo do teor de cinzas, utilizou-se a
seguinte equacao:

C, =, x100(2)
Onde:
Cz =teor de cinzas (%)
R = massa do residuo apds calcinacao (Q)
M = massa do material (Q)

2.6.pH

O potencial hidrogenionico (pH) foi medido
através da Norma JIS K 147 adaptada, o qual
em um erlenmeyer de 200 mL, adicionou-se
100 mL de &gua destilada e 1g do material em
estudo. Esta solucdo foi submetida a
aquecimento até atingir a ebulicdo. Apds o
inicio da ebuligdo, o sistema foi mantido por 5
minutos a mais no aquecedor. Ao atingir os 5
minutos, a solucéo foi retirada do aquecedor e
mantida em repouso até atingir a temperatura
ambiente. Entdo, adicionou-se mais 100 mL de
agua destilada para fazer a medicéo do pH. Esta
caracterizagdo 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 solugGes. Em

um béquer de 100 mL, adicionou-se 50 mg de
material e 50 mL de agua 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 solugdes 0,1 mol. L
de NaOH (para atingir valores basicos) ou HCI
(para atingir valores 12 4&cidos). Apds essa
etapa, deixou-se em repouso as solucgdes por 24
h, e mediu-se o pH final. Esta caracterizacdo foi
realizada em triplicata. A partir dos valores
encontrados, tanto de pH inicial quanto de pH
final, foi possivel obter o grafico pH inicial
versus pH final e a partir disso, é encontrado o
PCZ, que indica em qual valor de pH a
superficie caracteriza-se como tampao.

2.8.Testes de adsorgao

Os testes de adsorcdo foram realizados
utilizando o 17a-etinilestradiol de acordo com
0 planejamento experimental apresentado na

Tabelal.
Tabela 1. — Planejamento fatorial
Nimerodo  Massade Tempo Concentracdo
experimento  adsorvente dol7a-
etinilestradiol

1 30mg  15min 20 mg

2 30mg  15min 60 mg

3 30mg  45min 20 mg

4 30mg  45min 60 mg

5 70mg  15min 20 mg

6 70mg  15min 60 mg

7 70mg 45 min 20 mg

8 70mg 45 min 60 mg

9 16mg 30 min 40 mg

10 84mg 30 min 40 mg

11 50mg 5 min 40 mg

12 50mg 55 min 40 mg

13 50mg 30 min 6,4 mg
14 50mg 30 min 73,6 mg

15(C) 50mg 30 min 40 mg

16(C) 50mg 30 min 40 mg

17(C) 50mg 30 min 40 mg

O sistema permaneceu em temperatura
ambiente e agitacdo constante utilizando-se
agitadores e barras magnéticas. Depois de
atingir o tempo de equilibrio de adsorcéo, a
solucdo foi filtrada primeiramente com filtros
de papel e em seguida utilizou-se filtros de
seringa 0,45 pum e a concentragdo residual de
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17a-etinilestradiol foi analisada  por
espectrofotometria UV-Vis em A = 280 nm.

3. Resultados e Discusséo
3.1. Densidade, teor de cinzas e pH

Observando os valores da tabela 3, podemos
perceber que a temperatura de pirdlise
influenciou os valores de densidade, como
podemos observar para os biocarvoes de 500 e
800°C. O biocarvéo de 800 °C obteve um valor
de densidade menor, ja que altas temperaturas
favorecem a volatizacéo dos grupos funcionais
presentes na estrutura carbonécea e perda de
massa devido a alta temperatura submetida. O
biocarvdo de 500°C apresentou maior
densidade se comparado ao biocarvdo de
800°C, devido a menor perda de massa, ja que
foi exposto a uma temperatura mais baixa.

O teor de cinzas esta relacionado com a
presenca de varios minerais como calcio,
potéssio, fosforo, magnésio. O teor de cinzas
dos biocarvdes foi maior que o teor de cinzas da
biomassa, sendo um resultado j& esperado visto
que o processo de pirdlise degrada o0s
constituintes da biomassa aumentando o teor de
cinzas.

O tipo de tratamento, como a pirélise para 0s
biocarvbes, pode modificar a superficie da
biomassa, justificando assim que os biocarvoes
apresentaram um pH alcalino e a biomassa pH
acido.

Tabela 2: Densidade, teor de cinzas e pH

caracteriza-se maior que o valor de PCZ ,
ocorre um ambiente favoravel para a
capacidade de troca catidnica. A tabela 3 abaixo

mostra os valores de pH e pHpcz
Tabela 3: pH ePCZ

Material pH PCZz
Biomassa 5,25 7
Biocarvao 10,27 8
500°C

Biocarvao 10,05 9,45
800°C

De acordo com a tabela acima, pode-se
observar que os valores de pH dos biocarvoes
sdo maiores que o PCZ, apresentando assim as
superficies carregadas negativamente,
favorecendo a adsor¢do de cations. Ja o pH da
biomassa foi menor que seu PCZ, indicando
que sua superficie apresenta-se eletricamente
positiva, favorecendo a adsorcédo de anios.

3.3.Testes de Adsorcao

Apo6s as amostras passarem pelos testes de
adsorcdo, foi possivel medir a porcentagem de
hormdnio adsorvido pela biomassa e pelos

biocarvoes, como observado na tabela 4.
Tabela 4: Porcentagem de adsorcéo do 17a
etinilestradiol

Material Densidade Teor de cinzas pH
(g.mL™) (%)

Biomassa 0,33 4,56 5,25

Biocarvéo 0,44 24,5 10,27

500°C

Biocarvéo 0,38 45,13 10,05

800°C

3.2.PCZ

Segundo Marin et al (2015), quando o valor
de pH é menor que o0 PCZ, ha predominancia de
cargas elétricas positivas na superficie do
material, representando a capacidade de troca
de anions, uma condicdo significativa de
adsorcdo de moléculas anionicas; ja se o pH

Nimerodo Biomassa Biocarvdo Biocarvao
experimento innatura  500°C 800° C

1 2528 19,59 35,87
2 11,46 71,51 43,26
3 4476 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 3599 40,18 42,83
15(C) 61,37 12,13 47,73
16(C) 4167 19,32 44,70
17(C) 4167 17,43 53,04
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Os experimentos mostraram que a
predominancia de cargas nas superficies da
biomassa in natura e dos biocarvdes de 500 e
800°C influenciaram diretamente na adsorcao
do presente hormonio, onde a biomassa in
natura apresentou em sua superficie
predominancia de cargas positivas, enquanto 0s
biocarvbes de 500 e 800°C, apresentaram
superficie com cargas negativas. A biomassa in
natura se mostrou um excelente adsorvente
apesar de ndo receber nenhum tratamento
prévio, devido a estrutura gquimica do 17a-
etinilestradiol. J4 os biocarvdes foram
prejudicados na adsorcdo justamente por
apresentarem cargas negativas. Mas apesar
disso, o biocarvdo de 800°C obteve um
resultado significativo na remogdo do 17a
etinilestradiol, visto que o aumento da
temperatura no tratamento térmico aumenta a
capacidade de adsor¢do. Quanto mais elevada a
temperatura, mais poroso se torna o adsorvente,
aumentando, consequentemente, sua area
superficial.

Verificou-se que dentre os parametros
analisados no processo adsortivo utilizando o
biocarvdo de 800°C, o tempo de reacdo e a
interacéo tempo/[etinilestradiol] foram
significativos ao nivel de confianca de 95%,
como pode ser observado pelo gréfico de Pareto
representado na figura 1. Pelo grafico pode-se
observar a que quanto maior o tempo de reacao,
maior taxa de adsorcdo é obtida. A interacdo
tempo/[etinilestradiol] teve um efeito negativo,
indicando que quanto menor o pH e maior o
tempo de reacdo, maior € a porcentagem de
adsorcao.

Os parametros avaliados (massa de
adsorvente, tempo de reacdo e concentracdo de
hormbnio)  nos  processos  adsortivos
envolvendo a biomassa in natura e o biocarvao
pirolisado a 500°C ndo foram estatisticamente
significativos dentro dos valores estudados
neste trabalho.

Parein Chart of Standardized Hfects; Variable: % de ads orcdo
3faciors, 1Bbos, 17 Runs ; ME Residuak138, 1079
DV: % de adscrgdo

Tempal Q) //// % 381
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1Ly 3L %.{1312381
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Figura 1; Gréafico de Pareto
4. Conclusdo

Os experimentos indicaram que o biocarvéo
pirolisado a 800°C e a biomassa in natura,
mostraram-se promissores no processo de
adsorcdo do 17a-etinilestradiol. Portanto, a
casca de coco verde pode ser utilizada como
adsorvente, agregando um novo valor
sustentavel a este tipo de residuo.
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1. Introducédo

As regeneracdes da pele a partir das camadas
mais profundas tém sido observadas desde 0s
primdrdios. Nesse contexto, existem diversos
tratamentos estéticos que favorecem a
renovagao de pele, melhorando a aparéncia do
tecido cutaneo pela diminuicdo de manchas,
acnes, marcas de expressao e outros. Em meio
a diversos tratamentos estéticos, o processo de
esfoliagéo (do inglés Peeling) se torna bastante
eficaz na renovacdo celular e na reepitelizacéo,
0 que permite maior permeacdo de principios
ativos (CAREGNATO et al., 2011).

Os esfoliantes podem ser classificados em:
quimicos, fisicos e enzimaticos. Nos métodos
enzimaticos, sdo frequentemente adotadas
enzimas proteoliticas de origem vegetal, como
a papaina (do latex do mamoeiro), bromelina
(do abacaxi) e enzimas também de outras fontes
como roma e abobora (SOUZA, 2004). Ha
diversas vantagens que justificam o uso desses
esfoliantes frente aos quimicos:
biodegradabilidade, alta especificidade, baixa
massa molecular (maior permeacdo na pele) e
compatibilidade com diferentes tipos de peles
(SANGEETHA; ABRAHAM, 2006).

A papaina pertence a um grupo de enzimas
encontradas no latex do mamoeiro (Carica
papaya L.), as quais sdo liberadas em
decorréncia de danos ao fruto verde. Esse latex
possui aparéncia leitosa e é constituido por 40%
de enzimas, sendo 8% de papaina. No latex, as

enzimas se encontram na forma inativa no
interior da planta e concomitantemente a
liberagdo, tornam-se ativas. Além disso, séo
caracterizadas pela capacidade hidrolitica na
camada cérnea da pele, seguranca de absor¢do
cutanea e auxilio na cicatrizacdo de lesdes na
pele, favorecendo sua utilizagdo em
formulacbes cosméticas (KLASEN, 2000).

Dessa forma, esse trabalho objetivou a
obtencdo de um sabonete facial glicerinado com
efeito peeling enzimatico a base de latex bruto
do mamoeiro. Nesta pesquisa optou-se por
utilizar o extrato bruto, resultando também no
acréscimo de vitaminas e aminoacidos ao
produto final, reduzindo opera¢Bes unitarias
guanto aos processos de purificacdo.

2. Material e Métodos
2.1 Obtencdo do Latex

O latex do mamoeiro foi obtido do fruto de
mamao verde sem retirada do fruto da planta
por meio de cortes na casca. O latex foi
armazenado em frasco estéril e sob
refrigeracao.

2.2  Formulagao do Sabonete de Glicerina

Para a formulacéo, 1 kg de base de glicerina
foi derretido em banho de agua e, em seguida,
aguardou-se o decaimento da temperatura para
36°C para adicdo do extrato bruto de latex de
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mamoeiro na concentracdo de 10% m/m. Essa
solucdo 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 Determinacao da
Viabilidade Enzimética

O teste foi realizado com gelatina
bacterioldgica e colageno 98%, sendo pesados
20% de ambos. Como o colageno apresentava
aparéncia fibrosa, foi necessaria a sua filtracao
a vacuo apos a mistura e dissolucéo em solugédo
aquosa contendo metade de agua quente
seguida de adicdo de metade de &gua fria. Apos
a dissolucdo, ambos foram dispostos em placa
Petri e armazenados em geladeira para
solidificacdo durante 24 horas. Apos,
realizaram-se furos com auxilio de uma
micropipeta de 1000 pL, onde foram
adicionados o controle (apenas tampdo de
citrato de sodio/acido citrico 0,1 M e pH 5), 0
extrato bruto do latex do mamoeiro em tampéao
e 0 sabonete diluido em tampdo. Apos 3 dias,
foram analisadas alteracfes na gelatina e no
colageno.

2.4 Teste de Durabilidade

O sabonete foi mergulhado em 75mL de
agua durante 5 horas, e pesado antes e apds o
periodo de 5 horas, sendo retirada a matéria
mole (SILVA, 2003).

2.5 Teste da Rachadura

O sabonete sélido foi mergulhado em banho
de agua durante 10 minutos. Em seguida, foi
removido da agua e analisaram-se 0s tipos de
rachaduras formadas na superficie 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

agua. Em seguida, a proveta foi agitada
vigorosamente para formagdo de espuma. A
solucéo ficou em repouso por 10 minutos e, em
seguida, verificou-se o volume de espuma
obtida na proveta (SILVA, 2003).

2.7 Funcdo antimicroabiana

Esse teste wverificou a reducdo de
microrganismos totais pela comparagdo de um
sabonete composto ou ndo por papaina. Para
isso, se realizou o preparo do meio de cultura
agar batata e agar Luria Bertani. Em seguida, as
mé&os foram lavadas vigorosamente com cada
sabonete, utilizadas para inocula¢do microbiana
na superficie do meio. As placas foram
incubadas a 32°C por 3 dias quando foi avaliado
0 crescimento microbiano.

3. Resultados e Discussao

Durante a obtencdo do extrato bruto de latex,
observou-se a formacdo de coagulos no fruto
que indica um processo de protecdo e
cicatrizacdo da planta, resultando também na
ativacdo de enzimas proteoliticas (DERY et al.,
1998).

Os sabonetes produzidos apresentaram
coloracdo clara e caracteristica do aditivo
adicionado, muito brilho, homogeneidade, odor
caracteristico, textura macia e peso médio de
399, conforme Figura 1.

Figura 1 — Aspecto do sabonete: a) sem papaina e b) com
papaina.

O extrato bruto do latex foi adicionado na
proporcdo de 10%, considerando que Piper e
coautores (2003), consideram que a papaina
nessa proporcao apresenta efeitos positivos no
processo de cicatrizacdo de ferimentos, atuando
no desbridamento bioquimico e enzimatico de
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feridas agudas ou cronicas. Cohen e
colaboradores (1992) discutem que as enzimas
proteoliticas contidas no latex sdo capazes de
desenvolver  processos  metabolicos e
desencadear reacGes como: ativacdo de
plaguetas com liberacdo de fatores de
crescimento e citocinas, processo inflamatério,
granulacdo e reepitelizagéo.

Pelo teste do halo, foi possivel verificar que
ndo ha perda de viabilidade das enzimas
proteoliticas, sendo  confirmada  pela
degradacéo parcial ao redor do halo, causando
solubilizacdo tanto da gelatina microbiana
quanto do col&geno (Figura 2).

Figura 2 — Teste de viabilidade enzimética apds trés dias
de incubacéo, sendo na parte superior o teste em colégeno
e na parte inferior em gelatina bacteriol6gica: a) Controle
(tampdo), b) Extrato bruto diluido em tampédo e c)
Sabonete diluido em tampéo.

Houve maior degradacdo do colageno em
comparacdo com a gelatina microbiana devido
a maior concentracdo de proteinas nesse
substrato. Além disso, observa-se que a
degradacdo gerada pelo sabonete se deu em
menor proporcao do que em comparagdo com o
latex em funcdo também da concentracdo de
enzimas atuantes. Contudo, foi possivel
averiguar que as enzimas se mantiveram viaveis
no sabonete ap6s 0 processo de producdo por
um longo periodo.

A degradacdo menos evidente pode
explicada em razdo da baixa proporcdo de
enzimas no sabonete, sendo também um
indicativo que € possivel que, nessa proporcao,
a atuacdo sobre a pele seja praticamente
imperceptivel, principalmente por ndo haver
tempo de retencdo, como ocorre em hidratantes

corporais e produtos nao lavados ap0s 0 uso.
Portanto, é possivel um aumento da
concentracdo do latex promova efeitos mais
perceptiveis.

Em relacdo as propriedades fisicas e
quimicas do sabonete, os resultados obtidos
foram dispostos na Tabela 1.

Tabela 1: Ensaios fisicos e quimicos realizados
e seus resultados

Ensaios Resultado
pH 9,35
Durabilidade 1,77 g (massa

perdida)
Rachadura Né&o houve
Espuma 18 cm

O valor de pH obtido é alcalino e estd em
uma faixa adequada para sabonetes comerciais
em barra (FEITOSA et al., 2015).

O teste de durabilidade esta relacionado com
o amolecimento (formacdo de material
gelatinoso) do sabonete, por absorver umidade
quando deixado em contato continuo com a
agua apds seu uso (BARBIZAN, 2013). Neste
ensaio, verificou-se que 0s sabonetes
apresentaram uma boa durabilidade, pois houve
perda de menos de 20%, o0 que estd de acordo
com a literatura (MEIRA, 2010).

Com relacdo ao teste de rachadura
(Figura 4), que demonstra a resisténcia dos
sabonetes quando expostos a luz e a umidade,
verificou-se que ndo apresentaram nenhum tipo
de rachadura na face e no verso, mostrando
resisténcia do produto ao ressecamento por
exposicdo ao ambiente.

Figura 4 — Teste da rachadura: a) 01 dia e b) 06 dias de
imersao em agua
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Quanto ao indice de espuma, a
formulacdo apresentou aspecto denso, sem
formacdo 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 latex também
apresentaram ac¢ao antimicrobiana uma vez que
houve uma reducdo da densidade de
microrganismos.  Esse  sabonete  ainda
apresentou resultados melhores do que o
sabonete sem latex. Isso provavelmente pode
ter ocorrido em fungdo das proteinas contidas
na estrutura de bactérias e fungos e também
pela degradacdo de enzimas extracelulares
produzidas por microrganismos, reduzindo o
processo de degradacdo do substrato e fonte
energeética.

4. Consideracgdes Finais

Conclui-se que as enzimas proteoliticas do
latex do mamoeiro se mantém ativas apos a
producdo do sabonete. A formacéo pequena do
halo ndo pode ser explicada apenas com 0s
dados obtidos nesse experimento. Isso pode ter
ocorrido em razdo da baixa concentracdo
contida no sabonete ou ainda a perda da
viabilidade parcial. Para a confirmacdo, €
necessaria a realizacdo de testes quantitativos.
Assim, em termos gerais, percebe-se que €
possivel fabricar um sabonete com efeito de
peeling enzimatico baseado no latex bruto do
mamao verde dentro dos padrbes comerciais.
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1. Introducédo
Os residuos agroindustriais sdo fontes
renovaveis e abundantes de compostos
organicos que apresentam grande potencial de
uso como matérias-primas em processos
industriais para a producdo moléculas de valor

agregado, insumos quimicos e energia
(Empresa de Pesquisa Energética, 2015; Rosa
etal., 2011).

Dentre os diversos residuos agroindustriais
produzidos no territdrio brasileiro, a casca de
café se destaca. Segundo o CONAB, em 2018
foram 61,7 milhdes de sacas beneficiadas, o
que mantém o pais no destaque como maior
produtor de café do mundo.

Porém, os subprodutos do processamento
do café, principalmente a casca de café, ndo
possuem utilizagdo definida. Uma das
limitagbes para o aproveitamento integral de
todas as fragdes dos residuos lignocelulésicos
€ a propria estrutura da biomassa. Geralmente,
€ necessaria a ruptura do complexo lignina-
celulose-hemicelulose por técnicas de preé-
tratamento, uma vez que a associacdo dessas
fracdes confere grande resisténcia ao ataque de
agentes quimicos, enzimaticos ou microbianos
(Saha et al., 2005). Diversos métodos tém sido
empregados para a hidrolise dos componentes
dos materiais lignocelulosicos (Sun; Cheng,

2002; Kumar et al., 2009), tornando-os Uteis
para uso em bioprocessos, por meio da
liberacdo de seus correspondentes acucares
fermentaveis. Como exemplo destes métodos,
destaca-se o pré-tratamento com acido diluido.

O pré-tratamento com 4&cido diluido se
caracteriza como eficiente técnica para
conversdao da hemicelulose (cerca de 90%)
(Corréa, 2016). Dentre os agUcares redutores
oriundos da hidrdlise desse polimero, tém-se a
xilose que vem recebendo notoria atencdo em
processos de producdo de etanol e adocgantes
(Schlittler, 2006). Sendo assim, no presente
trabalho a casca de café foi utilizada como
matéria-prima renovavel em um processo de
hidrolise 4acida da fracdo hemiceluldsica,
visando a obtencdo de licor rico em acgucares
fermentesciveis.

2. Material e Métodos

Apos recebimento e limpeza, a casca de
café “in natura” passou por uma etapa de
trituracdo e secagem na estufa a 100 °C para
obtencdo de peso constante. Adicionou-se 5,5
g de casca em base Uumida, seguida de agua e
de &cido sulfarico 97%, respectivamente. Os
experimentos foram realizados em duplicatas.

A relacdo entre casca/solucdo de acido
sulfarico foi fixada em 1:10 em todos os todos
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os testes realizados. No processo de
otimizagdo da hidrdlise, buscou-se definir as
condicbes que maximizavam a obtencdo de
aclcares através de um planejamento
experimental fatorial 2° com 3 pontos centrais.
Para as diferentes condi¢des do planejamento
experimental (Tabela 1).

Tabela 1 - Codificacdo dos niveis das variaveis
avaliadas para a hidrélise acida da casca de café.

Niveis
() 0 ()
X1 (H2SO4, %0Viv) 10 30 50
X, (temperatura, °C) 80 100 120
X3 (tempo, min) 10 20 30

Variaveis

Para a determinacdo de agucares totais
redutores utilizou-se o método de Acido

Dinitro-3,5 Salicilico (DNS) (Maldonade,
Carvalho e Ferreira, 2013).

Apés a realizagdo do delineamento
experimental, os dados foram submetidos &
andlise de variancia ao nivel de 90% de
confianca.

3. Resultados e Discussao

A Tabela 2 contém os valores das
concentragdes de acUcares obtidos na
quantificacdo pela metodologia do DNS apo6s a
realizacdo da hidrolise enzimatica de acordo
com o planejamento fatorial 2° completo.

Utilizou-se as variaveis envolvidas no
planejamento fatorial e a média aritmética do
rendimento de acglcares em cada ensaio para a
realizacdo das analises estatisticas.

Tabela 2 - Condices experimentais e resultados obtidos no primeiro planejamento fatorial 2° completo para

quantificagdo de acucares redutores na hidrdlise enzimatica.

eperimento IR0 TGN Tampo i o
1 50 120 30 23,85
2 50 120 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
! 1,0 80 30 12,04
8 1,0 80 10 9,90
4 30 100 20 18,65

A variavel que teve a maior influéncia nos
valores da concentracdo de aclcares no
processo de hidrdlise 4cida foi a temperatura
que apresentou um valor p= 0,0001, seguida
pela concentragdo de H,SO, com p=0,0002 e a

interacdo entre a temperatura e o tempo da
reacdo (p= 0,0258) (Tabela 3). Por outro lado,
a variavel do tempo de hidrélise se
correspondeu como a menos significativa, uma
vez que apresentou valor de p>0,05.

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ — Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000
Ouro Branco — MG | Telefone (31) 8228-1455]| atpjunior.blogspot.com.br | atpjrufsi@gmail.com



mailto:atpjrufsj@gmail.com

I1 SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE

BIOPROCESSOS DE BIOTECNOLOGIA

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

%‘%ﬁa‘*’fﬁ%ﬁg .

Universidade Federal
de 5do0 |odo del-Rei

Tabela 3 — Analise de variancia (ANOVA) para ajuste do modelo de dados do planejamento fatorial.

Variaveis Soma dos Média Nivel de
Quadrados guadratica significancia (p)
A: Temperatura (°C) 126,008 126,008 0,0001
B: Conc. de acido (% Vv/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

Agtcares

A influéncia dessas variaveis também pode
ser observada no Gréfico de Pareto (Figura 1).
Através da superficie de resposta, pode-se
observar os efeitos varidveis da temperatura de
reacao.

Figura 1 - Superficie de resposta obtida para a
concentracdo de acUcares totais em funcdo da
concentracdo de H,SO,, temperatura de reacdo e tempo
de reacdo de 10 min.

Tempo = 10,0

Agucares
- 90
== 108
126
144
16,2
18,0
198
216
234
. 252
= 270

3
1 2 Conc. de cido

0 100 110 0 0
Temperatura

As menores concentracdes de acucares
totais sdo obtidas no limite inferior de
temperatura, ou seja, a 80°C, enquanto no
limite superior (120°C), obteve-se uma
concentragdo maxima. Da mesma forma,
observou-se gque, uma maxima concentracao
de agUcares foi observada a uma concentragdo
de 5% v/v de H,SO, em 10 min de reacdo
(Figura 1). Baseando-se na metodologia de
superficie de resposta, as condi¢des 6timas

para a producdo de acUcares fermentesciveis a
partir da casca de café sdo: temperatura de 120
°C, concentracdo de acido de 5% (%v/v) e
tempo de reagdo de 10 min, alcangando uma
concentragdo maxima de aproximadamente 27
g/L de acUcares totais.

Considerando que, teoricamente a fracdo
hemicelul6sica constitui 30% da casca de café
(30 g¢g/L de acucares redutores tedricos).
Observou-se que a eficiéncia da hidrélise acida
nas condicbes otimizadas foi de 90% na
liberacdo de acucares redutores. A eficacia
desse pré-tratamento utilizando-se  acido
sulfarico também foi comprovada no trabalho
de Roviero (2017). Ao realizar a hidrolise
acida da biomassa derivada da cana-de-agucar,
0 autor reduziu 90% do teor de hemicelulose
no residuo.

Na otimizacdo da hidrolise acida, segundo o
coeficiente de correlagdo multipla, 99 % da
variancia da recuperagdo de acUcares pode ser
explicada pelas variaveis do planejamento
experimental adotado (temperatura,
concentracdo de acido e tempo) e pelas suas
interagdes.

O ajuste do R*foi satisfatério, se adequando
a 98% dos dados. O modelo matematico
empirico ajustado pela regressdo linear, que
melhor representou a concentragdo dos
acucares totais obtidos na faixa de trabalho
avaliada, em funcdo das varidveis
independentes, esta descrito na Equacao 1:
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Conc. Acucares totais (g/lL) = -17,3127 +
0,29*A + 2,46*B + 0,49*C -0,004*AB -
0,004*AC - 0,022*BC Q)

Sendo A = temperatura (°C), B = Conc. Acido
(%v/v) e C = Tempo de reagédo (min).

Dessa forma, a andlise estatistica
demonstrou que a temperatura é a variavel de
maior influéncia na recuperagéo, seguida pela
concentracdo de acido sulfdrico.

4. Concluséo

A hidrélise é&cida diluida da fracdo
hemiceluldsica da casca de café se mostrou
altamente eficiente na recuperacdo de aglcares
fermentesciveis. Segundo o teste de superficie
de resposta verificou-se que, as condigcOes
otimizadas foram, temperatura de 120 °C,
concentracdo de &cido sulfarico de 5% (v/v) e
tempo de reacdo de 10 min. Sob essas
condi¢bes Otimas, a recuperacdo maxima de
acucares redutores foi de 26,69 g/L.
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1. Introducéo

Abioprospecg¢ao e uso de genomas, genes ou
produtos de origem microbiana tornou-se
estratégia indispensavel como base futura dos
desenvolvimentos agricolas, ambientais e
industriais sustentaveis. O termo bioprospec¢ao
tem sido utilizado para descricdo da busca
sistematica e organizada de produtos Tuteis
derivados de recursos biologicos, incluindo

plantas, microrganismos, animais, etc.,
promovendo e  regulamentando  novas
tecnologias para comercializa¢io

(PUSHPANGADAN et al., 2017).

No caso de microrganismos, a
bioprospecc¢éo abrange principalmente
estratégias para exploracdo e conhecimento da
biodiversidade microbiana, bem como seus
papéis funcionais no ambiente, tornando-se um
dos principais focos da era biotecnoldgica para
solugdes sustentaveis 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 sdo
bactérias filamentosas Gram-positivas com alta
concentracdo de guanina e citosina no DNA
(BARKA et al, 2016). Estas bactérias
desempenham um papel importante na
reciclagem de residuos orgénicos e nutrientes
no meio ambiente, mas tem sido explorado com
sucesso principalmente como fonte de milhares
de  produtos  metabdlicos  secundarios
biologicamente ativos de interese
biotecnoldgico na agroindustria. Dentre esses

metabolitos incluem-se notadamente
glicopeptideos, beta-lactamicos,
aminoglicosideos, polienos, policetidos,
macrolidos, actinomicinas,  tetraciclinas,
enzimas e produtos antimicrobianos (BARKA
et al, 2016).

As actinobactérias produzem diferentes
enzimas de importancia agroindustrial, com
destaque para celulases, amilases, pectinases e
proteases, cujos substratos sdo constituintes de
microrganismos como fungos fitopatogénicos,
insetos e/ou de plantas. Consequentemente, sao
biocatalizadores  relevantes com  vasta
aplicabilidade em setores agricolas, industriais,
alimenticios, téxteis, papéis, biocombustiveis,
tratamento de residuos organicos, etc.
(ORLANDELLI, 2012; SILVA, 2015;
GOMAA, 2013). Em processos agropecuarios,
vale salientar o emprego de tais ferramentas
biotecnoldgicas em processos de compostagem,
producdo de biocombustiveis e de controle
bioldgico de microrganismos causadores de
doencgas em culturas de importancia econdmica
relevante.

2. Material e métodos

2.1 Ativacéo das culturas e indice
enzimatico
Foram  testados 77  1isolados de
actinobactérias preservados na Colegdo 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 30°C durante dez dias
e, apos este periodo, células foram suspendidas
em solucdo salina e utilizadas para
determinagdes enzimaticas.

2.2 Avaliagao da atividade enzimadtica

Os microrganismos foram crescidos em
meio de cultura especifico para cada enzima
avaliada.

A atividade amilolitica foi estimada
conforme metodologia descrita por Coon et al.
(1957). As actinobactérias foram inoculadas no
meio de cultura 4gar amido e incubadas a 30°C
por sete dias. Apos este periodo, as placas
foram tratadas para revelagdo da presenga de
halo opaco ao redor das coldnias e estimativa
do indice enzimatico.

Para a atividade celulolitica utilizou-se a
metodologia preconizada por Teather & Wood
(1982), sendo os microrgansimos cultivados em
meio de cultura minimo M9 durante 48 horas a
30°C contendo a celulose como Unica fonte de
carbono.

No caso da atividade pectinolitica, foram
cultivados de modo similar, utilizando a pectina
citrica como fonte de carbono. As placas foram
incubadas a 30°C por 48 horas, tratadas para
detec¢ao e medida do halo.

A atividade proteolitica foi estimada através
do crescimento dos isolados em meio YMA
modificado (Yeast Malt Agar), durante quatro
dias, para medida do diametro do halo, quando
presente.

A atividade hidrolitica das enzimas amilase,

celulase, pectinase e proteases foi expressa
através do indice enzimatico (IE), estimado
pela equacao:
IE= (DH+DC)/DC, (1)
sendo DH equivalente ao didmetro em mm do
halo e DC ao didmetro em mm das coldnias dos
isolados (LEALEM & GASHE, 1994). O
didmetro do halo reflete a habilidade
degradativa dos substratos pelas enzimas
(LEALEM & GASHE, 1994).

3. Resultados e discusséo

Independentemente das enzimas estudadas,
0s dados obtidos mostraram diferengas no
comportamento observado entre isolados e
permitiram a classificacdo destes
microrganismos em dois grupos quanto ao
potencial de degradacdo de seus respectivos
substratos, com base em indice enzimatico (IE)
maior ou menor que 2, conforme proposto por
Lealem & Gashe (1994). Os resultados obtidos
para os diferentes isolados de actinobactérias
em relacdo a atividade das enzimas celulase,
pectinase, protease e amilase estdo
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 indice enzimatico 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%).

Atividade Celulolitica

80%
60%
40%

Isolados

20%
0%

indice Enzimatico (IE)

Figura 1 - Distribuicdo dos isolados (%) de
actinobactérias com base no indice enzimatico para a
atividade da enzima celulase.
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Atividade Pectinolitica
80%
60%
40%
20%

Isolados

0%

indice Enzimatico (IE)

Figura 2 - Distribui¢do dos isolados (%) de
actinobactérias com base no indice enzimatico para a
atividade da enzima pectinase.

Atividade Proteolitica

80%
60%
40%

Isolados

20%

0%
indice Enzimatico (IE)

Figura 3 - Distribuicdo dos isolados (%) de
actinobactérias com base no indice enzimatico para a
atividade da enzima protease.

Atividade Amilolitica

80%
60%
40%
20%

Isolados

0%

<2

>2
indice Enzimatico (IE)
Figura 4 - Distribuicdo dos isolados (%) de

actinobactérias com base no indice enzimético para a
atividade da enzima amilase.

De acordo com Lealem & Gashe 1994),
actinobactérias que apresentam IE >2 e [E<2

podem ser consideradas eficientes para
producdo de enzimas e degradacdo dos seus
substratos. Com base nestes resultados, tornou-
se possivel a identificacdo de isolados
promissores como recursos microbianos em
processos biotecnologicos, considerando-se as
enzimas celulase (A92 e A405), pectinases
(ACT 648 e AEJ 57), protease (ACT 83 e 0 AEJ
57) e amilase (AM 45 e 0 AC 91).

Na literatura estd bem documentada a
capacidade de microrganismos em degradar
macromoléculas, biomassa vegetal, lignina,
celulose, pectina e outros polissacarideos
complexos, bem como a diversidade e potencial
biotecnolégico de actinobactérias como
produtores de enzimas extracelulares (Salwan
& Sharma, 2018).

As actinobactérias sao também conhecidas
como biofabricas de enzimas, com aplicagdes
em industrias téxteis, bio-refinarias, alimentos,
papel e celulose, agricultura, detergentes e
farmacéuticas (Salwan &Sharma, 2018).

4. Conclusao

Os resultados demonstraram variabilidade
entre os isolados testados e permitiram a
selecdo 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 0 AEJ
57) e amilase (AM 45 e 0 AC 91).

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ — Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000
Ouro Branco — MG | simbio@ufsj.edu.br



mailto:simbio@ufsj.edu.br
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444639943000114#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780444639943000114#!

%M_@j\\

S
1
ha

Il SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE
BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

/i

Universidade Federal
de S3o Joao del-Rei

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

5. Referéncias

BARKA, E. A;; VATSA, P.; SANCHEZ, L;
GAVEAU-VAILLANT, N.; JACQUARD,
C.; KLENK, H. P.; CLEMENT, C;
OUHDOUCH, Y.; VAN WEZELD G. P.
Taxonomy, Physiology, and Natural
Products of Actinobacteria. Microbiology
and Molecular Biology Reviews v. 80, n. 1.
March, 2016.

COON, H. J.; JENNISON, M. W.; WEEK, O.
B. Routine tests for the identification of
bacteria. In: Manual of Microbiological
Methods (ed. Society of American
Bacteriologists). New York: McGraw-Hal,
1957. p. 239-262.

GOMAA, E. Z. Some applications of -amylase
produced by Bacillus subtilis NCTC10400
and Bacillus cereus ATCC 14579 under
solid state fermentation. African Journal of
Microbiology Research, v. 7, n. 29, p. 3720-
3729, 2013.

LEALEM, F.; GASHE, B. A. Amylase
production by a Gram-positive bacterium
isolated from fermenting tef (Eragrostis tef ).
Journal of Applied Bacteriology, v. 77, p.
348-352, 1994.

ORLANDELLI, R. C., SPECIAN, V.,
FELBER, A. C., PAMPHILE, J. A;
Enzimas de interesse industrial: Producéo
por fungos e aplicacdes. Rev. Saude e Biol.,
v.07., n.3, p.97-109, set-dez., 2012.

PUSHPANGADAN, P.; GEORGE, V.; 1IJINU,
T. P, CHITHRA, M. A. Biodiversity,
Bioprospecting, Traditional Knowledge,
Sustainable Development and Value Added
Products: A Review. 2017.

SALWAN, R.; SHARMA, V. The Role of
Actinobacteria in the Production of
Industrial Enzymes. In New and Future
Developments in Microbial Biotechnology
and Bioengineering, 2018, p. 165-177.

SINGH, J.; SHARMA, D.; KUMAR, G,
SHARMA, N. R. Microbial Bioprospecting
for Sustainable Development. Springer p.
397, 2018.

SILVA, L. C. B. |Identificacio de
actinobactérias e Thermoactnomyces spp.

isolados do processo de compostagem para a
producdo de Agaricus brasiliensis. 2010. 89
p. Dissertacdo (Mestrado) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras.

SILVA, V. M. A; BRITO, F. A. E.; RAMOS,
K. A.; SILVA, R. M.; MARTINS, C. M,;
MAR-TINS, S. C. S. Atividade Enzimatica
de Actinobactérias do Semiarido. Revista
Brasileira de Geografia Fisica, v. 8, p. 560-
572, 2015.

TEATHER, R. M.; WOOD, P. J. Use of congo

redpolysaccharide interactions in enumeration

and characterization of cellulolytic bacteria
from the bovine rumen. Applied and

Environmental Microbiology, v.43, p. 777-780,

1982.

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ — Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000
Ouro Branco — MG | simbio@ufsj.edu.br



mailto:simbio@ufsj.edu.br

Il SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE
BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

/i

Universidade Federal
de S30 Jodo del-Rei

11 a 13 de setembro de 2019
QOuro Branco, Minas Gerais, Brasil
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1. Introducéo

A Estacdo Ecolégica do Tripui (EET) estd
localizada no Quadrilatero  Ferrifero, Ouro
Preto, MG. A EET encontra-se em uma regido
de transicdo entre dois biomas, a Mata
Atlantica 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 fungbes importantes,
tais como protecdo, respiracéo,
osmorregulagdo e termorregulagcdo e, por ser
altamente permedvel, sofre intensamente com
a presenca de contaminantes ambientais.
(DUELLMAN & TRUEB, 1986)

Bactérias com potenciais benéficos vém se
destacando no controle biologico de patdgenos
que afetam a produtividade de diversas
culturas  agricolas. As bactérias podem
desempenhar papeis de antagonismo de
diferentes formas, como antagonismo direto,
antibiose, competicdo por nutrientes,
competicdo por nichos ecoldgicos, produgdo
de sideréforos, predacdo e parasitismo,
producdo de enzimas, producdo de compostos
volateis inibitorios, interferéncia com
fenbmenos de quorum sensing, inducdo a
resisténcia, ou através mais de um mecanismo
(GERHARDSON, 2002; ROMEIRO;
GARCIA, 2009).

As bactérias possuem capacidade de
perceber a presenca de outros organismos ao

seu entorno, bem como alteracdes no meio em
gue estdo inseridas, sendo essa caracteristica
primordial para sua sobrevivéncia. Para que as
mesmas se estabelecam em um ambiente, €
NEcessario que Seus genes sejam expressos em
resposta a sinais de possiveis ameacas do
ambiente e a microbiota presente (ROMEIRO,
2007).

Recentemente, nossa equipe demonstrou
gue a microbiota associada a diferentes
espécies de anuros desta regido apresentam
elevada  tolerancia a  metais  pesados
(CORDEIRO et. al., 2019). Agora, esta mesma
microbiota cultivdvel estd sendo investigada
guanto a seu potencial antifingico. 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  biolégicos  de  Fusarium
oxysporum e Colletotrichum lindemuthianum,
agentes causais da fusariose e da antracnose
respectivamente, e que acometem diversas
culturas agricolas de interesse comercial,
acarretando prejuizos severos.

2. Material e métodos
A coleta da microbiota cutanea dos anuros
foi realizada com o auxilio 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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diluicbes em até 108 As diluicdes foram
aplicadas em placas de Petri de 90x15 mm, em
guantidades de 100 @, contendo meio LB
solido, e incubadas a 28°C por quatro dias.
Para o isolamento das bactérias, foi realizada a
técnica de esgotamento, 0 que permitiu a
obtencdo de colonias isoladas. Desta forma,
foram obtidos 162 isolados bacterianos
(CORDEIRO et. al., 2019).

Para caracterizacdo inicial de acdo
antagbnica, os 162 isolados foram avaliados
contra o F. oxysporum, por meio de ensaio de
inibicdo direta. Para isso, as bactérias com
densidade Optica (ODsoonm) 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
Agar (BDA). Posteriormente, um disco
micelial de 6 mm de diametro, de uma cultura
de fungo em meio BDA, foi inserido na porgao
central do quadrado e incubado a 28°C, até
que o crescimento do fungo na placa controle
(sem bactéria) atingisse 30 mm de diametro.

Apos este periodo, a taxa de inibicdo foi
calculada  medindo-se o  didmetro de
crescimento do fungo, seguido da exclusdo da
medida de 6 mm referente ao disco micelial
previamente inoculado. Em seguida, foi
calcuado o desvio padrdo, levando em
consideracdo a média de cada amostra,
realizada em triplicata (em relacdo ao
experimento controle) e o valor obtido foi
multiplicado por 100, obtendo assim o
resutado em porcentagem. Os isolados que
apresentaram um melhor desempenho foram
avaliados contra o C. lindemuthianum, nos
mesmos modelos metodologicos estabelecidos
para F. oxysporum. Todos 0s ensaios foram
realizados em triplicata.

3. Resultados e discusséo
Do total de isolados analisados, dois foram
capazes de inibir até 60% do crescimento de F.
oxysporum e outros dois apresentaram inibicao
de 100% para o C. lindemuthianum.
No presente estudo, os isolados bacterianos
ndo foram identificados quanto a sua

taxonomia. Magalhdes (2013) demonstrou
resultados semelhantes em seu estudo de
antagonismo  contra fungos de interesse

agricola 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 0s 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 supressao de fitopatdgenos
podem estar relacionados a metabdlitos como
antibidticos, enzimas e compostos volateis
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 substancias com diferentes niveis de
atividade antiflingica especifica ou de amplo
espectro  (RAAIJMAKERS; MAZZOLA,
2012).

Nesse cenario, 0s metabolitos microbianos
produzidos pelas bactérias possuem um papel
primordial para adaptacdo das mesmas,
permitindo-as de  responder aos  outros
microrganismos presentes e alteracdes do meio
em que estdo inseridos. (BERLEMAN;
KIRBY, 2009). Além disso, metabolitos
biolbgicos sdo muito menos danosos ao meio
ambiente, contrapondo 0 uso de compostos
quimicos, 0s quais sdo 0s mais utilizados para
o tratamento da fusariose e actranose.

Em paralelo a este cenario de importancia
da descoberta de novas biomoléculas de
interesse  biotecnoldgico, nas Ultimas décadas,
uma média de 43% das espécies de anfibios
sofreram declinio, 32,5% estdo ameacadas
globalmente, 34 extintas e 88 estdo prestes a
serem extintas (LIPS et al. 2006). Muitas das
vezes, tais declinios possuem relacdo a
ocorréncia de novos patdgenos. (CAREY et
al., 1999).

Neste contexto, a utilizacdo de anfibios
como fonte de bactérias a serem utilizadas
como controladores bioldgicos, gera
significado  econdmico a importdncia da
conservacdo, agregando ndo apenas valores a
Servicos ecossistémicos, mas  também
destacando uma &rea até entdo ndo estudada
sob esta perspectiva no territdrio nacional.

4. Consideracdes finais

Ainda ndo existem formas de manejo
eficazes contra a fusariose e actranose, sendo
assim, se torna necessario a criagdo de
estratégias eficientes para o controle de tais
doencas. O controle biologico, utilizando
microrganismos, € uma maneira eficiente e
sustentavel para o manejo de fitopatologias.

Diante dos resultados obtidos, conclui-se
que 0s isolados bacterianos apresentados neste
trabalho  apresentam  potencial antagbnico

contra fungos de importancia agricola até
entdo desconhecido, 0 que pode se apresentar
como uma possibilidade promissora para 0
controle de doencas causadas pelos fungos F.
oxysporum e C. lindemuthianum em plantas.
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1. Introducéo

O mundo moderno, ja hé vérias décadas, se
apoia na utilizacdo de combustiveis néo
renovaveis e poluentes. Além do impacto
negativo no ambiente, 0 uso destes
combustiveis em larga em escala podera levar
ao desaparecimento de suas fontes pelo
esgotamento de suas reservas planetérias.
Uma grande parcela das alteracdes climaticas
que ocorrem no planeta é atribuida ao
aumento de gases na atmosfera provenientes
da queima de combustiveis fosseis. (PIVA,
2010). Desse modo, nos ultimos anos, tem
havido o fomento a utilizacdo e ao
desenvolvimento de fontes alternativas, com o
objetivo de substituir 0s combustiveis
poluentes e reduzir os danos ao planeta
(AZEVEDO, 2013).

Neste contexto, as células combustiveis
microbianas (MFCs) tém se mostrado uma
alternativa interessante, uma vez que séo
capazes de gerar energia elétrica e,
concomitantemente, tratar efluentes
potencialmente poluentes (RACHINSKI et.
al., 2010). Em uma MFC ¢ possivel converter
energia quimica em energia elétrica utilizando
microrganismos para catalisar a oxidacdo de

matéria organica. (GRZEBYK, 2004 e
RACHINSKI et. al., 2010).

Para a producdo de energia elétrica, uma
MFC opera com duas secdes — uma primeira
catodica e aerObia e uma segunda anddica e
anaerobia. Por meio de um circuito elétrico
externo, transferem-se elétrons, que sdo
produzidos por microrganismos anaerébios
situados na secdo anddica ao oxidar material
organico, do anodo para o catodo, o que leva
a producdo de  corrente  elétrica.
(CARVALHO, 2010). A matéria organica
tratada pode ser proveniente, por exemplo, de
efluentes das industrias de processamento de
alimentos ou vindos da pecuaria de animais
em regime de confinamento, que sdo grandes
poluentes ambientais. Assim, ao passo que
trata um efluente, por retirar dele parte de sua
carga organica, had geracdo de energia na
MFC. Dentre as principais aplicacdes das
celulas combustiveis microbianas, destacam-
se a sua utilizagdo em sensores ambientais, no
tratamento de residuos agroindustriais e em
seu emprego como fonte de energia
autossustentavel (RACHINSKI et. al., 2010).

S&o conhecidas vérias configuracbes para
uma MFC, podendo ser compostas por um ou
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dois compartimentos, possuir ou nao
membrana semipermedavel e utilizar diferentes
eletrodos e materiais de construcdo (LEHEN,
2014). Um dos tipos de MFC é a Soil-Based,
que segue 0S mesmos principios basicos de
uma MFC, mas é mais simples e de menor
custo, uma vez que utiliza solo como meio
anddico rico em nutrientes, como inoculo —
pois abriga vasta diversidade microbioldgica
— e também como membrana de troca de
protons (ENVIS CENTER, 2014). Dessa
forma, este trabalho teve o objetivo de fazer
um estudo inicial com diferentes construgdes
de MFC Soil-Based e verificar, dentre elas, o
melhor modelo para producdo 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 construidas
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- Caracteristicas de construgdo das MFCs

Dimensoes Altura

MFC Material Eletrodo ém mm de solo
(diametro x em
altura) mm
1 PVC Ago 150x220 110
2 PET  Ag 90 x 270 140
3 PVC Ago 75 x 620 320
4 PET Ferro 90 x 270 140

CATODO
AR o |

ACETATO

SOLD + ACETATO PERMEADD ANODD

1
H REGISTRO

Figura 1- Esquema e fotografia das MFCs

Adicionou-se a cada uma das MFCs 1 kg de
solo e 1 L de solucdo de acetato de zinco na
concentragdo de 800 mg/L. Usando um
multimetro, mediu-se, a cada 30 minutos apos
a adicdo da solucédo de acetato, a diferencga 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 residuo da solugdo de acetato e
as células de combustiveis microbianas foram
realimentadas. Por fim, analisou-se a
consisténcia das medicGes através de métodos
estatisticos.

3. Resultados e Discusséo
Os valores encontrados nas medicOes
durante os quatro dias estdo foram usados
para gerar os graficos das Figuras 2, 3, 4 e 5.
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Figura 2- Resultados das medi¢des do primeiro dia
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Figura 3- Resultados das medi¢des do segundo dia
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Figura 4 - Resultados das medicSes do terceiro dia
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Figura 5- Resultados das medi¢des do quarto dia

Analisando os valores, é possivel observar
que os resultados do segundo dia para as
MFCs 2, 3 e 4 destoam dos resultados dos
demais dias. Essa discrepancia se justifica
pelo fato de que, nesse dia, as MFCs 2, 3 e 4
estiveram com seu catodo submerso na
solucdo de acetato de =zinco durante as
medicOes, a0 passo que, nos outros dias, 0S
catodos de todas as MFCs estiveram nao
submersos. Com base nisso, faz-se oportuno a

realizacdo de novos testes para cada uma das
MFCs com seus catodos submersos, haja a
vista que esses dispositivos podem ser
empregados com catodo submerso ou exposto
ao ar, e essa diferenca nas configuracdes pode
causar interferéncia nos valores das medigoes
(MARCON, 2011). Em virtude da
desigualdade de condicéo entre o segundo dia
e 0s demais, apenas as medic¢bes do primeiro,
terceiro e quarto dias foram utilizadas na
andlise dos resultados.

Observando as Figuras 2, 3 4 e 5, nota-se
que a MFC 1 apresentou resultados regulares
e continua geracao de ddp. Somando a isso 0
fato de que os valores obtidos nas MFCs 2 3 e
4, serem, em sua maior parte, 0OmV, é possivel
inferir que, dentre os modelos testados, a
MFC 1 apresentou as melhores caracteristicas
de construcdo — em PVC, com tampa,
eletrodo de aco, 150 mm de altura e 220 mm
de diametro — para producdo de energia
elétrica.

Além disso, percebe-se que, paraa MFC 1,
as menores medidas ocorreram no primeiro
dia, e as maiores no quarto dia. Esse resultado
é esperado, pois 0S microrganismos, que sdo
responsaveis pela producdo dos elétrons e
consequente geracdo de ddp, se multiplicam
rapidamente quando se encontram em
condices ambientais satisfatorias
(HOFFMANN, 2001). Assim, se h&
multiplicagdo dos microrganismos, ha maior
geracdo de elétrons, e as medidas de tensdo
(ddp) tendem a ser maiores.

Ainda que os valores de tensdo obtidos
nesse trabalho sejam baixos — na ordem de
milivolts —, percebe-se que esta configuragdo
da MFC pode ser trabalhada visando sua
otimizagdo. Estudos anteriores utilizaram
capacitores e conversores para contornar o
problema (VAN GINKEL et al, 2005) ou
associacdo de varias células para obtencao de
quantidades significativas de energia elétrica
(RACHINSKI, et al. 2010). Trabalhos futuros
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deste grupo também pretendem avaliar a
eficiéncia desta MFC na reducdo da carga
organica de efluentes.

4. Agradecimentos
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5. Conclusao

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, € 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 possivel perceber
ainda que a configuracéo, o eletrodo utilizado
e a forma de exposicdo ao ar foram fatores
influenciaveis na geracdo de dpp, levando a
necessidade de mais estudos para determinar
quais sdo as condicbes que favorecem a
geracdo de energia elétrica em uma MFC.
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1. Introducéo

O Zika virus (ZIKV) pertence a familia
Flaviviridae, género Flavivirus, e faz parte do
grupo conhecido como Arbovirus (Arthropod-
born virus), os quais sdo virus cuja forma de
transmissdo ocorre através de artropodes
hemato6fagos (FIGUEIREDO, 2007).

Isolado primeiramente em macacos do
género 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
disseminacdo através dos vetores ocorre
principalmente por mosquitos do género
Aedes, 0 que tornou a febre Zika uma doenga
endémica, concomitantemente a Dengue e a
Chikungunya (CAYLA et al., 2016).

Até o presente momento, ndo ha vacina
para a prevencdo da febre Zika ou drogas
antivirais especificas contra o virus. Diante
disso, a comunidade cientifica busca novas
moléculas antivirais (WEAVER, REISEN, et
al., 2010; YASUHARA-BELL, 2010).

Tratamentos fitoterapicos sdo de
grande importancia para a medicina, uma vez
que possuem baixa citotoxicidade, e também
pelo fato de as plantas possuirem alta
complexidade quimica, 0 que pode
proporcionar o aumento da aplicabilidade.
Normalmente, as moléculas sdo também de

facil degradacdo no meio ambiente. Na
medicina popular, produtos naturais sao
ingeridos na forma de infusdo aquosa, 0 que
gera uma série de tratamentos fitoterapicos e
garantem melhorias, muitas vezes,
comprovadas pela ciéncia (SPINDOLA et al.,
2014).

Com base nisso, abordamos como
objeto de estudo a familia de plantas
Celastraceae, a qual é constituida por 98
géneros e abrange cerca de 1260 espécies. As
espécies do género Tontelea sdo encontradas
com grande abundancia no estado de Minas
Gerais. A espécie em estudo apresenta uso
fitoterapico como por exemplo, 0s extratos
alcoolicos de suas raizes sdo utilizados para
tratamentos renais e os 0leos obtidos de seus
frutos sdo aplicados em tratamentos anti-
inflamatérios (MERCADANTE-SIMOES, et
al., 2014; ARAUJO, et al., 2017).

Devido a inexisténcia de terapias ou
vacinas disponiveis contra o Zika, o0
desenvolvimento de farmacos especificos
torna-se importante, uma vez que ndo ha
interrupcdo do ciclo de infeccdo de tal
patogeno. Dessa forma, visando a acao
especifica contra o ciclo de multiplicagdo sem
causar toxicidade ganha destaque,
principalmente com o0 nUmero crescente de
casos dessa arbovirose no pais desde 2015.
Com isso, 0 objetivo deste estudo é a
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bioprospeccdo de atividade antiviral contra o
Zika virus em isolados obtidos de extratos
folnas de Tontelea sp. e iniciar a
caracterizacdo de possiveis mecanismos de
acao antiviral.

2. Material e Métodos

2.1. Células e virus

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
antibidticos. As células foram mantidas a
37°C, em estufa com 5% de CO; e foram
repicadas em intervalos de 3 dias. As células
C6/36, originadas do mosquito Aedes
Albopictus, foram utilizadas para
multiplicagdo viral. Essas células foram
mantidas a 20°C, em meio de cultura L-15
com 5% de SFB e um coquetel de
antibidticos, 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 citopatico
viral (ECP), caracterizado pela formacdo de
sincicios, grumos e desprendimento celular.
Posteriormente, o sobrenadante foi clarificado
por centrifugacdo a 4°C, aliquotado e
armazenado a -80°C até o0 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, 0S compostos
foram submetidos a teste de citotoxicidade, o
qual determina a concentragdo citotoxica para
50% das celulas (CCsp). As células foram
distribuidas em microplacas de 96 pocos e
incubadas. No dia seguinte, foram tratadas
com concentracfes dos extratos e incubadas.

Apé6s 48h, pela adicdo de metil-tiazol-
tetrazolio (MTT), foi feita a revelacdo da % de
células viaveis pela equacdo % = (B+A) x
100, em que A e B sdo as absorbancias (A=
540nm) das células ndo tratadas e células
tratadas, respectivamente.

2.4. Ensaio de atividade antiviral global
Foram testadas na atividade antiviral, os
extratos em concentra¢fes abaixo da CCsy.
Para isso, células foram distribuidas em
microplacas e incubadas por 24h. As diluicGes
dos compostos foram adicionadas juntamente
com a suspensdo viral (MOI = 0,1 virus/cel) e
apos 48h, o MTT foi aplicado. A concentracdo
com protecdo de 50% das células infectadas
(CEsp) foi calculada como: [(A—B) <+ (C —
B)] x 10, sendo A: densidade ¢tica (DO) das
celulas tratadas e infectadas, B, das néo
tratadas e infectadas, e C, das néo tratadas e
ndo infectadas. A pesquisa foi feita conforme
descrito por Barrow et al., 2016, com algumas
modificagdes.

2.5. Analise do efeito virucida

Para anélise do efeito virucida dos extratos,
uma placa de 24 pocos foi confeccionada 24h
anteriores ao experimento. O virus foi tratado
previamente a infeccdo com diferentes
concentragdes dos extratos por 1lh, e em
seguida realizou-se a infeccdo das células.
Apos 1h da infecgdo, removeu-se o inoculo e
adicionou-se meio semissélido e incubou-se
por 48h a 37°C. O ensaio foi revelado por
meio da fixacdo com formaldeido e corando
com cristal violeta, com a finalidade de
visualizar placas de lise.

3. Resultados e discussao
3.1. Citotoxicidade, atividade antiviral
global e indice 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 pg/mL
indicam que o extrato provavelmente néo
possui toxicidade.
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Na tabela 1 estdo dispostos os valores das
concentragdes citotoxicas, protetora e indices
de seletividade para cada extrato testado contra
0o ZIKV. Para a atividade antiviral global,
Clain e colaboradores (2019) investigaram o
potencial antiviral de extrato rico em polifenol
de Psiloxylon mauritianum, planta medicinal
tipica da regido da Ilha da Reunido, e
mostraram que possui atividade antiviral
contra 0 Zika virus, tendo encontrado a
concentracdo para protecdo de 50% das células
de 19,5 pg/mL, valor préximo ao encontrado
em nosso estudo.

Com os resultados de CCsy e CEsg, foi
possivel calcular o indice de seletividade, que
consiste na razdo entre a concentracao
citotoxica e a concentracdo protetora, e de
acordo com Barros e colaboradores (2011),
indices de seletividade maiores que 4
implicam que a acdo inibitéria do virus
acontece de forma pelo menos duas vezes mais
baixa gque a acdo citotoxica, o que indica que o
extrato age de maneira eficaz sem a geracéo de
resultados falso-positivos.

Tabela 1: ConcentragBes citotoxica, protetora e indices de
seletividade para os extratos de folhas e galhos de Tontelea sp.

Concentragdo Concentracdo Indice de

Extrato Citotdxica Protetora Seletividade
(CCsp) (CEso) (1)
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  0OS extratos testados

apresentaram baixa citotoxicidade, uma vez
que foram superiores ao recomendado na
literatura. Ainda na tabela 1, as concentragdes
protetoras apresentaram resultados
satisfatorios, uma vez que as concentracdes
encontradas variaram de 38 a 83 pg/mL.

3.2. Avaliagéo do efeito virucida
Virucida € o nome dado ao composto que
tem capacidade de interagir com o virus de
maneira que impeca a infeccdo 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

apode-se observar que mesmo na menor

concentragéo testada (15,6 pg/mL) néo houve
formacdo de placas de lise viral para todos 0s
extratos.

250 pg/imL 125 ngmL 62,5 ugimL 31,2 pg/mL 15,6 pg/mL

@CQ"’
00009
@Q.‘@@

250 pg/mL 126 pg/imL 62,5 ugimL 31,2 pg/mL 15,6 pg/mL

Figura 1: A) Avaliacdo da atividade virucida dos
extratos de folhas (TFAE e TFM) contra o ZIKV. B)
Avaliacdo da atividade virucida dos extratos de
galhos (TGC e TGH) contra o ZIKV. O pogo
denominado CC refere-se ao controle celular (Células
ndo infectadas e ndo tratadas); o pogo CD refere-se ao
controle de veiculo (Células infectadas com o in6culo
viral tratado com DMSO a 20%); CR corresponde ao
controle de Ribavirina (Células infectadas com o
inéculo viral tratado com 200 pg/mL de ribavirina); os
pocos representados como CV referem-se ao controle
viral (Células apenas infectadas com virus néo tratados).

De maneira semelhante, Kohn e
colaboradores (2012), mostraram que extratos
de Maytenus ilicifolia foram capazes de inibir
a infecgdo viral do herpesvirus bovino em uma
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concentragdo de 25 pg/mL. Kanyara e Njagi
(2005) tambeém testaram extratos de plantas da
familia Celastraceae foram capazes de
bloquear a infeccdo viral do HIV-10 em
concentragdes variadas de 30 a 50 pg/mL,
concentracdes inferiores as encontradas nesse
estudo.
4. Concluséo

Um composto antiviral mais eficiente é
aquele capaz de inibir algumas etapas de
multiplicagdo viral de maneira que ndo
interfira diretamente na célula hospedeira, o
que possibilita a recuperacdo da infeccdo pela
célula e a manutencdo da atividade metabdlica
viavel. Conforme observado, os extratos de
Tontelea sp. possuem capacidade de agir em
bloqueando a infecgdo viral e, dessa forma,
estudos de compostos promissores presentes
nesses extratos suscitaram estudos futuros de
caracterizacdo dos mecanismos de acdo dos
extratos.
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1. Introducédo
1.1. Gruta Martimiano 11

A Gruta Martimiano 1l se localiza no
Parque Estadual do Ibitipoca e é considerada a
mais extensa caverna em quartzito do Brasil,
com 4.170 m de projecdo horizontal e 170 m
de desnivel. A gruta coleciona caracteristicas
Unicas que a fazem notdria no cenario nacional
(LIMA et al., 2017). Nesse contexto, a Gruta
Martimiano 1l pode se apresentar como um
importante reservatério de microbiota com
funcéo bioldgica especifica.

1.2. Ambiente cavernicola

As cavernas sdo caracterizadas pela
auséncia de luz nas zonas mais profundas,
escassez nutricional, taxas de umidade
préximas a saturacao e a temperatura do meio
hipbgeo se aproxima da média anual de
temperatura do ambiente epigeo (GOMES et
al., 2000). Estas caracteristicas propiciam um
habitat microbiano Unico, com pressdes
evolutivas diferentes do ambiente epigeo
(BARTON et al., 2007).

1.3. Potencial biotecnoldgico dos
microrganismos

Na biotecnologia, a diversidade e o
potencial bioquimico dos microrganismos sao
essenciais para o desenvolvimento de produtos
e servicos com aplicacbes em praticamente
todos os setores industriais.

Fatores como baixo custo de producéo, alta
produtividade, estabilidade a temperaturas
extremas, especificidade, pH ou outras
condigdes fisiologicas fazem com que o estudo

de bactérias em ambientes peculiares, como o
cavernicola, seja uma alternativa em destaque
na busca por novos medicamentos
(PRAKASH et al., 2013). Assim, as pressoes
seletivas do ambiente podem favorecer grupos
de bactérias com capacidade de producdo de
antimicrobianos (BARTON et al., 2007)

Embora as cavernas apresentem tais
peculiaridades, estes sdo ambientes pouco
estudados do ponto de vista biotecnologico,
especialmente no Brasil, o que coloca a
proposta deste trabalho em evidéncia na busca
de novos organismos e conhecimentos
bioldgicos que possam ser utilizados na
geracdo de produtos e servigos.

2. Material e métodos
2.1. Coleta do material microbiol6gico

Uma analise do mapa topografico da Gruta
Martimiano 1l foi previamente estabelecida
para determinacdo dos pontos de relevancia
para a realizacao 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 sélido. As
amostras foram levadas para o Laboratorio de
Genbmica e Interacdo Bactérias-Ambiente da
Universidade Federal de Ouro Preto.

2.2. Isolamento das col6nias bacterianas

Posteriormente, 1g de material foi lavado
em 10 mL de agua de torneira autoclavada. As
solucgdes dos lavados foram diluidas em fatores
de 1:10 e 1:100. 100 pL desta solucdo diluida
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foi plagueada em placas de Petri contendo
meio de cultura Luria-Bertani  (LB)
(FELESTRINO, 2017). As placas foram
incubadas a 28°C por um periodo de até trés
dias, e as colbnias que apresentaram diferentes
morfologias foram repicadas em novas placas
de Petri contendo 0 mesmo meio a fim de
isola-las. Os isolados foram preservados em
LB liquido contendo glicerol e estocados em
freezer -20°C.
2.3. Ensaio de inibicdo direta

Foram colocados 1000 pL de LB liquido e
5 uL do preservado de Staphylococcus aureus
e Klebsiella pneumoniae em tubos de 1,5 ml e
para crescer no Shaker a 28°C e 180 RPM, por
dois dias. Posteriormente, 20 uL dos
patégenos foram espalhados com drigalsky em
placas de Petri (150 x 15mm) com meio LB
solido, formando uma manta microbiana.

Com um multi-inoculador os isolados da
caverna foram inoculados nas placas de Petri.
Os halos de inibicdo do isolado de maior
potencial foram medidos com um paquimetro.

2.4. Ensaio de caracterizacdo do composto

inibitorio

Em placa de Petri (90 x 15mm) com meio
LB, foi colocado celofane semipermeavel
autoclavado e espalhou-se com o drigalsky
200 puL do isolado de maior interesse sobre o
celofane, o crescimento foi observado por 1
dia a 28 °C, ap06s o crescimento, o celofane
com o isolado foi retirado da placa e
descartado. No centro da placa adicionou-se 2
ulL da bactéria patogenica, o crescimento foi
observado por 2 dias a 28 °C. Este método foi
modificado do trabalho de Nourozian et al.
(2006).

2.5. Ensaio de caracteriza¢do quanto a
motilidade

O isolado de maior potencial foi cultivado
em meio LB semi-solido (3% de &gar) por 2
dias a 28°C, em duplicata.

2.6. Ensaio de caracterizagao de Gram

Foi realizado seguindo o protocolo do
Ministério da Saude (1997).

Resultados e discussao
3.1. Isolados bacterianos e descrigdo das
areas de coleta

Obteve-se um total de 72 isolados, que
geraram um banco de isolados bacterianos.

Algumas areas apresentaram maior nimero
de colbnias isoladas, tal fato pode ser
explicado pela proximidade da &rea a uma
drenagem ativa, por onde ocorre 0
carreamento de matéria organica do ambiente.
Sendo que, segundo Gilbert et al (1994), os
cursos d’4dgua sdo um dos principais
transportadores de recursos alimentares para o
ambiente hipdgeo.

3.2. Inibicéo direta

6 isolados apresentaram possivel inibicéo
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 inibicdo foram medidos, sendo
que para S. aureus os halos de inibigdo 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 resistétncia de microrganismos a
antibidticos se tornou um grande problema
social, e econdmico, sendo que algumas
bactérias ja sdo resistentes a todos 0s
antibioticos conhecidos (AMINOV, 2010).
Devido a isso, € de extrema importancia a
busca por novos antibioticos.

A bactéria K. pneumoniae pertence a
familia Enterobacteriaceae, € Gram-negativa e
estd presente naturalmente no trato digestivo e
respiratorio humano (BROOKS et al., 2005).
Quando patogénica, a K. pneumoniae € 0
agente causador de diversas doencgas, como a
pneumonia e a infeccdo do trato urinario
(RAHAMATHULLA et al., 2016). Este
patdgeno causa um grande impacto no setor da
saude e segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) é uma das 9 bactérias resistentes
a diversos antibioticos, juntamente com a S.
aureus (WHO, 2014).
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Por outro lado, S. aureus é Gram-positiva,
pertence a familia Micrococcaceae, e 0 ser
humano é um reservatorio natural desta
bactéria (LOWY, 1998). S. aureus é um
patdgeno oportunista e pode causar infeccoes
simples e infeccbes severas, como a
bacteremia, septicemia e endocardite (LOWY,
1998).

Os resultados positivos para a inibicdo
direta de K. pneumoniae pode estar vinculada
com a destruicdo da parede celular do alvo,
sendo que 0s mesmos isolados ndo foram
capazes de inibir o crescimento de uma
bactéria Gram-positiva, com exce¢do de um
isolado.

Este isolado em especial foi capaz de inibir
o0 crescimento de ambos patégenos testados o
que pode estar relacionado a outros
mecanismos de inibicdo, como por exemplo o
bloqueio da expressaio e da traducdo
(COTTER et al.,2013) e a inibicdo da divisao
celular (BISSON-FILHO et al., 2015).

3.3. Caracterizacdo do composto inibitorio

No teste de inibicdo indireta com o isolado
de maior potencial, ocorreu a inibicdo total do
crescimento de K. pneumoniae (Figura 1) e a
inibicdo total do crescimento de S. aureus
(Figura 2). Segundo Nourozian (2006), a
inibicdo percentual da area de crescimento do
patogeno deveria ser calculada, mas o
composto antimicrobiano produzido pelo
isolado GMP4.22, foi capaz de impedir

Figura 1: Ensaio de inibicdo 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 inibicéo total do crescimento
de K. pneumoniae.

R T

Figura 2: Ensaio de inibigéo 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 inibicdo total de S. aureus.

A inibicdo indireta pode ocorrer com a
liberagdo de um composto secundario difusivel
no ambiente (ORAKCI et al.,, 2010). Além
disso, a liberagdo do composto inibitério
indica que o mesmo é produzido naturalmente,
ndo sendo necessario um estimulo competitivo
com outro microrganismo, 0 que é uma
caracteristica facilitadora para o processo de
desenvolvimento e para a producdo em larga
escala de um antibidtico.

3.4. Motilidade do isolado GMP4.22

No ensaio de caracterizacdo do isolado de
maior potencial quanto a motilidade a bactéria
apresentou resultado positivo.

A motilidade é uma vantagem adaptativa,
por propiciar maior sucesso em relacOes
antagbnicas com outros microrganismos,
facilitar a busca por nutrientes (BUTLER,
2010) e pode melhorar a agéo antimicrobiana
do isolado.

3.5. Caracterizagdo de Gram

O isolado testado foi classificado como
Gram-negativo. Segundo Koch (1992), as
paredes celulares de bactérias Gram-negativas
sdo resistentes o suficiente para suportar
temperaturas e pHs extremos e séo elasticas, o
gue pode explicar o sucesso evolutivo.

Conclusdes

Esta pesquisa gerou o primeiro banco de
isolados bacterianos da Gruta Martimiano 1l e
abriu a perspectiva para o desenvolvimento de
pesquisas  voltadas para 0o potencial
biotecnoldgico de bactérias desta gruta.
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° isolado que inibiu os 2 patogenos €
promissor quanto ao desenvolvimento de um
novo antibidtico e este sera identificado por
sequenciamento do gene 16S usando NGS
(Sequenciamento de Nova Geracdo), dando
continuidade a pesquisa.
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1. Introducédo

O desenvolvimento industrial e o aumento
da capacidade produtiva estdo diretamente
relacionados ao volume produzido de rejeitos
nocivos ao meio ambiente (COSTA, 2008),
sendo imprescindivel as buscas por
tecnologias viaveis para 0 tratamento
adequado desses rejeitos.

As Células de Energia Microbianas
(CEMSs) sdo uma tecnologia promissora para o
tratamento de efluentes, pois aliam a
recuperacdo de energia elétrica a remocao dos
poluentes a partir do metabolismo microbiano,
com funcionamento similar a uma pilha
eletroquimica (ISOSAARI e SILLANPAA,
2017). No interior das CEMs a oxidacdo da
matéria organica por microrganismos libera
elétrons e organismos exoeletrogénicos sao
capazes de utilizar a superficie solida do anodo
como aceptor de elétrons. Os elétrons
transferidos para o anodo percorrem um
circuito externo e séo destinados a um receptor
final na camara catddica, gerando, uma
diferenca de potencial (ZHOU et al., 2013).

O ion sulfato € incorporado em efluentes de
diversos  processos  industriais,  como
galvanoplastia, na industria de papel e
celulose, mineracdo/metalurgia, dentre outros
(SARTI et al., 2008). A presenca de sulfato na
agua pode afetar a saide humana e de animais.
Além disso, sob condicGes adequadas, 0
sulfato pode ser biologicamente reduzido a
sulfeto, gas tdéxico que causa problemas
associados ao odor e & corrosdo. Efluentes

contendo altas cargas de sulfato, aumentam a
acidez dos corpos de agua afetando os
ecossistemas aquaticos (ZHOU et al., 2013).

O tratamento bioldgico de efluentes
contendo sulfato utilizando bactérias redutoras
de sulfato (BRS) ja é bem estabelecido, pois
estes microrganismos utilizam este anion
como aceptor final de elétrons, gerando H,S
como produto (BERTOLINO et al., 2012). Foi
sugerido que BRS tém natureza eletroativa
(ZHOU et al., 2013) sendo adequado seu
estudo em sistemas bioeletroquimicos.

Nesses sistemas, membranas permeéveis
mantém o equilibrio entre as camaras anodica
e catddica, pois permitem o fluxo de ions entre
0s compartimentos e, ainda, 0s separa
fisicamente. Estes separadores podem ter
interferéncia direta na producdo de energia
aumentando ou reduzindo a resisténcia interna
dos sistemas. Além disso, estas membranas
podem aumentar 0 custo de construcdo das
CEMs (LOMONACO, 2015).

A grande maioria dos estudos em escala
laboratorial concentra-se na utilizagdo de
membranas trocadoras de prétons (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 sdo relatadas como fibras de
nailon, fibras de vidro, cerdmica ou ainda
membranas de microfiltragio (ARAUJO,
2015).
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Diante disso, o presente trabalho teve como
objetivo o estudo da remogdo de DQO e SO,*
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 soldaveis de 40 mm de didmetro e o
comprimento final dos mesmos foi de 210
mm. Os eletrodos de bastdo de grafite (9,6 mm
de espessura e 55 mm de altura) foram
posicionados paralelamente as 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 k€.

Foram  testadas como  membranas
separadoras entre as camaras membrana de
microfiltragdo (nitrocelulose 0,22 um); placa
de &gar de 5 mm de espessura; latex e foi feito
um experimento controle sem membrana.

O meio de cultivo foi 0 meio Postgate C
modificado, como descrito por Bertolino et al.,
2012, no entanto, utilizando a lactose como
fonte de carbono. A concentracdo tedrica
inicial de DQO foi de 4000 mgO, L™ e a de
sulfato foi de 2000 mg L.

A camara anodica foi preenchida com 50g
de carvdo ativado granular. Foram adicionados
130 mL de meio de cultivo e 20 mL de um
indculo enriquecido em BRS obtido de um
reator UASB de escala laboratorial. As células
foram incubadas a 32°C. Ao final de 30 dias
foram retirados 100 mL de meio das células e
reposto meio novo (final da fase I e inicio da
fase Il), sem haver nova inoculagdo. A fase Il
também teve duragéo de 30 dias.

O potencial das CEM foi medido
utilizando um multimetro digital (Klein
Tools). Ao final de cada ciclo de alimentagéo
das CEM foi determinada a DQO e a
concentragdo de sulfato residuais. A DQO foi
medida pelo meétodo da oxidacdo pelo
dicromato de potéssio em solucdo 4cida
(APHA, 1998). A concentracdo de sulfato foi
determinada por  Espectrofotometria  de

Emissdo Atomica com fonte de Plasma
(ICP/OES).
3. Resultados e discusséo

A figura 1 mostra a variacdo de potencial
com o tempo para as células construidas com
diferentes membranas (microfiltracdo; &gar;
latex e sem membrana). Nota-se que nos dez
primeiros dias de cada fase ha grande variacao
nas medidas de potencial, supondo que seja
esse 0 tempo necessario para que 0s reatores
entrem em steady state (ARAUJO, 2015).
Dessa forma, a média do potencial elétrico
gerado foi feita a partir das medidas do dia 10
ao 30 para a fase | e do dia 40 ao 60 na fase Il
(Tabela 1).

De acordo com a figura 1 a célula
construida com membrana de agar apresentou
melhor desempenho na fase |, atingindo
potencial maximo de 258 mV, no entanto, a
celula construida com membrana de latex
mostrou geracdo de potencial mais estavel. Na
fase I, o melhor desempenho foi para a
membrana de microfiltragdo com um pico de
potencial de 389 mV, mais uma vez a
membrana de latex tende a estabilizar o
potencial a partir do 45° dia. Uma membrana
ideal deve facilitar a transferéncia de prétons
da cdmara anddica para a catddica, pois, para
obter uma corrente consistente, para cada
elétron produzido, um préton equivalente deve
ser transportado para o catodo através do
eletrolito (AYYARU e DHARMALINGAM,
2011). Em vista do exposto, a membrana de
latex parece oferecer esta caracteristica de
forma mais eficiente que as demais. A
literatura ainda ndo relata a utilizagdo desse
material como separador em CEM para que
melhores comparacdes sejam efetuadas.

A tabela 1 mostra que os porcentuais de
remocdo de DQO situaram-se acima de 60%,
com valores inclusive acima dos 70% tipicos
para reatores anaerobios (CHERNICHARO,
1997). Para remocdo de sulfato foram
atingidos valores da ordem de 90% na fase II.
Barbosa et al. (2014) relatam que em sistemas
em batelada as remog¢des méximas de sulfato,
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para uma relacdo DQO/SO,? igual a 2, séo de

60%.
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Figura 1: Variacéo do potencial (mV) com o tempo para CEMs construidas com membrana de microfiltracdo, agar,
latex e sem membrana.

Tabela 1: Porcentual de remocdo de DQO e sulfato e potencial médio para as fases | e |1 de CEMs construidas com
membrana de microfiltragdo, 4gar, latex e sem membrana.

Fase | Fase 11

Remocdo Remoc¢do Potencial Remo¢do Remogdo Potencial

CEM de DQO  de SO4 medio de DQO  de SO4 médio

(%) (%) (mV) (%) (%) (mV)

Microfiltracdo 71+1 89+1 32+21 62+1 89+1 194+79

Agar 92+1 16+1 184452 80+1 31+7 20£15

Latex 95+1 56+1 139428 71+2 96+1 154459

Sem
membrana 84+1 60+1 70+79 71+3 92+1 152+33
Ainda de acordo com os valores filogenético da comunidade microbiana do

apresentados na tabela 1, na primeira fase, a
maior  produgdo de energia  esteve
correlacionada as maiores remocgdes de DQO.
J& na segunda fase, as maiores producdes de
energia foram correlacionadas a maior
remocdo de sulfato. Observa-se nos primeiros
dias de experimento grande producdo de gas
nos reatores oriundo de  processos
fermentativos, dessa forma, supde-se que a
maior remocdo de DQO correlacionada a
maior producdo de energia na fase I  seja
devida & selegdo de microrganismos
fermentadores e eletrogénicos nao redutores
de sulfato. Kumar et al. (2017) foram os
anicos que estudaram o mutualismo

anodo em fungdo dos metabolitos liberados
no eletrdlito. As andlises mostraram que a
transferéncia de elétrons estava associada a
todos 0s micro-organismos do consorcio,
desde micro-organismos fermentativos, a
redutoras de sulfato e bactérias oxidantes de
sulfeto. Houve associacdo sinergica entre as
espécies tanto para geragdo de bioeletricidade,
quanto para degradacdo de matéria organica.
Além disso, BRS ndo sdo capazes de
utilizar a lactose como fonte direta de energia,
logo, ap6s fermentagdo da mesma seriam
liberados mondmeros que serdo consumidos
por este grupo de  microrganismos
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(BERTOLINO et al., 2012), justificando um
crescimento tardio dos mesmos.

Com o passar do tempo, o acumulo de
sulfeto gerado pela reducdo de sulfato,
contribui para a geragdo de energia devido a
sua oxidacdo a enxofre por microrganismos
oxidantes de sulfeto presentes no consorcio de
microrganismos do reator, fazendo com que a
maior producdo de energia seja associada a
maior remocdo 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 remocao
de DQO foram da ordem de 90%, mas a
remocdo de SO,% ndo ultrapassou 60%. Os
autores relatam que a producdo de corrente
era resultante da oxidagdo do sulfeto (oriundo
da reducdo de sulfato) e também da oxidacéo
do lactato por microrganismos
exoeletrogénicos.

Quanto ao desempenho das membranas,
na primeira fase o melhor desempenho foi
para a membrana de latex, uma vez que houve
maior remog&o tanto de DQO quanto de SO,
com consideravel producdo de energia. Na
segunda fase este mesmo comportamento se
repetiu para a membrana de latex e também
para a célula controle sem membrana.

4. Concluséo
Este trabalho mostrou que é possivel
alcancar altas remocdes de DQO em um
sistema anaerdobio e também altas remocGes
de sulfato (ambas da ordem de 90%) e ainda
recuperar energia elétrica em células de
energia microbiana, utilizando latex como
membrana separadora, um material acessivel
e de baixo custo, corroborando para a ciéncia
no sentido de viabilizar a aplicacdo dessa

tecnologia em maiores escalas.
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1. Introducéo

A quitina é um importante biopolimero de
aplicacdo industrial, tais como, alimenticias,
farmacéuticas, biomeédicas, cosméticas e
recentemente até na terapia genica (FARIA,
2015).

Foi originalmente chamada de fungina
quando descoberta em cogumelos pelo
professor francés Henri Braconnot, em 1811.
Em seu trabalho, o professor afirmou que o
material continha uma nova substancia que era
completamente diferente da encontrada nas
madeiras (FONSECA, 2016). Mas somente
doze anos depois, em 1823, que Odier isolou
uma substancia insoltvel contida nas carapagas
dos insetos utilizando KOH (hidroxido de
potassio) quente. Embora tenha falhado em nao
detectar nitrogénio na sua composicdo, foi o
primeiro a relatar a semelhanca entre as
substancias presentes na armadura dos insetos e
nos tecidos vegetais (ANTONINO, 2007). Em
1843 que houve a descoberta de que a quitina
continha nitrogénio em sua estrutura por Payen
(FARIA, 2015).

A constituicdo da quitina é basicamente
unidades de N-acetil-D-glicosamina e D-

glicosamina unidas por ligac6es glicosidicas -
(1—4) (LOPES et al., 2017).

A quitina possui estrutura semelhante a fibra
de celulose, a diferenca molecular entre ambas
esta relacionada aos grupos hidroxila presentes
na celulose que na quitina foram substituidos
por grupos acetoamida (DIAS et al., 2013)
Figural.

CHOH CHa0H

celulose

Auitlna

Figura 1:Estrutura dos biopolimeros celulose, quitina
(Adaptado AZEVEDO et al., 2007)

A quitina é o segundo composto organico
mais importante e abundante da natureza depois
da celulose e esta presente no exoesqueletos dos
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insetos, crustdceos e na parede celular dos
fungos (FONSECA, 2016).

Na atualidade, a fonte de quitina mais
utilizada tem sido a carapaca de crustaceos e o
exoesqueleto de insetos e crustaceos (FRANCO
et al.,, 2004), porém, estudos envolvendo
fungos como fonte alternativa para obtencgéo de
quitina tem mostrado resultados bastante
eficientes (ANTONINO, 2007)

A composicdo quimica da parede celular
dos fungos é extremamente complexa, mas
sabe-se que entre os compostos mais frequentes
tem-se quitina, glucanas, e proteinas (ADAMS,
2004).

Os fungos caracteristicos do género
Cladosporium spp sdo denominados fungos
demécios, mielinizados ou pretos por
apresentarem coloracdo naturalmente escura,
consequéncia da presenca de pigmento
melanico (di-hidroxinaftalenomelanina) em sua
parede celular (MENEZES et al., 2017).

O género Cladosporium spp se destaca
compreendendo um numero 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 localizacdo geografica (MENEZES
etal., 2017).

Industrialmente, a quitina é extraida por um
tratamento &cido para dissolver o carbonato,
seguida de uma extracdo alcalina para
solubilizar as proteinas. A despigmentacdo é
realizada para obtencdo de um produto incolor.
A quitina resultante deve ser classificada em
termos de pureza e cor, assim residuos de

proteinas podem inviabilizar  aplicagGes
biomédicas por exemplo (FERNANDES,
2009).

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi a
obtencdo 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 identificacdo
do fungo, bem como a caracterizacdo do fungo
por microscopia eletronica de varredura.

O processo de purificacdo da quitina foi
realizado de acordo com metodologia proposta
por Synowiecki e Al-Khateeb (1997), com
algumas modificagGes. Iniciou-se com a
desproteinizacdo, nesta etapa, transferiu-se uma
solucédo previamente preparada a 2% de KOH
(hidroxido potassio) (30:1) para um baldo
volumétrico juntamente com 8,33g da amostra
fungica, onde a solucéo ficou a 90°C por um
periodo de 2 horas sobre agitacdo magnética
constante. Apoés, centrifugou-se a amostra a
5.550 rpm e realizou-se sucessivas lavagens
com agua destilada até que alcangou-se pH
igual a 7,0.

Em seguida, realizou o processo de
desmineralizacdo 4acida. Preparou-se uma

solucdo 10% (v/v) de acido acético (40:1 %
(&cido:biomassa). O processo ocorreu a 60°C
por um periodo de 6 horas. Em seguida,
centrifugou-se durante 15 minutos a 5550 rpm
e lavou-se a amostra (pellet) com agua até que
alcancou-se pH igual a 7,0. Em seguida,
~ v
preparou-se uma solucdo de etanol (10:1 —e
lavou-se a amostra trés vezes. Também, lavou-
~ v
se com uma solugdo de acetona (10:1;duas

Vezes e secou-se a amostra em estudo a 60°C.
Para a despigmentacdo (A1) preparou-se
uma solucéo etanol/acetona (1:1) e adicionou-
se 0,59 de amostra a temperatura ambiente e
agitacdo constante por um periodo de 1 hora. O
material solido foi centrifugado, filtrado e, em
seguida, seco em estufa a 40°C por 12 horas.
Outra técnica de despigmentagdo (A2) foi
aplicada, nesta, adicionou-se 0,59 de amostra a
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30 mL de hipoclorito de sodio a 2% a
temperatura de 40°C e agitacdo constante
durante 12 horas. O material sélido foi filtrado
e seco em estufa a 40°C por 12 horas.

Para caracterizagdo da amostra utilizou-se a
técnica de espectrometria de Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR) onde a
amostra seca foi submetida a determinacao
espectroscopica na regido do infravermelho
(4000-500cm’Y).

3. Resultados e Discussoes

No presente trabalho, a biomassa fungica foi
inicialmente desproteinizada, etapa em que a
principal funcdo é reduzir o teor de nitrogénio
protéico, seguido do  processo  de
desmineralizacdo acida. A reducdo percentual
em massa da biomassa flngica, apds o
tratamento  alcalino  (desprotenizacdo) e
tratamento &cido (desmineralizacdo) foi de
aproximadamente 15% (m/m), estando de
acordo com Synowiecki e Al-Khateeb (1997),
que sugerem teores de proteina em fungos
filamentosos de 10 a 15% (m/m).

No primeiro método de despigmentacdo Ax
ndo houve mudancas consideraveis de cor do
material por analise visual. Visando melhorar
este processo de remocao de cor, realizou-se a
despigmentacdo A., 0 que resultou em uma
melhora na despigmentacdo e remocéo parcial
do pigmento. Tal feito, pode estar relacionado
ao aquecimento da solucdo, que promoveu
catalise da reagé&o.

Uma hip6tese a adequagdo do problema
pode ser o uso de solventes apolares como
hexano, benzeno e cloroférmio, uma vez que
todos os solventes utilizados na metodologia
apresentam  comportamento  polar. A
implementacdo de um equipamento Soxhlet no
procedimento também pode ser um fator

interessante a ser considerado, em virtude da
preservacao do amostra.

Os espectros obtidos da amostra
parcialmente  despigmentada (Figura 2),
revelam uma banda mais larga e intensa entre
os nimero de onda de 3500 e 3000 cm ! que
corresponde ao alongamento O-H presente na
quitina, e também uma pequena banda na regido
de 2900 a 3000 cm ! atribuidas ao estiramento
C-H. Outras bandas fortes sdo observadas entre
1750 cm™e 1200 cm™. Todos grupos funcionais
encontrados nos resultados de FTIR da amostra
sdo caracteristicos da quitina e estdo de acordo
com Souza et al., (2015).

Absorbincia

= == m=s == @m = = m
Nimmero de ondacm’!
Figura 2: Espectro de quitina (O autor.)

4. Consideragoes Finais

Apos analises dos dados, pode-se concluir
que a metodologia de extracdo de quitina foi
eficiente e que a biomassa fungica do
Cladosporium sp é uma excelente fonte para
extragdo de quitina devido sua vasta
disponibilidade no meio ambiente. Entretanto,
uma nova metodologia de despigmentacéo sera
utilizada para se obter uma quitina de maior
pureza.
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1. Introducéo

A populagdo mundial vem aumentando
continuamente, assim como a preocupagao em
relacdo a quantidade e qualidade dos alimentos
produzidos. A utilizacdo de plantas com
atividade fungicida vem sendo pesquisada
amplamente, visto que a sociedade esta
buscando consumir produtos que utilizem o
minimo possivel de substancias sintéticas para
o controle de moléstias. O potencial de
extratos no controle de fitopatdgenos se deve a
sua acao fungitoxica, a qual é responsavel pela
inibicdo do crescimento micelial
(CARVALHO, 2009).

Uma vez que 0 manejo e o surgimento de
patogenos resistentes tém reduzido a estratégia
de controle a 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 nao
comprometam a qualidade dos frutos e a satde
humana (PLETSCH,1998).

Neste trabalho testou-se a acdo dos extratos
acéticos e etandlicos de Mentha piperita
(Menta) e Rosmarinus officinalis (Alecrim)
contra o fitopatdgeno Rhizopus oryzae que
infesta um grande numero de plantas
invadindo os tecidos por meio de ferimentos.

2. Metodologia

Primeiro realizou-se a extragdo de dois
solventes com o intuito de compara-los, para
isso foi necessario pesar um total de 15g de
cada erva e triturd-las de forma uniforme. Em
seguida dividiu-se a porcdo de cada erva para
diluir uma em 25mL de &cido acético 40% e
outra em 25mL de etanol 40%, totalizando 4
porgdes. Decorrido 15 dias de armazenamento
montou-se um sistema de filtragdo simples
obtendo-se 0s quatro extratos etandlicos 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 &gua.

Apos a preparagdo do meio realizou-se o
teste de bioensaio, foram utilizadas 2 placas de
96 pocos 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 &cido
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 &cido
acético, e nas linhas E, F e G, havia extrato de
Mentha piperita com etanol. Em todas as
placas a linha D e H, ndo obtiveram a adicdo
de esporos, sendo, portanto, o branco.
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As concentragdes adicionadas de cada
solucdo, distribuidas em 12 colunas, foram as
mesmas seguindo o procedimento geral
totalizando 200uL em cada poco, adicionando-
se 0s componentes seguindo a ordem de: agua
destilada (de 75uL a 0 pL); meio Sabouraud
(115pL em todos); extrato (OpL a 75uL);
esporo (10puL em todos).

Apos preparacéo das 2 placas, incubou-
se a 25°C sob agitacdo de 180 rpm em um
shaker, durante os 8 dias de andlise.
Monitorou-se a cada 24h, utilizando um leitor
de microplacas a um comprimento de onda de
405nm.

Os dados recolhidos foram analisados com
auxilio de graficos gerados pelo Software
Oringi 8.

Realizou-se a medicdo do pH dos quatro
extratos. Apos a realizacdo das leituras das
placas de 96 pocgos, aliquotas de 20uL do
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Figura 1: Monitoramento da cinética de
crescimento do fungo Rhizopus oryzae por absorbancia
a 405nm sem adicdo do extrato acético de Rosmarinus
officinalis e em concentracdes diferentes do extrato a
25°C e agitagdo de 180 rpm durante 8 dias.

Na Figura 2 é mostrada a cinética de
crescimento do fungo Rhizopus oryzae na
presenca do extrato acético de Mentha
piperita.

sobrenadante das cavidades onde foi — i
observada completa inibicdo do crescimento e —n
flngico nas placas de microdiluicdo foram i —i
semeadas em placas de petri com meio 51133 —
sabouraud. As placas foram mantidas em %gg; e
temperatura ambiente por 7 dias. O 07 L
0,6 [ 75pL

crescimento significa o efeito fungistatico e o
ndo crescimento o efeito fungicida, segundo
classificacdo da EMBRAPA.

3. Resultados e Discussoes

Foram feitos graficos mostrando a cinética
de crescimento dos fungos na presenga dos
extratos acético e etanolicos de Rosmarinus
officinalis e Mentha piperita com volumes
variando de OuL, que é o controle, até 75uL
durante o periodo de 8 dias de monitoramento,
feito a partir da medicdo das absorbancias a
405nm.

Na Figura 1 é mostrada a cinética de
crescimento do fungo Rhizopus oryzae na
presenca do extrato acético de Rosmarinus
officinalis.
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Figura 1: Monitoramento da cinética de
crescimento do fungo Rhizopus oryzae por absorbancia
a 405nm sem adicdo do extrato acético de Mentha
piperita e em concentracfes diferentes do extrato a
25°C e agitacdo de 180 rpm durante 8 dias.

A partir das Figuras 1 e 2 observou-se que
com o aumento do volume dos extratos
aceticos de Rosmarinus officinalis e de Mentha
piperita houve um aumento significativo da
presenca Rhizopus oryzae sendo que quanto
maior o volume do extrato mais propicio ficou
para o crescimento do fungo. Assim constatou-
se que com ambos os extratos ndo ha inibicéo
da atividade fungica com nenhum dos volumes
estudados.
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Atribuimos 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 condicdes 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 condicdo é denominada Adaptative
Tolerance  Response (ATR), em que
microrganismos que crescem em condi¢Ges
levemente &cidas e depois sdo expostos a
valores mais baixos de ph apresentam
sobrevivéncia significativamente maior do que
se fossem previamente crescidos em condigdes
6timas (O’HARA et al., 1989).

Na Figura 3 é mostrada a cinética de
crescimento do fungo Rhizopus oryzae na
presenca do extrato etandlico de Rosmarinus
officinalis .
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=

Densidade Ctica (y
o
S

0 24 48 72 96 120 144 168

Tempo (h)
Figura 3: Monitoramento da cinética de crescimento do
fungo Rhizopus oryzae por absorbancia a 405nm sem
adicdo do extrato etandlico de Rosmarinus officinalis e
em concentragdes diferentes do extrato a 25°C e
agitacdo de 180 rpm durante 8 dias.

A Figura 3 nos mostra que entre OuL a
50puL houve um crescimento ndo linear dos
fungos em relagdo a concentragdo de extrato,
apenas a partir da concentracdo de 60uL nao
houve crescimento do fungo durante o periodo
de 168h, sendo esse portanto o volume minimo
inibitorio, para de fato impedir o crescimento
do fungo Rhizopus oryzae com o extrato
etandlico de Rosmarinus officinalis.

Os dados foram submetidos a analise de
variancia comparando-se as médias pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade que
demonstrou que ndo ha mudanca notdria ao
adicionar os volumes de OpL a 50uL, sendo
assim, o fungo ndo percebe o efeito do extrato
dentro deste intervalo de concentracdo,
independente de qual seja o volume
adicionado. Apenas quando o volume ¢é
superior a 60uL que de fato ha distin¢cdo na
cinética de crescimento dos fungos. Também
ndo héa diferenca entre os volumes adicionados
entre 60puL a 75uL, portanto o valor de 60pL é
0 minimo eficaz para acarretar a inibicdo do
fungo Rhizopus oryzae com o extrato etanélico
de Rosmarinus officinalis.

Na Figura 4 é mostrada a cinética de
crescimento do fungo Rhizopus oryzae na
presenca do extrato etandlico de Mentha
piperita.
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Figura 4: Monitoramento da cinética de crescimento do
fungo Rhizopus oryzae por absorbancia a 405nm sem
adicdo do extrato etandlico de Mentha piperita e em
concentracgdes diferentes do extrato a 25°C e agitagdo de
180 rpm durante 8 dias.

A partir da Figura 3 é possivel analisar que
houve um crescimento dos fungos néo linear a
concentragdo de extrato entre os volumes de
OuL a 60pL, apenas a partir da concentracao
de 70uL ndo houve crescimento do fungo
durante o periodo de 8 dias, sendo esse o
volume minimo inibitério para impedir o
crescimento do fungo Rhizopus oryzae com o
extrato etanolico de Mentha piperita.

Realizou-se o teste de Tukey a 5% de
probabilidade que informou que ndo ha
mudanca notdria ao adicionar os volumes de
OuL a 60uL. Apenas quando o volume €

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ — Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000
Ouro Branco — MG | simbio@ufsj.edu.br



mailto:simbio@ufsj.edu.br

Il SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE
BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

N

Universidade Federal
de Sado Joao del-Rei

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

superior a 70pL que ha distingdo na cinética
de crescimento dos fungos. Também nédo ha
diferencga entre os volumes adicionados entre
70uL a 75uL, portanto o valor de 70uL é o
minimo eficaz.

O teste de pH realizado com os extratos
etandlicos apresentou um pH na faixa de 5,3,
sendo também um ph &cido, mas que nao
proporcionou um ambiente de proliferacdo dos
fungos como ocorreu com 0s extratos acéticos.

Caso o extrato apresente efeitos bioldgicos
de interesse, 0 solvente mais adequado para
obtencdo do extrato bruto € o etanol ou
metanol, pois possibilita a extracdo de um
maior nimero de compostos (CECHINEL et
al., 1998), sendo que combinados com o
Rosmarinus officinalis, que apresenta acdo de
antibiotico, anti-inflamatodrio, anti-oxidante e
antiparasitario (ALONSO, 1998), e a Mentha

piperita, que apresenta  caracteristicas
antisséptica, antiviral, antibacteriana,
antifdngica, analgésica e  antioxidante
(BATISTUZO, 2011), apresentaram 0

resultado positivo na inibig&o.

A avaliacdo da acdo fungicida ou
fungistatica comprovou que a acao do extrato
etandlico sobre os fungos € fungistatica, de
acordo com a classificacgdo da EMBRAPA.
Sendo assim, h& apenas uma inibicdo do
crescimento dos fungo Rhizopus oryzae no
ambiente que proporcionamos, mas quando
alocados em ambientes favoraveis ha
germinagéo dos esporos.

4. Consideracdes Finais

Os extratos etanolicos demonstraram
grande eficiéncia na inibicdo do crescimento
dos fungos Rhizopus oryzae e Penicillium
citrinum, onde o extrato etandlico de
Rosmarinus officinalis teve volume inibitorio
minimo de 60uL e o extrato etanolico
Mentha piperita teve volume inibitorio de
70uL. Foi possivel constatar que os extratos
tiveram um efeito fungistatico sobre os
fungos estudados. Por outro lado os extratos
aceticos ndo demonstraram eficacia no
controle do crescimento dos fitopatdgenos

estudados, ndo sendo viavel sua utilizacdo
para este fim.

Portanto 0s extratos etandlicos de
Rosmarinus officinalis e Mentha piperita
mostraram-se como uma alternativa ao uso de
fungicidas quimicos no tratamento contra os
fungos Rhizopus oryzae e Penicillium
citrinum, sendo eficientes na inibicdo do
crescimento fangico e uma alternativa ndo
toxica, natural, de fonte renovavel e abundante
que poderia ser utilizada no controle de
doencas causadas pelos fungos estudados neste
trabalho.
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1. Introducédo

O Zika virus (ZIKV) é um arbovirus
pertencente a familia Flaviviridae, género
Flavivirus (FERRARIS et. al., 2019).

Os primeiros casos relatados em humanos
de Febre Zika ocorreram na Africa e Asia. Em
2007 ocorreu o primeiro surto fora destes
continentes, nas llhas de Yap. Em 2013
ocorreu uma epidemia na Polinésia Francesa e
em 2015 no continente sul-americano
(FERRARIS et. al., 2019).

Ap0Gs o0 surto no continente americano, foi
decretado pela OMS “Emergéncia de Satde
Publica Internacional”, devido a facilidade de
disseminacéo deste arbovirus, a dificuldade no
combate de vetores e a associacdo com
doencas graves como a Sindrome de Guillain-
Barré e Sindromes Congénitas, como a
microcefalia fetal. (LO; PARK, 2018;
O'REILLY et. al, 2018).

Até 0 momento ndo existem antivirais ou
vacinais disponiveis contra o ZIKV.

Estudos demonstraram que durante as
infeccdes virais as células entram em processo
oxidativo, causado pelo aumento de espécies
reativas (ER) e pela deplecéo de antioxidantes,
podendo contribuir para varios aspectos da
patogénese viral e replicacdo dos virus (LEE,
2018; RESHI et al., 2014). Assim, controlar as
ER pode ser uma estratégia para combater a
infeccéo viral.

Nanomateriais baseados em carbono (CBN)
sdo de grande interesse para diferentes campos
da medicina e biotecnologia devido a sua
atividade biologica especifica. Sabe-se que
baixas doses de CBN podem ativar as funcoes
fisiolégicas devido a processos metabolicos
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 infecgéo por ZIKV.

2. Material e Métodos
2.1 Ensaio de Citotoxicidade por MTT

Antes da realizacéo dos ensaios foi avaliado
se as concentragbes de trabalho seriam
citotoxicas. Para esta avaliacdo, uma placa de
96 pocos foi preparada com células US7TMG
(ATCC) cultivadas em meio DMEM high
glicose com 10% de soro fetal bovino (SFB)
24 horas antes do ensaio. Apo0s este tempo, 0
meio foi retirado e adicionou-se as células o
composto diluido em meio de cultura nas
concentragdes [1600, 800, 400, 200, 100, 50,
25 e 12,5 nM]. Em seguida, a placa foi
incubada na estufa de CO, a 37°C por 48
horas. Apds a incubacgéo, o meio de cultura foi
retirado e adicionou-se 25 ul. de brometo 3-
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(4,5-dimetiltiazol-2-il) - 2,5 - difeniltetrazol
(MTT) (2 mg/mL) por poco e incubou-se por
90 min. Posteriormente adicionou-se 130 pL
de solvente dimetilsulfoxido (DMSQO) por
poco. A placa foi colocada sob agitagédo por 15
min. O composto MTT é metabolizado pelas
células vidveis, sendo convertido em cristais
de formazan, o DMSO ¢ capaz de dissolver
estes cristais.

A quantidade de formazan gerado foi
mensurada através da leitura da absorbancia a
490 nm no leitor de placas Victor X3
(PerkinElmer).

A viabiliadade celular foi determinada a
partir da porcentagem de células tratadas com
CBN viaveis em relacdo ao controle de
células.

2.2 Quantificacdo da capacidade de
adsorcdo de radicais oxigenados (ORAC)

Para determinar a capacidade antioxidante
do composto, foi preparada uma curva de
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8- acido
tetrametilcromano-2-carboxilico) para
calibragdo. As concentragdes utilizadas foram de
10, 20, 30 e 40 uM, a partir de uma solugdo mée
de 8M/L diluida em tampao fosfato-salino (PBS)
(75 mM, pH 7,0).

Foi adicionado a uma placa branca de 96
pocos as concentracdes de CBN [400, 200, 100,
50, 20, 10 e 5 nM] e logo apo6s foi adicionado a
sonda fluorescente fluoresceina (78 nM)
dissolvida em PBS. Apo6s 15 min de incubagéo a
37°C, foi adicionado o radical AAPH (2,2-
azinobis (2-amidinopropan) dihidrocloreto) a
uma concentracdo de 221 mM. A leitura da
fluorescéncia foi realizada no leitor de placas
Victor X3 a 485nm (excitacdo) e 535nm
(emissdo) 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 oxigénio
(EROs)

Para dosagem de EROs, uma placa de 96
pogos foi preparada com células U87TMG

(ATCC) cultivadas em meio DMEM high
glicose com 10% de SFB e incubou-se por 40
min. Apds a incubacéo o meio de cultura foi
retirado e as células foram lavadas com
tampdo HBSS [0,4 g¢g/L KCI; 0,09 g/L
Na,HPO,4.7H,0; 0,06 g/L KH,PO4; 0,14 g/L
CaCly; 0,10 g/L MgCl,.6 H)O; 10 g/L
CeHsO12; 0,35 g/L NaHCOgs; 8g NaCl; g.s.p
H,O milliQ]. Logo apds, adicionou-se o CBN
[100, 50, 25, 12,5, 6,25 nM] e 0 ZIKV (MOI
1) e incubou-se por 24 horas. Posteriormente a
placa foi lavada com o tampao HBSS e foi
adicionada a sonda Carboxi-H,DCFDA (5-(e-
6)-carboxi-2',7" - diclorodihidrofluoresceina
diacetato) 25 uM por 45 min. Apés a
incubacdo, descartou-se a sonda, lavou-se a
placa novamente com HBSS e adicionou-se
meio sem vermelho de fenol. A leitura da
fluorescéncia foi realizada no leitor de placas
Victor X3 a 485nm (excitacdo) e 535nm
(emisséo).

2.4 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism 5.0.
Para os ensaios de Citotoxicidade e Dosagem
de espécies reativas de oxigénio foi utilizado
teste one-way ANOVA e pos-teste de
Tukey com 95% de confianga.

3. Resultados e Discussao

A citotoxidade do CBN foi avaliada a partir
do ensaio de viabilidade celular por MTT. Na
Figura 1 é possivel observar que nenhuma das
concentragdes testada apresentou diferencas
estatisticas em relacdo a viabilidade celular
entre o controle de células e as células
tratadas, portanto nenhuma das concentragdes
foi citotoxica.
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Figura 1: Viabilidade celular por MTT em células

U87MG ap0s tratamento com o CBN por 48 horas.

Onde a representa que ndo houve diferenca estatistica
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
concentracfes apresentaram uma  maior
capacidade de absorcdo, este resultado ja era
esperado, uma vez que em maiores
concentracdes de CBN pode ocorrer formacao
de cristais, 0 que impede a captacdo das ER.
Além disso, o CBN apresentou valores de
capacidade de neutralizagdo de radical
semelhantes ao Trolox (300-700 pM)
(CAMINI et al, 2018) um anélogo da vitamina
E solivel em é&gua e conhecido por ter
poderosa inibicdo de radicais de oxigénio
(ANTHONY, SALEH, 2013).
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Figura 2: Quantificacdo da capacidade de absorcédo de
radicais oxigenados (ORAC) do CBN em equivalentes
de trolox.

Apls a determinacdo das concentracdes
6timas por ORAC foi realizado um ensaio de
dosagem de EROs. Os resultados encontrados
podem ser observados na Figura 3.
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Figura 3: Dosagem de EROs em células infectadas com
ZIKV (MOI 1) tratadas com CBN por 24 hs. Onde a
representa a diferenca estatistica entre o controle de

células e as células infectadas com ZIKV e b representa
diferenca estatistica 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 relagdo ao controle de
células de 60%, esse comportamento ja foi
observado para outros arbovirus, como o
Mayaro (CAMINI et. al, 2017), esse resultado
corrobora com a evidéncia de que os virus
aumentam o estado oxidativo da célula. As
celulas infectadas com ZIKV e tratadas com
CBN apresentaram uma reducdo significativa
de EROs de 17, 44, 43 e 57% nas
concentragdes de 50, 25, 12,5 e 6,25 nM,
respectivamente. Esses resultados demostram
que o CBN é um potencial sequestrador de ER
durante a infeccdo por ZIKV.

4. Conclusoes

O CBN ndo apresentou citotoxidade e sua
capacidade de reducdo de espécies reativas em
células infectadas com ZIKV foi satisfatoria.
Com base na evidéncia que a formacdo de
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ROS induzida por ZIKV representa
um mecanismo importante
de patogenicidade da infeccdo, o tratamento
antioxidante representaria uma abordagem
relevante para o tratamento da Febre Zika.
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1. Introducédo

Minas Gerais € o maior produtor de leite do
Brasil e grande parte deste leite € destinada a
producdo 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 importancia
nutricional, os queijos e outros produtos
lacteos estdo entre os alimentos com maior
teor de sédio - NaCl (ANVISA, 2015). O
consumo excessivo desse componente gera
adversidades na salde, como a constante
elevacdo da pressdo arterial, aumentando o
risco de doencas cardiovasculares, que séo
atualmente as principais causas de mortalidade
no Brasil e no mundo (SOUZA, 2016).

O Ministério da Saude tem organizado
estratégias e acordos com associacgdes do setor
produtivo, a fim de reduzir gradativamente os
elevados indices de sdédio em produtos
processados, visando a adequacdo dos niveis
de consumo em até 2 g/dia/pessoa até o ano de
2020 (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Diante deste desafio, tecnologias surgem
com o intuito de otimizar a produgdo de
produtos lacteos, reduzindo o teor de sddio e
mantendo suas propriedades e qualidade. A
nanotecnologia se destaca como alternativa
promissora, melhorando as propriedades e
funcionalidades dos alimentos (LIVNEY,
2015).

A proteina  PB-lactoglobulina  possui
propriedades funcionais de grande aplicacdo

na industria de alimentos, como capacidade de
emulsificacdo, formacdo de  espumas,
gelificagdo e interagio com moléculas
responsaveis pelo aroma e sabor do produto
(ALVES et al., 2008).

O objetivo desse trabalho, portanto, foi
caracterizar as propriedades técnico-funcionais
da nanoestrutura de B-lactoglobulina para
posterior aplicagcdo em queijo minas frescal e
outros produtos lacteos, visando a reducédo do
teor de sadio.

2. Material e Métodos

A B-lactoglobulina (B-lg) utilizada foi
gentilmente cedida pela Davisco Foods
International (EUA). A &gua empregada nos
experimentos foi a destilada purificada através
de osmose reversa Hidrotek (Portugal) e
reagentes quimicos de graus analiticos.

2.1.Sintese da nanoestrutura de #-lg

A nanoestrutura foi sintetizada via
aquecimento. Uma solucéo de 2 mg.mL™ da
proteina em 50 mmol.L™ de NaCl foi aquecida
a 100°C por 60 min. O tamanho da particula e
o indice de polidispersividade (PDI) foram
determinados via Espalhamento Dinadmico de
Luz (DLS) no equipamento Nanozetasizer
(Malvern, Inglaterra).

2.1.2. Teste de estabilidade

A nanoestrutura foi armazenada a 4°C para
avaliar sua estabilidade ao longo do tempo,
sendo determinado o tamanho da particula,
PDI e potencial zeta nos dias 0, 5,10, 15, 30 e
60 apos a sintese.
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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. Apos,
acompanhou-se a altura da espuma medindo-
as em intervalos de tempo a fim de calcular as
variaveis incremento de volume (VI) e
estabilidade da espuma (FS), conforme as
equacOes 1 e 2.

ey
VI = |“%—|X100 (1)
Vr
— |Yee
FS = [Vm] )

Onde V+ é o volume total da solucdo, Ve é
0 volume da espuma, Vg e VEyp S0 0s
volumes da espuma correspondentes aos
instantes t (30, 60 e 120 min) e no tempo zero.
Amostras de proteina sem tratamento térmico
foram utilizadas como controle.

2.1.4. Teste de emulséo

O indice de Atividade Emulsificante (IAE)
da proteina nativa e da proteina
nanoestruturada foram determinados de acordo
CAMERON et al. (1991). Amostras de
proteina a 0,1% (m.v™*) foram homogeneizadas
juntamente com ¢6leo de girassol e &gua
destilada em Ultra Turrax por 1 min a 14000
rpm. Apos, amostras de cada emulsdo foram
retirados em diferentes intervalos de tempo (0,
5, 15 e 30 min) e diluidos em solucdo SDS
0,1% (m/v). A absorbéncia foi medida a 500
nm em espectrofotdmetro UV-Vis Global
Trade Technology (Sao Paulo, Brasil). O IAE
foi calculado de acordo com a Equagéo 3 e a
estabilidade da emulsdo (ESI) com a Equacao
4.

2 -1y — [2*¥2303xA0xFD
IAE (m*.g7") = [ cx(1-6)x1000 ] 3

ESI = 22 x¢ (4)
Ao—At

Onde Ag é a absorbancia no tempo igual a
zero, FD é o fator de diluicdo, ¢ é a
concentracdo inicial da proteina (g.mL™); 0 é
a fracdo de odleo (0,25) e A: sdo as

absorbancias das emulsdo diluidas em 30, 60 e
120 min.
3. Resultados e Discussao
3.1.Teste de estabilidade

A nanoestrutura de B-lg sintetizada
apresentou tamanho meédio de 109,95 + 0,68
nm e PDI de 0,4062 + 0,0539. O tamanho
corrobora com USKOKOVIC (2007), o qual
afirma que nanoestruturas sdo materiais cujo
tamanho varia de 10 a 300 nm.

A estabilidade da nanoestrutura mantida a
4°C por 60 dias estd demonstrada na Figura 1.
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Figura 1 — Analise de estabilidade da nanoestrutura de
B-lg através da leitura de (a) tamanho (nm); (b)
Potencial Zeta (mv).

Nota-se que o tamanho das particulas e o
potencial zeta se mantém aproximadamente
constante durante o experimento. O tamanho
se manteve entre 138,3 a 151,8 nm. Ja o PDI
ficou préximo 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-estavel
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
estavel, sdo considerados valores acima de
+30mV e abaixo de -30mV
(DIARRASSOUBA, 2013). Isso ocorre, pois a
estabilidade coloidal pode ser comprometida
pela interacdo entre as cargas opostas das
particulas. O processo de aquecimento pode
permitir a dissolucdo de alguns agregados
proteicos, promovendo rearranjos estruturais
por quebra das ligacbes dissulfeto, o que
resulta em desdobramento e exposicdo dos
grupos sulfidricos, os quais podem formar
ligacGes inter e intra-moleculares, ocasionando
a agregacdo de proteinas (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 proteina nativa. Este
resultado é corroborado por Leman e Doga
(2003), em que o tratamento térmico de [3-
lactoglobulina aumentou a estabilidade da

espuma.
Tabela 1- Valores de VI e FS para a proteina nativa
e para nanoestrutura de f3-1g nos tempos 30, 60 e 120

minutos
PI{Ic;i?:/r;a Nanoestrutura
Vi 19,56 +2,34° 33,33 +1,59°
Fsao 36,51 + 5,49° 64,54 + 5,06"
Fseo 20,63+6,87%° 5152+262°
Fsi20 9,05 + 1,652 35,45 + 5,06b

D Diferentes sobrescritos diferem significativamente a
p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.

Foi observado que, ap6s 120 min, a
proteina nativa ndo tinha quase nenhuma
espuma, enquanto a nanoestrutura apresentava
35,45, resultado semelhante ao de Costa
(2016). A nanoestrutura demonstrou maior
capacidade de formacdo e estabilizacdo de
espuma do que a proteina nativa. A melhoria
na capacidade de formacdo de espuma pela
nanoestrutura de p-lg representa uma
alternativa viavel para a substituicdo de outros
ingredientes na industria de alimentos,
especialmente laticineos.

O aquecimento moderado em tempos
determinados na formacdo da nanoestrutura
causa desdobramento parcial da estrutura da
proteina, aumenta a flexibilidade da cadeia
proteica, consequentemente aumenta a
capacidade de formacdo de espuma
(WOOSTER; AUGUSTIN, 2007).

3.3.Teste de emulséo

A Tabela 2 mostra que o IAE e o ESI da
nanoestrutura foram maiores do que da
proteina nativa. O ESI é de maior interesse,
uma vez que prova que a nanoestrutura possui
maior capacidade de estabilizar a emulséo,
sendo uma caracteristica importante em
alimentos onde a ligacdo e a texturizacdo da
agua sdo necessarias, como em queijos e
iogurtes (HOLT, 2000).

Tabela 2- Valores de IAE e ESI para a proteina
nativa e para nanoestrutura de B-lg

Proteina Nativa Nanoestrutura
IAE 114,64 + 3,122 167,86 + 3,54b
ESI 112,00 + 3,46° 164,00 + 3,46"

*P 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
proteina nativa. Na emulsdo, as proteinas
migram através da fase aquosa para a
interface, se reorganizando para posicionar 0s
aminodcidos hidrofébicos na fase oleosa e os
hidrofilicos na fase aquosa. Em seguida, se
agregam na superficie, formando um filme
viscoelastico em torno da gota de dleo,
mantendo a emulsdo estavel (DICKINSON,
2001).

A formacdo de nanoparticulas protéicas
depende diretamente do desdobramento da
estrutura da proteina, que sofre alteracOes
conformacionais dependentes da composicao,
concentracdo, pH e forca idnica, alterando as
propriedades técnico-funcionais (PATHAK;
THASSU, 2009).

4. Conclusoes

Obteve-se a nanoestrutura de B-lg, a qual se
mostrou estavel durante o periodo de
armazenamento a 4°C, mantendo o indice de
polidispersividade proximo ou abaixo de 0,4.
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A nanoestrutura possui melhores propriedades
técnico-funcionais do que a proteina nativa,
visto que apresentou maior formacdo e
estabilidade de espuma e maior capacidade de
emulsdo. Sendo assim, se mostra uma
alternativa promissora para substituicdo de
outros ingredientes, como o0 sodio, em
alimentos processados, em especial, produtos
lacteos.
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1. Introducédo

A presenca de biofilmes em instalacdes
industriais, como equipamentos e ferramentas
de laticinios, aumenta as taxas de corroséo da
superficie, reduz a eficacia de transferéncia de
calor, diminui o fluxo nas tubulacGes e
promove odores indesejaveis, aspectos que
reduzem a qualidade final do produto,
provocando perdas econdmicas. Todavia, a
maior preocupacdo da presenca dos biofilmes
nas instalacfes, atualmente, sdo as Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA) (Vu et al.,
2009; Martin, 2015). As principais industrias
afetadas sdo laticinios, processamento de
peixes, aves, carnes e alimentos prontos para o
consumo. Dentre estes, o leite € um produto
muito perecivel e vulneravel a contaminagéo
por diversos microrganismos, sendo 0S
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 associacdao, Gram-
positivas ou negativas, embebidos em uma
matriz extracelular composta por cerca de 75-
90 % de exopolissacarideos (EPS — atua como
barreira fisica, adsorvendo cations, metais e
toxinas, e protegendo contra radiagdo Ultra
Violeta, mudanca de pH, dessecacdo e choques

osmoticos), apresentando diferentes
caracteristicas fenotipicas, fisioldgicas,
metabdlicas e de transcricdo genética

(Andrade Boari et al., 2009; Vu et al., 2009).
Os biofilmes se desenvolvem em 5 estagios

(adeséo inicial, adesdo irreversivel,

desenvolvimento  inicial da  estrutura,

maturacdo e dispersdo) e qualquer superficie
pode ser vulneravel a sua formacdo, como
plastico, vidro, metal e alimentos. Para
alcancar uma certa maturidade, sdo necessarios
10 dias ou mais, sendo que no Gltimo estagio
ocorre 0 desprendimento parcial do biofilme
como forma de colonizacdo de novos nichos
(Kumar e Anand, 1998; Srey et al., 2013).

As indlstrias utilizam diferentes produtos
para remover os biofilmes, porém, os
sanitizantes apresentam dificuldade para
alcancar os sitios de acdo, 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 superficie e ndo as elimina, possibilitando
sua re-adesdo a outras superficies. Estudos
mostram que produtos quimicos podem causar
resisténcia nas bactérias, permitindo sua
sobrevivéncia e proliferagdo em altas
concentragdes de desinfetantes (Srey et al.,
2013). Portanto, outras estratégias para
controlar os biofilmes devem ser aplicadas,
como a utilizacdo de nanotecnologia.

A Engenharia de Nanomateriais tem
desenvolvido superficies com propriedades
antimicrobianas, pela acdo de nanoparticulas
de prata (AgNP), de ouro, de diéxido de titanio
e de oOxido de zinco (Pometto lii e Demirci,
2015). As AgNPs interagem com a célula
causando desestabilizacdo e quando estd em
contato com o DNA, inibe o crescimento
microbiano (Morones et al., 2005; Durén et
al., 2010).

A aplicagdo da nanotecnologia para
melhorar a seguranga alimentar j& é uma

Rodovia MG 443, KM 7, Campus Alto Paraopeba, UFSJ — Torre 2, sala 4 - CEP 36420-000
Ouro Branco — MG | simbio@ufsj.edu.br



mailto:simbio@ufsj.edu.br

Il SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE
BIOPROCESSOS E BIOTECNOLOGIA

Universidade Federal
de Sao |oao del-Re

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

realidade, porém existem poucos produtos
eficientes no mercado com nanoestruturas para
sanitizacdo de biofilmes formados em
laticinios. Com isso, este projeto almeja
comprovar a eficiéncia das nanoparticulas de
prata para remocdo de biofilmes bacterianos
formados em placas de ago inoxidavel
utilizados em produtos lacteos.

2. Material e Métodos

Os reagentes de grau analiticos e as
bactérias: Escherichia coli ATCC 01574,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 foram
utilizados dos laboratérios da Universidade
Federal de Sdo Jodo del-Rey, Campus Alto
Paraopeba. Foram aplicados sanitizantes de
uso convencional em industrias de alimentos,
sendo eles: solucdo de Hipoclorito de Sodio e
detergente alcalino comercial LAT 300 PLUS
a 0,8 % (v/v) (Qualimilk, StartQuimica).

Para comparar a eficacia da sanitizacdo
industrial, placas metalicas foram tratadas com
solucdo de Nanoparticulas de Prata (AgNP) a
0,0019 %, 0,00095 % e 0,000475 % (m/v). A
sintese dessa nanoestrutura foi validada
anteriormente obtendo as melhores condigdes,
com tamanho médio caracterizado a 20,08 %
0,17 nm e com PDI (Indice de Polidisperséo) a
0,321 + 0,047 (Bianchi et al., 2018).

Para a formagdo do biofilme, foram
utilizados cupons de aco inoxidavel AISI 304
(1 x 2 x 0,39 cm), previamente esterilizados.
60 cupons foram suspensos em uma solugéo
de 1000 mL de leite integral esterilizado com a
adicdo de 200 uL de cada in6culo previamente
ativado (Figura 1). Estes sistemas seguiram
para armazenamento por 10 dias, a 6 (x2) °C e
em agitacdo constante a 60 rpm.

A analise foi realizada em duplicata e 0s
cupons foram coletados a cada 48 h, com a
substituicdo do leite, barra magnética e
inoculo.

Os cupons contendo o biofilme foram
lavados com solucdo salina 0,9 % (m/v) (NaCl
— Dinamica) estéril. Um aparato foi montado
conforme a Figura 2, para simular a
sanitizacéo industrial.

Figura 1 - Sistema para formacéo do biofilme
bacteriano: (a) suporte metélico; (b) fio de ago; (c)
cupons; (d) geladeira; (e) recipiente de polipropileno; (f)
leite com indculo; (g) barra magnética; e (h) agitador
magnético. Adaptado de Andrade Boari et al. (2009) .

Figura 2 - Sistema para sanitizacdo: (a) tubo de
polipropileno; (b) rede de nylon; (c) sanitizante; (d)
barra magnética; () 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 substituicdo da solucdo a
cada cupom, sob agitacdo a 1500 rpm por 30
min. Entdo, os cupons foram lavados com
solucdo salina contendo 1 % (m/v) de
tiossulfato de sodio.

Ent&o, os cupons foram imersos em 5 mL
de solucédo salina 0,9 % (m/v) com 0,1 % de
agua peptonada, sob & acdo do ultrassom por
15 min. Aliquotas (1:10) de células oriundas
da solucdo foram diluidas seriadamente e
plaqueadas pela técnica de spread plate em
agar de triptona de soja (TSA — Biobras
Diagnosticos). As placas de petri seguiram
para incubagéo a 35 °C por 24 h. Apos isso, foi
feito a contagem das bactérias.
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3. Resultados e Discussao

A contagem de bactérias totais, em 10 dias,
de Escherichia coli e Staphylococcus aureus
estdo 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 4° dia, muitas células
sobreviventes.

Os 2 primeiros dias ndo foram suficientes
para aderéncia dos biofilmes, uma vez que,
geralmente, em um primeiro momento ha um
condicionamento da superficie pela adsorcao
de moléculas organicas, como proteinas do
leite, que neutralizam as cargas que poderiam
repelir os microrganismos (Kumar e Anand,
1998; Kasnowski et al., 2010).

10

8 Controle
E‘ 6 Hipoclorito de sédio
9 4 m AT 300 PLUS
> u AgNP 0,000457%

2 | I mAgNP 0,00095%

0 A B mAgNP 0,0019%

4 8 10

Tempo (dias)

Figura 3 - Quantificacdo das células sobreviventes de E.
coli, ao longo de 10 dias.

Controle
Hipoclorito de s6dio

LAT 300 PLUS

UFC/mL
O L N W A O O N

1 AgNP 0,000457%
I = AgNP 0,00095%

m AgNP 0,0019%
4 8 10

Tempo (dias)

Figura 4 - Quantificacdo das células sobreviventes de S.
aureus, ao longo de 10 dias.

Apo0s 4 dias, 0s cupons apresentaram uma
formacéo inicial do biofilme, como pode ser
observado pelo controle (Figuras 3 e 4). Como
relatado por Kasnowski et al. (2010), o estagio

inicial demanda o transporte de células e
nutrientes para a superficie antes de iniciar o
processo de adesdo. Vale ressaltar que essa
etapa ainda é reversivel e por isso os biofilmes
iniciais sdo mais susceptiveis a remocao,
justificando o fato de que os sanitizantes
aplicados, exceto o LAT 300 PLUS, foram
capazes eliminar 0s microrganismos dos
cupons.

Além disso, é possivel perceber que a
bactéria S. aureus ndo foi capaz de aderir aos
cupons com apenas 4 dias. Segundo
Pompermayer e Gaylarde (2000), hd uma
superioridade das bactérias gram-negativas
para adesdo em superficies por causa de
aparatos celulares, mais resistentes, como
flagelos e pilis, bem como seu menor tempo de
geracéo, permitindo seu melhor
desenvolvimento e dominio em relacdo as
gram-positivas.

Apdbs 8 dias, os biofilmes comecaram a
apresentar uma maior resisténcia  aos
sanitizantes  aplicados.  Analisando  0s
resultados da E. coli, além do sanitizante
comercial, a solucdo de AgNP também se
mostrou eficiente, para as concentragcdes de
0,0019 % e 0,00095 %, reduzindo cerca de 8
logs de concentragdo celular. A concentragédo
de 0,000457 % foi capaz de reduzir cerca de 4
logs, enquanto o Hipoclorito de Sédio reduziu
apenas 3 logs. Em relacdo a S. aureus, apenas
0 LAT 300 PLUS e a maior concentracdo de
AgNP foram eficientes para sua remocao.

Em estagios finais, o biofilme maduro se
torna fonte de endotoxinas e polissacarideos
que sdo liberados para 0 meio. Em funcéo da
forte adesdo a superficie, a remoc¢do destes
biofilmes é tida como extremamente dificil
(Kasnowski et al.,, 2010). E apesar de sua
estrutura mais desenvolvida, apdés 10 dias, a
solucdo de AgNP, em todas concentragdes, se
mostrou eficiente, removendo o biofilme
aderido a superficie.

Entretanto, os sanitizantes Hipoclorito de
Sodio e LAT 300 PLUS ndo foram tdo
eficientes na remocéo do biofilme, reduzindo
apenas 1 log na concentragcdo 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 concentracdes (como 4,57 x 10* %
(m/v)) de Nanoparticulas de Prata, ha agdo
antimicrobiana, e com isso, reduz os custos de
aplicagéo.

4. Consideracdes Finais

Biofilmes de E. coli e S. aureus foram
formados em placas de aco inoxidavel, tendo o
leite como substrato. Inicialmente o biofilme
estava em fase de formacdo e por isso sua
remocdo foi facilitada, porém, a partir do 6°
dia as bactérias se tornaram mais resistentes ao
sanitizantes, com exce¢do da Nanoparticula de
Prata. Assim, foi possivel confirmar a acédo
antimicrobiana da prata nanoestruturada e seu
potencial para aplicacdo como sanitizante
industrial.
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