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RESUMO

OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS EM GC-MS
APLICADAS A BIODEGRADA(;AO DE POLUENTES ORGANICOS
PERSISTENTES E OLEO ESSENCIAL DE PIMENTAS

Nos ultimos anos, um grande numero de compostos vem sendo sintetizado com
finalidade de trazer conforto e comodidade a vida cotidiana. Esses produtos, no
entanto, tém gerado uma grande quantidade de residuos que, diariamente, sdo
lancados no meio-ambiente, causando grandes transtornos a populacdo. Maiores
preocupacdes estdo voltadas para os poluentes organicos persistentes (POPs), que
sdo compostos de dificil degradacéo, que podem bioacumular na cadeia alimentar e
intoxicar homens e animais a eles expostos. Sabe-se, porém, que insetos adquirem
resisténcia a xenobidticos devido a micro-organismos a eles associados, 0s quais
possuem mecanismos enzimaticos proprios para a metabolizacdo desses
compostos. Desse modo, em uma primeira etapa, o presente trabalho prop6s o
desenvolvimento de um método analitico para o estudo da biodegradacédo de trés
classes de POPs: Hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs), bifenilas
policloradas (PCBs) e dioxinas. Os micro-organismos utilizados no trabalho foram
isolados da Diabrotica speciosa, um inseto presente em diversas culturas agricolas
brasileira. Todos os POPs foram analisados por cromatografia gasosa e
espectrometria de massas, cujo método foi validado observando varidveis como
faixa linear de trabalho, efeito de matriz, precisdo e exatidao intra e inter dia, limite
de deteccdo e quantificacdo. A validacdo seguiu as normas estabelecidas pela
Anvisa, de acordo com a Resolucdo RDC N° 166/2017. Esse estudo também contou
com uma otimizacdo do crescimento das bactérias e das técnicas de extracdo dos
compostos investigados. As bactérias que mais se destacaram nesse estudo para a
aplicacdo em processos de biorremediacao foram a Burkholderia gladioli, aplicada a
HPAs e a Serratia marcescens, aplicada a dioxinas. Essas bactérias degradaram,
respectivamente, 18,3 e 22,3% da massa aplicada em relagcdo ao controle em sete
dias de experimento. Em uma segunda etapa esse trabalho propds, ainda, o
desenvolvimento de um método de analise de 6leo essencial de pimentas. A Analise
de Componentes Principais (PCA) dos compostos volateis de sete pimentas do
género Capsicum, submetidas a extracdo por soxhlet, hidrodestilacdo e a partir da

analise do headspace da amostra, mostrou uma similaridade bastante grande
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principalmente entre a pimenta Bode e a pimenta Biquinho (Capsicum chinense).
Por outro lado, a Cumari do Para, (Capsicum chinense), foi a pimenta que mais se
diferenciou em relacdo as pimenta analisadas. A analise da amostra obtida pela
técnica de hidrodestilacdo e a analise do headspace apresentaram 0 maior nimero
de sinais em relagdo a extracdo por soxhlet, 134, 110 e 79 sinais respectivamente. A
analise dos compostos obtidos por hidrodestilacdo apresentou maior intensidade dos
sinais e menor dispersdo dos dados das replicatas, o que refletiu numa maior
qualidade dos dados gerados para a PCA. O perfil do 6leo essencial obtido por
soxhlet apresentou picos intensos para 0S compostos capsaicina e
dihidrocapsaicina, enquanto que o composto 3,3-Dimetilciclohexanol se destacou
como o sinal mais intenso nas analises obtidas para a hidrodestilacdo e o
headspace da amostra. Deste modo, esse estudo se destaca por contribuir para a
ampliacdo do conhecimento técnico-cientifico desde a area de quimica ambiental até
a area de quimica dos produtos naturais mostrando a versatilidade das técnicas que

empregam equipamento de GC-MS.

Palavras chave: Micro-organismos, Diabrotica especiosa, Poluentes Organicos
Persistentes, cromatografia gasosa, espectrometria de massas, Pimentas Capsicum
spp., Soxhlet, Hidrodestilacdo, Headspace estatico.
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ABSTRACT

GC-MS ANALYTICAL METHODOLOGIES OPTIMIZATION AND VALIDATION
APPLIED TO PERSISTENT ORGANIC POLLUTANTS BIODEGRADATION AND
PEPPERS ESSENTIAL OIL

Recently, a large number of compounds have been synthesized in order to bring
comfort and convenience to everyday life. These products, however, produce a large
amount of daily waste that are released into the environment causing great
inconvenience to the population. Higher concerns focus on the compounds known as
persistent organic pollutants (POPSs) that have brought serious problems of persistent
contamination for decades. POPs are compounds of difficult degradation, that can
lead to the bioaccumulation in the food chain and intoxication of the men and animals
exposed to them. It is known that insects can acquire resistance to xenobiotics due to
their association with microorganisms, which have their own enzymatic mechanisms
for biotransformation of these compounds. Thus, in a first step, the present work
proposed the development of an analytical method to study the biodegradation of
three classes of POPs: polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHSs), polychlorinated
biphenyls (PCBs) and dioxins. Microorganisms used in this research were all isolated
from Diabrotica speciosa, an insect present in several Brazilian agricultural crops. All
POPs were analyzed by gas chromatography and mass spectrometry, whose
method was validated by observing variables such as linear range, matrix effect,
accuracy and intra- and inter-day accuracy, limit of detection and quantification. The
validation followed the standards established by Anvisa, in accordance with
Resolution RDC No. 166/2017. bue to the high adsorption of the samples
components into GC equipment, occurring in decreased sensitivity. Moreover, this
study also presents the optimization of bacterial growth and different extraction
techniques for the target analytes. For bioremediation processes, Burkholderia
gladioli was the most prominent bacteria for HPAs, while Serratia marcescens was
better for dioxins. These bacteria degraded 18.3 and 22.3%, respectively, of the
applied mass in relation to the control in seven days experiment. In a second stage,
this work also proposed the development a method of peppers essential oils
analysis. The Principal Component Analysis (PCA) of volatile compounds of seven
Capsicum peppers, submitted to soxhlet extraction, hydrodistillation and headspace

analysis, showed a great similarity between Bode pepper and Biquinho pepper
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(Capsicum chinense). Cumari of Para, also belonging to the species Capsicum
chinense, was the most differentiated pepper in comparison all those analyzed.
Analysis of volatile compounds extracted by hydrodistillation technique and
headspace analysis showed the highest number of compounds in relation to the
soxhlet extraction,134, 110 and 79 signs respectively. The analysis of the
compounds obtained by hydrodistillation showed signals with higher intensity and
less dispersion of data, which reflected a greater quality of data generated for PCA.
The profile of the essential oil obtained by the soxhlet extraction showed intense
peaks for the compounds capsaicin and dihydrocapsaicina, whereas the 3,3-
Dimethylcyclohexanol compound stood out as the most intense signal in the
analyzes obtained by hydrodistillation and headspace. Thus, this study stands out for
contributing to the expansion of technical-scientific knowledge from the
environmental chemistry area to the natural products chemistry area showing the

techniques versatility that employs GC-MS equipment.

Key words: Microorganisms, Diabrotica speciosa, Persistent Organic Pollutants, gas
chromatography, mass spectrometry, Capsicum spp. Peppers, Soxhlet,
Hydrodistillation, Static Headspace.
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CAPITULO 1

1 - Disposicdes gerais

1.1 - Cromatografia gasosa aplicada a analises ambientais e analise

de produtos naturais

1.1.1 — Cromatografia gasosa acoplada a massas

7

A cromatografia € uma técnica de separacdo utilizada em diversas
areas de pesquisa, com destaque para a quimica organica, quimica de produtos
naturais e quimica ambiental. Instrumentos modernos proporcionam separacao de
misturas complexas tanto em fase liquida quanto em fase gasosa. Se a separagao
ocorre em fase mével liquida a cromatografia é dita cromatografia liquida. Se a
separacdo ocorre em fase movel gasosa, chama-se de cromatografia gasosa
(KARASEK e CLEMENT, 1988).

Separacfes em cromatografia gasosa sao obtidas por uma série de
particbes entre uma fase gasosa em movimento e uma fase estacionaria
(normalmente liquida) mantida em um tubo de pequeno diametro (a coluna) apos
uma mistura ser injetada como uma banda estreita. A amostra € introduzida na
coluna na forma de vapor. Na coluna, a solubilidade de cada componente na fase
gasosa depende da sua pressdo de vapor, que por sua vez € uma funcdo da
temperatura da coluna e da afinidade entre o composto e a fase estacionaria.
Diferencas na pressao de vapor fazem com que as moléculas de cada componente
sejam divididas entre a fase gasosa moével e a fase estacionaria. Um detector
monitora a composicao do fluxo de gas conforme ele emerge da coluna, carregando
0S componentes separados, e 0s sinais resultantes fornecem dados requeridos para
a andlise. A Figura 1.1 mostra os componentes basicos de um cromatégrafo gasoso
(KARASEK e CLEMENT, 1988; BEREZKIN e DRUGQV, 1991; BARTLE e MYERS,
2002).
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FIGURA 1.1: Diagrama esquematico das partes basicas de um cromatdgrafo
gasoso.

A cromatografia gasosa (GC) foi inventada por Martin e James na
década de 1950. Esses pesquisadores utilizaram nitrogénio como fase mével e 6leo
de silicone como fase estacionéaria para a separacdo de acidos graxos volateis. Hoje,
essa técnica analitica € uma das mais importantes e onipresentes na quimica
moderna. Métodos baseados em GC sustentam pesquisas, desenvolvimento e
controle de qualidade em muitas industrias e centros de pesquisa. Fabricacdo de
petroquimicos, andlise de contaminantes em alimentos, residuos em farmacos,
andlise de poluentes ambientais e analise forense sdo areas em que essa técnica
mais se destaca (BARTLE e MYERS, 2002; SPARKMAN et al., 2011).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-
MS) é a combinacdo sinérgica de duas poderosas técnicas microanaliticas, um
cromatografo a gas que separa os componentes de uma mistura no tempo, e um
espectrometro de massas que fornece informacdes que auxiliam na identificacdo
estrutural de cada componente. Caracterizam-se por técnicas bastante compativeis,
pois as técnicas de ionizacdo por espectrometria de massa requerem analitos em
fase gasosa e sao, portanto, idealmente adequadas para a cromatografia gasosa
que requer, do mesmo modo, amostras volatilizadas. O espectrdmetro de massa
guando acoplado a cromatografia gasosa € sem duvida um instrumento de analises
indispensavel no campus de inUmeros ramos da ciéncia, como ciéncia ambiental,
forense, saude, pesquisa médica e bioldgica, industria de aromas e fragrancias,
seguranca alimentar, embalagem e muitos outros.

Um fator que foi muito significativo na evolugdo da cromatografia
gasosa acoplada ao analisador de massas foi sem duvida o desenvolvimento dos

sistemas de dados. Uma analise cromatografica de 10 minutos, adquirindo um



espectro a cada segundo, resulta em um total de aproximadamente 600 espectros.
Desse modo, esse tipo de analise requer além de um sistema com alta capacidade
de armazenamento de dados, um sistema com capacidade de rapida aquisicdo de
informacdes (SPARKMAN et al., 2011).

Andlises por espectrometria de massas dependem de dois processos
bésicos que ocorrem no analisador: ionizacdo e separacdo de massas. Diferentes
métodos de ionizacdo podem ser combinados com as diferentes técnicas de
separacdo de massa, dependendo dos resultados desejados. A cromatografia
gasosa faz uso basicamente de dois tipos de método de ionizacdo: ionizacao
quimica e ionizacdo por impacto eletrbnico. Por trazer mais detalhes sobre as
estruturas dos compostos a ioniza¢do por impacto eletrénico costuma ser a forma
mais comum. Nesse tipo de ionizacdo o analito entra na camera de ionizacdo a
baixas pressfes sendo fragmentado quando colide com elétrons acelerados por um
potencial de 70 eV provenientes de um filamento focado através da camera (Figura
1.2). Os fragmentos gerados como ions positivos sdo entdo encaminhados ao
analisador que separa as massas e envia ao detector (KARASEK e CLEMENT,
1988).
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FIGURA 1.2: Esquema da camera de ionizagdo produzindo ions por
bombardeamento de elétrons.

Os analisadores mais comuns de massa sao aqueles baseados no
tempo de voo dos ions de massa diferentes, conhecido como TOF (Time of flight);
os analisadores baseados na oscilacdo dos ions em torno de um eletrodo central,
sendo a oscilacdo dependente da massa do ion, conhecido como Orbitrap
(Electrostatic Axially Harmonic Orbital Trapping); e os analisadores do tipo
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quadrupolo e ion trap que separam as massas de acordo com a estabilidade frente a
um campo eletromagnético. A escolha do analisador geralmente esta baseada no
tipo de dado que se deseja gerar, sendo alguns analisadores mais adequados para
a analise qualitativa (analisadores de alta resolucdo), enquanto outros sdo mais
adequados para andlises quantitativas. As analises quantitativas normalmente
requerem analisadores mais seletivos, que séo capazes de eliminar, com eficiéncia,
possiveis interferentes contidos na amostra. Nesse caso, destacam-se o0s
analisadores do tipo quadrupolo, os quais caracterizarem-se como filtros de massa,
sendo eficientes na separa¢do de massas especificas para a analise.

Um tipo especial de analisador quadripolar € conhecido como triplo
quadrupolo (Figura 1.3). O triplo quadrupolo envolve dois analisadores de
guadrupolo montados em uma série, mas operando simultaneamente (como um filtro
de massa ou scanner) e outro que apesar de ser incluido no nome como quadrupolo
€, na verdade, uma célula de colisédo que fica entre os dois analisadores de massa.
A vantagem dessa célula de colisio € a possibilidade de uma segunda
fragmentacao, gerando o que é chamado de analise de massa sequencial (MS/MS),
possibilitando a utilizacdo da técnica de monitoramento de reacfes selecionadas
(SRM - Selected Reaction Monitoring), a qual seleciona ions mais especificos para
uma dada molécula aumentando, assim, a seletividade da analise quantitativa
(GLISH e VACHET, 2003; SPARKMAN et al., 2011; MOHD, 2012).

Celula de
lonizacéo colisdo
Detector
{ ) & P )
iy == s
Isolamento ou Andlise de mvzdo -
andlise de m/z ion produto
Q1 Q2 Q3

FIGURA 1.3: Representacao esquematica de um triplo-quadrupolo. (Fonte: adaptado
de SPARKMAN et al., 2011).



1.1.2 — Cromatografia gasosa aplicada a analise ambiental

Embora diversos tipos de metodologias e equipamentos possam ser
usados para andlises ambientais, métodos cromatograficos sdo amplamente
empregados na atualidade. Isso se deve a grande versatilidade dessa técnica que
além da quantificacdo do analito pode, ainda, fazer a sua identificacdo. Outra
vantagem dos métodos cromatograficos configura-se na alta sensibilidade da
andlise, podendo detectar amostras altamente diluidas na faixa de ppm a ppt. Um
requisito bastante importante, no entanto, para o emprego desse método € a
compatibilidade dos analitos com a forma como a amostra deve ser inserida e
percolar através da coluna cromatografica. Em se tratando de cromatografia liquida,
a solubilidade da amostra no solvente da fase mével obviamente € um paradmetro
bastante importante. J& para a cromatografia gasosa, a volatilidade dos compostos
deve ser um pré-requisito para a selecdo dessa técnica (SANTOS e GALCERAN,
2002; SANTOS e GALCERAN, 2003).

Devido a uma ampla gama de compostos organicos que vem se
tornando poluentes em evidéncia mundial, métodos que empregam cromatografia
gasosa tem se destacado na literatura nos ultimos anos (SANTOS e GALCERAN,
2002; SANTOS e GALCERAN, 2003; ALDER et al., 2006; LOZANO et al., 2019;
ZHAO et al. 2015; GOMEZ-RAMOS et al., 2019). Dentre esses compostos cujos
relatos sdo recorrentes na literatura estdo os compostos organicos volateis (VOCs),
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), alcanos, ftalatos, pesticidas,
compostos clorados, compostos halogenados, retardadores de chama a base de
bromo entre outros (KURAN e SOJAK, 1996; AKUTSU et al., 2001; SANTOS e
GALCERAN, 2002; ALDER et al., 2006; BIRCAN et al., 2013; ZHAO et al. 2015;
FERNANDES et al., 2016; LOZANO et al., 2019).

Como ja mencionado, nos ultimos anos as técnicas de GC-MS tem se
destacado na andlise de varias classes de poluentes organicos. No entanto, uma
classe em especial tem estado em evidéncia, 0s chamados quimicos
desreguladores enddécrinos (EDCs). Esses compostos tem merecido uma atencao
especial, pois ndo trazem apenas efeitos adversos a salde de seres humanos e
animais, mas sdo capazes de afetar também o crescimento e a reproducdo dos
seres vivos mesmo em pequenas concentracdes. Essas substancias apresentam

caracteristicas quimicas diversas, sendo moléculas polares e apolares, onde
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algumas sdo, ainda, resistente a degradacdo sendo também classificadas como
poluentes orgéanicos persistentes (POPs). Os desreguladores enddcrinos incluem
bifenilas policloradas, ftalatos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, dioxinas,
alquilfendis, pesticidas (em especial os clorados), substancias farmacéutica e até
naturais como estrogénios e fitoestrogénios (SANTOS e GALCERAN, 2003;
TRENHOLM et al., 2006; BILA e DEZOTTI, 2007).

Compostos apolares halogenados ou ndo halogenados séo analisados
com facilidade por cromatografia gasosa, como o caso dos HPAs, bifenila
policloradas, pesticidas entre outros (AKUTSU et al., 2001; SANTOS e GALCERAN,
2003; TRENHOLM et al., 2006; ZHAO et al.,, 2015). No entanto, mesmo 0s
compostos apolares podem ser analisados por essa técnica, desde que um
tratamento prévio de derivatizacao seja realizado. A derivatizacéo reduz a polaridade
de grupos carboxila e hidroxila, por adicdo de grupos organicos de menor polaridade
(SANTOS e GALCERAN, 2003; LIU et al., 2004).

Trenholm et al. (2006) analisaram varios pesticidas e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos classificados como EDCs de matriz aguosa por GC-MS com
analisador do tipo ion trap. Os compostos farmacéuticos e esteroides, porém foram
analisados por cromatografia liquida acoplada a analise de massas (LC-MS). Liu et
al. (2004) ao analisar os esteroides estrona, 17-estradiol, 17-etinilestradiol, 16-
hidroxiestrona, 4-nonilfenol, bisfenol A e 4-terc-octilfenol, preferiram utilizar o método
GC-MS. Devido a polaridade elevada desses compostos, esses autores tiveram que
desenvolver uma metodologia de derivatizagdo com bis (trimetilsilil)
trifluoroacetamida, a qual foi realizada juntamente com a etapa de extracdo. A
realizacdo da extracdo e derivatizacdo em uma Unica etapa apresentou a vantagem
de ndo consumir tempo extra no preparo da amostra.

O preparo de amostra configura-se sempre como uma etapa muito
importante em analises ambientais. Devido a alta complexidade das matrizes,
normalmente mais do que uma simples extracdo é requerida para a eliminacédo de
interferentes. Esse preparo de amostra comumente costuma ter uma etapa extra,
chamada clean up, que se configura como uma etapa mais elaborada de “limpeza”
do extrato. Embora a prOpria separacdo cromatografica e a alta seletividade do
analisador de massas ja sejam, por si so, responsaveis pela eliminacdo de muitos
interferentes importantes, a necessidade da andalise de amostras extremamente
diluidas torna a etapa de clean up fundamental (SANTOS e GALCERAN, 2003).
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A tabela 1.1 apresenta a diversidade de compostos organicos, matrizes

e analisadores que podem ser empregados para analises ambientais por meio da

técnica GC-MS.

TABELA 1.1: Analises ambientais executadas pela técnica GC-MS

Analisador de

Poluentes investigados Matriz Mmassas Referéncia

Dibenzodioxinas policloradas,

dibenzofuranos e Cinza Quadrupolo GOHDA et al., 2003

hidrocarbonetos arométicos

Eter difenilico poliboromado Peixe Quadrupolo AKUTSU et al., 2001

Esterdides Agua lon trap Liu et al., 2004
SANCHEZ-

Pesticidas Solo Quadrupolo BRUNETE et al.,
2004

Compostos organicos volateis Ar Quadrupolo Wu et al., 2004

Pesticidas e HPAs Agua lon trap TRENHOLM et al.,
2006

PCBs e pesticidas clorados Lixo sélido lon trap ;(C))OLJ?RENCETTI etal,

. MANNINO e

HPAs Poeira Quadrupolo ORECCHIO, 2008.

Poluentes orgéanicos Sedimento Triplo CAMINO-SANCHEZ

persistentes marinho quadrupolo et al., 2011.

Dibenzo-p-dioxina e

dibenzofurano halogenados Solo Quadrupolo MYERS et al., 2012

HPAs Ar atmosférico Triplo ZHAO et al., 2015

quadrupolo

Contaminantes ambientais Mel de abelha  Orbitrap GOMEZ-RAMOS et

al., 2019.
o Produtos de Triplo
Drogas veterinarias colmeia quadrupolo LOZANO et al., 2019

1.1.3 — Cromatografia gasosa aplicada a analise de produtos naturais

A analise de produtos naturais esta voltada ao estudo de moléculas

com algum tipo de acdo biologica. Esse tipo de andlise inclui deteccdo e

quantificacdo de moléculas isoladas de plantas, micro-organismos, animais

marinhos, entre outros, estudos quimiotaxionémicos, finger printing quimico, controle
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de qualidade de fitoterapicos, além de estudos metabdlicos. A andlise de produtos
naturais teve como base, a principio, a técnica de ressonancia magnética nuclear
(RMN) que é classicamente utilizada para a caracterizacdo estrutural das
substancias. No entanto, o surgimento de técnicas ifenadas no ramo da
cromatografia possibilitou uma ampla utilizacdo desse tipo de método para analise
dos produtos naturais. Devido a compatibilidade com uma diversidade muito grande
de amostras a cromatografia liquida €, geralmente, a mais utilizada. Porém analises
gue se utilizam da técnica de GC-MS, ndo deixam de ser importantes para essa area
da ciéncia, principalmente para a analise de compostos de maior volatilidade
(SARKER et al., 2006).

Os compostos volateis caracterizados como produtos naturais que sao
mais amplamente analisados por GC-MS sdo os compostos do tipo terpenos. Os
terpenos sdo moléculas derivadas de unidades de isoprenos e podem ter de dez a
quinze carbonos. Essas substancias fazem parte do 6leo essencial de plantas e
podem ser isoladas de varias partes dos vegetais por arraste a vapor,
hidrodestilacdo entre outros (DAFERERA et al. 2000). Esses compostos sao
produzidos pelo metabolismo secundario das plantas fazendo parte do seu
mecanismo de defesa. A aplicacdo do 6leo essencial de plantas pode ser diversa,
indo desde o ramo farmacéutico até o alimenticio. A atividade biolégica que mais se
destaca para esse tipo de extrato é a sua acdo antibacteriana e antifingica
(OLIVEIRA et al., 2006).

Embora o maior destaque para o uso de GC-MS na literatura seja para
0S compostos volateis presentes em Oleo essenciais, outros compostos
pertencentes a classe dos produtos naturais podem ainda ser analisados por essa
técnica, como por exemplo, acidos fendlicos, flavondides, cumarinas, carboidratos e
acidos graxos. Nesse caso, como se tratam de compostos com certo grau de
polaridade, um processo de derivatizacdo da amostra sempre € necessario para
tornar essas moléculas compativeis com o processo de andlise especifico para
cromatografia gasosa (MARKHAM et al., 1996; CANINI et al. 2007; SORIA et al.,
2009). A Tabela 1.2 abaixo tras algumas referéncias da literatura para as quais a

analise de produtos naturais esteve baseada exclusivamente na técnica de GC-MS.



TABELA 1.2: Analise de produtos naturais pela ténica de GC-MS

Reagente usado na

Produtos naturais Matriz NP Referéncia
derivatizacao
Compostos fendlicos Oleo de oliva BSTFA ANGEROSA et
al, 1995

Compostos aromaticos e s : MARKHAM et
Py Propolis Etanol-diclorometano
acidos graxos al., 1996.
Acidos graxos e B-caroteno  Beldroega Metanol-cloroférmio LIU et al., 2000
Audosjenollcos, _ Mamao BSTEA CANINI et al.,
flavonodides e cumarinas 2007
Carboidratos pequenos Cenoura Trimetilsilil g(%‘;lA etal,
BSTFA - N,O-Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida
1.2 - Materiais e infraestrutura
1.2.1 — Materiais

. Agua destilada proveniente de um equipamento de osmose Reversa,
modelo PRO 4000, KEMFLO.

. Acetato de etila e diclometano grau HPLC Tedia e Panreac.

. N,N-dimetilformamida Tedia;
. Eter etilico P. A. Synth;
. Cloreto de Sdédio grau P.A. Synth;

o Hidrogeno fosfato de sddio anidro Synth;

. Diidrogeno fosfato de potassio Synth;

J Cloreto de amoénio Synth.

o Sulfato de aménio Synth

. Sulfato de magnésio heptahidratado

. Cloreto de célcio Synth;

o Sulfato ferroso Synth;

o Sulfato de manganés heptaidratado Synth.

J Sulfato de Zinco Synth;
o Sulfato de cobalto heptaidratado Synth;
o Molibidato de sodio diidratado Synth



Glicose — D-anidra P.A. Synth’
Sulfato de sédio anidro Synth;
Placa de ELISA de 96 pocos, TPP;
Placas de Petri Petri diametro 9 cm;

Fenantreno, pireno, antraceno, PCB-1, PCB-3, PCB-15, dibenzofurano,

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Dioxina 1,2,3,4-TCDD Unitech USA (Medley, FL, EUA).
Meio de cultura Nutriente-Agar (NA) Acumedia;

Caldo Nutriente (CN) Acumedia;

YNB (Yeast Nitrogem Base) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA);
Tween® 80 Delaware

Micropipetas Gilson® de 10, 100 e 1000 uL;

Viel 2 mL 9mm Nova Analitica;

Viel para headspace 10 mL;

Tubo criogénico 2,0 mL TPP;

Tubos falcon de 15 e 50 mL Greiner;

Tubos de vidro com tampa 25 mm de diametro Laborglas.
Erelenmeyer de 250 mL;

Alca de Drigalski;

Alca de platina (5 cm x 0,5 cm);

Alcool 70%;

Bico de Bunsen.

Microscépio Leica® DM500

1.2.2 - Infraestrutura

1.2.2.1- Laboratdrio de microbiologia

Os ensaios microbiolégicos foram realizados em um laboratério de

bioensaios que faz parte do Laboratério de Produtos Naturais do departamento de

quimica da UFSCar. Esse laboratério possui uma balanca analitica BEL engeneering

Classe I, autoclave vertical Phoenix Luferco, uma incubadora BOD Solab SL-200,

espectrofotometro FEMTO 700 plus (que foi usado para medida de densidade ética -
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OD), uma incubadora refrigerada com agitacao orbital TECNAL TE-421, modelo TE-
424, com capacidade para 20 erlenmeyer de 250 mL. Esse laboratorio conta
também com um freezer vertical - 80°C MDF-U56VC (Sanyo, Osaka, Japdo) a
disposicéo para o armazenamento de amostras biolégicas. Todo o trabalho com os
micro-organismos foi feito em capela de fluxo laminar, Bio SEG 09, previamente
esterilizado com solugcdo aquosa de etanol 70% (v/v) e radiacdo UV 260 nm. O
material a ser usado no cultivo dos micro-organismos, tanto meio de cultura quanto

vidraria, foi previamente autoclavado por 20 minutos a 121°C.

1.2.2.2 - Laboratorio de Produtos Naturais

A extracdo dos Oleos essenciais de pimentas por hidrodestilagdo e
soxhlet foi realizada no laboratério de produtos naturais. Esse laboratério conta com
um sistema de extracdo de 6 baldes de 250 mL, seis extratores soxhlet, 6
condensadores acoplados a um banho Ethik que foi mantido a 4°C durante todo o
processo de extracdo. A concentracdo do extrato foi feita com auxilio de um
evaporador rotatério BUCHI, rotavapor R-114 e R-200, equipado com banho BUCHI
B-480 e 490, respectivamente, e um recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-
25. A hidrodestilacdo foi feita com o auxilio de uma manta Prolab acoplada a um
regulador de voltagem (Variac). Esse sistema também contou com um extrator do

tipo Clevenger modificado refrigerado a 4°C, pelo banho recirculador.

1.2.2.3 — Equipamentos

a) Centrifuga

A inoculagao das bactérias e extragcdo dos POP’s foi feita por meio da
separacdo das cepas do meio de cultura com o auxilio de uma centrifuga Eppendorf
5810R (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) com rotores F-34-6-38 (Rotacdo Maxima:
18500 x g), com capacidade para 6 tubos de 15 mL e A-4-81 (Rotacdo Maxima:
3220 x g), com capacidade para 6 tubos de 50 mL.
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b) Espectrofluorimetro

O ensaio de inibicdo de crescimento microbiano foi realizado em

Espectrofluorimetro Spectramaz Multi-Mode Reader/Leitor de microplacas;

C) Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(GC-MS)

As analises dos extratos dos POP’s e extratos dos 6leos essenciais de
pimentas foram realizadas em um cromatégrafo & gas modelo QP 2010 Plus
hifenado a um analisador de massas triplo quadrupolo TQ-8040 (Shimadzu, Kyoto,
Japado). Esse equipamento conta com injecdo automatica realizada por um
amostrador AOC 5000 (Shimadzu, Kyoto, Japdo). O gas helio 5.0 (99.9995%) (White
Martins, S&o Carlos, SP, Brasil) foi usado como gas de arraste. Todos os dados
obtidos a partir desse equipamento foram avaliados pelo uso do software GCMS

Solution (Shimadzu, Kyoto, Japao).
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CAPITULO 2

2 — Biodegradacao de poluente organicos persistentes por

bactérias associadas ao inseto praga Diabrotica speciosa

2.1 - Introducéo

2.1.1 — Poluentes organicos persistentes

Um grande numero de poluentes € liberado no ambiente anualmente
causando sérios problemas ambientais. A cada ano 1000 novos produtos quimicos
sao sintetizados resultando em diversos produtos contaminantes. Atualmente, entre
60.000 e 95.000 compostos quimicos estdo em uso comercial, sendo liberado no
mundo todo mais de 450 milhdes de quilogramas de toxinas no ar, agua e solo
(ORTIZ-HERNANDEZ, 2011). No entanto, alguns poluentes tém recebido atenc&o
especial nos Ultimos anos por ndo serem apenas toxicos, mas persistentes no meio
ambiente, 0 que aumenta ainda mais 0 perigo que eles representam aos seres Vivos
em geral. Desse modo, esses compostos vém ganhando atencdo especial da
comunidade cientifica e governamental, bem como das politicas ambientais e
organizagcdes ndo governamentais, no sentido tanto da sua identificacdo, quanto
para evitar sua producdo. A persisténcia desses compostos no ambiente esta
relacionada a suas baixas pressdes de vapor, tempo de meia vida na atmosfera de
mais de dois dias e principalmente baixa taxa de degradacdo sendo, geralmente
inferior a 30% em 28 dias (LERCHE et al., 2002; FIEDLER, 2003).

Poluentes organicos persistentes (POPs) sdo compostos organicos de
origem natural ou antropogénica, formados de forma intencional ou né&o.

Inicialmente, doze POPs foram indicados na Convencdo de Estocolmo!, com

concordancia do Programa das Nag¢6es Unidas para o meio ambiente (UNEP), como
substéancias a ter a producao e uso eliminado (aldrin, clordano, DDT, dieldrin, endrin,

! Convencédo de Estocolmo: tratado internacional assinado por 152 paises em 2001 em Estocolmo,
Suécia, favoravel ao Programa das Nag8es Unidas para o Meio Ambiente. O Tratado de Estocolmo
teve como objetivo estabelecer fundamentos internacionais para prote¢cdo da salde humana e do
meio ambiente dos efeitos tdéxicos de poluentes organicos persistentes (POPs) sendo pensado para
diminuir ou eliminar globalmente a produc¢éo e o uso de POPs produzidos pelo homem.
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heptaclor, mirex, toxafeno, hexaclorobenzeno, bifenilas policloradas, dibenzo-p-
dioxina policlorada (PCDD) e dibenzofurano policlorados (PCDF)). Hoje, outros
compostos como o0s hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), certos
retardadores de chama bromados, bem como compostos organometalicos como o
tributilestanho (TBT) tem sido adicionados a lista de Poluentes Organicos
Persistentes. Por persistrem no ambiente, esses compostos podem ser
transportados em baixas concentracfes por rios e aguas marinhas e, como séo
semi-volateis, também podem ser transportados a longas distancias pela atmosfera.
Isso leva a uma distribuicdo desses poluentes nas mais diversas regides do planeta,
estando presente em locais onde nunca foram usados antes (FIEDLER, 2003).

Poluentes Organicos Persistentes sdo caracterizados por sua baixa
solubilidade em agua e alta solubilidade em lipidios resultando em bioacumulacao
em tecidos gordurosos dos seres vivos, sendo encontrados em altos niveis na
cadeia alimentar pelo processo de magnificacao tréfica. Deste modo, tanto humanos
como animais podem estar expostos a esses compostos por longos periodos de
tempo, resultando em efeitos toxicos que podem ser agudos ou crénicos (FIEDLER,
2003; KOVNER, 2009).

Trocas de POPs entre a superficie terrestre e a atmosfera ocorrem em
resposta as mudancas de temperatura. Compostos persistentes semi-volateis
podem participar de repetidas trocas ar-superficie, conforme pode ser visto na
Figura 2.1, movendo-se pelo globo terrestre, chegando as mais diversas regioes.
Assim compostos lancados nos trépicos, onde a temperatura é mais elevada, seréo
mais facilmente volatilizados. Sob temperaturas mais baixas, no entanto, esses
compostos voltam a superficie terrestre. Quando chegam a regides mais frias e de
alta altitude as trocas ar-superficie se tornam menos significativas, o que faz com
que esses compostos permanecam por mais tempo nessas regides. Desse modo,
regides polares correm o risco de se tornar grandes depdésitos de POPs, causando
grande impacto ndo sé a vida selvagem, mas a vida de nativos destas regides
remotas, 0s quais tem sua alimentacdo baseada principalmente na caga de animais
que podem ter bioacumulado esses compostos ao longo da cadeia alimentar
(KOVNER, 2009).
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Atmosfera

A descoberta da contaminacdo por POPs em regides remotas do Artico
a milhares de quildmetros de qualquer fonte conhecida foi o grande impulso para se
estabelecer a Convencédo de Estocolmo em 2001. Com o avango da tecnologia e o
surgimento de sistemas de monitoramento remotos via satélite foi possivel ter uma
melhor percepcéo das implicacdes da contaminacdo por POPs no planeta. Em 2001
imagens de satélite mostraram a passagem de uma nuvem de poeira através do
Oceano Pacifico para a América do Norte e nuvens de poeira viajando da Africa
para a Asia. Essa constatagdo tornou evidente que a distribuicio de POPs na
superficie terrestre, além de ser um problema real, pode ter consequéncias para 0s
mais diversos ecossistemas existentes no planeta. Isso ocorre porque a associagao
a particula solida facilita o transporte de grandes quantidades desses poluentes, por
tornar esse transporte muito mais rapido e efetivo. Desse modo, a questédo
relacionada a distribuicdo de poluentes longe de ser um problema local, € um
problema de proporc¢des globais (FIEDLER, 2003; KOVNER, 2009).

Nos ultimos anos alteragdes na vida selvagem tem sido um alerta aos
seres humanos a respeito da contaminacdo de certos ecossistemas. Normalmente,
anormalidades ou declinios detectados em populacdes de animais silvestres podem
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soar como um sobreaviso precoce para as pessoas sobre sua exposicao a POPs.
Os efeitos a saude vdo desde anormalidades reprodutivas, defeitos de nascenca,
disfuncdo do sistema imunoldgico, defeitos neurolégicos até o aparecimento de
canceres. As pessoas estdo expostas a POPs principalmente através de alimentos
contaminados como carnes, peixe e produtos lacteos. Outras possibilidades menos
comuns incluem agua contaminada e contato direto com os produtos quimicos. Em
pessoas e outros mamiferos, os POPs podem ser transferidos através da placenta e
do leite materno para os descendentes em desenvolvimento (KOVNER, 2009).

Devido a preocupacdo com os efeitos adversos a saude dos seres
humanos e animais selvagens, atualmente, houve um grande incentivo a pesquisa
sobre as fontes, destino ambiental e transferéncias dos POPs na cadeia alimentar.
No entanto, a pesquisa desses compostos representa um grande desafio por ndo se
tratar de contaminantes de facil monitoramento. Geralmente, POPs séo lancados no
ambiente em quantidades de ultratraco. Por exemplo, a Inglaterra emite cerca d 0,5
kg de dibenzodioxinas e dibenzofurano policlorados (PCDD/Fs) na atmosfera
anualmente o que leva a uma concentracdo no ar na ordem de fg m=. A andlise de
quantidades tdo baixas de poluentes exige métodos de detec¢do muito seletivos e
de alta sensibilidade. Outra limitagdo da analise de POPs em relacdo a outros
contaminantes esta relacionada as técnicas utilizadas demandarem tempo de
preparo e as andlises apresentarem um custo elevado dependendo do método
empregado (JONES e VOOGT, 1999)

2.1.1.1 - Hidrocarbonetos policilicos aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAs) sdo uma classe de
compostos organicos que consistem em dois ou mais anéis de benzeno fundidos
e/ou moléculas pentaciclicas que estdo dispostos em varia configuracdes
estruturais. Essas configuracdes podem ser classificadas em linear, aglomerado ou

arranjos angulares, conforme pode ser visto na Figura 2.2.
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Linear

‘Oe Exemplo: Antraceno

Angular ‘
OOO Exemplo: Dibenzo(a,h)antraceno
Aglomerado

Il Exemplo: Pireno

FIGURA 2.2 Arranjo molecular dos Hidrocarbonetos Policiclicos Arométicos (Fonte:
adaptado de ABDEL-SHAFY E MANSOUR, 2016).

Os HPAs séo geralmente sdlidos incolores, brancos ou amarelo palido.
S&o um grupo de substancias organicas onipresente no solo, na dgua e no ar com
varias centenas de compostos quimicamente relacionados, ambientalmente
persistentes e de toxicidade variada. Esses compostos sdo gerados de forma nao
intencional de duas fontes principais: naturais (biogénica e geoquimica) e
antropogénica, sendo essa Ultima a principal causa de poluicdo ambiental e,
portanto, o foco de programas de biorremediacdo (BAMFORTH E SINGLETON,
2005; ABDEL-SHAFY E MANSOUR, 2016).

No que diz respeito as emissdes provenientes de fontes naturais, tem
sido relatado que 2000 toneladas de HPAs totais presentes na atmosfera séo
atribuiveis aos incéndios florestais naturais. As emissdes globais de benzo(a)pireno
por vulcdes foram estimados entre 1,2 a 14 toneladas anuais. Apesar da quantidade
alarmante desses poluentes que sao produzidos de forma natural, como foi dito
anteriormente, a maior fonte de emissdo de HPAs para o ambiente ainda &
proveniente de fontes antropogénicas, representando um perigo consideravel para a
saude humana (Earl et al., 2003). No Brasil a queimada de canaviais, por exemplo,

caracteriza-se como um dos principais processos antropogénicos responsaveis pelo
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aumento da concentragcdo de HPAs no solo e no ar das cidades. Os canaviais s&o
gueimados para facilitar o processo de corte manual e para aumentar o teor de
acucar, em peso, por meio de evaporacéo da agua. Estudos realizados para o ar do
interior e exterior de residéncias ja tem comprovado o aumento da concentracao de
equivalentes de benzo(a)pireno de 0,007 ng.m™ para 1,7 ng.m™, apés as queimadas
serem realizadas (ANDRADE et al., 2010; CRISTALE et al., 2012).

A persisténcia dos HPAs no meio ambiente depende de varios fatores,
como a estrutura quimica, a concentracdo, a dispersdo e a biodisponibilidade do
contaminante. A estrutura quimica estd relacionada principalmente a caracteristicas
como hidrofobicidade e solubilidade. Quanto mais hidrofébico, menos sollvel e mais
persistente serd o composto. A Figura 2.3 ilustra as estruturas de alguns HPAs e
suas respectivas solubilidades. Como pode ser visto, a solubilidade desse tipo de
composto depende principalmente do numero de anéis e da ligagdo entre esses
anéis. Além disso, fatores ambientais como tipo e estrutura do solo, pH,
temperatura e a presenca de niveis adequados de oxigénio, nutrientes e agua
controlam a biodisponibilidade dessas substancia para a atividade das comunidades
microbianas degradantes, contribuindo para controlar o tempo que os HPAs
persistem no ambiente. A associacdo de HPAs com co-poluentes como
hidrocarbonetos e metais pesados € outro fator que pode prolongar seu tempo de
permanéncia no ambiente (BAMFORTH E SINGLETON, 2005; ABDEL-SHAFY E
MANSOUR, 20186).
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NAFTALENO FENANTRENO PIRENO
MM 128,2 MM 178,2 MM 202,3
Solubilidade 31,70 mg.L?! Solubilidade 1,30 mg.L? Solubilidade 0,14 mg.L?

ANTRACENO fLUORANTENO BENZO[A]PIRENO
MM 178,2 MM 202,3 MM 252,3
Solubilidade 0,07 mg.L? Solubilidade 0,26 mg.L! Solubilidade 0,003 mg.L?!

FIGURA 2.3: Massa molar e solubilidade em agua de algum Hidrocarbonetos
Policiclicos Aromaticos (HPAs). (Fonte: adaptado de BAMFORTH e SINGLETON,
2005)

Muitos HPAs tém propriedades toxicas, mutagénicas e/ou
carcinogénicas. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos sdo altamente solUveis em
lipideos e, assim, prontamente absorvidos a partir do trato gastrointestinal de
mamiferos. Eles séo rapidamente distribuidos em uma ampla variedade de tecidos
com uma acentuada tendéncia para a localizagdo na gordura corporal. Por isso,
muitos HPAs sao considerados poluentes ambientais que podem ter um efeito
negativo sobre a flora e fauna dos habitats afetados, resultando na absorcédo e
acumulacédo ao longo da cadeia alimentar e, quando chegam ao ser humano, em
graves problemas de saude e /ou defeitos genéticos (SAMANTA et al. 2002).

Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos sdo quimicamente inertes, no
entanto, eles sofrem ativacdo metabdlica em células de mamiferos resultando em
diol-epdxidos que se ligam covalentemente a macromoléculas celulares, incluindo
DNA, causando erros na replicacdo do DNA e mutacdes que iniciam 0 processo
carcinogénico. Aparentemente todos os HPAs com potencial cancerigeno
apresentam esse tipo de mecanismo. Ha& também evidéncias de que outros
intermediarios reativos sdo gerados por processos de oxidagdo que pode resultar na
alquilacdo quimicamente instavel do DNA, o que leva a um evento potencialmente
mutagénico (PHILLIPS, 1999).
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A exposicao a altos niveis de poluentes contendo HPAs pode resultar
em sintomas como irritagdo nos olhos, nausea, vomitos, diarréria e confusdo mental.
Ja a exposicdo prolongada ou cronica aos HPAs pode incluir diminuicdo da funcéo
imunologica, catarata, dano renal e hepatico, problemas respiratorios, sintomas
semelhantes aos da asma e anormalidades da fungéao pulmonar. O contato repetido
com a pele pode induzir vermelhidao e inflamagé&o. O naftaleno, um HPA especifico,
pode causar a quebra dos glébulos vermelhos se inalado ou ingerido em grandes
quantidades (ABDEL-SHAFY e MANSOUR, 2016).

As vias de exposicdo a HPAs incluem respiragcdo em ambientes
contaminados, inalacdo em ambientes com lareira, habito de fumar cigarros, além de
aguas contaminadas por efluentes industriais ou derramamento de petréleo (ABDEL-
SHAFY e MANSOUR, 2016). Ha, também, varios relatos na literatura sobre o
aumento significativo de certas doencas cancerosas atribuidas a uma exposicao
incomum a HPAs no ambiente de trabalho (JACOB E SEIDEL, 2002; ROSSBACH et
al. 2007). No entanto, acredita-se que a dieta ainda é a maior fonte da exposicao
humana a esse tipo de composto. Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos foram
detectados e quantificados em muitos alimentos, incluindo carnes grelhadas no
carvao, alimentos defumados, gorduras e 6leos, frutos do mar, bebidas e vegetais.
As possiveis fontes de contaminacdo por HPAs em alimentos sdo numerosas e
incluem solos contaminados, ar e agua poluidos, modo de cozimento,
processamento de alimentos, tipo de combustivel (carvao, madeira, diesel, propano),
condicbes de geracdo de fumaca durante a cura, composicdo da madeira,
temperatura de pirdlises, fontes endodgenas e teor de lipidios da carne (GOMAA et
al., 1993).

Aparentemente a deposicdo gasosa desses HPAs € o principal
mecanismo para a acumulacdo em vegetais, porém foi observado, em alguns casos,
uma relacéo direta entre a concentracdo de HPAs no solo e na planta contaminada
(TAO et al., 2004). A introducdo desse tipo de composto no solo pode se dar de
varias maneiras, como por exemplo, matéria proveniente do tratamento de esgoto
publico, lixiviacdo dos locais de armazenamento de carvdo e utilizacdo de
fertilizantes que contem HPAs. No entanto, outra forma bastante importante da
introducéo de HPAs no solo € a deposicdo dos compostos depois do transporte local
ou por longas distancias. O grau de transferéncia de HPAs para o solo depende de

caracteristicas ambientais, como por exemplo, temperatura e quantidade de
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precipitacdo, e de caracteristicas fisico-quimicas individuais dos compostos,
especialmente massa molecular, coeficiente de particdo octanol-ar (Kos), solubilidade
em agua, coeficiente de particdo octanol-agua (Koy), constante da lei de Henry e
pressdo de vapor. Geralmente compostos com alta massa molecular (mais de quatro
anéis) tendem a ser depositados nas vizinhancas do ponto de descarga, pois esses
tem particionamento preferencial para a matéria particulada presente no ar (EARL et
al., 2003).

2.1.1.2 — Bifenilas policloradas

Bifenilas policloradas (PCBs - do Inglés Polychlorinated Biphenyls), séo
compostos aroméaticos clorados que podem ser sintetizados pela reacdo do grupo
bifenila com cloro anidro na presenca de catalisador (PENTEADO e VAZ, 2001;
FURUKAWA, 2000). A Figura.2.4 apresenta a estrutura da bifenila, mostrando as
possiveis substituicbes por atomos de cloro que vdo desde 1 até 10 atomos do
halogénio. Essas substituicdes podem gerar até 209 estruturas diferentes que séo
denominadas congéneres. A Tabela 2.1 apresenta o numero de congéneres

possiveis em funcdo do numero de atomos de cloro na molécula de PCB.

FIGURA 2.4: Estrutura representativa das bifenilas policloradas.
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TABELA 2.1: Congéneres de PCBs, numero de isdbmeros e massa molecular (Fonte:
PENTEADO e VAZ, 2001).

Bifenila N° de isbmeros Massa molecular
Monocloro 3 188,7
Dicloro 12 223,1
Tricloro 24 257,5
Tetracloro 42 292,0
Pentacloro 46 326,4
Hexacloro 42 360,9
Heptacloro 24 395,3
Octacloro 12 429,8
Nonacloro 3 464,2
Decacloro 1 498,7
Total 209

A Figura 2.4 apresenta, ainda, uma numeracdo conforme recomendacgédo da
IUPAC (International Union of Pure and Aplied Chemistry), usada para a
nomenclatura dos congéneres, onde o anel da esquerda apresenta numeracao no
sentido anti-horario, enquanto que o anel da direita apresenta numeracdo no sentido
horario adicionada de apdstrofo. Essa numeracao inicia-se na posicao da ligacédo
entre os anéis com o numero 1 e segue até o numero 6 (PENTEADO e VAZ, 2001).

Bifenilas policloradas foram sintetizadas pela primeira vez em 1881, mas a
aplicacao industrial dessa descoberta se deu em torno de 50 anos depois pela Swan
Corporation. Esses compostos foram introduzidos no mercado para uso como 6leo
ndo inflaméaveis para transformadores e capacitores elétricos. Foram usados ainda
como fluidos hidraulicos, resina plastificante, sistema de transferéncia de calor,
plastificante para borracha, como extensor de pesticidas entre outros. A importancia
comercial desse produto na década de 30 se deve a caracteristicas Unicas dessas
substancias como estabilidade quimica e estabilidade térmica. Num tempo marcado
por falhas em transformadores elétricos com consequente incéndio do 6leo mineral
derivado de petréleo usado como isolante térmico, as misturas de PCBs néo
inflamaveis e resistentes ao calor, logo ganharam grande aceitacdo. As misturas
comercializadas eram formadas por apenas 130 dos 209 congéneres possiveis e
foram vendidas com diferentes nomes dependendo do pais de origem, conforme
apresentado na Tabela.2.2. A Monsanto foi o principal produtor mundial,

comercializando o produto no Brasil sob o nome Ascarel e Aroclor.
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TABELA 2.2: Marcas das misturas de PCBs comercializadas em diversos paises

(Fonte: MMA, 2012a).

Marca Fabricante Pais

Aroclor Monsanto Estados Unidos
Chlorextol Allis-Chalmers Estados Unidos
Clophen Bayer Alemanha
Dykanol Federal Pacific Electric Co. Estados Unidos
Fenclor Caffaro S.P.A Italia

Kanechlor Kanegafuchi Japéao

Inerteen Westinghouse Estados Unidos
NoFlamol Wagner Electric Corp Estados Unidos
Phenoclor Prodelec Franca
Pyralene Prodelec Franca

Pyranol General Electric Estados Unidos
Santotherm Mitsubibishi/Monsanto Japao

Entre os anos de 1930 a 1970 esses produtos a base de PCBs foram
produzidos e aplicados de forma ndo controlada até que, em 1966, foram finalmente
reconhecidos como contaminantes ambientais devido a deteccdo em peixes e
passaros. Seu pico de produgdo, no entanto, se deu em 1970 com 50.000
toneladas, sendo a maior parte consumida pela industria eletro-eletrénica. No final
de 1971 a contaminacdo do meio ambiente e da vida selvagem se tornou evidente, e
essa classe de compostos clorados aromaticos ja era um dos poluentes mais
abundantes no ecossistema. Em 1978 comeg¢am a surgir as primeira leis
restringindo o uso desses compostos, até que em 1983 foi publicada uma lei federal
proibindo o uso de PCBs em todo o territorio americano a partir de 1988
(PENTEADO e VAZ, 2001; ROBARDS, 1990).

Todo produto a base de PCBs comercializado no Brasil foram
importados dos Estados Unidos e Alemanha, ndo sendo produzido em territério
nacional. Em 1981 surgiu a primeira lei proibindo uso e comercializacdo desse tipo
de produto em territorio nacional. Essa lei conhecida como Portaria Interministerial
(MIC/MI/MME) 0019, também estabeleceu que transformadores que faziam uso
desse tipo de produto poderiam continuar em funcionamento, mas no caso da
necessidade de manutencédo, o fluido isolante deveria, entdo, ser substituido por
outro livre de PCB, sendo que o primeiro deveria ter um descarte apropriado. Em
1986 surgiu a Instrucdo Normativa Sema STC/CRS-001 que estabeleceu
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procedimentos para manuseio, primeiros socorros, transporte e armazenamento de
materiais contendo PCBs. Em 1987 houve o estabelecimento da Norma ABNT/NBR-
8371, que veio para ampliar a Instrucdo Normativa SEMA. Essa norma foi, ainda,
revisada em 1997 e no ano de 2005 (MMA, 2012a). Obedecendo a critérios
estabelecidos pela Convencédo de Estocolmo de 2001, da qual o Brasil passou a
fazer parte em 2004, em 2012 foi publicado o Guia para o Inventario Nacional de
PCB destinado a direcionar detentores e usuarios de aplicacdes elétricas, incluindo
equipamentos elétricos, produtos e residuos usados ou gerados por estes que
possam conter bifenilas policloradas. Esse guia teve por objetivo mapear a
existéncia de equipamentos e residuos de PCBs (provenientes do uso de
equipamentos elétricos) e acompanhar o ciclo de vida dos mesmos até seu
tratamento final como residuo. Ao elaborar esse inventario o Brasil assumiu o
compromisso internacional da retirada de uso de PCBs até 2025 e a sua completa
destruicdo até 2028 (MMA, 2012b).

Bifenilas policloradas apresentam varios tipos de toxicidade aguda. A
DLso oral varia de 2 a 10 g/Kg. O primeiro relato de envenenamento por PCBs
ocorreu no ano de 1968 na cidade de Yusho, capital da ilha de Kyusho, no Japé&o.
Os individuos afetados apresentaram sintomas como cloroacne, hiperqueratose,
bronquite, edema e entorpecimento dos membros. Seus filhos também
apresentaram 0os mesmos sintomas indicando que PCBs podem cruzar a membrana
da placenta. Apesar de preocupante, no entanto, os niveis ambientais de PCBs néo
devem oferecer risco de intoxicagéo do tipo aguda. Por outro lado, a possibilidade de
intoxicacdo do tipo crénica por meio da biocumulacdo tem sido demonstrada para
frangos de corte com diminuicdo do crescimento. Contudo, a preocupacdo em
relacdo a acumulacédo desse tipo de composto por humanos é ainda maior, ja que a
possibilidade de mutacdo genética tem sido também relatada (ROBARDS, 1990;
LUDEWIG e ROBERTSON, 2013).

O potencial toxico dos PCBs depende principalmente da sua estrutura
espacial. Maior toxicidade é atribuida a estruturas coplanares que ndo apresentam
atomos de cloro nas posi¢cfes orto em ambos 0s anéis. Esses compostos induzem
efeito toxico de forma similar em mamiferos e passaros, tais como hepatotoxicidade,
imonotoxicidade e toxidade reprodutiva. Estruturas coplanares tais como aquelas
apresentadas pelos compostos PCB 77, PCB 126 e PCB 169 (Figura 2.5) agem, em
parte, por um mecanismo iniciado pela ligacdo ao receptor citosolico hidrocarboneto
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de arilo, semelhante ao que ocorre para a dioxina mais téxica conhecida, a 2,3,7,8-
TCDD (PENTEADO e VAZ, 2001; EISLER, R. e BELISLE, 1996).
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FIGURA 2.5: Estruturas de bifenilas policloradas coplanares.

Bifenilas policloradas podem ser metabolizadas no organismo via familia da
citocromo P-450, como mostrado na Figura.2.6. Essa metabolizacdo de PCBs gera
PCBs hidroxilados, PCB-quinonas, além de espécies reativas de oxigénio (ERO).
Bifenila policloradas ou seus metabdlitos podem se ligar covalentemente ao DNA
formando adutos. As espécies reativas de oxigénio formadas durante a
metabolizacdo de PCBs, podem reagir e danificar o DNA. Esse € 0 primeiro passo
para a ocorréncia de uma mutagcdo cromossomica ou mutagdo génica. Compostos
reativos, intermediarios ou EROs também podem danificar proteinas relacionadas ao
DNA, como topoisomerases, tubulina, etc. O resultado pode ser quebras na fita de
DNA e erros na distribuicdo dos cromossomos durante a mitose. Alteracdes na
regulacdo génica de tais proteinas, por exemplo, da telomerase, também pode
resultar em alteragbes no DNA. Essas mutagbes no gene, n0O Cromossomo € no
genoma podem resultar na formacédo de uma célula iniciada, o primeiro passo na
carcinogénese (LUDEWIG, G. e ROBERTSON, 2013).
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FIGURA 2.6: Mecanismo de biotransformacdo de PCBs (Fonte: Adaptado de
LUDEWIG, G. e ROBERTSON, 2013).

Os PCBs foram identificados em diversas amostras ambientais. Esses

compostos sempre estdo presentes como misturas complexas de isGmeros e

congéneres. Geralmente em areas de induUstria e aterros com altos niveis de

contaminagdo por PCBs, ha uma maior concentracdo desses compostos em VAarios

extratos ambientais. Outros locais sem historico de contaminagcédo a quantidade de

residuo cai drasticamente. No entanto, a maior preocupacédo em relacdo a esses

contaminantes esta relacionada a sua estabilidade quimica e propensdo a

bioconcentragdo em niveis tréficos superiores da cadeia alimentar, o que tem sido

comprovado apropriadamente no ecossistema norte-americano dos Grandes Lagos.
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Nesses locais, tem sido demonstrado que PCBs foram biomagnificados 12,9 vezes
do plancton para os peixes (EISLER, R. e BELISLE, 1996; SAFE, 1994).

Bifenilas policloradas individuais apresentam diferentes propriedades
fisico-quimicas que influenciam as suas taxas de particionamento, a captacdo e
retencdo em matrizes ambientais, e as suas taxas de distribuicdo por diversas vias
ambientais. O resultado dessa diferenciacdo entre os varios congéneres é a
diferenciacdo da composicdo em PCBs do Aroclor comercial, fonte de
contaminacdao, da distribuicdo de congéneres em amostras biolégicas. Por exemplo,
alguns compostos, como 2,4,4'5-tetraclorobifenil, estdo presentes em
concentracgoes relativamente altas no leite humano (3,7 para 11% do total de PCBSs),
mas € um dos componentes menores (0,03%) do Aroclor 1260. Outros congéneres,
como 2,2',3,3,4,5,6-heptaPCB e 2,2',34,5,55,6-heptaPCB, sdo o0s principais
componentes do Aroclor 1260 (5,5 e 4,1% do total de PCBs, respectivamente), mas
sdo componentes traco do extrato de leite humano (<0,4% a n&o detectavel para
ambos os compostos). Comportamento como esse, tornam esses compostos
potencialmente ainda mais perigosos, ja que podem influenciar na selecdo de
compostos cuja toxicidade individual € maior do que a toxicidade apresentada pela
mistura (EISLER, R. e BELISLE, 1996; SAFE, 1994).

Uma ampla distribuicdo de PCBs tem sido documentada em varios
sistemas biol6gicos em todo o mundo. A preocupag¢do maior, no entanto, esta
focada em organismos aquaticos porque muitas fabricas que produziram e usaram
PCBs localizavam-se em é&reas ribeirinhas, estuarinas, costeiras e lacustres. De fato,
a presenca de congéneres tbéxicos coplanar, PCB 77, 126, 169, tem sido
demonstrado em varios trabalhos que tratam de organismos aquaticos (BOCIO et
al., 2007; FOCARDI et al., 1995; BHAVSAR et al., 2007). A poluicdo aquatica, no
entanto, tem sido um problema a ser enfatizado e discutido, pois além de prejudicar
esses ecossistemas também tem sido a rota primaria de exposicdo humana e de
animais domeésticos a esses compostos devido ao consumo de peixes, entre outros,
provenientes de aguas contaminadas (EISLER, R. e BELISLE, 1996; SAFE, 1994,
TANABE, 1988).
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2.1.1.3 — Dioxinas

O termo “dioxina” é amplamente utilizado na literatura para se referir a
classe de hidrocarbonetos aromaticos halogenados estrutural e quimicamente
relacionados. Essa classe de compostos inclue dibenzodioxinas policloradas
(PCDDs - polychlorinated dibenzodioxins - ou dioxinas) dibenzofuranos policlorados
(PCDFs — polychlorinated dibenzofurans - ou furanos) e bifenilas policloradas
coplanares também conhecidos como dioxin-like PCBs ou dI-PCBs. Tratam de
compostos com estrutura quase planar, altamente tdxicos e persistentes no
ambiente (DAVY, 2004; LACERDA e ROSE, 2016). Dioxinas e furanos podem ser
substituidos de 1 até 8 atomos de cloro, formando um grande nimero de isdmeros e
congéneres. Para as dioxinas podem ser formados até 75 congéneres e para 0S
furanos até 135 (ASSUNCAO e PESQUERO, 1999). A Figura 2.7 abaixo apresenta
a estrutura genérica para esses compostos. Os numeros de 1 a 9 sdo especialmente

utilizados na nomenclatura desses compostos.

9 o 1 9 1
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FIGURA 2.7: Estruturas das dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDD) e dibenzo-
furanos policlorados (PCDF).

A Tabela.2.3 mostra os isbmeros e 0s congéneres das dioxinas e

furanos.
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TABELA 2.3: Congéneres e isdmeros das dioxinas e furanos (Fonte: ASSUNCAO e
PESQUERO, 1999).

Atomos de cloro Isdmeros das dioxinas Isbmeros dos furanos
1 2 4
2 10 16
3 14 28
4 22 38
5 14 28
6 10 16
7 2 4
8 1 1
Congéneres 75 135

Furanos e dioxinas séo substancias que se destacam entre os POPs
devido a alta toxicidade apresentada. Os efeitos agudo e crénico dos congéners com
substituicdo nas posicbes 2,3,7 e 8 se sobressai entre os demais. A 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dibenzodioxina (2,3,7,8-TCDD), em especial, tem recebido
maior atencdo publica e cientifica por possuir a DLsy mais baixa conhecida e ser,
por isso, o produto quimico mais toxico ja produzido pelo homem. Sao necessarios
apenas 0,6 pg/kg de peso corporal para matar porquinhos-da-india machos. Os
dibenzofuranos policlorados sédo apenas ligeiramente menos téxicos; por exemplo, o
DLso do 2,3,7,8-TCDF é de cerca de 6 ug/kg para porquinhos-da-india machos
(ASSUNCAO e PESQUERO, 1999; HITES, 2011).

Por ser o congénere mais toxico, a 2,3,7,8-TCDD serve para fins de
calculo de equivalente toxicologico. Para caracterizar a toxicidade relativa entre os
varios compostos é adotada internacionalmente a Toxicidade Equivalente (TEQ),
com o0 uso de Fatores de Toxicidade Equivalente (TEF - Toxicity Equivalency
Factores). Os Fatores de Toxicidade Equivalentes sdo baseados em valores de
toxicidade aguda de estudos in vivo e in vitro. Nesse caso, a 2,3,7,8-TCDD é tomada
como valor 1 (um). Para o célculo de toxicidade equivalente total em uma mistura,
cada composto deve ter sua participacdo absoluta multiplicada pelo fator de
equivaléncia, e as somas desses valores para todos os PCDD e PCDF presentes
resultara na toxicidade relativa a 2,3,7,8-TCDD (ASSUNCAO e PESQUERO, 1999;
MMA, 2013).

Atualmente, existem trés conjunto de valores: 0 mais antigo sao 0s
TEFs estabelecidos pela NATO/CCMS Working Group on Dioxins and Related

Compounds as International Toxicity Equivalency Factores (I-TEF), depois foram
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estabelecidos os valores do Grupo de Trabalho da WHO/IPCS, que reavaliou os I-
TEFs e estabeleceu um novo equema. Em 2005 a WHO (Organizacdo Mundical da
Saude) alterou alguns valores de TEFs. Os trés esquemas estdo mostrados na
Tabela 2.4. (MMA, 2013).

TABELA 2.4: Fatores de equivaléncia de toxicidade (Fonte: Ministério do Meio
Ambiente, 2013).

Composto I-TEF (1988) WHO-TEF 1998 WHO-TEF 2005
2,3,7,8-TetraCDD 1 1 1
1,2,3,7,8-PentaCDD 0,5 1 1
1,2,3,4,7,8-HexaCDD 0,1 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8-HexaCDD 0,1 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9-HexaCDD 0,1 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDD 0,01 0,01 0,01
1,2,3,4,6,7,8,9-OctaCD 0,001 0,0001 0,0003
2,3,7,8-TetraCDF 0,1 0,1 0,1
1,2,3,7,8-PentaCDF 0,05 0,05 0,03
2,3,4,7,8-PentaCDF 0,5 0,5 0,3
1,2,3,4,7,8-HexaCDF 0,1 0,1 0,1
1,2,3,6,7,8-HexaCDF 0,1 0,1 0,1
1,2,3,7,8,9-HexaCDF 0,1 0,1 0,1
2,3,4,6,7,8-HexaCDF 0,1 0,1 0,1
1,2,3,4,6,7,8,HeptaCDF 0,01 0,01 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HeptaCDF 0,01 0,01 0,01
1,2,3,4,6,7,8,9-OctaCDF 0,001 0,0001 0,0003

Ao contrario das bifenilas policlorada, os PCDD/Fs nunca foram
produzidos intencionalmente como produtos comercializaveis, exceto para a
pesquisa e como padrées. As dioxinas caracterizam-se como subprodutos
indesejados da industria e processos de combustdo. De fato, varias contaminacfes
com dioxinas ocorreram a partir do século XX, como frutos de mudancas na industria
quimica que passou a utilizar a sintese organica como base para obtencdo de
produtos diferenciados. Nesse contexto, dioxinas sdo formadas em varios processos
envolvendo cloro ou substancias e/ou materiais que o contenham, como producao
de pesticidas, fendis clorados e branqueamento de papel e celulose. O exemplo
mais classico da presencga néo intencional de dioxinas em produtos industrializados
foi a presenca acidental de 2,3,7,8-TCDD em 2,4,5-triclorofenol (também conhecido
como Dowicide 2), produzido pela reagdo de 1,2,45-tetraclorobenzeno com

hidréxido de sodio (NaOH). A dimerizacdo do fenol resultante produz pequenas
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guantidades de 2,3,7,8-TCDD, que contaminam o produto fendlico clorado. Essa
reacdo pode ser melhor entendida a partir da Figura 2.8. Embora as dioxinas
estivessem presentes em baixos niveis em alguns produtos comerciais, seu uso
difundido resultou na liberacdo de PCDD/Fs no meio ambiente em niveis que as
vezes requeriam remediacdo (ASSUNCAO e PESQUERO, 1999; DAVY, 2004;
HITES, 2011)
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FIGURA 2.8: Producéo de 2,3,7,8-TCDD, como contaminante na sintese do 2,4,5-
triclorofenol (Fonte: adaptado de HITES, 2011).

Dioxinas veem sendo produzidas desde o advento do fogo. A partir da
tomada de conciéncia da presenca dessas substancias em nosso meio tem se
estabelecido que a combustdo de material organico € também responsavel pela
incercao de dioxinas no meio ambiente, mesmo que a nivel de traco. No entanto, em
relacdo aos processos de combustdo, a maior preocupacdo esta voltada para
incineradores de residuos urbanos que, pela constante demanda, podem contribuir
de forma significativa para o aumento desse tipo de poluentes no ambiente. Tem
sido comprovado que a faixa de 250 a 400 °C caracteriza-se como uma faixa de
temperatura ideal para a formagdo de dioxinas. Deste modo, o controle de
temperatura de fornos de combustdo de residuos tem contribuido de forma
significativa para a reducdo da emisséo desse tipo de poluente (BUMB et al., 1980;
ASSUNCAO e PESQUERO, 1999; DAVY, 2004). Esse fato tem sido comprovado
por Hites (2011) ao analisar os diversos estratos de sedimento dos lagos Siskiwit e
Great, usando meétodos de datacdo radioisotopicas. Segundo esse autor, a

deposicdo de dioxinas nesses lagos veio aumentando desde 1935 ocorrendo um
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maximo em 1970 e, desde de entdo, iniciou-se um decréscimo, que tem se
acentuado cada vez mais ao longo dos anos.

A exposicdo humana a PCDD/Fs pode ocorrer por contaminacao de
origem ambiental, acidental e ocupacional. A principal via de exposicéo, no entanto,
€ o alimento. Estima-se que mais de 90% da exposi¢cdo humana ocorra através da
dieta, sendo os alimentos de origem animal as fontes predominantes. A
contaminacdo dos alimentos é causada principalmente pela deposicdo de varias
fontes (por exemplo, incineracdo de residuos, producdo de produtos quimicos,
indUstria metallrgica) em terras agricolas e uma acumulagédo subsequente na cadeia
alimentar, na qual eles estdo particularmente associados a gordura. Outras fontes
podem incluir ragcdo contaminada, aplicacdo inadequada de lodo de esgoto para
adubacdo, inundacédo de pastagens e certos tipos de processamento de alimentos
(LIEM et al., 2000).

Nas ultimas décadas, varios acidentes foram relatados como causa da
exposicao excessiva de seres humanos a compostos relacionados com as dioxinas.
Exemplos bem conhecidos sdo aqueles relatados para a cidade de Seveso na Itélia
e Times Beach nos EUA. O acidente de Seveso ocorreu em meados dos anos 70
numa fabrica de 2,4,5-triclorofenol a partir da reacdo de 1,2,4,5-tetraclorobenzeno
com NaOH. Foi num sabado quando ndo havia ninguém na fabrica, havendo um
superaquecimento dos reatores que nao aguentaram a pressao e explodiram
lancando uma nuvem toxica na atmosfera. Amostras de solo analisadas, depois do
acidente, acusaram a presenca de 2,3,7,8-TCDD e logo criangas da localidade em
torno da fabrica foram hospitalizadas com varias reacfes na pele. Mais de 730
pessoas foram evacuadas do local até a completa descontaminacdo do solo.
Estima-se que cerca de 2 kg de 2,3,7,8-TCDD, foram lancados aos aredores da
fabrica com a exploséo (HITES, 2011).

Outro caso de exposicao severa a dioxinas ocorreu em Times Beach
no Estado do Missouri U.S.A, no final dos anos 60. Nesse caso, a contaminacgao
dessa cidade se deu a partir de residuos da producdo de Hexaclorofenos pela
Northeastern Pharmaceutical and Chemical Company (NEPACCOQO). Nesse tempo
essa empresa resolveu descartar os residuos a muito tempo acumulados
contratando o servico de Russell Bliss para a “reciclagem” do dleo. Bliss dirigia uma
pequena empresa na qual ele coletava 6leo usado em garagens, aeroportos e bases

militares, e o levava de volta para um dos quatro tanques de 91.000 L em suas
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instalacdes. Ele fez dinheiro pagando uma pequena taxa para coletar o 6leo e
ganhou uma grande soma ao vendé-lo para reprocessadores de petrdleo ou por
pulverizar o 6leo para controle de poeira em estradas de terra ou em arenas de
hipismo. Ao pulverizar o 6leo contaminado em algumas dessas arenas observou-se
o adoecimento e grande mortandade de cavalos que logo alertaram para o
problema. No entanto, quando a verdadeira causa das mortes foi detectada, cerca
de 38 locais no Missouri estavam contaminados por dioxinas, incluindo Times
Beach. Por causa desse incidente a cidade teve que ser evacuada e todas as
propriedades compradas pelo governo. Cerca de $33.000.000 dolares foram gastos
para a descontaminacao desses locais (HITES, 2011).

Outra fonte importante de exposi¢cdo humana a dioxinas, em especial a
2,3,7,8-TCDD, ocorreu na guerra do Vietnd, quando os EUA utilizaram o herbicida
conhecido como Agente Laranja como defoliante para ganhar vantagem sob seus
inimigos. O Agente Laranja consistia de uma mistura de n-butil ésteres de 24-D e
245-T, sintetizados a partir do 2,4,5-triclorofenol. Como resultado desse material de
partida, o Agente Laranja estava contaminado com cerca de 3 ppm de 2,3,7,8-
TCDD. Como um total de 4,5 x 10’ litros de Agente Laranja foram pulverizado
naquela regido, estima-se que na ordem de 150 kg de 2,3,7,8-TCDD foram liberados
no ambiente do sul do Vietna (HITES, 2011).

Mais de 40 anos se passaram desde o fim da guerra do Vietna, no
entanto, estudos recentes apontam que as concentracdes de dioxina permanecem
elevadas tanto no meio ambiente como em humanos que residem perto de antigas
bases da Forca Aérea dos EUA no sul do pais. Pesquisadores estao especialmente
preocupados com efeitos adversos sobre a saude infantil. Dioxinas tem sido
relatadas como desreguladoras enddcrinas o que pode levar a diversas deficiéncias
na formacao das criancas (Boda et al., 2018; Pham et al., 2015 Oanh, et al., 2018).
Segundo Boda et al. (2018), niveis de 2,3,7,8-TCDD e TEQ-PCDD/Fs nas amostras
de sangue de corddo umbilical de criancas vietnamitas estdo altamente
correlacionados com aqueles nas amostras de leite materno. Isso sugere que as
dioxinas no leite materno refletem a exposicdo pré-natal a essa substancia. O
aumento da exposicdo pré-natal a dioxina esteve associado a diminuicdo do
horménio testosterona em meninas e meninos. Esse resultado tem preocupado 0s
pequisadores ja que niveis desregulados de testosterona no periodo perinatal esta

relacionado com desordens no desenvolvimento neurologico, tais como transtorno
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do espectro autista e transtorno do desenvolvimento da linguagem. Pham et al.
(2015) ndo encontraram desordens no desenvolvimento neurolégico no grupo de
criancas analisadas, mas mostraram que a exposicdo perinatal a dioxinas pode
afetar o desenvolvimento socioemocional dessas criancas. Outros estudos tem
ainda apontado que a exposi¢ao perinatal a dioxina se correlaciona com retardo de
crescimento intrauterino e poés-natal, imunotoxicidade (maior suscetibilidade a
doencas infecciosas), atraso sutii em desenvolvimento cognitivo e motor,
desenvolvimento anormal do genital do feto e efeitos sobre o desenvolvimento
reprodutivo  posterior (OANH, et al, 2018, TOPPARI e JUUL, 2010;
SATHYANARAYANA et al., 2017). Ha ainda outro relato na literatura indicando que
a alta exposicdo a 2,3,7,8-TCDD esta associada a um desbalanco na proporcdo
sexual de bebés nacidos entre os anos de 1977 a 1984, em Seveso na ltalia.
Segundo o estudo, nesse tempo a proporgcao de proles do sexo feminino foi muito
maior do que a do sexo marculino, o que foi normalizado nos anos seguintes
(MOCARELLI et al. 2006).

A principio, o primeiro indicador de uma exposi¢cdo do tipo aguda a
dioxinas é o aparecimento de cloroacnes, que sdo erupcdes na pele que parecem
acnes, mas sdo causadas por compostos aroméaticos clorados. Nesse caso, o efeito
do agente toxico é fazer com que as células indiferenciadas se transformem em
gueratindcitos, que produzem queratina. Ocorre o desaparecimento das glandulas
sebaceas e a formacdo de um comedao fechado, freqientemente chamado de
cistos de retencédo (SUSKIND, 1985).

Exposicdo do tipo aguda ocorreram principalmente no que ficou
conhecida como zona A em Seveso. A zona A representa a regido com a
concentracdo mais alta de TCDD por metro cubico de solo, podendo chegar até 580
Hg. A regido pouco menos exposta a TCDD, menos de 50 ug.m?, ficou conhecida
como regido B. O aparecimento de cloroacne foi prontamente observado
principalmente para a regido A, em Seveso. No entanto, na regido B, foi observado
de 1977 a 1986 um aumento do numero de casos de canceres, 0 que representa
outro risco para a exposicao a dioxinas (BERTAZZI et al., 1993).

Promocdo de tumores, queratinizacdo, perda de massa corporal,
imonotoxicidade, toxicidade reprodutiva e/ou teratogenicidade entre outros efeitos
biolégicos em seres vivos, sdo mediados através do receptor aril-hidrocarboneto

(AhR), que se trata de uma porcao de uma proteina receptora citosolica presente em
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tecidos de animais. Dioxinas se ligam de forma eficiente a esse receptor devido a
sua estrutura peculiar. Trata-se de substancias com conformagédo quase planar.
Outros compostos aromaticos clorados como PCBs com estrutura semelhante a
dioxinas também podem se ligar a esse tipo de receptor o que torna essas
substancias tdo perigosas quanto as dioxinas. Uma vez ligado a esse receptor,
esses compostos sdo capazes inclusive de chegar até o nucleo da célula e ligar-se
ao DNA (POLAND e KNUTSON, 1982; SAFE, 1987).

E evidente que todos esses efeitos adversos sobre a satde humana
tem alertado as autoridades para a identificacdo de dioxinas no meio ambiente e
eliminacdo da sua produgdo. Essa substancia, inclusive, tem sido citada na
Convencao de Estocolmo de 2001 como uma das “dirty dozen” (duzia suja), com a
qgual os paises signatario devem se preocupar. Paises europeus tem se preocupado
em legislar sobre limites desse tipo de composto em alimentos e ambientes de
trabalho, procurando evitar a0 maximo a exposicdo das pessoas a essas
substancias. Em paises em desenvolvimento, no entanto, poucos dados existem
sobre fontes e destinacdo das dioxinas, furanos e PCBs. Os dados séo ainda mais
escasos quando se trata de alimentos (DAVY, 2004; LACERDA e ROSE, 2016). O
Brasil publicou recentemente seu inventario de fontes de dioxinas e furanos, mas
esse inventario ndo trds dados para alimentos. Trata-se de um relatorio que divide
em dez categorias as fontes emissoras de PCDD/Fs, identificando a categoria 2
(Producao de Metais Ferrosos e Nao-Ferrosos) e categoria 6 (Processos de Queima
ao Ar Livre) como as principais responsaveis por emissfes desse tipo de substancia
no Brasil, chegando a um total de 61% das emissdes. A regido sudeste foi
identificada como a principal emissora desses poluentes, devido a maior
industrializacdo e também, devido a um maior numero de dados encontrados para
essa regido que possui um maior monitoramento por ser também um importante
centro de ciéncia e tecnologia do pais. O proprio inventério deixa claro que nao
existe um monitoramento adquado para as fontes emissoras no pais que possam
gerar dados mais completos e confiaveis (MMA, 2013). A Unica legislacéo vigente no
Brasil para controle de emisséo trata-se de uma resolugéo do Conselho Nacional do
Meio Ambiente CONAMA n° 316/2002, que limita a emissdo de PCDD/Fs em

efluentes gasosos provenientes de incineradores de residuos sélidos a 0,50 ng.N*m"
3
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2.1.2 - Biodegradacao e biorremediacao

A tecnologia de biorremediag&o utiliza organismos vivos para reduzir,
eliminar, conter ou transformar contaminantes presentes em solos, sedimentos,
agua e ar. A biorremediacdo pode ser conhecida também como biorregulacédo e
biorrestauracdo. Nesse processo 0s residuos organicos séo imobilizados ou mesmo
biologicamente degradados sob condicbes controladas. Como se trata de uma
degradacdo bioldgica, esse processo €, entdo, conhecido como biodegradacdo. O
principio desta técnica é remover os poluentes do ambiente natural por assimilacéo
e/ou converter os poluentes em um produto menos nocivo (biotransformacéo).
Quando compostos organicos complexos sao transformados em compostos
inorganicos simples ou em seus elementos constituintes o processo é denominado
mineralizacdo. O agente bioldgico mais comum a ser utlizado sdo micro-
organismos, embora algumas espécies de plantas também possam ser usadas em
processo de biorremediacdo. Quando micro-organimos sao utilizados é comum o
aproveitamento da comunidade microbiolégica natural do proprio ambiente
contaminado. Nesse caso, as estratégias de biorremediacdo sdo desenvolvidas para
promover o metabolismo microbiano dos contaminantes envolvidos, ajustando-se 0
suprimento de agua, ar e nutrientes (tais como N/P/K). Esse processo € chamado de
bioestimulacédo. Muitas vezes o processo de biorremediacdo pode ser melhorado
pela adicdo de micro-organismos, que possuem capacidade de biodegradacao
conhecida para aquele poluente. Esse processo é conhecido como bioaumentacao.
(BAMFORTH e SINGLETON, 2005; ADAMS et al., 2015)

A biorremediagcédo envolve a producdo de energia por meio de uma
reacdo redox dentro das células microbianas. Para tornar possivel o processo de
biorremediacdo um sistema que contenha um ou mais dos seguintes itens é
geralmente necessario: uma fonte de energia (doador de elétrons), um aceptor de
elétrons e nutrientes. Diferentes tipos de receptores de elétrons pertencentes a
célula de micro-organismos podem estar envolvidos na biorremediacdo, como
reducdo de oxigénio, nitrato, manganés, ferro (lll), sulfato ou di6éxido de carbono. O
potencial redox fornece uma indicacdo da dominancia relativa das classes de
aceitadores de elétrons (ADAMS et al., 2015).

O processo de remocao de poluentes depende principalmente da
natureza do poluente, que pode incluir: agroquimicos, compostos clorados, corantes,
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gases de efeito estufa, metais pesados, hidrocarbonetos, residuos nucleares,
plasticos e esgotos. Levando em consideracdo o local de aplicagdo, as técnicas de
biorremediagédo podem ser categorizadas como: ex situ ou in situ. A natureza do
poluente, profundidade e grau de poluicao, tipo de ambiente, localizacédo, custo e
politicas ambientais sdo alguns dos critérios de selecdo que sdo considerados na
escolha de qualquer técnica de biorremediacdo. Além dos critérios de sele¢do dos
processos de biorremediacao, critérios de desempenho que determinam o sucesso
desse processo, tais como concentracdo de oxigénio e nutrientes, temperatura, pH e
outros fatores abidtico, também recebem consideragdo importante antes do projeto
de biorremediacdo (AZUBUIKE et al., 2016).

Quando plantas sao utilizadas para fins de biorremediacdo esse
processo passa a ser chamado de fitorremediacdo. A fitorremediacdo € definida
como o0 uso de plantas para extrair, sequestrar ou desintoxicar poluentes.
Dependendo do tipo de poluente, se elementar ou organico, existem diferentes
mecanismos envolvidos na fitorremediacdo. Como os elementos sdo imutaveis, as
estratégias de fitorremediacdo para poluentes de radionuclideos e metais pesados
concentram-se na hiperacumulacdo acima do solo. Em contraste, os poluentes
organicos podem potencialmente ser completamente mineralizados pelas plantas.
Embora enzimas presentes em vegetais possam estabelecer a degradacdo de
poluentes durante a fitorremediacdo, uma contribuicdo importante é atribuida a
microbios presentes na rizosfera de plantas durante esse processo. Esta
contribuicdo da populacdo rizomicrobiana é referida como rizorremediacdo. Em
alguns casos, 0s microbios da rizosfera sdo mesmo os principais contribuintes para
o processo de degradacao (MEAGHER, 2000; KUIPER et al., 2004).

Apesar de muitos métodos fisico-quimicos terem sido desenvolvidos
nos ultimos anos para tratar poluentes (LUKES e LOCKE; 2005; PIGNATELLO et al.,
2006; BABUPONNUSAMI e MUTHUKUMAR, 2013; OTURAN, M. A. e AARON,
2014; CAGNETTA et al. 2016) esse tipo de abordagem, em muitos casos, sado caras,
nao especificas ou tém potencial de introduzir contaminacdo secundaria. Como
resultado, tem havido um interesse crescente em tratamentos bioldgicos
ecologicamente corretos. Nesse caso, a biorremediagdo é frequentemente
considerada um método econdmico e menos prejudicial ao meio ambiente, e tem
sido, portanto, cada vez mais valorizada na aplicacdo para limpeza ambiental

(SINGH et al., 2008).
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Processos de biorremediacao para POPs costumam envolver dois tipos
de micro-organismos especificos: fungos e bactérias. Fungos lignoliticos séo
amplamente citados na literatura como tendo propriedade de degradacédo de HPAs,
PCBs e dioxinas, por meio de enzimas como lignina peroxidase e peroxidase de
manganés (KUBATOVA et al., 2001; KAMEI et al., 2005; HARITASH e KAUSHIK,
2009; WANG et al. 2009; MORI et al., 2015). No entanto, isolados microbianos de
ambientes contaminados mostram que as bactérias sdo agentes ativamente
envolvidos na degradacédo desse tipo de poluente. O primeiro relato da degradacao
de PCBs por bactérias foi feito por Ahmed e Focht em 1973. Esses pesquisadores
isolaram duas espécies de Achromobacter ssp. provenientes de esgoto. A primeira
foi isolada pelo enriquecimento do meio de cultura com bifenila e a segunda pelo
enriqguecimento com 4-clorobifenil. Eles mostraram que essas linhagens poderiam
degradar varios congéneres de PCBs, por diferentes vias metabdlicas. Utilizando
técnicas espectroscopicas e espectrometrias esses pesquisadores mostraram que a
degradacdo do anel aromatico ndo substituido foi preferida, que nédo ocorreu
decloracéo e que isso levou a um acumulo do metabolito acido clorobenzaico.

Desde 1973 até os dias atuais varios trabalhos tem destacado a
importancia de diversos géneros de bactérias na metabolizacdo de POPs. A Tabela
2.5 abaixo trads as principais bactérias citadas na literatura, em ordem cronoldgica,

com capacidade de biodegradar HPAs, PCBs e dioxinas.

TABELA 2.5: Bactérias utilizadas em trabalhos de biodegradacédo de POPs.

Bactéria POPs Concentragdo Tempo Degradacado (%) Referéncias
fesostorons 1D o3ppm  238d  nwr D
2,4,4-CB 95
Corynebacterium sp. 3,4,2'-CB 5uM 24 h 98 ZEDl'SBRg et
2,3,2',3-CB 92
LIAW e
Erwinia sp. 2,7-DCDD 2 ppm 24 h 27,6 SRINIVASA
N, 1990
2,3-CB 100
peeudoaicatgenes  2.54-8 0 o Giiess
2,3,2',3'-CB 81
1-CDD 60,8
Sphingomonas sp. ingDD 250 uM 16 h 21%3 Z\(l,Llli)%% et
2,8-DCDF 84,8
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TABELA 2.5: (continuagéo)

Bactéria POPs Concentragcdo Tempo Degradacdo (%) Referéncias
Pseudomonas Bla]P 20-30 JUHASZ, et
conacza BlaJA 5 mg/mL 63 d 20-30 L 1906, €
pacza. Cor 65-70 N
. 2-CDD 0.1 mg/L 95 PARSONS et
Burkholderia sp. > CDF 0,3 mgiL 24h 100 al., 1998
Pir, 98
Flua, 45
Stenotrophomonas B[a]A 26 JUHASZ et
maltophilia B[a]P 20-250 mg/L. 42d 22 al., 2000
D[a,h]A 22
Cor 55
2,4,4-CB 95
22,5°CB 109 KOMANCOV
Pseudomonas sp. 2,2,5,5-CB 20-100 ug/mL 21d 85 Aetal., 2003
2,2’,5,6’-CB 95
2,2,4,5-CB 45
. 1,2,3-TrCDD 23
\/Svﬁglcﬁiomonas 123478 50 ug/mL 120 h 102 g&l\g etal.,
HxCDD
Enterobacter sp. e Aroclor 1242 69-86 ADEBUSOY
Pseudomonas sp. 100 ppm 12d E et al, 2008
Rhodococcus sp. 2-CDF 100 mg/L 90 h 70 PENG etal.,
2013
Bacillus sp., Delftia Flu 90
sp., Clostridium sp., Fen 90
Geobacillus sp.,
Methanobacttfrium Elilrja 10 mg/kg 125d 38 Iz_git al.,
formicium, °
e Bacillus acidicola
sp.(consoércio)
Sinorhizobium 3,3,44-CB 90 WANG et al.,
melilot 250 ug/L 12d 2016
Microbacterium sp. Bla]P 0.056 mM 10d 84,2 QINAetal,,
2017
Acinetobacter Pir 100 JIANG et al.
johnsonii 600 mg/L 200d 2018

Legenda para as siglas: *NM — ndo mensionado; CDD - clorodibenzo-p-dioxina; TCDD - tetraclorodibenzo-p-dioxina; DCDD —
diclorodibenzo-p-dioxina; TrCDD - triclorodibenzo-p-dioxina; HXCDD — Hexaclorodibenzo-p-dioxina; CDF — clorodibenzofurano;
DCDF - diclorodibenzofurano; CB - clorobifenila; Flu — Fluoreno; Fen — fenantreno; Flua — Fluoranteno; Pir — pireno; Cor —
Coroneno; B[a]A — dibenzo[a]antraceno; B[a]P — dibenzo[a]pireno; D[a,h]A — dibenzo[a,h]antraceno.

As cepas mencionadas na Tabela 2.5 sdo, em geral, bactérias isoladas
de solo, lodo ou sedimento contaminado por POPs. Essas bactérias possuem
capacidade excepcional de crescer em meio de cultura contendo bifenila,
dibenzofurano, fenantreno entre outros aromaticos, como Unica fonte de carbono.
Devido & capacidade de adaptacdo esses micro-organismos S&80 agentes

importantes na degradacao de uma infinidade de compostos. A etapa inicial na
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degradacdo de compostos aromaticos por via aerobia € geralmente a introducéo de
dois grupos hidroxilas no anel benzénico formando um cis-hidroxidiol. As enzimas
gue catalisam a incorporacédo de atomos de oxigénio em substratos aromaticos sao
chamadas dioxigenases. Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, bifenilas
policloradas e dioxinas tem em comum a dependéncia de dioxigenases para iniciar o
processo de biodegradacdo. A dioxigenacdo é uma das reacbes de oxigenacgao
produzida por uma familia de oxigenasse Rieske dependentes de ferro que néo
possuem grupos do tipo heme. Dependendo da estrutura dos substratos esse tipo
de oxidacao pode ser denominada de dioxigenacao lateral/cis-dihidroxilacdo, como
no caso dos HPAs e bifenila, Figura 2.9 A, ou dioxigenacdo angular, como no caso

das dioxinas e furanos, Figura.2.9 B (NOJIRI et al., 2001).

H OH B 9 1
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Bifenila cis-2,3-Dihidroxi-2,3-dihidrobifenila
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=
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Dibenzo-p-dicxina cis-1,10a-Dihidroxi-1-hicrodibenzo-p-dioxina

FIGURA 2.9: Dioxigenacéao lateral para o naftaleno e a bifenila (A) e dioxigenacéo
angular para o dibenzofurano e a dibenzo-p-dioxina obtida a partir de enzimas do
tipo dioxigenase (Fonte: adaptado de NOJIRI et al., 2001).

Depois da dioxigenagcéo do anel ocorre espontaneamente a quebra na
posicdo meta ou orto em relacao as hidroxilas e uma série de outras reacdes leva a
formacdo de moléculas simples como catecol, acido benzoico e acido salicilico
clorados. Assim, a dihidroxigenacédo angular ou lateral seguida por desidrogenacao
do anel costuma ser o ponto critico nas vias de degradacdo aerObica de varios
compostos aromaticos (NOJIRI et al., 2001). A Figura.2.10 apresenta a proposicao
do mecanismo de degradacao para a 2-clorodibenzo-p-dioxina por via aerébica até a

formacao das moléculas mais simples 4-clorocatecol e 4-cloroguaicol.
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FIGURA 2.10: Mecanismo de biodegradacdo de 2-CDD por bactérias aerdbica
(Fonte: adaptado de FIELD e SIERRA-ALVAREZ, 2008).

O mecanismo de degradacao aerébico para PCBs € muito semelhante
ao da para a degradacdo de dioxinas e furanos. Como pode ser observado na
Figura.2.11 esse processo também leva a um acumulo de moléculas mais simples

como acido clorobenzdico no meio de cultura.

P s 75

CE, CE, CE,

FIGURA 2.11: Mecanismo de biodegradacdo de PCBS por bactérias aerdbica
(Fonte: adaptado de ABRAMOWICZ, 1990).

Em geral, a maioria das bactérias aerobias, no entanto, sédo capazes de

degradar apenas congéneres de PCBs e dioxinas com pequeno nivel de cloracao
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mono até tetrassubstituidos. E possivel que niveis mais altos de cloragdo resultem
em impedimento estérico as enzimas que atuam no processo de dioxigenacao. Por
outro lado, tanto PCBs quanto dioxinas altamente cloradas podem ser perfeitamente
degradadas por sistemas anaerobios. Este processo envolve bactérias que utilizam
organo-haletos na respiracao celular. Os substratos halogenados funcionam como
aceitadores de elétrons sob condicdo anoxica. A energia gerada nesse processo
envolve a sintese de ATP e atua como uma fonte de crescimento e metabolismo de
bactérias de-halorespirantes. Bactérias anaerdbicas, presente em sedimentos
fluviais e lacustres, removem cloro mesmo dos congéneres altamente clorados.
Deste modo, os compostos levemente clorados formados por esse processo além
de serem menos toxicos podem ser perfeitamente aproveitados como substrato para
biodegradacdo bacteriana aerdbica. Assim, esse dois sistemas biolégicos
caracterizam-se por serem processos complementares. Por tanto, um tratamento
combinado utilizando os dois processos de forma sequencial, como mostrado na
Figura 2.12, pode resultar em uma biorremediacdo muito eficiente para
contaminag¢do com POPs clorados, por resultar num tratamento muito mais completo
(ABRAMOWICZ, 1990; FIELD e SIERRA-ALVAREZ, 2008; MURUGAN, K. E
VASUDEVAN, 2018).

ce

ce

Bactérias O Bactérias Células

C&  anaerdbicas C&  aerdbicas +

_ _ co,
"
H,0
ce

FIGURA 2.12: Processo anaer@bio/aerébio combinado de dois passos para
biodegradar PCBs (Fonte: adaptado de FIELD e SIERRA-ALVAREZ, 2008).

ce

A Figura 2.13 mostra 0 mecanismo anaerobico de biodegradacdo do
composto 1,2,3,7,8-PeCDD por uma cultura pura de bactérias Dehalococcoides sp.

As principais rotas estdo marcadas com setas em negrito.
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FIGURA 2.13: Mecanismo de biodegradacdo anaeréia do composto 1,2,3,7,8-
PeCDD por bactérias Dehalococcoides sp. (Fonte: adaptado de BUNGE et al.,
2003).

Assim como para PCBs e dioxinas, a biodegradacdo de HPAs tem sido
observada sob condi¢cbes aerObias e anaerdbias. No entanto, o processo mais
comum utilizado tem sido a via aerdbica, visto que a biodegradacdo anaerdbia é um
processo lento e seu processo bioquimico ainda ndo é completamente entendido.
Os metabdlitos intermediarios comuns a via aerObia sdo catecois, acido
protocatecoicos e gentisicos (Figura 2.14). Esses metabdlitos sdo, entéo,
degradados por cinco vias similares, que incluem a clivagem do anel, para produzir
acidos succinico, fumarico, piravico e acético e acetaldeido, todos utilizados para a
sintese de proteina celular e energia por micro-organismos com producédo de diéxido
de carbono e agua (WILSON e JONES, 1993; HARITASH e KAUSHIK, 2009).

OH
OH COOH HOOC OH
OH OH
OH
Catecol Acido gentisico Acido protocatecoico

FIGURA 2.14: Metabdlitos intermediarios comuns para HPAs

2.1.3 - Simbiose entre micro-organismos e inseto praga

Insetos podem ocupar uma vasta gama de territérios, os quais podem
ser grandemente limitados em nutrientes ou fornecer recursos alimentares né&o

balanceados. Geralmente os insetos tém como fonte principal em sua alimentacéo
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seiva de plantas, sangue de vertebrados ou mesmo materiais lenhosos. Algumas
dessas dietas podem ser ricas em carboidratos, mas pobre em compostos
nitrogenados. Para sobreviver com uma dieta restrita, 0s insetos se tornam
altamente dependentes de sistemas simbidticos microbianos que fornecem
nutrientes essenciais e/ou ajudam na digestdo de certos alimentos. Estima-se que
acima de 20% de todos os insetos vivem obrigatoriamente associados com micro-
organismos simbiontes. Nesse caso, a dependéncia inseto/micro-organismo pode
ser tao intensa a ponto de o primeiro sofrer atraso de crescimento, mortalidade e até
esterilidade quando privado do simbionte, enquanto o segundo acaba nao
sobrevivendo sem o seu hospedeiro (KNOWLES, 2008; COOPER E DOBSON,
2007). Devido a importancia de tais associacfes mutualisticas, muitas vezes
hospedeiro e simbionte coevoluem para acomodar um ao outro. E o que ocorre, por
exemplo, com pulgdes e a bactéria Buchnera aphidicola. Enquanto o inseto evoluiu
para produzir células especializadas ou 6rgdos para abrigar os simbiontes e facilitar
a passagem desse de mée para filho, o simbionte evoluiu para produzir mais
aminoéacidos ou outros nutrientes necessarios ao hospedeiro (MORAN, 2006).

A protecdo do hospedeiro contra inimigos naturais e o
proporcionamento de vantagens nutricionais estdo entre os principais beneficios da
associacao inseto/micro-organismo, no entanto, estudos mostram que as interacées
simbionte-hospedeiros podem ainda alterar até mesmo o modo de reproducdo do
inseto, induzindo o desenvolvimento de ovos nao fertilizados, mudanca de sexo ou
provocando incompatibilidades espermatozéide-6vulo, podendo afetar inclusive na
escolha do companheiro para o acasalamento (WERREN, 2012). Além disso, a
resisténcia de insetos a inseticidas pode estar relacionada também a essa
associacdo. Geralmente a resisténcia a inseticidas é adquirida de varias formas
diferentes como alteracéo dos sitios-alvo de agroquimicos, aumento da regulacao de
enzimas degradantes, e valorizacdo da excrecdo de inseticidas. Todas estas
mudancas sao atribuidas a mutacdes no genoma do inseto praga. No entanto, um
caminho mais rapido para a aquisicdo de resisténcia a inseticidas tem sido
comprovadamente atribuido ao enriquecimento de micro-organismos especializados
na degracdo dessas moléculas no meio ambiente devido ao abuso de inseticidas.
Como esses micro-organismos podem ser adquiridos horizontalmente (do ambiente

para o inseto), como é o caso da bactéria Burkholderia sp. em percevejos de feijao;
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esses insetos passam a ser tolerantes a inseticidas, quando infectados pelos
endossimbiontes (KIKUCHI, 2012).

A capacidade de degradacao de inseticiadas e outras substancias por
micro-organismos estdo relacionada a sua capacidade de adaptacdo rapida. A
exposicdo a uma determinada substancia pode levar ao enriquecimento do meio
com micro-organismos que possuem capacidade de degradacdo de uma molécula
especifica. Sendo assim, espera-se que 0S MesSmMOS Micro-organismos que ao
estabelecer simbiose com insetos pragas podem levar a aquisicdo de resisténcia a
inseticidas, poderdo também, ser utilizados na remediacdo de recursos naturais
contaminados por POPs, uma vez que ao adaptar-se para a degradacao de
pesticidas esses micro-organismos passam a possuir rotas metabolicas
especializadas para compostos que ndo sao comuns na natureza (xenobioticos).
Deste modo, o trato gastrointestinal de insetos se configura como um microbioma
importante a ser investigado buscando cepas microbianas com potencial para
aplicacoes bioitecnoldgicas como, por exemplo, em processos de biorremediacéo de

areas contaminadas.

2.1.4 - Diabrotica speciosa

A Diabrotica speciosa (Figura 2.15) mais conhecida como patriota ou
vaquinha é um inseto de coloracdo verde no corpo com trés manchas amarelas em
cada élitro e cabeca avermelhada. Mede aproximadamente 6 mm e vive somente
durante algumas semanas. Faz postura de forma aglomerada na parte subterranea
das plantas e o periodo de incubacdo dos ovos é de, aproximadamente, 13 dias. A
larva apresenta forma cilindrica com coloracao esbranquicada medindo cerca de 12
mm de comprimento e 1 mm de diametro. Vivem no solo por aproximadamente 23
dias, depois constroem pupas onde ficam por mais 17 dias, quando eclodem os
insetos adultos (GASSEN, 1989).

E um inseto que corre em quase todos os estados brasileiros causando
danos a milho, soja, amendoim, batata (LAUMANN et al., 2003) girassol e algodéo,
podendo ocorrer também em uva e tabaco (ROBERTO et al.,, 2001; MORAES e
KOHLER, 2012). Os insetos adultos alimentam-se de folhas, brotos, frutos e pdlen
levando a desfolha das plantas. As larvas se alimentam das raizes podendo atacar a
regido de crescimento das raizes o que leva a morte de plantas recém-germinadas.
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Quando atacam as raizes adventicias causam um crescimento irregular das plantas,
gue se tornam recurvadas. No milho esse fenbmeno é conhecido como “pescoco de
ganso” ou “milho ajoelhado” (GALLO et al. 2002 e LAUMANN et al., 2003). Plantas
atacadas pela larva geralmente tem diminuicio de peso, altura e,

consequentemente, diminui¢cao de producéo (LAUMANN et al., 2003) .

FIGURA 2.15: Inseto praga Diabrotica speciosa (Fonte: adaptado de LAUMANN et
al., 2003).

A espécie Diabrotica speciosa é uma praga especificamente brasileira,
mas o0 género Diabrotica pode ser encontrado em outras regides do mundo. Nos
Estados Unidos, a espécie Diabrotica virgifera virgifera LeConte € uma praga
especializada na herbivoria de milho. Por anos esta praga foi controlada por rotagao
de cultura soja/milho, jA que o inseto ndo poderia se alimentar de soja por ndo ser
tolerante as defesas naturais dessa planta que conta com uma espécie de inibidor
de cisteina protease. No entanto, com o0 passar do tempo essa pratica levou a
selecdo de uma nova variante da praga que se tornou resistente a rotacdo de
cultura. Comparacdes da microbiota intestinal entre o inseto resistente a rotacao de
cultura (RR-WCR) e o inseto selvagem (WT-WCR) revelaram mudancas
concomitantes na estrutura da comunidade bacteriana com adaptacdo do
hospedeiro as dietas de soja. A administracdo de antibioticos a espécie resistente
tornou esse inseto susceptivel a cisteina protease e impossibilitou a herbivoria desse
vegetal, comprovando a dependéncia do inseto a microbiota para a adaptacdo a
substéancias toxicas (CHU et al., 2013).

Embora o potencial para a biodegradacdo de POPs por micro-
organismos endofiticos seja bastante destacado na literatura, micro-organismos

proveniente de insetos ainda sdo muito pouco utilizados (BARAC et al. 2004;
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NEWMAN e REYNOLDS, 2005; RYAN et al., 2008; YOUSAF et al. 2011; ZHU et al.,
2014) . Sabendo-se da importancia da microbiota para a adaptacdo do género
Diabrotica a substancias toxicas, a espécie brasileira configura-se como uma boa
fonte de micro-organismos a ser estudada, pois ao estar amplamente distribuida em
vérias culturas diferentes, essa praga ja comeca a apresentar resisténcia a

determinados inseticidas.

2.2 — Objetivos

2.2.1 - Objetivo geral

Desenvolvimento de um procedimento analitico para a investigacdo do
potencial biotecnolégico de microrganismos associados ao inseto Diabrotica

speciosa na biodegradacéo de poluentes organicos persistentes.

2.2.2 - Objetivos especificos

a) Cultivo de micro-organismos provenientes do inseto praga Diabrotica speciosa
em meio liquido na presenca de poluentes organicos persistentes
selecionados;

b) Desenvolvimento de técnicas de extragdo de POP’s objetos de estudo;

c) Desenvolvimento e validagao de métodos analiticos para analise de POP’s;

d) Avaliacdo de parametro cinético de biodegradacao;

e) Elaboracdo de propostas de aquisicdo de resisténcia pelo inseto como

beneficios da simbiose inseto/micro-organismo.

2.3 - Procedimento Experimental

2.3.1 - Cultivo das bactérias

As bactérias utilizadas nesse trabalho foram obtidas por isolamento do
inseto praga Diabrotica speciosa em duas épocas distintas, pelos alunos do

Laboratorio de Produtos Naturais Fabiana Aparecida Marques em 2012 (MARQUES,
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2012) e Anderson Luigi Luiz em 2013 (LUIZ, 2013). As bactérias foram mantidas sob
refrigeracdo a - 80 °C em um freezer vertical MDF-U56VC (Sanyo, Osaka, Japéo)
numa solucdo aquosa 25% glicerol (v/v). Apds serem retiradas do freezer a -80 °C,
as bactérias foram imediatamente estriadas em placas contendo Nutriente-Agar e
mantidas em B.O.D a 28 °C até o momento do preparo dos pré-inoculos. A
preparacdo de novos preservados microbianos foi feita sempre por meio da
utilizacdo de 500 pL de uma cultura de bactérias com pelo menos 16 h de cultivo em
incubadora Shaker e 500 puL de uma solucéo de glicerol a 50% (v/v). Um total de 14
cepas foram usadas nesse trabalho, sendo elas: Pseudomonas putida,
Pseudomonas monteilii, Pseudomonas mosselii, Pseudomonas chlororaphis,
Pseudomonas sp., Sphingobacterium multivorum, Stenotrophomonas maltophilia,
Delftia acidovorans, Rhizobium radiobacter, Serratia marcescens, Burkholderia

gladioli, Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca e Empedobacter brevis.

2.3.2 - Preparo do pré-inoculo e inoculacédo das bactérias

O pré-indculo foi preparado pela transferéncia de uma col6nia da placa
contendo nutriente agar para o meio caldo nutriente contido em erlenmeyer de 250
mL. A solucéo foi entdo agitada a 135 rpm por um periodo de aproximadamente de
16 h em incubadora shaker a 28 °C. A partir da determinacdo da densidade o6tica
desse pré-inoculo em um espectrofotébmetro (700 Plus FEMTO) a 600 nm, utilizando-
se cubetas de 1 cm, foram preparados in6culo na densidade requerida para cada
experimento (MONOD, 1949). Os inéculos foram preparados em dois meios
diferentes, um meio contendo basicamente sal conforme aquele usado por Fukuda
et al. (2002), o qual é chamado meio salino (MS), Tabela 2.6 e um meio mais rico
em nutrientes, YNB (Yeast Nitrogen Base), conforme pode ser visto na Tabela 2.7.

Ambos os meio tiveram seu pH acertado para 7.

TABELA 2.6: Composi¢ao do meio salino.

Composicao Concentracdo | Composicéo Concentracao
Na,HPO, 3,39 g.L " | (NH4)-SO, 0,5¢.L*
KH,PO, 1,5g.L" | MgS0,.7H,0 0,59.L"
NaCl 0,3g.L* | caCl, 0,01 g.L™
NH,CI 0,59.L* | FeSO, 0,001 g.L*
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TABELA 2.7: Composi¢ao do meio Yeast Nitrogen Base.

Composicao Concentracdo | Composicéao Concentracao
Acido p-aminobenzéico 200 pg L™ | Sulfato de magnésio 05gL™?
Sulfato de aménio 5g L™ | Sulfato de manganés 400 ug L™
Biotina 2 ug L™ | DL-metionina 20mg L*
Acido bérico 500 pg L™ | Niacina 400 ug L™
Cloreto de calcio 0,1 g L™ | lodeto de potéssio 100 ug L™
Pantotenato de célcio 400 ug L™ | Piridoxina 400 ug L™
Sulfato de cobre 40 ug L* | Riboflavina 200 pg L™
Cloreto férrico 200 ug L™ | Cloreto de sédio 0,1glL-1
Acido félico 2 ug L-1 | Molibidato de sédio 200 g L™
L-histidina 10 mg L™ | Tiamina 400 g L™
Inositol 2 mg L™ | DL-triptofano 20mg L*
Sulfato de zinco 400 pg L™ | Fosfato de potassio 1gL™
monobasico

2.3.3 - Determinacé&o dos parametros de cultivo para o experimento de

biodegradacao

2.3.3.1 - Relacao entre unidade formadora de coldnia e densidade ¢tica

A concentracdo inicial de bactérias usada no trabalho de
biodegradacao foi estabelecida a partir de dados da literatura que apresentam a

concentracdo de 10° UFC mL?* como sendo uma concentracdo adequada
(KASEMODEL, 2012). Como a determinacdao de UFC é um processo lento, para

facilitar o processo de inoculacdo procurou se estabelecer uma relacdo entre
Unidade Formadora de Colénia (UFC) e Densidade Otica (DO). Para isso, foi feita
uma curva de crescimento em triplicata para a bactéria S. multivorum, onde foram
realizadas medidas de UFC e a DO nos tempos de 0, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9,11 e 13
h. Nesse caso, 1 mL do pré-indculo foi inoculado em 100 mL de caldo nutriente
contido em um frascos de 500 mL, o qual foi mantido sob agitagdo a 135 rpm, a uma
temperatura de 28 °C, durante todo o tempo do experimento. Amostras de 1 mL de
meio foram retiradas para a leitura da DO a 600 nm de tempos em tempos e 100 uL
para o experimento de UFC. O experimento de Unidade Formadora de Colbnia foi
53



feito pelo método de diluicdo seriada, onde 100 pL da suspensdo microbiana foram
adicionadas a 900 pL de solucdo salina. Dessa diluicdo (10%) foram tomados 100 pL
que foi adicionado a outro tubo contendo 900 uL de solucédo salina, levando a uma
diluicdo de 10% e assim sucessivamente até se obter a melhor diluicdo para a
contagem das colénias. De cada diluicdo foram retiradas aliquotas de 5 pL que
foram transferidos para a placa contendo Nutriente Agar conforme esquema (Figura
2.16). As placas foram incubadas em B.O.D. a 28 C e ap6s um periodo de 24 h foi

possivel contar o nimero de colénias formadas.

Diluigdo 1 emtriplicata  Diluigdo 2 em triplicata

1 0 (IR 10

FIGURA 2.16: Esquema da diluicdo seriada para contagem de col6nia viaveis.

2.3.3.2 -Teste do diametro do tubo a ser usado no experimento de

biodegradacéao

Para os experimentos de biodegradacdo as bactérias foram inoculadas
em tubos de vidro contendo meio salino. Para isso foi necessario saber qual o
didmetro do tubo era mais apropriado entre: 18 e 25 mm. Ambos os tubos foram
avaliados construindo-se uma curva de crescimento com medida de Densidade
Otica por unidade de tempo para a bactéria Sphingobacterium multivorum.
Primeiramente preparou-se um pré-inoculo da bactéria em caldo nutriente. Depois
de 16 h inoculou-se essa bactéria na densidade otica de 0,1 em 5 mL de caldo
nutriente em cada tubo em triplicata. Nos tempos 0, 1, 3, 7 e 11 h foram feitas as
leituras de densidade oOtica, cujo resultado foi analisado por meio de um grafico de

DO (600nm) versus o tempo. Todas as leituras foram feitas a partir do meio de
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cultura com as bactérias em crescimento, realizando-se diluicbes de 2, 4 ou 10

vezes, quando necessario.

2.3.3.3 - Toxicidade do solvente N,N-dimetilformamida

O solvente N,N-dimetilformamida foi utilizado no preparo das solugdes
de POP’s para a aplicacdo direta no meio de cultura. Desse modo, tornou-se
necessario avaliar o grau de tolerancia das bactérias frente a esse solvente. Esse
ensaio foi realizado pela construcdo de curvas de crescimento de duas bactérias
distintas Sphingobacterium multivorum e Stenotrophomonas maltophila, frente a
diferentes concentracdes do solvente. Para isso, frascos contendo caldo nutriente
com 0, 1, 2, 5 e 10% (V/V) em duplicata foram preparados para cada bactéria. A
partir do pré-inoculo dessas bactérias foi ajustado a densidade 6ética de cada frasco
para 0,1 e levado para a incubadora shaker a 28 °C com agitacdo de 135 rpm de

onde foram tomados aliquotas nos tempos de 0, 4 e 24 h para a leitura de DO.

2.3.3.4 - Toxicidade do aditivo do meio de cultura Tween® 80

Para o teste de toxicidade do Tween® 80 (polisorbato 80) foram feitas
curvas de crescimento das bactérias Pseudomonas putida e Burkholderia gladioli em
presenca de 0, 0,1, e 0,5% (m/v) do composto em meio de cultivo, sendo o
crescimento monitorado por aumento de densidade 6tica nos tempos 0, 1, 2, 4, 6 e
22 h. As cepas foram inoculadas em caldo nutriente conforme descrito no item 2.3.2.

2.3.3.5 - Toxicidade dos poluentes organicos persistentes

Esse ensaio consistiu no monitoramento do crescimento microbiano
frente as concentracées de 10, 20, 50 e 100 pg.mL™ de 1,2,3,4-TCDD, PCB 15 e
antraceno, que sdo compostos representantes das classes, dioxina, PCBs e HPAs,
usados no trabalho. Para isso, foi realizado um ensaio de viabilidade celular com
resazurina. Esse composto € usado em testes de viabilidade celular sendo reduzido
a resorufina e monitorado por analises colorimétricas. A quantidade de células
viaveis sera sempre proporcional a quantidade de resorufina formada, o que torna

esse meétodo util para 0o monitoramento de crescimento microbiano ja que esse
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composto é fluorescente e pode ser monitorado a 390 nm. Para a realizagdo desse
ensaio inicialmente foi obtido uma curva da concentracdo resazurina versus a
fluorescéncia a 390 nm. Para esse ensaio, se elegeu uma concentracédo inicial de
0,2 pg.mL™ para a resazurina como sendo a melhor concentracéo a ser aplicada nos
ensaios. A bactéria utilizada no experimento para a construcdo da curva foi a S.
multivorum que foi inoculada em placa de ELISA de 96 pocos escura na
concentracdo 10° UFC mL . O volume total contido nos pocos foi 200 pL, sendo
160 pL composto por caldo nutriente, 10 puL do in6culo e 30 pL de resazurina. A
concentracdo da resazurina utilizada para a construcdo da curva de calibragéo
variou entre 0,025 e 0,275 mg.mL™. O tempo de crescimento foi de 48 h e a
resazurina foi adicionada apenas 40 min antes da leitura, ficando incubada junto as
cepas na mesma temperatura de cultivo (28 °C) em estufa B.O.D. Apds a escolha da
concentracdo mais adequada de resazurina esse procedimento foi repetido para
duas bactérias S. multivorum e S. maltophila. Para isso, incubou-se as bactérias em
quadruplicata nas concentracées de 10, 20, 50 e 100 pg.mL™ de 1,2,3,4-TCDD, PCB
15 e antraceno por 48 h em caldo nutriente. Um controle positivo de morte
microbiana consistiu na submissdo das cepas ao antibidtico tetraciclina e um
controle negativo foi obtido para as cepas em solvente DMF a 2% (v/v). Depois
desse tempo cada poco foi adicionado de resazurina para a concentracao final de
0,2 pug.mL™ e deixado mais 40 min sob incubacdo. Logo ap6s realizou-se a leitura
das amostras em fluorimetro Spectramax Multi-Mode Reader. A fenda de excitacao
foi ajustada para Aex= 530 nm e de emissao para Aem= 590 nm, sendo realizado um

total de 3 leituras para cada placa.

2.3.4 - Pré-ensaio de biodegradacao dos POP’s

A fim de selecionar as bactérias a serem usadas no ensaio de
biodegradacéo foi feito um pré-ensaio com onze bactérias selecionadas. Fizeram
parte dessa selecédo principalmente géneros com citacao prévia na literatura relativo
a habilidade de degradar xenobidticos (WILKES et al., 1996; JUHASZ et al., 2000;
KOMANCOVA et al., 2003; TOLEDO et al., 2006; DAS e MUKHERJEE, 2007;
ZHANG e ZHU, 2012; WASI et al., 2013; SINGH et al., 2015; DUDASOVA et al.,
2016; PUGAZHENDI et al.,, 2017). As bactérias selecionadas para esse ensaio

foram Pseudomonas putida, Pseudomonas monteili, Pseudomonas mosseli,
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Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas sp., Sphingobacterium multivorum,
Stenotrophomonas maltophilia, Serratia marcescens, Burkholderia gladioli,
Enterobacter cloacae e Empedobacter brevis.

Para a execucdo desse ensaio cada uma das bactérias foi inoculada
separadamente em tubos de vidro com tampa em um volume de 25 mL de meio.
Dois meios foram utilizados, sendo um meio mais rico em nutrientes, composto por
6,7 gL' de YNB e 0,2% e 0,1% de glicose e do surfactante Tween® 80,
respectivamente. O segundo meio era composto basicamente de sais conforme
descrito no item 2.3.2, sendo caracterizado como um meio pobre em nutrientes.
Para esse experimento trés compostos foram adicionados ao meio de cultura
separadamente na concentracéo de 50 pg.mL™. Esses compostos foram fenantreno,
PCB 15 e dibenzofurano, onde cada um dos compostos representou uma das
classes usadas nesse trabalho, HPAs, PCBs e dioxina, respectivamente, sendo o
altimo composto um analogo estrutural da dioxina sem substituicdo com atomos de
cloro o que diminui a toxicidade do composto minimizando riscos de contaminacéao.
O experimento contou ainda com um controle, onde o meio adicionado de
xenobidticos ndo recebeu bactérias. Esse controle foi feito para monitorar eventuais
perdas ambientais dos xenobiéticos. Todos os tubos ficaram sob agitacdo de 135
rom e incubacao a 28 °C por 4 dias ao final dos quais foi realizada a extracdo do
meio de cultivo por extracao liquido-liquido com acetato de etila. Um esquema desse
experimento pode ser visualizado na Figura 2.17. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.

Meio Salino Meio YNB
Controle  Experimento Controle  Experimento
Meio: Sml SmL Meio: SmlL Sml
Bactéria: e Doo01 Bactéria: -== Do 01
pop: | S0pg.mLt 50 pgmL? | POP: LSD pg.mLt 50 ug.mL"}
| |
Inoculagdo 4 dias Inoculacdo 4 dias

FIGURA 2.17: Esquema mostrando o pré-ensaio de biodegradacédo de POP’s
realizado para meio salino e meio YNB.
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2.3.5 - Ensaio do efeito dos aditivos do meio de cultura sobre a

biodegradacao

A fim de selecionar um meio de cultura que propiciasse uma
degradagao mais efetiva dos POP’s foi feito um experimento de degradacdo dos
HPAs fluoreno, fenantreno e pireno realizando-se extragdes nos dia 0, 1, 3, 7 e 14.
Esse experimento foi realizado para as bactérias Burkholderia gladioli e
Stenotrophomonas maltophilia, que sdo amplamente citadas na literatura como
degradadoras de xenobidticos em potencial (JUHASZ et al., 2000; TOLEDO et al.,
2006; 2000; ZHANG e ZHU, 2012; GAO et al, 2013; SINGH et al., 2015;
DUDASOVA et al., 2016). Para a realizacdo desse experimento cada bactéria foi
inoculada na concentracdo de 102 UFC.mL™ (DO = 0,1) a partir do pré-inoculo em
quatro meios diferentes. O primeiro meio foi preparado somente a base de sais
conforme item 2.3.2 sendo chamado de meio salino ou MS. O segundo meio foi
preparado pela adicdo do surfactante Tween® 80 0,1% (m/v) ao meio salino sendo
chamado de MStw. O terceiro meio foi preparado pela adicdo de 0,2% de glicose ao
meio salino e foi chamado de MSglic. O quarto meio, mais rico em nutrientes, foi
preparado a partir da mistura 6,7 g.mL™ de YNB, 0,1% (m/v) de Tween® 80 e 0,2%
(m/v) de glicose, sendo chamado de meio YNB. O volume final de cada tubo
contendo o inoculo foi de 5 mL ao qual foram adicionados 50 pL de uma solucédo de
Fluoreno, fenantreno e pireno em DMF, para uma concentracdo final no tubo de
cultivo de 50 pg.mL™ de cada composto. Foi feito um controle contendo apenas meio
de cultura adicionado de HPAs para monitoramento das perdas ambientais. O
crescimento das bactérias foi monitorado via contagem do numero de colbnias
viaveis para cada dia de extracdo. Ao final de cada periodo de incubacao os tubos
foram extraidos pelo método via separacdo entre biomassa e meio de cultura. O

experimento foi realizado em triplicata.

2.3.6 — Perfil de degradacao

O experimento de cinética de degradacéao foi realizado em trés etapas.
Uma etapa contou com a aplicagdo dos compostos HPAs (fluoreno, antraceno e
pireno) para 14 bactérias em 14 dias de experimento. A segunda etapa foi feita pela

aplicacdo dos compostos da classe dos PCBs (PCB 1 e PCB 15) para 4 bactérias
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selecionadas em 14 dias de experimento. A terceira etapa tratou da avaliacdo do
composto mais toxico de todos, 1,2,3,4-TCDD, que foi aplicado para apenas 2
bactérias em 7 dias de experimento. Para esse experimento foi utilizado meio salino
adicionado de quantidade traco de Na,MoO4, MnSO4, ZnSO,4 e CoSO4 (Img L).
Também foi aumentado a quantidade de FeSO, de 0,001 g.L™* para 0,01 g.L" e
adicionado 0,01 g.L™ de glicose. As bactérias foram inoculadas na concentracéo de
10® UFC.mL™* separadamente em 5 mL do meio. Os compostos foram aplicados na
concentracdo de 50 pg.mL™ usando 100 pL de uma solucdo em DMF. O controle
para perdas ambientais foi realizado para tubos em triplicata contendo meio de
cultura e POP’s, enquanto que o crescimento microbiano foi monitorado por
contagem da UFC a cada dia em que houve extracdo. A extracdo foi feita pela
separacao da biomassa e meio de cultura sendo cada fracdo submetida a extragéo
em duplicata com 5 mL de acetado de etila. As amostras foram extraidas nos dias 0,

1, 3, 7 e 14, em triplicata.

2.3.7 - Extracdo dos POP’s do meio de cultivo

2.3.7.1 - Escolha do solvente de extracao

Devido ao emprego de diferentes solventes, na literatura, para a
extracdo dos compostos do meio de cultura, escolheu-se dois dos solventes mais
citados (acetato de etila e diclorometano) para um teste de capacidade de extracao
frente a trés compostos das diferentes classes utilizadas no trabalho, sendo eles
fenantreno (HPA), 4,4’-diclorobifenila (PCB) e dibenzofurano (furanos e dioxinas).
Para a realizacdo desse estudo, adicionou-se 5 mL de meio salino a tubos de ensaio
com tampa fortificando o meio de cultura com 25 pg.mL* de cada composto.
Agitando-se cada um dos tubos extraiu-se imediatamente, pelo método de extracéo
liquido-liquido, trés tubos com acetato de etila e outros trés com diclorometano
(Panreac). Separando-se aliquotas de cada triplicata, retirou-se a umidade com
adicdo de 5 g de Na,SO,4. As amostras foram armazenadas em freezer a -20 °C até

0 momento da analise em GC-MS.
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2.3.7.2 - Extracao liquido-liquido - meio de cultura/acetato de etila

Essa extragdo foi feita misturando-se o meio de cultura contendo os
POPs, ap0s o processo de incubacdo, a 7 mL do solvente acetato de etila (solvente
selecionado por meio do experimento do item 2.3.7.1) no proprio frasco de cultivo,
sendo agitado logo em seguida em Vortex por aproximadamente 30 s. Depois
deixou-se em repouso em torno de 5 min até que as fases acetato de etila/meio de
cultura (que ndo sdo misciveis entre si) voltassem a ficar totalmente separadas. Com
0 auxilio de uma pipeta de Pasteur, a fragdo acetato (fracdo superior do tubo) foi
sendo retirada e transferida a outro recipiente. Repetiu-se esse processo mais duas
vezes e transferiu-se o extrato para um baldo de 25 mL para afericdo do volume.
Deste volume apenas uma pequena parte foi coletada para a remocédo de goticulas
de agua com 5 g de Na,SO, anidro, sendo posteriormente armazenado em frasco

ambar em freezer a -20 °C até o momento da analise em GC-MS.

2.3.7.3 - Extracédo via separacao entre biomassa e meio de cultura

Apos o periodo de incubacdo das bactérias com os POP’s, os frascos
de cultivo foram retirados da incubadora e todo o contetdo foi transferido para tubos
Falcon de 15 mL. Ao tubo de vidro no qual as bactérias haviam sido incubadas foi
adicionado 5 mL de acetato de etila, para fazer a extracdo de parte dos compostos
que eventualmente pudessem estar aderidos ao vidro. Enquanto isso, os tubos
Falcon contendo as bactérias e o meio de cultura foram mantidos na centrifuga para
a separacdo entre a biomassa microbiana e o0 meio de cultura. Esses tubos foram
centrifugados a 18500 x g por 10 min a uma temperatura de 4 °C. Depois de
centrifugado o sobrenadante foi vertido sobre o acetato de etila que estava no tubo
de vidro, onde as bactérias haviam sido cultivadas. Ao tubo Falcon contendo
somente a biomassa foi adicionado 5 mL de acetato de etila. Esse tubo foi entédo
agitado em Vortex, sonicado por 10 min e centrifugado a 18500 x g por 2 min, para
separacdo da biomassa do solvente. A fracdo contendo o meio de cultivo foi também
agitada em Vortex e, tanto a fracdo contendo a biomassa quanto a fracdo contendo
o meio de cultivo, foram separadas do solvente acetato, sendo o solvente reunido
em um unico frasco. Novamente foi adicionado 5 mL de acetato de etila ao meio de

cultivo e 5 mL de solvente a biomassa bacteriana. Ambos os frascos foram agitados
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em Vortex e o solvente coletado foi somado ao solvente da primeira fase. Com o
processo de extracdo finalizada, o extrato foi aferido em baldo de 25 mL. Uma
aliquota desse volume (aproximadamente 10 mL) foi seca com 5 g de Na,SO,4 anidro
e transferido para um frasco ambar que foi armazenado em freezer a -20 °C até o

momento da analise em GC-MS.

2.3.8 - Analises Cromatograficas

2.3.8.1 - Preparo das solucdes estoque e solucao de trabalho

Os padrbes analiticos foram preparados por meio da pesagem
10,0+0,1 mg de cada padrdo em balanca analitica e solubilizados em baldo de 10,0
mL com acetato de etila, para se obter solucdes estoque de 1mg.mL™. As solucdes
de trabalho foram preparadas pela diluicdo de 1,0 mL de cada solucédo estoque em
50,0 mL de acetato de etila, obtendo-se solu¢cdes de concentracédo final de 20,0
ng.mL?, as quais foram utilizadas no preparo da curva analitica. Os reagentes
antraceno e PCB 3, que foram usados como padrdo interno, tiveram a solugéo
estoque diluida 100 vezes para se obter uma solucgéo de trabalho de 10 pg.mL™.
Essa solucdo foi usada sempre num volume fixo (100,0 yL) para cada ponto da
curva analitica a fim se obter a concentracéo final de 1,0 pg.mL™.

A Figura 2.18 mostra as estruturas dos compostos selecionados como
padrdo e padrdo interno para as analises cromatograficas quantitativas em GC-MS.
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FIGURA 2.18: Padrdes analiticos em preto e padrao interno em vermelho.

2.3.8.2 - Parametros cromatograficos

As analises cromatogréficas foram realizadas em equipamento GC-MS
(Shimadzu TQ-8040), equipado com auto-injetor (PAL AOC-5000) e coluna DB-5 Ul
(30 m x 0,25 mm x 0,25um) J&W Scientific Agilent. O gradiente de aquecimento e
0os parametros de operacdo do equipamento foram otimizados para os padrdes
analiticos utilizando como critério o aumento da resolucdo e da sensibilidade do

método. As Tabelas 2.8 e 2.9 apresentam os parametros utilizados no equipamento

GC-MS para a validacdo analitica e analise de amostras.

TABELA 2.8: Gradiente de temperatura do forno da coluna para as analises dos

POP’s por GC-MS.

Taxa de aumento Temperatura Tempo de espera
(°C/min) (°C) (min)
90* 1
23 280 0
10 293 1

* temperatura inicial
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TABELA 2.9: Parametros operacionais GC-MS.

Gas de arraste: Hélio 5.0
Volume de injecdao: 1lpL
Temperatura de injecao: 290 °C
Fluxo: 1,0 mL.min*t
Fluxo de purga: 3,0 mL.min*
Velocidade linear: 37,0 cm.min™
Diviséo de fluxo (Split): 1:10

Corte do solvente: 3,5 min
Temperatura da fonte: 280 °C
Temperatura da interface: 280 °C
lonizagao: 70 eV
Intervalo de massa: m/z 40-400
Tempo total da andlise: 12 min

2.3.8.3 - Analise quantitativa

A andlise quantitativa das amostras foi feita pelo Modo SIM
(Select lon Monitoring). Para a otimizacdo desse modo de andlise primeiramente
fez-se uma analise de ions totais para os padrées (Full Scan) identificando
individualmente a formacédo dos ions moleculares e o perfil de fragmentacéo. A partir
dessa andlise, com auxilio do software GCMS Solution Postrun Analysis selecionou-
se para cada composto um ion para quantificacdo e outros dois ions para a
confirmacdo do sinal criando-se assim método no Modo SIM. A Tabela .2.10

descreve todos os ions selecionados para essa analise.
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TABELA 2.10: ions selecionados no modo SIM para os POPs utilizados no trabalho.

lon I_o_n ~ fon referéncia lon referéncia
molecular guantificacao 1 (m/z) 2 (m/2)
[M]" (m/z) (m/z)
Pl Antraceno 178,0 178,0 176,0 152,0
Fluoreno 166,0 165,0 166,0 82,0
Fenantreno 178,0 178,0 176,0 152,0
Pireno 202,0 202,0 200,0 101,0
P12 PCB 3 188,0 188,0 152,0 76,0
PCB 1 188,0 188,0 152,0 76,0
PCB 15 222,0 222,0 152,0 224,0
1,2,3,4-TCDD 322,0 322,0 257,0 320,0

2.3.8.4 - Validacdo do método analitico

A validacdo do método analitico foi feita observando parametros
cromatograficos recomendados nas instru¢cdes da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, Resolucdo RDC N° 166 (ANVISA, 2017). Os parametros considerados

foram:
. Limite de quantificacao (LQ) e limite de deteccao (LD)
. Faixa linear de trabalho
. Efeito de matriz
. Preciséo e exatidao inter e intra-dia
. Eficiéncia do método de recuperacao

Os limites de quantificacdo e deteccdo foram determinados por
comparacao do sinal do composto com o ruido da linha de base. As analises para a
obtencdo desses parametros foram feitas por meio da diluicdo sucessiva dos
padrdes até que se obteve a relacao sinal/ruido de 10 vezes para o LQ e de 3 vezes
para o LD.

A faixa linear de trabalho foi obtida para o intervalo variando de 0,5 a
12 ug.mL™* de cada um dos compostos. A curva analitica foi construida pelo método
de padronizacgéo interna tendo como base dois Pls, o antraceno para os HPAs e o
PCB 3 para a padronizacado dos compostos clorados. A curva foi construida a partir
de 8 pontos contidos dentro do intervalo de concentracdo estabelecido inicialmente
versus a area do pico do composto dividido pela area do pico do padréo interno. A
eficiéncia da regresséo linear foi aferida avaliando pardmetros como coeficiente de

determinacao (R?), exatiddo e a precisao.
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Para verificar o efeito de matriz, curvas de calibragdo foram construidas
nas mesmas concentracdes usadas na constru¢do da curva analitica em solvente,
preparadas a partir da diluicdo da solucéo de trabalho no extrato microbiano obtido a
partir do cultivo de micro-organismos na auséncia de POP’s. Essa curva foi entao
comparada a curva obtida para o solvente para verificar se ouve desvios no
coeficiente angular relativo a interferentes contidos na matriz.

A avaliacdo da precisdo e exatiddo do método foi feita a partir de trés
solugdes com concentracdo dentro da faixa linear de trabalho, sendo um ponto baixo
equivalente a 120% do valor do primeiro ponto da curva, um ponto médio e um alto
ente 40 e 60%, e entre 90 e 100%, respectivamente a concentragdo do maior ponto
da curva. Todos os trés pontos foram preparados em quintuplicata e foram avaliados
trés vezes durante o periodo de um dia para verificar a repetitibilidade do método
intra-dia. Durante o periodo de trés dias ndo consecutivos essas solu¢cdes em
quintuplicata foram também analisadas para se verificar a repetitibilidade do método
inter-dia. O controle de qualidade do método foi realisado pela utilizacdo, mais uma
vez, do ponto baixo, médio e alto da curva em quintuplicata durante o tempo de
andlise das amostras para garantir a precisdo e exatiddo do método mesmo durante
varias analises cromatograficas seguidas. Os valores obtidos foram utilizados para
calcular o desvio padrdo s(x), o coeficiente de variacdo CV(%) e exatiddo para a
quintuplicata dos pontos baixo, médio e alto analisados de acordo com as equacdes

1, 2 e 3 abaixo:

s = [Z5xE)a Gy - 9 M
cv(%) = =2 x 100 )

X

Exatidao (%) =

x 100 3)

Xtebrica

onde xj sdo os valores de cada medida, n € o numero de valores medido para cada

ponto e x é a média obtida para cada concentracdo.
A eficiéncia do método de extracdo foi analisada pela fortificacao

de um cultivo de dois dias da bactéria Pseudomonas putida, com trés
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concentragcdes de cada um dos compostos, um ponto baixo, médio e um ponto alto.
Depois de dopadas cada amostra foi extraida pela metodologia via separagédo da
biomassa microbiana do meio de cultivo. As trés concentracfes utilizadas foram
realizadas em triplicata para cada um dos compostos. A recuperacédo foi calculada

pela equacéo 4 abaixo:

~ valor medido — valor real
% Recuperacao = %X 100 4)

valor real

2.3.8.5 — Andlise qualitativa

A andlise qualitativa foi realizada somente para as amostras que
indicavam algum tipo de degradacdo dos POPs. O objetivo dessa analise foi verificar
a existéncia de metabodlitos derivado da degradacdo desses compostos.
Primeiramente uma analise no modo Full Scan foi realizada. Posteriormente, o
solvente de cada amostra foi evaporado e a o contetdo sélido restante no frasco foi
submetido a um processo de derivatizacdo com Hexametildisilazano (HMDS). O
processo de derivatizacdo consistiu em: adicionar 500 uL de HMDS ao frasco
contendo o extrato soélido, sonicar por 30 min a uma temperatura de 55 °C, adicionar
500 uL de &gua ultrapura, agitar e coletar a fracdo organica que foi seca com
Na SO, anidro e injetada em GC-MS para andlise (RUIZ-MATUTE et al., 2011).

2.3.9 - Analise estatistica

As andlises estatisticas, como Anova e teste T, bem como os célculos
de média, desvio padrdo e regressao linear foram feitas no programa Microsoft

Excel® 2010 por meio da ferramenta de andlise de dados.
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2.4 - Resultados e discussdes

2.4.1 — Otimizacdo das condicbes de crescimento das cepas

microbianas

O primeiro passo para o cultivo de micro-organismos deve ser o
estabelecimento das condi¢des ideais de cultivo, uma vez que o metabolismo e
crescimento das cepas ira depender dessas condigbes. Entre estes parametros
estdo, o tipo de meio de cultura a ser utilizado, suplementos, tamanho do frasco de
cultivo (aeracdo), temperatura, agitacdo, pH, concentracdo das bactérias,
concentracdo de POPs, entre outros. Todos os pré-indculos das bactérias sempre
foram preparados em meio caldo nutriente, que se trata de um meio de cultura rico
gue contém todos 0s nutrientes necessarios para o rapido crescimento dos micro-
organismos investigados. Para o indculo, no entanto, foram utilizados meios mais
pobres com o objetivo de estimular a metabolizacdo dos POPs. Um dos meios
utilizado para alguns testes iniciais foi 0 meio YNB, que se trata de um meio com
conteudo de aminoacidos, vitaminas e minerais definido (conforme descrito na
Tabela 2.6). Outro meio amplamente utilizado nesse trabalho foi 0 meio salino, o
qual costuma ser usado em trabalhos de biodegradacéo. Esse segundo tipo de meio
é utilizado, na maior parte dos casos, somente com contetdo mineral estimulando o
consumo do poluente como fonte de carbono (AHN et al.,, 1998; JUHASZ et al.,
2000; JOHNSEN, A. R. e KARLSON, 2004). Em alguns casos, no entanto, ha a
suplementacdo com algumas moléculas organicas para servir de fonte adicional de
carbono, geralmente para proporcionar um inicio no crescimento microbiano, ou
mesmo para servir de surfactante, melhorando a biodisponibilidade dos POPs
(BILLINGSLEY et al., 1999; GAO et a., 2013).

Poluentes organicos costumam ser extremamente hidrofébicos e,
portanto, muito pouco sollveis em meios biéticos. Deste modo, a degradacao desse
tipo de composto tende a se tornar ainda mais escassa, ou desafiadora, nesse tipo
de ambiente que é tipicamente hidrofilico. A biodisponibilidade de poluentes em
ambientes de degradacao tem sido destacado como um fator muito importante no
processo de biodegradacdo em diversos artigos presentes na literatura
(BILLINGSLEY et al., 1999; BAUTISTA, et al. 2009; CHRZANOWSKI et al., 2011;
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CHEN et al, 2013). Uma forma de se aumentar a disponibilidade de POPs
amplamente empregada em trabalhos de biodegradacao é a adicdo de um composto
surfactante. Esses compostos agem sob os poluentes impedindo seu acumulo nas
paredes ou precipitacdo nos frascos usados para a inoculagdo dos mico-
organismos, por formar micelas que sdo responsaveis por uma melhor distribuicdo
das moléculas no meio de cultura. Os compostos empregados sdo moléculas
anfifilicas naturais que podem ser produzidas por micro-organismos como 0S
ramnolipidios provenientes de Pseudomonas sp. ou mesmo moléculas anfifilicas
sintéticas. Dentre as moléculas sintéticas, podem ser empregada moléculas
catidnicas ou aniénicas como Nansa LSS38/AS, ou n&o iénica como Tween® 80 ou
Triton® X-100. Geralmente surfactantes naturais possuem a vantagem de ser menos
toxicos as cepas do que surfactantes sintéticos (CHRZANOWSKI et al., 2011).
Segundo Bautista et al. (2009), os surfactantes sintéticos Triton® X-100 e Tergitol
NP-10, usados num experimento de degradacdo de HPAs pelas bactérias
Enterobacter sp., Pseudomonas sp. and Stenotrophomonas sp. apresentaram certo
grau de toxicidade as bactérias, embora seu uso contribuiu de maneira significativa
para a degradacdo dos compostos naftaleno, fenantreno e antraceno. O Tween® 80,
por outro lado, foi o surfactante mais efetivo nesse experimento, pois além de
contribuir para a degradacdo desses compostos, também contribuiu para o
crescimento bacteriano, servindo como fonte de carbono. De fato Chen et al. (2013)
verificaram um crescimento duas vezes maior em 80 horas de experimento para a
bactéria Burkholderia cepacia em presenca de Tween® 80 (500 mg.L™), frente a um
meio que ndo continha o surfactante. Nesse mesmo tempo esses autores
verificaram que a degradacéo do pireno foi cerca de 20 % maior.

Baseados nos conhecimentos prévios sobre a vantagem de se ter um
surfactante presente no meio de cultura fez-se uma avaliagdo do crescimento
microbiano para o Tween® 80 nas concentracdes de 0,1 e 0,5% (m/v). Como pode
ser observado na Figura 2.19, esse surfactante realmente foi utilizado como fonte de
carbono pelas bactérias em meio salino, pois tanto a bactéria Pseudomonas putida,
qguanto a Burkholderia gladioli crescresceram de forma proporcional a concentragao
empregada. No entanto, também pode ser observado, esse crescimento nao foi
significativo para as primeiras 6 h de experimento, para as quais as bactérias
crescem lentamente. Somente apos 22 h foi possivel observar mudancas no valor

de densidade otica, que foi muito mais acentuado para a B. gladioli do que para a P.
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putida, indicando que a B. gladioli pode estar utilizando essa molécula com mais
eficiéncia. Deste modo, esse experimento comprovou que o Tween® 80 pode ser
usado nos processos de degradacdo de POPs sem representar uma fonte de

toxicidade aos micro-organismos.
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FIGURA 2.19: Avaliacdo do crescimento das bactérias A) Pseudomonas putida, e B)
Burkholderia gladioli frente a diferentes concentragéoes de Tween® 80.

A glicose foi, ainda, avaliada como uma possivel fonte de carbono
adicional para ser empregado juntamente com o meio salino. Esse aditivo foi testado
nas concentracdes 0,2 e 0,01% (m/v). Como pode ser visto na Figura 2.20 a glicose
0,2% representou uma fonte de carbono aproximadamente 3 vezes mais eficiénte
que o Tween® 80 a 0,5% (m/v). Por outro lado, é evidente que a diminuicdo da
concentracdo de glicose levou também uma diminuicdo acentuada do crescimento

microbiano.
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FIGURA 2.20: Crescimento de 96 horas da bactéria Pseudomonas putida em meio
salino e meio salino com diferentes aditivos. Onde: Tw - Tween® 80; Glic — glicose;
MS — meio salino.
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Sem duavida a glicose é a substancia que tem sido mais amplamente
empregada como fonte adicional de carbono em trabalhos de biodegradacéo (DAS e
MUKHERJEE, 2007; PERLATTI, 2012; GAO et al., 2013; MURINOVA et al., 2014).
Sua aplicacdo vai desde pequenas quantidades, 50 mg L™’ até quantidades
relativamente altas 5 g L™. Em todos os casos, no entanto, tem sido relatado que o
estimulo ao crescimento microbiano tem levado também a uma maior degradacéo
dos POPs em estudo.

Outro fator importante em experimentos de crescimento microbiano, é
o0 estabelecimento de uma concentracao inicial para o indculo dos micro-organismos.
E comum na literatura a concentracdo das cepas ser trazida na forma de Unidades
Formadoras de Colonia por mL (UFC.mL™). No entanto em alguns trabalhos a
densidade ética (DO) também é utilizada. A faixa de UFC.mL™ utilizada é bastante
diversa. Foram encontrados trabalhos que usam UFC.mL™* entre 1 x 10°a 5,6 x 10™°
(JUHASZ, et al., 200; SWAATHY et al., 2014; LIN et al, 2014a). Kasemodel (2012)
que trabalhou com a selecdo de bactérias para a degradacdo de pesticidas
organoclorados recomenda a UFC.mL™ de 1 x 10® como sendo a concentracéo ideal
das cepas para o in6culo. Como o estabelecimento da UFC.mL™ se trata de um
trabalho dispendioso e impossivel de ser usado de forma imediata na montagem
inicial dos experimentos com bactérias, o que se costuma fazer € definir uma relacao
entre UFC e DO. Nesse caso, é necessario fazer medidas de UFC.mL™ e DO em
tempos diversos tragando uma curva que relacione os valores. Segundo Kasemodel,
1 x 10® UFC.mL™ costuma corresponder a DO de 0,1. As Figura 2.21 A e B trazem
as curvas de crescimento feitas de 0 a 14 h para a bactéria Sphingobacterium

multivorum em DO e UFC.mL™, respectivamente.

2 A % | B
9,2
_15 9
’ —
E Ess
(=]
8 1 ; 8,6
o FEE
0,5 8,2
8 4
0 7.8

5 10 15 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (h) Tempo (h)

o

FIGURA 2.21: Curva de crescimento para a bactéria Sphingobacterium multivorum
em A) densidade 6tica e em B) UFC.mL™.
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A Figura 2.22 A mostra a imagem das coldnias obtidas no experimento
de UFC e a Figura 2.22 B tras a relacdo entre DO e UFC.mL™. Como pode ser
observado, uma relacdo entre as duas medidas pode ser estabelecida a partir do
ajuste dos quadrados minimos, sendo que a DO de 0,1 foi concebida, nesse
experimento, como equivalente a 7,9 x 10’ UFC.mL™ para a bactéria S. multivorum.
Como o coeficiente de determinagéo foi muito préximo a 1 (R? = 0,9899) a equacéo

obtida € um bom modelo matematico para a previsdo da UFC a partir da DO.
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FIGURA 2.22: A) Placa usada na contagem das colonias viaveis para o
estabelecimento de UFC; B) Relacdo entre DO a 600 nm e UFC.mL™ para a S.
multivorum.

E importante destacar que as medidas de densidade 6tica utilizada
nesse trabalho sédo na realidade medidas de turbidez, jA que bactérias em meio
aguoso formam um sistema coloidal que interage com a luz levando a um
expalhamento do feixe luminoso. O comprimento de onda para medir densidade
Otica para bactérias geralmente costuma ser 600 nm, como o que foi utilizado nesse
trabalho. No entanto, comprimentos de 578 e 660 nm também podem ser usados
para realizar esse tipo de medida (KEIM et al, 1999; HABE et al, 2001; FUKUDA et
al., 2002).

Uma vez estabelecidas as condicdes do meio de cultivo e
concentracéo inicial das cepas, avaliou-se também o didmetro do frasco a ser
utilizado no experimento de degradacdo dos POPs. Para o experimento de
degradacédo optou-se por tubos de vidro aeragcédo, 0os quais uma vez autoclavados
poderiam manter a esterelidade do meio, garantindo a pureza da cultura. O diametro
do tubo costuma ser importante em experimentos de cultivo microbiano devido a

promog¢do de uma maior ou menor oxigenagdo do meio de cultivo devido a area
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superficial do inoculo. Para testar as diferencas de oxigenacdo, uma curva de
crescimento para a bactéria Sphingobacterium multivorum foi realizada em um tubo
de diametro de 18 mm e outra curva para a mesma bactéria em um tubo de 25 mm.

O resultado para esse experimento encontra-se na Figura 2.23.
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FIGURA 2.23: A) Curva de crescimento da bactéria Sphingobacterium multivorum
em tubos de 18 e 25 mm de diametro; B) Foto de ambos os tubos utilizados
contendo 5 mL de meio de cultura caldo nutriente.

Como pode ser observado, a S. multivorum apresentou crescimento
mais pronuniado no frasco de 25 mm do que no frasco de 18 mm. Esse resultado
permite confirmar a dependéncia da aeragdo para 0 crescimento microbiano, uma
vez que esse tubo permite um indéculo com maior area superficial estimulando uma
oxigenacdo mais intensa a medida que o tubo é agitado na incubadora rotatéria.
Vale ressaltar que a preocupacdo com uma oxigenacao eficiente do meio de cultura
ndo esta apenas relacionada ao proporcionamento de um melhor crescimento dos
micro-organismos, mas também uma degradacédo mais efetiva dos POPs. Como foi
destacado na revisdo da literatura desse trabalho, sabe-se que as enzimas que
promovem a degradacdo de POPs sdo ezimas dependente de oxigénio, pois todas
as reacoes promovidas na estrutura do poluente estdo relacionadas a adicdo de
hidroxilas na cadeia carbdnica que culmina com a quebra dessas estrutura levando
a moléculas menores como catecdéis, fenois, acido salicilico e benzoico (NOJIRI et
al., 2001; FIELD e SIERRA-ALVAREZ, 2008). Deste modo, o tubo de 25 mm foi
selecionado para o experimento de degradacéao.
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2.4.1.1 — Toxicidade do solvente DMF e dos POPs

Uma vez que o0s parametros de crescimento haviam sido
estabelecidos, restou o ensaio de toxicidade do solvente DMF usado na
solubilizagcdo dos POPs e toxicicidade dos proprios POPs que sao objeto de
investigacdo nesse trabalho. Para a solubilizacdo dos POPs, dois solventes séo
comumente encontrados na literatura, dimetilsulfoxido, DMSO, ou dimetilformamida,
DMF (DEAN-ROSS e CERNIGLIA, 1996; JUHASZ et al. 2003; DAS e MUKHERJEE,
2007; KASEMODEL, 2012). Destes dois, definitivamente o DMF € o mais citado, por
isso esse solvente foi escolhido para a realizacdo dos experimentos. No entando, a
toxicidade desse solvente ndo costuma ser indicada nos trabalhos de biodegradacéo
de POPs, por isso realizou-se um ensaio de crescimento das bactérias
Sphingobacterium multivorum e Stenotrophomonas maltophilia sob diferentes
concentracbes do solvente DMF. O resultado desse experimento encontra-se na

Figura 2.24 abaixo:

A B
45 - 4 -
4 - 3,5 | A
=35 — 3 %
E 3 £
s c 25 —4—Controle
2,5
8 S 2 -.-1%
L 2 L
1,5 9
o - o~ 2%
g 15 87
1 - ——5%
05 - L7 . 0.5 10%
0 !"- n : ; 0 T T 1
0 10 20 30 0 10 20 30
Tempo (h) Tempo (h)

FIGURA 2.24: Curva de crescimento para as bactérias A) Sphingobacterium
multivorum e B) Stenotrophomonas maltophilia sob diferentes concentracdes do
solvente DMF (1, 2, 5 e 10% (V/V)).

Como pode ser observado na Figura 2.24, o solvente DMF apresentou
grau de toxicidade diferenciado para as duas bactérias testadas. Esse solvente a 5%
(v/v) foi muito mais toxico par a S. multivorum do que para a S. maltophilia. Para a S.
maltophilia a concentragdo de 5% de DMF apresentou um efeito inibitorio de 15%
em relagcédo ao controle em 24 h de experimento. Por sua vez, para a S. multivorum,
nas mesmas condicbes, o efeito inibitério foi de 76%. O DMF, no entanto,
apresentou efeito inibitorio superior a 90% para ambas as bactéria na concentracao

de 10% (v/v), indicando auto grau de toxicidade para essa concentracdo. Um
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resultado semelhante foi encontrado por Amin et al, (2010), num experimento para
compostos com efeito antibacteriano, onde o solvente DMF também foi testado para
a bactéria Staphylococcus capitis. Segundo esses autores, uma concentracao de 1,3
mol.L?, equivalente a 10% (v/v) de DMF matou 80% das bactérias, enquanto que as
concentracdes abaixo de 0,5 mol.L™ (4% v/v) apresentaram efeito inibitério menor
que 10%.

Por meio dos resultados apresentados para esse experimento optou-se
pelo uso de concentracdes ndo maiores que 2% (v/v) para o solvente DMF, evitando
assim o estresse e morte das bactérias devido ao seu efeito toxico. Geralmente os
experimentos de biodegradagdo apresentados na literatura n&o indicam a
concentracdo do solvente aplicada ao meio de cultura. Apenas um trabalho foi
encontrado para o qual o autor diz usar a concentracédo de 5% (m/v) de DMF para o
estudo da biodegradacao de pireno por Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa
(DAS e MUKHERJEE, 2007).

Outro fator que pode causar estresse e baixa viabilidade das bactérias
estudadas é a aplicacdo de altas concentracbes do proprio POP utilizado no
experimento de biodegradacdo. Segundo Kasemodel (2012), bactérias marinhas
selecionadas apresentaram baixa toleréncia a pesticidas clorados, sendo este um
critério para a rejeicdo destas bactérias no trabalho de biodegradacéo realizado pela
autora. Deste modo, nesse trabalho procurou-se estabelecer a melhor concentracao
a ser utilizada no experimento de biodegradacdo a partir de concentracdes
encontradas na literatura. Nesse caso, a faixa de 10 a 100 pg.mL™ foi selecionada
para essa avaliacao.

Para o estabelecimento da toxicidade dos compostos buscou-se,
entdo, um método que fosse rapido e de menor custo devido a necessidade de um
grande numero de experimentos a ser realizado para isso. Sendo assim, por meio
de uma busca a literatura, escolheu-se o meétodo fluorimétrico com o uso do
reagente resazurina para a determinagao do crescimento microbiano (MARISCAL et
al., 2009). Esse método foi escolhido, pois os experimentos sdo realizados em
placas de Elisa com capacidade para 96 amostras, 0 que permite a obtencao de um
grande numero de dados de crescimento com replicatas em um curto espaco de
tempo. A determinacdo da viabilidade celular com resazurina consiste basicamente
na transformacédo desse composto por meio de uma reacdo de reducdo para

resorufina (Figura 2.25) que é um composto com atividade fluorescente, quando
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excitado por uma fonte luminosa. Essa transformagé&o da resazurina para resorufina
esta diretamente relacionada a enzimas bacterianas presentes em células vivas e

pode, portanto, ser relacionado a viabilidade celular.

Células viaveis
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FIGURA 2.25: Figura representativa da reacdo da Resazurina a Resorufina em
presenca de células microbianas.

Para a realizacdo desse ensaio foi obtido inicialmente uma curva de
concentracdo da resazurina versus a fluorescéncia da resorufina com emissdo em
590 nm, onde se elegeu a concentracdo de 0,2 pg.mL™ como sendo a melhor
concentracdo a ser utilizada nos ensaios. A concentracdo de 0,2 pg.mL™, foi
selecionada por estar num ponto razoavelmente central da curva de calibracéo e
pertencer a uma faixa linear da mesma, conforme pode ser observado na Figura
2.26. A bactéria utilizada no experimento para a construcdo da curva foi a
Sphingobacterium multivorum que foi plagueada em placa de ELISA escura na
concentracdo 10° obtida a partir de um pré-indculo de 16 h. O volume total contido
nos pocos foi 200 pL (160 pL CN; 10 pL inéculo; 30 pL resazurina). O tempo de
crescimento foi de 48 h e a resazurina foi adicionada apenas 40 min antes da leitura,
ficando incubada junto as cepas na mesma temperatura de cultivo (28°C) em estufa
B.O.D.
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FIGURA 2.26: Fluorescéncia a 390 nm de uma cultura de bactérias de 48 horas de
crescimento com leitura em fluorimetro sob diferentes concentracées do composto
resazurina.

Uma vez estabelecida a curva de calibracdo, o método foi empregado
na avaliacdo do crescimento microbiano para a presenca dos POPs previamente
selecionados por categoria. Para esses experimentos foi eleito um POP de cada
classe quimica usado nesse trabalho, sendo eles 1,2,3,4-TCDD (classe das
dioxinas), 4,4’-Diclorobifenila (PCB 15 - PCBs) e Antraceno (HPAs) e avaliado em
quatro concentracbes diferentes dos mesmos (100, 50, 20 e 10 pg.mL™). O
experimento foi realizado para as bactérias S. multivorum e S. maltophilia em
quadruplicata, contando também com um controle positivo de morte, o qual consistia
na submissdo das cepas ao antibiético tetraciclina na concentracéo de 0,5 mg.mL™,
e um controle negativo, no qual as cepas se encontravam em meio contento DMF a
2% (v/v). O resultado do experimento se pode ser visualizado nas Figuras 2.27 A-C
e 2.28 A-C.
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FIGURA 2.27: Ensaio de viabilidade celular para a bactéria Sphingobacterium
multivorum frente a A) dioxina; B) PCB e C) HPA, respectivamente.
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FIGURA 2.28: Ensaio de viabilidade celular para a bactéria Stenotrophomonas
maltophila frente a A) dioxina; B) PCB e C) HPA, respectivamente.

Como podem ser observados nas Figuras 2.27 e 2.28, 0s experimentos
apresentaram coeficiente de variagdo superior a 15% e irregularidades em relacdo
as concentracdes utilizadas, por isso nao foi possivel determinar a toxicidade dos
POPs para as bactérias por meio deste ensaio. Isso se deve provavelmente a baixa
solubilidade dos compostos que leva a um espalhamento de forma irregular do feixe
luminoso, gerando uma leitura imprecisa e inexata das culturas. Apesar desse
resultado, e do fato da resazurina ndo ser um composto toxico para as bactérias,
cada um dos pocos usados no ensaio foi plaqueado em caldo nutriente &gar, para
averiguar por meio desse teste a viabilidade celular em relacdo as diferentes
concentracfes. Com pode ser visto nas Figuras 2.29 e 2.30, mesmo permanecendo
48 h em contato com os diferentes POPs, nenhuma das bactérias estudadas deixou
de apresentar crescimento nas placas. Deste modo, deduziu-se que nenhuma das
concentracbes aplicadas nesse ensaio foi efetivamente toxica aos micro-
organismos. Para os experimentos de degradacdo, portanto preferiu-se usar a
concentracdo de 50 pg.mL™?, a qual foi com frequéncia usada nesse tipo de ensaio
(NAM et al., 2006; Kasemodel 2012; GAO et al., 2013).
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FIGURA 2.29: Bactéria Sphingobacterium multivorum crescendo em &gar nutriente
depois de ter sido submetida ao crescimento em meio caldo nutriente contendo
diferentes concentracdes de A) 1,2,3,4-TCDD, B) PCB 15 e C) antraceno.

FIGURA 2.30: Bactéria Stenotrophomonas maltophila crescendo em agar nutriente
depois de ter sido submetida ao crescimento em meio caldo nutriente contendo
diferentes concentragdes de A) 1,2,3,4-TCDD, B) PCB 15 e C) antraceno.

2.4.1.2 - Screening inicial das bactéria associadas a D. speciosa — Pré

ensaio de biodegradacéao

Complementar ao ensaio de crescimento celular na presenca da
resazurina, foi realizado um screening inicial de biodegradacdo das bactérias por
meio de uma pré-extracao e leitura no GC-MS de culturas de 96 h submetidas aos
compostos POPs investigados. Para esse experimeto, no entanto, os compostos
antraceno e 1,2,3,4-TCDD, foram substituidos por fenantreno e dibenzofurano, que
séo usualmente considerados compostos menos toxicos (DAVY, 2004; BAMFORTH
e SINGLETON, 2005; LACERDA e ROSE, 2016). Essa substituicdo foi uma
estratégia especialmente importante para a dioxina, pois nesse caso, ao utilizar-se

um analago para a mesma, evitou-se uma maior exposi¢cdo e geracao de residuo
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desse composto, sendo o congénero 1,2,3,4-TCDD o composto mais toxico de todas
as substancias utilizadas nesse trabalho.

Para esse ensaio, foram utilizadas onze cepas de espécies diferentes,
as quais foram avaliadas quanto ao crescimento e a capacidade de degradacao dos
POPs. Também foram investigados meios de cultura diferentes: YNB contendo
glicose a 2% (m/v) e um Meio Salino conforme citado no item 2.3.2 desse trabalho.
Aliquotas de 5 mL de amostra contendo inicialmente 50 pg.mL™ de cada composto,
foram extraidas 3 vezes com acetato de etila, apdés um periodo de crescimento de
96 h. Controles contendo meio de cultura acrescido dos compostos sem a presenga
de bactérias também foram preparados para o acompanhamento de possiveis das
perdas ambientais. Cada um dos extratos teve seu volume aferido para 25 mL em
baldo volumétrico e uma fracdo de cada amostra foi separada para a leitura no GC-
MS. O crescimento microbiano foi acompanhado pela leitura em espectrofotometro a
600 nm tendo o meio de cultura isento de bactéria como branco. Os resultados dos

experimentos se encontram ilustrados nas Figuras 2.31 a 2.34.
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FIGURA 2.31: Densidade 6tica a 600 nm das culturas bacterianas cultivadas por 96
h na presenca de POPs em meio YNB.

79



15 1 = Controle DMF 1%
= Fenantreno 50 pg ml-1
! W PCB 15 50 pg ml-1
1,1 - B Dibenzofurano 50 pg ml-1

DO (600 nm)
(=]
~

0,5 4
0,3 -
0,1 -
-0,1 - N 5 QD & > o
F ¥ F S S S S
Q o}’b 6\ - S (\'p O 0 0° (\'b &
o I\ © N <& & & S &
o 4 ) N @ s ) o~ & @
Qo Q A\ () > & <
(8) ) o & <& & & > © &
& \b c:,(" <& > o (8) ae) & - >
) o > & N o & ° & X
has o 2
5-?})2) S:*' ((‘OQ \é\ 06‘0 < \}bo @Q‘a 0606\ Q° é‘
Q Q © & & S F < 2 o
QI\) qé? © Q
<&
< N 8
N &
R 5

FIGURA 2.32: Densidade 6tica a 600 nm das culturas bacterianas cultivadas por 96
h na presenca de POPs em Meio Salino.
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FIGURA 2.33: Porcentagem de recuperagédo dos POPs em relacdo ao controle em
culturas de 96 h em meio YNB (* significa diferenca estatista, p< 0,05, em relag&o ao
controle).
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FIGURA 2.34: Porcentagem de recuperacdo dos POPs em relacdo ao controle em
culturas de 96 h em Meio Salino (* significa diferenca estatista, p< 0,05, em relacdo
ao controle).

As Figuras 2.31 e 2.32 mostram que o0 meio salino ndo favoresceu o
crescimento das bactérias, pois uma DO menor foi encontrada em comparacao ao
crescimento no meio YNB. Como pode ser visto, a DO foi também mais alta para o
meio contendo POPs em relacdo ao controle (meio sem POPs) na maioria dos
experimentos, sendo muito mais alta principalmente no meio contendo o PCB 15.
Isso ocorreu devido a baixa solubilidade desses compostos em meio de cultura.
Desse modo, a existéncia de POPs no estado precipitado (ou na forma coloidal) no
meio de cultura contribuiu para uma maior turbidez do meio e um maior do valor de
DO. Assim, esse método de leitura da viabilidade microbiana ndo se caracteriza
como um bom método para a determinacdo do crescimento celular nesse estudo,
tendo em conta que os compostos estudados sdo extremamente hidrofobicos.
Sendo assim, para outros experimentos com POPs, somente a viabilidade a partir da
UFC passou a ser utilizada. A inoculacdo a partir do pré-inéculo, no entanto,
continuou sendo feita por meio da leitura prévia da DO, tendo em vista que, nesse
caso, o método de densidade 6tica se torna valido, ja que o pré-indculo ndo contém
compostos insoluveis.

As Figuras 2.33 e 2.34 apresentam o resultado obtido a partir da
recuperacdo dos compostos nos diferentes meios comparado ao controle que
representou 100% de recuperagdo. Nesse ensaio, a maioria das bactérias
apresentaram algum potencial para a degradacdo dos compostos chegando a
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degradacéo de 18% para o fenantreno, 27% para o PCB 15 e 83% para o
dibenzofurano. Em ambos os meios de cultura o fenantreno mostrou diminuicao de
concentracdo com significancia estatistica em relacdo ao controle para todas as
cepas inoculadas. O PCB 15, por outro lado, apresentou diminuicdo de
concentracdo com significancia estatistica em relagdo ao controle para todos as
bactérias somente no meio salino. Ja as bactérias que mais influenciaram na
degradacéo do dibenzofurano foram a P. putida, a B. gladioli, a P. chlororaphis e a
S. maltophilia.

2.4.2 - Extracao dos POP’s do meio de cultivo

2.4.2.1 - Ensaio do solvente de extrac&o

Na literatura pelo menos trés solventes sao citados para a extracado de
POPs do meio de cultura sendo o: hexano, diclorometano e acetato de etila
(JOHNSEN e KARLSON, 2004; JUHASZ et al., 2000; SINGH et al, 2015; WANG et
al., 2016) . Desses trés, os dois ultimos sdo os mais comuns, sendo o acetato de
etila preferido em muitos casos devido a possibilidade ndo sé da extracdo dos
POPs, mas também dos seus metabdlitos. Moody et al., (2001) utilizou acetato de
etila para extrair os HPAs fenantreno e antraceno do meio de cultura contendo
Mycobacterium sp. Metabdlitos como 6,7-benzocumarina, 9,10-antraquinona, acido
1-hidroxinaftoico e &cido ftalico, entre outros foram extraidos juntamente com o0s
HPAs. Wilkes et al., (1996) ao utilizar acetato de etila para extrair dibenzofurano
clorados e dibenzo-p-dioxinas do meio de cultura contendo Sphingomonas sp.
extrairam também salicilatos e catec6is mono- e diclorados.

Devido ao acetato de etila e o dicloro metano serem os solvente mais
citados, esses dois foram avaliados quanto a sua capacidade de extracdo do
antraceno, do PCB 15 (4,4’-dicloro-bifenila) e Dibenzofurano. A Tabela 2.11

apresenta o resultado para as extracdes em triplicata.
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TABELA 2.11: Média da areas dos picos cromatograficos dos POPs extraidos com
acetato de etila e diclorometano.

Acetato de Etila Diclorometano
Média CV (%) Média CV (%)
Fenantreno 1010108,00 4,91 1075847,00 1,70
PCB 15 393545,30* 8,51 4736688,00* 2,97
Dibenzofurano 968620,00 2,58 94,7811,30 1,88

*diferenca estatistica entre as extracdes para os diferentes solventes (p<0,05)

Como pode ser observado na Tabela 2.11, o resultado das extracdes
apresentaram dados significativamente diferentes apenas para o composto PCB 15,
para o qual o diclorometano apresentou uma extracdo um pouco superior em
relacdo ao acetado de etila. Porém a média geral entre as extracdes para 0S
diferentes solventes mostra que o coeficiente de variacdo foi apenas de 11, 42%, o
gue nao representou uma diferenca muito grande em relacdo aos dois solventes.
Desse modo, o acetato de etila foi escolhido como solvente de extracdo devido a
pelo menos trés motivos principais sendo: i) esse solvente possibilita uma extragéo
mais facil, ja que fica na fase superior do frasco usado no cultivo facilitando a sua
recuperacado, que € feita por meio de pipeta de Pasteur, ii) esse solvente possibilita
também a extracdo de metabdlitos mais polares, como ja foi dito anteriormente e iii)
esse solvente ndo é constituido por moléculas cloradas e se trata, portanto, de um
solvente menos prejudicial ao meio ambiente, além de ser menos toxico as pessoas

gue o manipulam.

2.4.2.2 — Validacdo do método de extracdo com acetato de etila

O primeiro ensaio de recuperacdo dos POPs em meio de cultura foi
realizado por meio de uma extracdo simples, feita pelo método de extracéo liquido-
liquido, cujo procedimento esta presente na maioria dos artigos que tratam da
extracdo destes compostos em meio de cultura (KELLEY e CERNIGLIA, 1991;
HONG et al., 2004; SWAATHY et al., 20014; WANG et al, 20016). No entanto, como
pode ser visto na Tabela 2.12, ndo foi possivel obter uma boa recuperacéo, pois a
porcentagem de recuperacgdo diferiu muito entre os pontos testados (alto, médio e
baixo = 11,50 e 0,60 pug.mL™, respectivamente). A partir desse resultado, fez-se um

teste de recuperacdo apenas para a solucdo de concentracdo média, onde se
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extraiu 0S compostos por etapas, isto é, separou-se por centrigugacdo o meio de
cultura da biomassa bacteriana. Como pode ser observado na Tabela 2.12, no caso
da extracdo por etapas, obteve-se uma melhor recuperacdo dos compostos, com
excecdo do antraceno. Numa nova tentativa de se melhorar a extracao adicionou-se
mais uma etapa a esse procedimento, onde além da centrigugacdo e extracdo de
cada parte separadamente, a fracdo dos micro-organismos em acetato de etila foi
agitada por meio de um equipamento do tipo Turax. Nesse caso, 0 experimento foi
repetido para todos as concentracdes de validacao analitica (baixo, médio e alto). O
resultado final foi a obtencdo de uma recuperagcédo superior a 90% para todas as
concentracdes de fenantreno e pireno investigadas. Ja em relagdo ao antraceno, é
notavel que houve melhora para as concentacbes meédias e alta (5,11 e 11,23
ng.mL™), porém a menor concentracdo (0,62 pg.mL™) continuou com recuperacéo

inferior, mesmo com a aplicacédo desse ultimo método.

TABELA 2.12: Recuperacédo para diferentes formas de extracdo de HPAs em meio
fortificado com trés diferentes concentragdes*.

Extragdo liquido- Extragdo fracionada Extragdo fracionada
Amostra liquido (ponto central) (Turax)
fortifica_da Recuperagao cv Recuperagao cv Recuperacao
lbg.mL") (%) O
Fenantreno
0,62 102,70 0,70 96,80 2,21
5,14 76,78 3,22 94,09 4,37 92,69 4,37
11,31 62,38 0,88 97,13 2,13
Antraceno
0,61 88,91 2,72 73,01 0,76
511 54,09 5,44 65,44 7,40 92,70 2,24
11,23 42,88 1,53 100,84 0,43
Pireno
0,62 106,37 0,64 93,64 2,36
5,13 56,54 1,99 93,26 6,37 91,73 9,55
11,29 39,30 1,85 101,31 2,35

*valores correspondentes a média de triplicatas; CV = coeficiente de variagao.

Visto que as extracbes, ap0s a separacdo por -centrifugacao,

apresentaram melhor recuperacao, procurou-se investigar qual a fracdo de extrato
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apresentava a maior concentracdo dos compostos. Como pode ser observado na
Tabela 2.13, esse experimento mostrou que mais de 99% da massa dos compostos
€ extraida diretamento do pellet de micro-organismos precipitado pela centrifugacao.
Logo, conclui-se que essa € a fracdo mais importante da extracdo, muito
provavelmente devido a baixa solubilidade desses compostos em meio de culturas
que quando centrifugados tendem a precipitar juntamente com as bactérias e/ou
adsorver na superficie celular. Desse modo, ficou evidente a necessidade da
centrifugacédo do meio de cultura para a obtencdo de uma melhor recuperacdo dos
compostos na etapa de extragcdo, pois nesse caso, a precipitacdo dos POPs junto a
matriz bioldégica permite uma extracdo mais direta, o que contribui para se evitar

perdas.

TABELA 2.13: Recuperacdo dos HPAs em fracBes diferentes do ambiente de
crescimento microbiano.

Fenantreno Antraceno Pireno
Recuperacdo RSD Recuperagcdo RSD Recuperacéao RSD (%)
(%) (%) (%) (%) (%)
Vidro 0,01 9,44 0,01 12,35 0,02 17,22
Meio 0,18 2,75 0,01 5,16 0,09 4,16
Bactérias 99,81 19,11 99,99 25,38 99,89 9,76

Vidro = tubo de cultivo; Meio = meio de cultivo; Bactérias = pellet de bactérias S. maltophilia
precipitado por centrifugacao.

Uma vez definido que a etapa de extracdo necessitava de um
fracionamento do cultivo bacteriano e uma maior atencdo em relacdo a fracédo
contendo a biomassa bacteriana, procurou-se substituir o Turax por um meio de
agitacdo do pellet microbiano menos trabalhoso, jA& que essa etapa deveria
contemplar um grande nimero de amostras. A solugdo encontrada, nesse caso, foi 0
uso do ultrassom por 10 min, 0 que garantiu eficiéncia de extracdo superior a 90%
dos compostos investigados, exceto para a 1,2,3,4-TCDD que apresentou

recuperagdo proxima a 70%, como pode ser observado na Tabela 2.14.
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TABELA 2.14: Recuperacdo da extracdo dos POPs para trés concentracdes da
curva analitica.

HPAs Compostos clorados
Fortificacdo  Sol. 25 mL Rec* CV % | Fortificagdo Sol. 25 mL Rec* CV %
(H9) (ug_m{l) (Hg) (ug_m{l)
Fluoreno PCB 1
25,08 1,00 9986 164 25,39 1,02 99,48 0,73
125,40 5,02 102,37 1,96 126,95 5,08 96,66 0,17
250,80 10,03 104,98 0,78 253,90 10,16 101,57 0,82
Fenantreno PCB 15
25,04 1,00 9454 092 25,09 1,00 104,64 0,89
125,19 5,01 97,81 1,79 125,45 5,02 100,41 0,47
250,37 10,01 99,11 0,96 250,90 10,04 104,32 0,47
Pireno 1,2,3,4-TCDD
25,04 1,00 9255 163 25,04 1,00 66,79 1,93
125,20 5,01 9323 186 125,20 5,01 74,96 1,06
250,40 10,02 9496 084 250,40 10,02 74,88 1,78

Sol = solucdo; Rec = Recuperacdo — *Média de triplicatas; CV = coeficiente de variacdo

Como pode ser observado na Tabela 2.14, ndo houve desvios abaixo
ou acima de 15% entre os pontos baixo, médio e alto, conforme recomendado pela
legislacdo da Anvisa Resolucdo RDC N° 166/2017, para nenhum dos compostos
com o qual o meio foi fortificado. Desse modo, 0 método de extracdo por meio da
separacédo das bactérias por centrifugacdo e extracdo das fracdes (frasco de cultura,
biomassa microbiana e sobrenadante) caracterizou-se como um método adequado

de extracao, tanto para os HPAs, quanto para os POPs clorados.

2.4.3 - Otimizacao das condi¢cdes cromatograficas

2.4.3.1 - Separacdo cromatografica

A coluna selecionada para a analise dos POPs foi a DB-5 Ul (30 m x
0,25 mm x 0,25 um) da Agilent. Essa coluna caracteriza-se como uma coluna do tipo
capilar feita a partir de silica fundidas com fase estacionaria dimetilpolisiloxano
substituida em 5% com grupos fenil. Swaathy et al. (2014) utilizaram uma coluna
HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0.25um) para a analise de antraceno no processo de
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degradacéao por Bacillus licheniformis. Wang et al. (2016), utilizou a coluna HP-5 (30
m x 0.32 mm x 0,25 ym) para o experimento de biodegradacdo de 3,3',4,4’-
tetraclorobifenil por Sinorhizobium meliloti. Lin et al. (2014b), trabalharam com a
coluna capilar DB-5MS (60 m x 0.25 mm x 0,25 pum) para a analise da
biodegradacdo de pibenzo-p-dioxinas policloradas por Pseudomonas mendocina.
Apesar de possuirem nomes comerciais diferentes essas colunas sdo todas
analogas, possuindo em comum fase estacionaria dimetilpolisiloxano substituida em
5% com grupos fenil. A coluna utilizada nesse experimento, no entanto, possui ainda
um diferencial, trata-se de uma coluna Ul, ou seja, ultra-inerte. Isso significa que na
fase de fabricacdo essa coluna passou por um processo quimico que garante a
supressdo de grupos silandis livres proveniente da silica fundida, os quais podem
interferir na analise de compostos reativos levando a diminui¢do da sensibilidade.
Uma vez definida a coluna que seria utilizada na analise, preparou-se
uma solucdo padrédo de cada um dos compostos para a otimizagdo da separacao
cromatografica. Os compostos utilizados foram antraceno, fenantreno, fluoreno, PCB
1, PCB 3, PCB 15 e 1,2,3,4-TCDD, sendo os compostos antraceno e PCB 3 usados
como padréo interno (um representante dos HPAs e outro representante dos
compostos clorados, respectivamente). Para a otimizacdo da separacao
cromatogréafica uma solucéo Unica com concentracdo 1 pg.mL™ para todos os POPs
foi preparada e analisada no GC-MS a partir de uma rampa de temperatura com
velocidade de 15 °C.min™. O fluxo do gas Hélio foi mantido em 1,2 mL.min™, o que
se caracteriza num fluxo ideal para manter a velocidade linear préxima a 40 cm.seg
! velocidade essa que de acordo com a lei de van Deemter (relativa a viscosidade
do gas de arraste hélio) leva a uma menor altura do prato tedrico (KARASEK e
CLEMENT, 1988; BARTLE e MYERS, 2002). Como pode ser visto na Figura 2.35,
esse gradiente de temperatura e velocidade de fluxo ndo foram favoraveis a
separacdo dos compostos antraceno e PCB 15, os quais coeluiram no tempo de
retencdo de 11,35 min. Deste modo, novos parametros para o gradiente de
temperatura e fluxo foram investigados. As melhores condi¢cbes de andlise foram
encontradas para uma velocidade de aquecimento de 23 °C.min™ no inicio da rampa

de temperatura e um fluxo constante de gas Hélio de 1,0 mL.min™.
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FIGURA 2.35: Exemplos de andlises para otimizacdo da separacdo cromatografica
dos padroes.

O tempo total da andlise foi de 11,7 min e a separacdo de todos o0s
compostos pode ser observada na Figura 2.36. Nessa analise observou-se
claramente que a separacao foi regulada, em grande parte, pela massa molar dos
compostos, sendo que os compostos de menor massa foram os primeiros a serem
eluidos (1 —» PCB 1 = 188,0 g.mol*; 8 — 1,2,3,4 — TCDD = 322,0 g.mol?). A
separacao também foi regulada pelo nimero de anéis presente no composto. Isso
se deve a uma maior interacdo do tipo m-m com o0s substituintes fenil da fase
estacionaria, nesse caso, o pireno (202,0 g.mol™) acabou tendo maior retencéo que
0 PCB 15 (222,0 g.mol™), mesmo tendo massa molar menor.
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FIGURA 2.36: A) Separacao cromatografica dos padrées em coluna DB-5 Ul (30 m x
0,25 mm x 0,25um) J&W Scientific Agilent ; B) Nome e estrutura dos respectivos
padrées analisados.

2.4.3.2 - Método guantititativo

Apbs a otimizacdo da separacdo cromatografica por meio do método
Full Scan (método de varredura total de ions), um método mais seletivo foi utilizado
para a realizacdo da analise quantitativa. O método selecionado foi 0 método SIM
(Selected ion monitoration), porém o método SRM (Single Reaction Monitoring)
também foi avaliado (Tabela 2.15). Esse Ultimo método apesar de ser 0o mais
seletivo que o primeiro apresentou uma menor sensibilidade para os compostos

7

estudados. Essa diminuicdo de sensibilidade € muito problematica principalmente
para os compostos de maior massa molar e altamente halogenados. Ao serem
realizadas as analises nesse trabalho foi possivel perceber que a diminuicdo da
sensibilidade esta relacionada também a uma diminuicdo da faixa linear da curva de

calibracéo, o que acaba limitando a analise.
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TABELA 2.15: ions selecionados no modo SIM e no modo SRM para a quantificagcéo
e identificagéo dos compostos estudados.

Modo SIM Modo SRM
: fon ] .
lon A lon lon . N
. o referéncia o . . - lon referéncia
guantificacdo 1 referéncia 2 | quantificacéo
Fluoreno 165,0 166,0 82,0 ——
Fenantreno 178,0 176,0 152,0 178,0 152,0
Antraceno 178,0 176,0 152,0 178,0 152,0
Pireno 202,0 200,0 101,0 202,0 151,0
PCB 1 188,0 152,0 76,0 188,0 152,0
PCB 3 188,0 152,0 76,0 188,0 152,0
PCB 15 222,0 152,0 224,0 222,0 152,0
1,2,3,4-TCDD 322,0 320,0 257,0 322,0 258,0

Como pode ser observado na Tabela 2.15, o ion de quantificacao
escolhido para ambos os métodos para quase todos 0s compostos (com excecao do
fluoreno) foi o ion molecular. Isso ocorreu porque esses foram os sinais de maior
intensidade (picos base). Como os compostos trabalhados sdo todos aromaticos,
esses caracterizam-se por ser altamente estaveis e compostos de dificil
fragmentacdo. Assim, ocorre uma predominancia do ion molecular em detrimento
dos outros ions. A alta estababilidade desse tipo de composto também foi
observado por Veyrand et al. (2007). Segundo esses autores compostos como 0s
HPAs apresentam fragmentacao dificil mesmo sob drasticas condi¢des de ionizacgéo.
A fragmentacdo de HPAs por ionizacdo eletrbnica leva quase exclusivamente a
formacdo do ion molecular (M*). Além disso, outro jon comumente formado s&o
aqueles com nimero de massa [M—2H]"". Desse modo, esse fator além de interferir
no tipo de ion formado acaba por interferir também na sensibilidade da andlise, por
diminuir a quantidade de ions que chegam ao detector.

Os espectros para os compostos estudados encontram-se nas Figuras
2.37 a 2.39. A Figura 2.37 A, B e C apresenta os espectros para os PCBs. A Figura
2.38 A, B, C e D tras os espectros para os HPAs e a Figura 2.39 o Espectro para a

dioxina.
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FIGURA 2.37: Espectros de massa obtidos no modo Full Scan para A) PCB 1, B)
PCB 3 e C) PCB 15.
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FIGURA 2.38: Espectros de massa obtidos no modo Full Scan para A) Fluoreno, B)
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FIGURA 2.39: Espectros de massa para a 1,2,3,4-TCDD.

A Figura 2.37 que apresenta o0 espectro para os PCBs, indica a perda
de um atomo de cloro para os isbmeros de posicdo PCB 1 e PCB 3 (em A e B)
levando a formagao do ion com m/z 152,0 que é derivado do ion molecular com m/z
188,0. Ja para o PCB 15 (em C) ocorre a perda de dois atomos de cloro, passando
de m/z 222,0 diretamente ao ion mais estavel com m/z 152,0. Os HPAs, na Figura
2.38, mostram a formacédo de ions bem menos intensos a partir da fragmentacéo do
ion molecular. Isso se deve a grande estabilidade dos anéis aromaticos, para 0s
quais nao existe nenhum substituinte capaz de gerar fragmentos com maior
estabilidade do que aquela apresentada pelo ion molecular. Ja a dioxina, Figura
2.39, mostra claramente a perda de pelo menos um atomo de cloro do ion m/z 322,0
para o m/z 287,0. O fragmento com m/z 259,0 e 251,0 ainda permacem com trés
atomos de cloro, equanto que o fragmento com m/z 194,0 apresenta apenas dois
atomos de cloro ligado a estrutura. Esse fato € comprovado pelo padréo isot6pico
apresentado por substituintes cloro cuja intensidade e niamero de sinais é regulado
pelo numero de halogénios ligado a estrutura carbbnica. Esse perfil padréo para os

atomos de cloro pode ser visualizado na Figura 2.40.
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FIGURA 2.40: Padrdo isotopico observado para fragmentos contendo de 0 a 5
atomos de Cloro. (Fonte Wellington labs, 2012-2014).

2.4.3.3 - Validacédo do método cromatografico

A validacdo do método quantitativo foi desenvolvida observando
parametros como, linearidade da curva, limite de quantificacdo (LQ) e limite de
deteccdo (LD), precisdo e exatidao inter- e intradia. Os primeiros parametros a
serem determinados foram os LQ e LD para todos os compostos, 0s quais foram
estabelecidos por diluicbes sucessivas da solucdo dos padrdes. A relagdo sinal/ruido
foi utilizada como critério para a obtencéo dos valores, sendo que o LQ deve ter um
S/R igual a 10 e 0 LD um S/R igual a 3. A Tabela 2.16, descreve o resultado
experimental encontrado para cada um dos parametros analizados e a Figura 2.41
ilustra um sinal representativo para LQ e LD do composto Pireno, obtido nesse
experiento. Como pode ser observado na Tabela 2.16, os valores de LQ e LD
obtidos estdo todos na ordem de ng. mL™, mesmo sendo utilizado o modo de injecéo
do tipo divisdo de fluxo (split). Sendo assim, pode se deduzir que, se for necessario
a analise de amostras extremamente diluidas, os valores de LQ e LD poderao ser
ainda menores pelo uso do modo de injecao splitless, o qual se caracteriza pela
analise integral da amostra injetada no cromatografo. Esse método € comumente
utilizado para analises ambientais (analises de matrizes como agua e solo), para as

quais o analito se encontra a nivel traco, necessitando de uma maior sensibilidade
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do equipamento (MEZCUA et al., 2004). Além disso, outro fator que limita o valor de
LQ e LD é o volume de injecdo. Nesse trabalho o volume de injecédo foi de 1 uL, o
gue pode ser considerado como um volume bastante baixo tendo em vista outros
trabalhos presentes na literatura que usam desde de 2 até 5 uL (ROSE et al., 2007,
GAO, et al., 2013). Mesmo com a injecdo de um volume baixo de amostra, o limite
de detecgdo obtido para esse método foi menor que 3,30 ng.mL™, enquanto Rose et
al., (2007) ao injetar 5 uL de amostra que era extrato de Oleos contendo HPAs

obtiveram limites de detec&o que chegou a 2 ng.mL™.

TABELA 2.16: Limites de quantificacdo e detec¢éo para o modo SIM.

Fluoreno Fenantreno Pireno
LQ (ng.mL™) 4,11 3,07 1,81
LD (ng.mL™) 1,46 1,45 0,72
PCB 1 PCB 15 1,2,3,4-TCDD
LQ (ng.mL™) 4,03 3,02 8,80
LD (ng.mL™) 1,43 1,81 3,30
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FIGURA 2.41: A) limite de quantificacdo e B) limite de detec¢éo para o pireno.

95



A curva de calibragdo (faixa linear de trabalho) foi definida desde

valores acima de 20% da concentracdo maxima que seria aplicado nos experimento

de biodegradacéo (12 pg.mL™), até valores de 0,2% (0,2 ug.mL™). No entanto, essa

curva ndo apresentou boa linearidade em toda a sua extencéo, deste modo a faixa

linear de trabalho foi estabelecida para concentracdes entre 12 até 0,5 pg.mL™. Com

esse novo intervalo, obteve-se excelente correlacdo entre a area do pico e as

concentragbes nominais, obtendo-se melhores valores de exatiddo e precisdo. A

exatiddo e precisdo para os pontos das curvas analiticas podem ser observadas
nas Tabelas 2.17 e 2.18.

TABELA 2.17: Exatiddo e precisdo da faixa linear de trabalho para os HPAs em
solvente acetato de etila.

Fluoreno Fenantreno Pireno
(uzc.’n'lﬁ'-l) ':"Aégli/‘:‘ CV% Exatiddo % (@?gi'.l) 'l"igli/‘:‘ CV% Exa,f/iodéo (pcg]?r':]i'.l) Eﬂigli/‘:‘ CV% Exas/iodéo

0,5 0,32 0,88 98,4 0,5 045 0,85 94,7 0,5 051 1,11 104,6
1,0 063 1,12 99,3 1,0 09 0,72 97,6 1,0 1,00 1,26  100,6
2,1 1,27 1,42 100,6 2,0 1,82 0,84 100,4 2,0 2,01 080 998
41 2,52 0,65 100,8 4,1 3,65 0,57 101,4 4,0 4,07 052 100,6
6,2 3,75 0,93 99,9 6,1 539 0,59 100,2 6,0 6,05 026 99,5
8,2 498 0,65 99,7 8,2 7,18 042 100,2 8,1 8,10 1,57 99,8
10,3 6,20 0,29 99,5 10,2 8,89 0,44 99,3 10,1 10,05 0,64 98,9
123 751 047 100,4 123 10,75 0,71 100,2 121 12,30 0,80 100,9

R2 = 0,9999 R2 = 0,9999 R2 = 0,9998

* média de triplicatas da area do padrdo pelo padréo interno; CV% = coeficiente de variacao; R? =
coeficiente de determinagéo.
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TABELA 2.18: Exatidao e precisdo da faixa linear de trabalho para os POPs clorados
em solvente acetato de etila.

PCB 1 PCB 15 1,2,3,4-TCDD
0,5 0,47 0,89 101,5 0,5 0,41 0,95 108,9 0,6 0,21 0,73 106,2
1,0 0,94 0,71 100,0 1,0 0,82 0,61 102,3 1,1 0,41 1,72 100,9
2,0 1,90 0,46 101,0 2,0 1,66 0,72 100,7 2,2 0,83 0,71 99,6
4,0 3,78 0,38 100,5 4,0 3,34 0,38 100,0 4.4 1,68 0,28 99,5
6,0 5,62 0,33 99,5 6,0 4,95 0,62 98,2 6,6 2,52 0,87 99,1
8,1 7,57 0,62 100,5 8,0 6,72 0,94 99,7 8,8 3,42 2,19 100,6
10,1 9,40 0,50 99,9 10,1 8,37 0,59 99,2 11,0 4,24 0,32 99,6
12,1 11,36 0,52 100,6 12,1 10,24 0,51 101,1 13,2 512 0,88 100,3
Rz =0,9999 Rz =0,9997 Rz =0,9999

* média de triplicatas da area do padrdo pelo padré@o interno; CV% = coeficiente de variacao; R? =
coeficiente de determinagéo.

Como pode ser visto, todos os pontos para as 6 cuvas analiticas
construidas em solucdo, a partir da diluicdo da solugcdo de trabalho apresentaram
exatiddo proxima a cem por cento, com coeficientes de variacdo menores que 3%.
Com esse resultado, restou saber se haveria algum efeito de matriz para esse
método a partir da injecdo de todos os pontos da curva preparados diretamente no
extrato do meio de cultura. A Tabela 2.19 apresenta a razdo entre o coeficiente
angular da curva no solvente e o coeficiente angular da curva na matriz. Como pode
ser visto, todas as razdes entre coeficientes mostram que o0s desvios néo
ultrapassam o valor de 6%, podendo ser considerados erros aleatorios. Isso fica
também muito claro quando as duas curvas, matriz e solvente, sdo sobrepostas
(Figuras 2.42). Desse modo, pode se concluir que esse método ndo apresenta efeito
de matriz, podendo a quantificacdo ser realizada através de curvas em solucéo. Por
isso, 0 restante da validagcédo foi realizada apenas para a padrdes preparados no

solvente.
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TABELA 2.19: Razéo entre o coeficiente angular da curva na matriz e a curva no
solvente.

Coeficiente angular Coeficiente angular Razéo asqy

curva na matriz curva no solvente € Amat
Fluoreno 0,61198 0,60520 1,01
Fenantreno 0,85790 0,87294 0,98
Pireno 0,95151 1,01115 0,94
PCB 1 0,92039 0,93496 0,98
PCB 15 0,81808 0,84378 0,97
1,2,3,4-TCDD 0,37737 0,38855 0,97
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FIGURA 2.42: Curva de calibracdo em solvente e na matriz para os POPs: A)
Fluoreno, B) Fenantreno, C) Pireno, D) PCB 1, E) PCB 15 e F) 1,2,3,4-TCDD.

E importante destacar que essa validacdo ndo foi a Unica realizada
para esses compostos. A primeira validacdo ndo foi bem sucedida devido a uma
perda de sensibilidade que foi observada entre os dias sucessivos de analise. Uma
investigagdo do problema na literatura (MEYER et al. 2007), revelou que essa
guestao esta relacionada a uma adsorcdo dos compostos em diferentes setores do
cromatografo a gas como no liner do injetor e prépria na coluna analitica utilizados.

Segundo Meyer et al. (2007), a adsor¢ao ocorre em regides reativas presente na
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silica que é o principal constituinte desses materiais. Os autores observaram que
qguando liners comuns (sem desativacdo prévia) sdo usados no equipamento de GC
ocorre perda de sensibilidade no sinal de HPAs como consequéncia de adsorcdo
nesse material. Como pode ser observado na Figura 2.43 a adsorcdo dos
compostos no liner e coluna levou a um severo decaimento na area do pico dos

compostos fenantreno e antraceno, nos periodos inter-dia de analise.

(x1,000,000)
15] 1 2
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FIGURA 2.43: Decaimento dos picos do fenantreno (1) e antraceno (2), nos trés dias
ndo consecutivos de validagéo interdia do método analitico (dia 1 — preto; dia 2 —
rosa; dia 3 — azul).

Como consequéncia dessa adsorcdo dos compostos, as primeiras
curvas trabalhadas para os POPs ndo apresentaram boa linearidade. Deste modo,
liners inertes e também uma coluna Ul (ultra inerte) foram adquiridos e avaliados
para a correcdo desse problema. A Tabela 2.20 apresenta os valores de coeficiente
de variacdo e exatidao para os métodos obtidos para a coluna Rtx-5ms (Restek) e
para a coluna DB-5 Ul (Agilent), para o composto pireno. A analise dos dados
obtidos para o primeiro método, na coluna sem desativacdo, revelou uma acentuada
tendéncia de dispersédo na precisdo (CV%) e exatiddo dos métodos. Por outro lado,
a variacdo dos valores de exatiddo foi bem mais aleat6ria para os pontos da curva

estabelecidos por meio do liner e coluna inertes.
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TABELA 2.20: Exatiddo e coeficiente de variacdo calculados para as curvas
analiticas do pireno obtidos por liner e coluna comuns e liner e coluna inertes.

Rtx-5 e liner comum

DB-5 Ul e liner ultrainerte

(:;;“L‘_’l) Média  CV%  Exatiddo % (:::t:l?l) Média  CV% E“;"“
0,5 0,77 3,53 110,4 0,5 051 111 1046
1,0 1,52 0,03 98,4 1,0 1,00 1,26  100,6
2,0 3,08 3,27 94,4 2,0 201 080 99,8
41 6,52 0,71 97,0 4,0 407 052 1006
6,7 9,97 0,55 97,9 6,0 605 026 99,5
8,2 1345 1,89 98,6 8,1 810 157 99,8
10,7 1734 0,76 101,4 10,1 1005 064 989
12,3 21,29 0,24 103,5 12,1 1230 080  100,9

Uma analise mais aprofundada do modelo linear feita a partir do calculo

de residuos para o método com liner e coluna sem serem ultra-inertes (Fig. 2.44 A)
para esse composto, ndo s6 deixa claro que a linearidade da curva ndo foi boa,
como também acaba mostrando que essa curva esta apresentando uma forte
tendéncia quadratica. De outro modo, quando esses consumiveis sdo substituidos
pelo material inerte (Fig 2.44 B) essa téncia desaparece tornando o residuo muito
mais aleatério. Essa tendéncia € vista ndo somente para o pireno, mas para todos

POPs utilizados nesse estudo.
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FIGURA 2.44: Residuos calculados para a curva
coluna comuns e (B) liner e coluna inertes.

do Pireno obtidos em (A) liner e

Com esses resultados, ficou evidente a necessidade do uso de
materiais ultra-inertes no equipamento de GC-MS para o estudo de POPs. Toda a
validacdo do método e anélise dos dados foram feitos a partir desses materiais. As
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Tabelas 2.21 e 2.22 trazem os valores de preciséo e exatiddo obtidos para a analise
inter e intradia de amostras em concentracdes classificadas como baixa, média e
alta (aproximadamente 0,60, 7,0 e 11,2 ug.mL™, respectivamente) em relacdo a
curva de calibracdo para os HPAs e para os compostos clorados. Essa etapa da
validacdo mostrou que ndo ocorrem desvios inferiores ou superiores de 15% para
esse método, mesmo que a andlise seja feita em diferentes periodos do dia ou
mesmo diferentes dias da semana. Um desvio menor que 15% é recomendado pela
legislacdo da Anvisa Resolucdo RDC N° 166/2017 que rege os métodos analiticos
nacionais. Deste modo, o0 método proposto acima foi adotado como um instrumento

efetivo para a analise dos POPs estudados.

TABELA 2.21: Valores de precisédo e exatidao interdia e intradia para o método de
analise dos HPAs.

Variagdo interdia

Fenantreno Fluoreno Pireno

Dia Replicatas pg.mL™? Exa(:/i(;lﬁo CV (%) | pg.mL? Exa(:/i()iﬁo CV (%) pg.mL? Exa(:/it;ﬁo CV (%)
1 5 0,6 96,5 2,91 0,6 99,7 3,02 0,6 102,7 3,76
1 5 7.2 102,2 0,38 7.2 102,1 041 7.1 98,5 0,25
1 5 11,2 101,6 0,35 11,3 101,8 0,24 11,1 98,8 0,59
2 5 0,6 99,7 3,02 0,6 101,0 1,41 0,6 103,3 1,58
2 5 7,2 102,1 0,41 7,2 100,3 0,81 7,0 97,0 0,98
2 5 11,2 101,8 0,24 11,3 100,8 0,84 11,1 97,9 0,83
3 5 0,6 98,2 0,92 0,6 104,9 1,03 0,6 97,4 0,94
3 5 7.2 103,9 0,44 7.2 107,8 0,70 7.0 96,0 0,49
3 5 11,2 103,1 0,31 11,3 107,5 0,27 111 96,6 0,45

Variagao intradia

Dia Replicatas p.g.mL’1 Exatiddo (%) CV (%) ug.mL'1 Exa(:/it;lﬁo CV (%) ug.mL'1 Exa;:/it)iéo CV (%)
- 15 0,6 100,2 1,38 0,6 96,2 2,38 0,6 99,1 2,07
- 15 7.2 98,5 3,49 7.2 95,5 3,20 7.0 103,1 0,72
- 15 11,2 98,8 3,38 11,3 95,4 2,85 11,1 102,2 0,68

CV — coeficiente de variagao
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TABELA 2.22: Valores de precisdo e exatidao interdia e intradia para o método de
analise dos compostos clorados.

Variagdo interdia

PCB 1 PCB 15 1,2,3,4-TCDD

Dia Replicatas |,lg.mL'1 Ex:::/ic)iﬁo CV (%) |.1g.mL'1 Ex:::/ic)iﬁo CV (%) |.l.g.mL'1 Exa;;z)iﬁo CV (%)
1 5 0,6 100,1 3,30 0,6 103,6 2,53 0,6 85,3 3,24
1 5 7,1 100,6 0,31 6,9 98,8 0,22 6,9 90,7 1,11
1 5 11,2 100,8 0,52 10,9 99,4 0,70 11,4 93,6 1,09
2 5 0,6 101,0 1,41 0,6 103,3 1,58 0,6 91,5 1,55
2 5 7,1 100,3 0,81 6,9 97,0 0,98 6,9 92,4 0,94
2 5 11,2 100,8 0,84 10,9 97,9 0,83 11,4 95,7 0,96
3 5 0,6 100,9 1,49 0,6 103,3 1,10 0,6 92,8 1,68
3 5 7,1 102,0 0,38 6,9 99,7 0,61 6,9 96,6 0,32
3 5 11,2 101,5 0,37 10,9 99,6 0,65 11,4 98,7 0,77

Variagao intradia

Dia Replicatas p.g.mL’1 Exz:;c;éo CV (%) |,lg.mL'1 Exz::/ic)iﬁo CV (%) p.g.mL'1 Exa;‘tyit)iﬁo CV (%)
- 15 0,6 99,8 1,08 0,6 99,7 1,26 0,6 95,0 3,92
- 15 7,1 99,9 0,63 6,9 100,3 0,73 6,9 97,8 1,96
- 15 11,2 99,9 0,67 10,9 100,2 0,61 11,4 99,0 1,04

CV — coeficiente de variagdo

Normalmente os estudos da literatura que tratam de biodegradacéo de
POPs ndo costumam trazer a validagdo do método quantitativo empregado
(BAUTISTA et al., 2009; CHEN et al., 2013; GHOSH e MUKHERJI, 2016). Isso
ocorre porgue esses trabalhos procuram dar énfase aos micro-organismos
degradadores e sdo publicados em revista cujo escopo encontra-se voltado mais
especificamente para os processos de biodegradacdo. Em revistas que tratam da
questdo analitica ligada a determinacdo de POPs, a validacdo do método analitico
sempre € destacada. Nesse caso, no entanto, a determinacdo de POPs geralmente
esta voltada a amostras biologicas e ambientais (CAMINO-SANCHEZ et al., 2011;
LUZARDO et al., 2013; LIN et al., 2015). Luzardo et al. (2013) validaram um método
de determinacgao para 57 POPs em leite materno e colostro em GC-MS observando
parametros como recuperacdo, LQ e LD, faixa linear de trabalho e precisdo e
exatidao inter e intra-dia. Esses autores constataram que o método foi satisfatorio,
pois eles encontraram limites de quantificacdo baixos (0.1-0.4 ug L™) e precisdo e
exatiddo com variacdo menor que 16%. Ja Lin et al. (2015), ao validar um método de
determinacdo de bifenilas policloradas por GC-MS, encontraram variagdo da

precisdao do método menor que 4,3%.
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Vale destacar que para a construgcdo da metodologia de andlise dos
POPs por GC-MS foi necessario, ainda, ter cuidado com o efeito de memaria (carry
over) nas injecdes sucessivas. Esse tipo de efeito foi observado logo no inicio dos
trabalhos e foi corrigido por meio de alguns ajustes realizados principalmente no
modo de inje¢do do equipamento. Efeitos de memoria semelhantes foram observado
por Ladak et al. (2014) na analise de dioxinas em GC-MS. O trabalho desses
autores sugere o uso de um liner especial para a correcdo do problema, além de
cuidados com a lavagem da seringa e com a temperatura de injecdo. Deste modo,
as medidas tomadas para resolver esse problema consistiram basicamente no
ajuste da sequéncia de lavagem da seringa com dois solventes de polaridades
diferentes (acetato de etila e diclorometano), aumento no nimero de lavagens e o
aumento da temperatura do injetor de 250 para 290 °C. A Figura 2.45 ilustra a
comparacao entre as analises com e sem o efeito de memoria detectado.
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FIGURA 2.45: Efeito de memaria obtido na separacdo cromatografica de POPs em
GC-MS (preto) e eliminacédo do efeito apds a aplicacdo de medidas corretivas (rosa).

2.4.4 - Perfil de degradacéao

2.4.4.1 - Ensaio do efeito de aditivos no meio de cultura sobre a

biodegradacao

Depois de se ter definido e validado o método de analise e extracao
realizou-se um experimento para a definichio do melhor meio de cultura para a
degradagédo dos POPs. Nesse teste foram utilizados quatro meios de cultura
diferentes: meio salino; meio salino com adicdo do surfactante Tween® 80 a 0,1%
(m/v), meio salino com adicao de fonte de carbono, glicose a 0,2 % (m/v) e YNB
(Yeast Nitrogen Base) com adicédo de Tween® 0,1 e 0,2% (m/v) de glicose, o qual se
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configurava como um meio mais rico e completo. O resultado da recuperacao para o

fluoreno, fenantreno e pireno se encontra nas Figura 2.46 e 2.47.
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FIGURA 2.46: Resultado da recuperacado dos compostos A) fluoreno, B) fenantreno
e C) pireno em meio contendo Burkholderia gladioli, por 0, 1, 3, 7 e 14 dias.
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FIGURA 2.47: Resultado da recuperacao dos compostos A) fluoreno, B) fenantreno
e C) pireno em meio contendo Stenotrophomonas maltophilia, por 0, 1, 3, 7 e 14
dias.

Como pode ser visto nas Figuras 2.46 e 2.47 os resultados para ambas
as bactérias, Burkholderia gladioli e Stenotrophomonas maltophilia, foi muito
semelhantes. Por meio da observacédo dos graficos, pode se concluir que em 14 dias
de experimento houve uma diminuicdo acentuada da quantidade de fluoreno (mais
de 50%) no meio de cultura, uma pequena diminuicdo do composto fenantreno e
nenhuma perda para o composto pireno. Ao se analisar os dados em comparacao
ao controle sem bactéria, percebe-se que ndo houve biodegradacédo. Desse modo,
conclui-se que esse resultado se deve a uma perda ambiental dos compostos
fluoreno e fenantreno, provavelmente por volatilizacdo. Essa hipétese é razoavel ja
gue pode ser notado que quanto menos anéis presentes no HPAs, maior foi a perda

ao longo dos dias, sendo que nao houve perda para o composto de 4 anéis
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aromaticos, o pireno. De acordo com Earl et al. (2003), HPAs de maior peso
molecular, considerado como sendo aqueles com mais de 4 anéis, quando langcados
no ambiente, ttm menor probabilidade de sofrer transporte atmosférico de longo
alcance e pode se esperar que sejam depositados nas proximidades do ponto de
descarga. Isso significa que esse numero de anéis € limitante no que diz respeito a
pressdao de vapor desse tipo de substancia. Logo, a existéncia de 4 anéis no
composto pode ter tornado a pressao de vapor baixa o suficiente ndo so para evitar
a distribuicdo dessas substancias no meio ambiente, mas para evitar perdas no
processo de biodegradacéo utilizado nesse estudo.

Com esse resultado negativo para a degradacdo dos HPAs, optou-se
por uma mudanca de estratégia diante do experimento de degradacdo. A primeira
alteracdo foi feita no meio de cultura. Observou-se que a quantidade de sulfato
feroso utilizado no meio de cultura era 10 vezes menor do que aquela normalmente
utilizada na literatura (FURUKAWA et al. 1978; HADIBARATA e TACHIBANA, 2010),
por isso a quantidade desse composto passou de 1 mg.L™* para 10 mg.L™". Além
dessa alteracdo na quantidade de ferro, outros elementos essenciais foram também
adicionados ao meio de cultura, tais como manganés, molibdénio, cobalto e zinco,
conforme o meio utilizado por Hadibarata e Tachibana (2010). Ja em relacdo as
bactérias, novas cepas foram selecionadas para o trabalho. Tendo em vista o
resultado negativo diante das cepas que vinham sendo usadas com repiques
constantes, cepas de um preservado mais antigo (com menor nimero de repiques)

foram eleitas para a continuidade do trabalho.

2.4.4.2 - Ensaio de degradacao dos HPAs

Para o ensaio de degradacdo dos HPAs foram selecionadas 14
bactérias isoladas da Diabrotica speciosa. Dentre essas bactérias estavam todas
aquelas selecionadas para o pré-ensaio de biodegradacéo que constatou o potencial
dessas bactérias para a degradacédo de POPs. O principal requisito para a selecao
dessas bactérias foi o relato na literatura do potencial que o género apresentava
para esse tipo de ensaio. Assim, todas as Pseudomonas isoladas do inseto foram
eleitas, por ser esse um dos géneros mais citados (PHILIPPI et al., 1982; GIBSON et
al., 1993; JUHASZ, et al., 1996; JOHNSEN et al., 1996; WILKES et al., 1996;
JUHASZ et al., 2000; KOMANCOVA et al., 2003; DAS e MUKHERJEE, 2007; WASI
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et al., 2013; GHOSH e MUKHERJI, 2016; PUGAZHENDI et al., 2017). Ao todo foram
ensaiadas cinco bactérias desse género sendo a: Pseudomonas putida,
Pseudomonas monteilii, Pseudomonas mosselii, Pseudomonas chlororaphis e
Pseudomonas sp. O género Burkholderia também é outro género bastante citado na
literatura (PARSONS et al., 1998; POTRAWFKE et al, 1998; KANALY e
HARAYAMA, 2000; RODRIGUES et al., 2006; CHEN, et al., 2013), sendo utilizado
nesse trabalho a espécie Burkholderia gladioli. As espécies Stenotrophomonas
maltophilia, Enterobacter cloacae e Klebsiella oxytoca sdo espécies ja relatadas na
literatura, principalmente com relagéo ao seu potencial para a degradacao de HPAs.
Poucos relatos, no entanto, citam o caso da degradagéo de PCBs, para o qual a
espécie Stenotrophomonas maltophilia se destaca (JUHASZ et al., 2000; TOLEDO et
al., 2006; 2000; ZHANG e ZHU, 2012; GAO et al., 2013; SINGH et al., 2015;
DUDASOVA et al., 2016). No entanto, os trabalhos da literatura que citam o uso
dessas bactérias foram conduzidos sempre pelo isolamento das cepas de ambientes
contaminados com algum tipo de POP, ndo tendo como fonte nenhum organismo
vivo. O género Delftia é citado apenas para a degradacdo de HPAs, sendo também
destacado por sua tolerancia a anilina (LIU et al., 2002; WU et al., 2015). J4 o
género Rhizobium foi escolhido por ser um género associado a raiz das plantas,
sendo que esse ambiente chamado de rizosfera € constantemente relacionado a
degradacdo de POPs, por intermédio de micro-organismos relativos a essa regido
(MEAGHER, 2000; KUIPER et al., 2004).

A Figura 2.48 traz o resultado para o crescimento microbiano em
UFC.mL™ para as 14 bactérias realizadas em meio contendo HPAs para os 14 dias
de experimento. Como observado, destaca-se nesse experimento a bactéria Serratia
marcescens que teve o maior crescimento entre as bactérias avaliadas e a Delftia
acidovorans que de todos os micro-organismos foi aquele que apresentou o menor
crescimento. No geral, porém, pode ser constatado que apesar do crescimento nao
ter sido muito intenso durante o experimento devido a escassez de fonte de carbono
no meio mineral, ao qual os micro-organismos foram submetidos, a viabilidade das
bactérias foi mantida durante todo o experimento. De mesmo modo, praticamente
nao houve nenhuma alteragédo do pH do meio de cultura medido durante os 14 dias
de experimento, havendo apenas um pequeno decréscimo para a bactéria de maior
crescimento a Serratia marcescens (Figura 2.49). Vale destacar que o pH das

culturas foi medido devido a influéncia que esse tem no funcionamento das enzimas,
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gue possuem sempre um pH 6timo de trabalho. Embora, o valor de pH inicial das
culturas possa diferir em muitos trabalhos encontrados na literatura, no geral, o pH 7
€ escolhido pela maior parte dos autores como sendo o pH ideal para a degradacao
dos POPs (WEISSENFELS et al., 1990; SEEGER et al., 2001; WONG et al., 2002).
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FIGURA 2.48: Crescimento microbiano medido em 14 dias de experimento para 0s
compostos Fluoreno, Fenantreno e Pireno.
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FIGURA 2.49: Medida de pH do meio de cultura em 14 dias de experimento.
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As Figura 2.50 a 2.51, abaixo, trazem o resultado para o experimento
de biodegradacdo medidos para os dias 0, 1, 3, 7 e 14.
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FIGURA 2. 50: Biodegradacéo de fluoreno, com porcentagem em massa, frente a 14

bactérias isoladas da D. speciosa (asterisco significa diferenca estatista, p< 0,05, em
relagdo ao controle).
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FIGURA 2.51: Biodegradagéo de fenantreno, com porcentagem em massa, frente a

14 bactérias isoladas da D. Speciosa (asterisco significa diferenca estatista, p< 0,05,
em relacdo ao controle).
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FIGURA 2.52: Biodegradacao de pireno, com porcentagem em massa, frente a 14
bactérias isoladas da D. Speciosa (asterisco significa diferenca estatistica, p< 0,05,
em relagdo ao controle).

Ao observar os gréficos obtidos para os ensaios com HPAs, vé se
claramente que a Burkholderia gladioli se destacou entre as demais por levar a um
decréscimo significativo em relacdo ao controle desses compostos no meio de
cultura. Como pode ser visualizado nas Figuras 2.50 a 2.52, uma maior degradacao
foi alcancada para o fenantreno. Em 7 dias de experimento esse composto diminuiu
18,3% em massa em relacdo ao controle. Para o Pireno a diminuicdo da massa
chegou proximo a 10% e para o Fluoreno a 14,7%. E importante destacar que para o
composto fenantreno, ndo apenas uma maior degradacéao foi obtida, mas também se
observou um decaimento na concentracdo do composto em um menor intervalo de
tempo do que para os demais. J& no primeiro dia de experimento a diferenca € de
4,2% passando a 12,8% no terceiro dia e 18,3% no sétimo dia.

A bactéria Burkholderia gladioli € uma bactéria encontrada no solo,
agua e até em animais podendo causar doencas em plantas e seres humanos, nao
sendo no entanto, uma infeccédo do tipo usual (MOEBIUS et al., 2012; VIGLIANI e
CUNHA, 2018). O género costuma ser bastante citado para a degradagéo de POPs.

Burkholderia xenovorans séo citadas pela capacidade de degradacdo de Aroclor
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1242 em sedimentos (RODRIGUES et al., 2006). Bactérias Burkholderia
cocovenenans isoladas de solo contaminado por HPAs apresentaram elevada taxa
de remocdo de fenantreno em relacdo a outras cepas isoladas do mesmo solo
(WONG et al, 2002). A bactéria Burkholderia cepacia isolada também de solo
conseguiram crescer em concentracbes muito altas de pireno, sendo capazes de
degradar também os compostos fluoreno e benz[a]antraceno (JUHASZ et al,. 1997).
Os autores Chen et al. (2013) em um trabalho posterior confirmaram a alta tolerancia
da Burkholderia cepacia ao composto pireno. Burkholderia fungorum isoladas de
uma descarga de refinaria de petrdleo sédo citadas pela capacidade de transformar
dibenzotiofeno, fenantreno, nafetaleno e fluoreno, podendo ser usada para melhorar
a efeciéncia da fitoremediacdo de HPAs (ANDREOLLI et al., 2013). O relato da
espécie Burkholderia gladioli ligada a degradacao de fluoreno, fenantreno e pireno
ndo foi encontrado na literatura, se ndo, um relato associando essa espécie a
degradacéo de naftaleno (WILSON, et al., 2003).

Segundo Palleroni (2015) as bactérias B. pseudomallei e B. gladioli
costumam ser espécies notaveis por sua capacidade de viver a custa de qualquer
um dos composto de uma longa lista de organicos como Unica fonte de carbono e
energia. Isso é possivel gracas acumulacdo de poli-B-hidroxibutirato (PHB) como
material de reserva de carbono. Talvez por isso mesmo, essa bactéria foi aquela que
mais se destacou entre as demais cepas avaliadas na degradacdo dos HPAs num
meio pobre em nutrientes.

Outras bactérias que merecem destaque para esse ensaio sdo as
bactérias do género Pseudomonas que apresentaram degradacao significativa em
reacao ao controle principalmente para o décimo quarto dia de experimento. Para o
fenantreno todas as espécies desse género apresentaram degradacao significativa
que chegou a 11%. Para o fluoreno e pireno apenas as espécies P. putida e P.
monteilii merecem destaque chegando até 14% de degradacéo.

Evidentemente, como foi dito anteriormente, o género Pseudomonas é
0 género mais citado para a degradacdo de POPs em toda a literatura (WASI et al.,
2013). Bactérias Pseudomonas paucimobilis e Pseudomonas vesicularis isoladas de
solo foram citadas como sendo capazes de degradar os compostos fenantreno e
fluoreno, respectivamente, em mais de 90%. Essas cepas cresceram utilizando
esses HPAs como unica fonte de carbono, no entanto, o crescimento foi fortemente

influenciado pela variacdo de temperatura e pH (WEISSENFELS et al., 1990). Um
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trabalho de 1996 apresenta o isolamento de 41 cepas provenientes de um local de
gaseificacdo de carvao antigo contaminado por HPAs, todas pertencentes ao género
Pseudomonas. Dessas 38 cepas foram identificada como pertencentes a espécie P.
fluorescens, 2 cepas a P. putida e 1 Pseudomonas sp. (JOHNSEN et al., 1996).
Bactérias Pseudomonas stutzeri foram citadas quanto a sua capacidade de
metabolizar primariamente o0 pireno para o0 composto cis-4,5-di-hidro-4,5-di-
hidroxipireno (PYRdHD), ja Pseudomonas saccharophila foram capazes de
metabolizar o PYRAHD para o composto pireno-4,5-diona que consiste numa
oxidacdo do primeiro (KAZUNGA e AITKEN, 2000). Bactérias Pseudomonas putida
foram descritas quanto a sua capacidade de nao apenas degradar, mas chegar a
mineralizacdo do composto fenantreno em solo (DOONG e LEI, 2003).
Pseudomonas aeruginosa isoladas de solo contaminado por petréleo no nordeste da
India foram capazes de crescer em pireno como Unica fonte de carbono alcang¢ando
taxas de degradacdo do composto de 32%. A assimilacdo de pireno pelas bactérias
foi influenciada pela producdo de biossurfactante que aumentou a solubilidade do
POP no meio de cultura (DAS e MUKHERJEE, 2007). Em outro trabalho mais
recente encontrado na literatura foi constatado que as P. aeruginosa podem, ainda,
alcancar taxas de degradacdo maxima de 1.111 mg.L™".h™ desse mesmo composto
se forem submetidas a presenca do surfactante sintético Tween® 80 (GHOSH e
MUKHERJI, 2016).

2.4.4.3 - Ensaio de degradacéo dos PCBs

Apobs ter sido feito o experimento de biodegradacéo para os compostos
HPAs foram também realizados para os PCBs 2-fluorobifenila (PCB 1) e 4,4'-
diclorobifenila (PCB 15). Para esse experimento, no entanto, apenas quatro
bactérias foram selecionadas dentre as 14 bactérias avaliadas a principio, sendo:
Sphingobacterium multivorum, Serratia marcescens, Pseudomonas putida e
Stenotrophomonas maltophilia. A Pseudomonas putida e a Stenotrophomonas
maltophilia foram selecionadas por serem cepas constantemente citadas na
literatura para a degradacéo de POPs (JOHNSEN et al., 1996; DOONG e LEI, 2003;
JUHASZ et al., 2000; SOMARAJA et al., 2013). A bactéria Sphingobacterium
multivorum, por outro lado, € uma bactéria pouco utilizada em processos de

biorremediacdo desse tipo de composto, mas o género € bastante citado para a
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biodegradacdo de Oleos lubrificantes que pode ter como constituinte compostos
clorados tais como os PCBs, mesmo que em pequenas quantidades (SAIMMAI et
al., 2012; NOPARAT et al., 2014). Ja a Serratia marcescens foi selecionada por ser
a unica das 14 bactérias estudadas anteriormente que claramente produz
biossurfactante durante o seu crescimento em meio minimo. A producdo de
biossurfactante foi percebida assim que os frascos foram agitados para a retirada da
aliquota que seria usada na contagem de unidades formadoras de col6nia. A Figura
2.53 ilustra a espuma formada devido a agitacdo dos frascos durante o crescimento
da S. marcescens. Como pode ser observado, dentre os sete frascos, enfileirados
contendo bactérias de espécies diferentes, 0 Unico que apresentou uma espessa
camada de espuma logo acima do meio de cultura €, de fato, aquele que contém as

cepas da Serratia marcescens.

FIGURA 2.53: Imagem da espuma formada pela agitacdo do frasco contendo a cepa
Serratia marcescens.

Ao se fazer uma investigacdo na literatura, encontraram-se varios
relatos destacando a bactéria Serratia marcescens como uma cepa produtora de
biossurfactante. Os surfactantes produzidos pela S. marcescens foi primeiramente
descrito por Matsuyama et al. (1986). Esses autores perceberam a diminuicdo da
tensdo superficial provocada por essas bactérias e descobriram que isso ocorria
devido a produgéo de compostos do tipo lipopetideos. Um desses compostos que foi
denominado Serrawetina W1 é composto basicamente de serina ligada ao acido 3-
hidroxidecandico. Dusane et al., (2011), ao analisar um surfactante que foi extraido
dessa mesma espécie de bactérias, proveniente de corais, encontraram um

composto do tipo glicolipidico formado por glicose e acido palmitico (Figura 2.54).
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Segundo Silva (2002), os biossufactantes sdo produtos do metabolismo secundario
dos micro-organismos e possuem funcdes diversas. Entre essas funcdes se
destacam a captacdo de nutrientes por emulsificacdo, o que torna as substancias
com propriedades hidrofobicas biodisponiveis a esses organismos, além da funcéo
antimicrobiana, protegendo as cepas de outros micro-organismos invasores. Ainda
segundo essa autora, o tipo, propriedade e quantidade de surfactante produzido
dependem ndo apenas da espécie de micro-organismo, mas dos substratos

disponiveis.
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FIGURA 2.54: Surfactante com estrutura glicolipidica produzida por Serratia
marcescens (Fonte: adaptado de DUSANE et al. 2011).

Em se tratando de pesquisas que abordam biodegradacdo e/ou
biorremediacdo, surfactantes sdo sempre mencionados como componentes
importantes para o aumento no rendimento do processo de degradacdo. Pode,
ainda, ser citado como um dos fatores que destacam certas bactérias como
potenciais degradadoras de POPs. Ndo é por acaso que bactérias do género
Pseudomonas séo constantemente citadas na literatura como degradadoras de
compostos organicos. Muitas espécies desse género sdo produtoras de
ramnolipideos que sdo uma espécie de glicolipideo que funciona como surfactante
natural (KASEMODEL, 2012; DAS e MUKHERJEE, 2007).

A Figura 2.55, ilustra o crescimento em UFC.mL™? para as quatro
bactérias ensaiadas nos 14 dias de experimento em meio contendo PCBs. Assim
como no experimento com HPAs, nota-se que as bactérias apresentaram um
pequeno crescimento e por fim mantiveram a viabilidade celular inicial ao longo dos

dias o que confirma a néo citotoxicidade desses compostos.
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FIGURA 2.55: Crescimento microbiano medido em 14 dias de experimento para 0s
compostos PCB 1 e PCB 15.

A Figura 2.56 apresenta a recuperacdo do composto PCB 1 ao longo
do experimento. E possivel perceber que ocorre um réapido decaimento desse
composto ao longo dos dias. Ao se comparar o resultado com o experimento
controle, porém percebe-se que esse decaimento nada mais € do que uma perda
ambiental, j& que o controle apresenta a mesma recuperacdo obtida para a cultura
microbiana. Segundo SHIU e MACKAY (1986), a pressdo de vapor de PCBs
aumenta de forma logaritmica em funcdo da diminuicdo do niumero de atomos de
cloro, logo o resultado obtido € natural, pois o PCB 1 é um composto que possui
apenas um atomo de cloro ligado a estrutura carbdnica, o que deve tornar essa
substancia mais volatil. Somando-se a esse fator, deve-se considerar que, por se
tratar de bactérias aerObias, as vidrarias utilizadas no experimento sdo
propositalmente passiveis a trocas gasosas com o ambiente. Essa combinacdo de
fatores levou a uma grande perda do composto, impossibilitando a andlise do
processo de degradacao, pois a maior parte dos pontos obtidos para os tempos pré-
estabelecidos no experimento acabaram ficando abaixo da faixa de deteccédo do
método analitico. Em contrapartida, a ligacdo da bifenila a dois &tomos de cloro ao
invés de um, no composto 4,4’-diclorobifenila (PCB 15) torna possivel a anélise de
todos os pontos estabelecidos para o experimento sem perdas significativas. O perfil

de biodegradacédo do PCB 15 é mostrado na Figura 2.57.
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FIGURA 2.56: Recuperacdo do composto PCB 1 em meio de cultura ao longo dos
dias 0, 1, 3, 7 e 14.
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FIGURA 2.57: Pefil de degradagdo do composto 4,4’-diclorobifenila com
porcentagem em massa (PCB 15).

Como pode ser observado na Figura 2.57, ndo houve degradacao do

PCB 15 para nenhumas das cepas investigadas em 14 dias de experimento. Nesse
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caso, foi possivel afirmar que essas bactérias ndo sdo capazes de degradar esse
composto nas condi¢des estabelecidas. De acordo com Nojiri et al. (2001), o fato de
uma bactéria ser capaz de degradar um tipo de POP nao implicara na garantia da
degradacédo de outro. Bactérias que expressavam a enzima CAR 1,9a-dioxigenase
(CA10) foram capazes de degradar dibenzofurano (DF), dibenzo-p-dioxina (DD),
carbazol (CAR), naftaleno e bifenila, porém bactérias que expressavam a enzima DF

4,4a-dioxigenase (DBF63) foram capazes de degradar somente DF e DD.

2.4.4.4 - Ensaio de degradacéo da 1,2,3,4-TCDD

O ensaio de degradacdo da dioxina 1,2,3,4-TCDD foi realizado com um
namero menor de bactérias do que aquele dos outros ensaios. Isso se deu devido
ao alto grau de toxicidade dessa substancia. Desse modo, nesse trabalho procurou-
se seguir uma ordem de toxicidade para a realizagdo dos ensaios. Assim, as
substancias néo cloradas (HPAs) foram avaliadas primeiramente. Depois se
analisou os PCBs que tinham um menor nimero de atomos de cloro e por ultimo a
1,2,3,4-TCDD que, devido ao maior grau de cloracdo, € a substancia com maior
potencial para a bioacumulagcdo. O que se esperava ao seguir essa ordem de
prioridades era evitar 0 contato excessivo com a dioxina pela aplicacdo de
metodologias ja otimizadas para essa substancia. Por esse motivo apenas as
bactérias Sphingobacterium multivorum e a Serratia marcescens foram estudadas. A
S. multivorum foi ensaiada pelo mesmo motivo pelo qual ela havia sido ensaiada no
experimento com PCBs. Essa bactéria, apesar de ser usada para biodegradacédo de
Oleos lubrificantes, ndo € comumente utilizada para a degradacdo de POPs. Ja a S.
marcescens foi selecionada pensando-se em explorar sua capacidade de producao
de biossurfactantes, sendo a dioxina tetraclorada uma substancia extremamente
hidrofébica, devido ao niumero de cloros presentes na estrutura.

A Figura 2.58 apresenta a curva de crescimento para as duas bactérias
selecionadas em UFC.mL™. Assim como nos experimentos anteriores a 1,2,3,4-

TCDD néo foi citotoxica para nenhuma das bactérias analisadas.
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FIGURA 2. 58: Crescimento microbiano medido em 7 dias de experimento para na
presenca do composto 1,2,3,4-TCDD em meio salino.

A Figura 2.59 ilustra o resultado para o ensaio de degradacdo do
composto 1,2,3,4-TCDD frente as duas bactérias testadas. Os dados normalizados
em relacdo ao controle mostram claramente que ndo houve degradacdo para a
bactéria Sphingobacterium multivorum. No entanto, ocorreu uma diminui¢ao
significativa no meio de cultivo (MS) para o composto 1,2,3,4-TCDD ao longo dos
dias em relagcdo ao controle para o experimento realizado frente a Serratia
marcescens. Os dados obtidos para esse experimento mostram um decréscimo de
13,8% em massa do composto em relacdo ao controle no primeiro dia, chegando a

21% no terceiro e 22,3% no sétimo dia.
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FIGURA 2. 59: Perfil de degradacdo do composto 1,2,3,4-TCDD com porcentagem
em massa (asterisco significa diferenca estatistica, p< 0,05, em relacdo ao controle
em meio salino).
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A bactéria Serratia marcescens € um micro-organismos do tipo bacilo,
aerobica, gram-negativa da familia Enterobacteriaceae. Algumas bactérias dessa
linhagem, como no caso da que foi utilizada nesse trabalho, possuem capacidade de
producdo de pigmento que pode ir do vermelho escuro até rosa palido, dependendo
da idade das colbnias (Figura 2.60). Esse pigmento foi extraido em 1902 e chamado
de “prodigiosin”. Trata-se de um composto hidrofébico que teve seu uso comercial
impedido devido a forte sensibilidade a luz. Por possuir essa pigmentacédo, nao tao
comum em bactérias, essa espécie foi amplamente explorada como marcadora no
estudo de infec¢des. Pode causar infeccdo em seres humanos, sendo mais comum
em usuarios de heroina intravenosa e algumas infeccBes hospitalares. E uma
bactéria conhecida desde a antiguidade, quando era associada ao aparecimento
misterioso de “sangue” em alimentos, sendo por isso objeto de folclore religioso (YU,
1979).
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FIGURA 2.60: Bactérias Serratia marcescens utilizadas no trabalho.

Bactérias Serratia marcescens sdo comumente citadas na literatura
como micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos. Wongsa et al. (2004)
constataram que S. marcescens isoladas de agua e lama em associagdo com
Pseudomonas aeruginosa degradaram com alta eficiéncia gasolina, querosene, 0leo
diesel e 6leo lubrificante. Silva et al. (2015) destacaram que bactérias S. marcescens
isoladas de ambiente contaminado possuem alto potencial para a biorremediacéo da
poluicdo causada por diesel. Um estudo recente aponta que essa linhagem pode

nao apenas degradar hidrocarbonetos comuns, mas também degradar HPAs como
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antraceno, fluoreno, fenantreno e pireno. Segundo esse estudo, a capacidade de
producdo de biossurfactante e dioxigenases deve tornar essa cepa uma candidata
ideal para biorremediacdo de HPAs em solo. Diante desse contexto, o trabalho
destaca ainda a vantagem das cepas serem excelentes fixadoras de nitrogénio e
promotora de crescimento em plantas, podendo, portanto serem usadas também em
fitorremediacédo, 0 que deve tornar esse processo mais eficiente (PANDEY et al.,
2012; ASAF et al., 2017). Além disso, essas bactérias sdo reportadas na literatura
como agentes biolégicos capazes de causar corrosdo em aco e aluminio o que
muitas vezes leva a prejuizos financeiros por conta da destruicdo de ligas
aeronautica e gasodutos (RAJASEKAR e TING, 2010; RAJASEKAR et al., 2011). No
entanto, ndo ha nenhum relato cientifico da degradacao de dioxina pela utilizacao
dessa linhagem. Um Unico trabalho foi encontrado mencionando o potencial dessas
cepas para a degradacédo de dibenzofurano que se trata de um composto nao
clorado com estrutura analoga aquelas de dioxinas. Esse trabalho menciona que é a
primeira vez que essa bactéria € indicada para a degradacdo de compostos do tipo
dioxin-like (JAISWAL e THAKUR, 2007). Um levantamento em publicacbes
cientificas atuais cita esse mesmo artigo como referéncia em desenvolvimentos
recentes sobre remediacdo de dioxinas e furanos, levando a crer que nao existem
outros relatos relacionando essa cepa a degradacdo desse tipo de composto
(RAJASEKAR et al., 2011). Portanto, o resultado obtido nesse trabalho é de grande
relevancia para os estudos de biorremediacao, pois se trata de uma continuacao de
estudos que vem sendo praticados na atualidade, mas que ndo se encontram ainda

finalizados.

2.4.4.5 — Andlise qualitativa

As andlises qualitativas foram feitas em modo Full Scan para se avaliar
a formacdo de metabdlitos durante o processo de biodegradacdo. Somente as
amostras provenientes do ensaio com as bactérias Burkholderia gladioli com HPAs
(apbs 14 dias) e bactérias Serratia marcescens com 1,2,3,4-TCDD (ap6s 7 dias)

foram analisadas (Figuras 2.61 e 2.62).

119



(x100.000)
TC

Pir
Fen
201 Flu

1.0

50 75 10.0 125 150 175 200 225 250

(x10.000.000)
1.007

Pir
0.75

] Fen
0.504

0.25]
] SR

75 10.0 125 15.0 175 200 225

FIGURA 2.61: Analise Full Scan para a amostra de HPAs ensaiados com
Burkholderia gladioli em A) amostra extraida e analisada sem derivatizacdo e em B)
andlise da amostra derivatizada com HMDS.
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FIGURA 2. 62: Analise Full Scan para a amostra de 1,2,3,4-TCDD ensaiada com
Serratia marcescens em A) amostra extraida e analisada sem derivatizacdo e em B)
analise da amostra derivatizada com HMDS.
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Como pode ser observado nos cromatogramas das Figuras 2.59 e
2.60, nenhum pico proveniente de metabdlitos foi obtido para as amostras
investigadas. Os picos que aparecem sao apenas 0s picos dos préprios compostos
que foram usados nos experimentos. Apesar do aumento da concentracdo da
amostra por evaporacdo e aplicacdo de uma metodologia de derivatizagdo para
garantir a andlise de compostos mais polares, ndo foi possivel observar picos
diferentes daqueles dos proprios compostos empregados na biodegradacdo, além
de alguns picos menores provenientes de acidos graxos presentes nas culturas
microbianas. Isso ocorre provavelmente por dois motivos: primeiro a quantidade de
composto degradado foi muito pequena e segundo, a extragcéo realizada pode nao

ter sido apropriada para os metabdlitos.
2.4.4.6 - Outras consideragdes sobre 0 experimento de biodegradacao

E importante mencionar que todas as andlises quantitativa realizadas
nesse trabalho contaram com controles de qualidade que foram aplicados em
quintuplicata durante a leitura das amostras em GC-MS. Os controles de qualidade
consistiram em amostras com concentracdes média e alta da curva de calibracao
que foram aplicados intercalados durante a analise da amostra. Os resultados para

esse controle se encontram nas Tabelas 2.23 e 2.24 abaixo.

TABELA 2.23: Controles de qualidade para as analises das amostras de HPAs
durante o periodo de analise no equipamento de GC-MS.

V(i'go;rl‘i;"' Média de 5 pontos  Exatiddo (%)  CV %
Fluoreno
Ponto Baixo 0,62 0,65 105,0 1,46
Ponto Médio 7,20 7,71 107,2 1,87
Ponto Alto 11,31 12,47 110,3 0,81
Fenantreno
Ponto Baixo 0,61 0,63 103,1 1,17
Ponto Médio 7,15 7,38 103,2 1,28
Ponto Alto 11,24 11,92 106,0 0,81
Pireno
Ponto Baixo 0,60 0,62 102,2 3,06
Ponto Médio 7,05 6,77 96,0 0,94
Ponto Alto 11,08 11,05 99,7 1,88
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TABELA 2.24: Controles de qualidade para as corridas das analises dos compostos
clorados durante o periodo de andlise no equipamento de GC-MS.

Valor real Média de 5 pontos Exatidao (%) CV%

PCB 1

Ponto Baixo 0,60 0,63 104,9 1,59

Ponto Médio 7,05 7,16 101,5 1,48

Ponto Alto 11,08 11,45 103,4 2,50
PCB 15

Ponto Baixo 0,60 0,64 105,2 1,52

Ponto Médio 7.04 7,03 99,8 1,08

Ponto Alto 11,07 11,35 102,5 1,38

1,2,3,4-TCDD

Ponto Baixo 0,66 0,54 82,4 3,73

Ponto Medio 7.70 7.25 94,1 4,39

Ponto Alto 12,10 11,74 97,1 3,37

De acordo com os valores de exatiddo e precisao apresentados, nao
houve variacdo abaixo ou acima de 15% para nenhum dos HPAs e nenhum dos
PCBs estando de acordo com legislacdo da Anvisa Resolucdo RDC N° 166/2017
que estabelece esse valor para amostras biologicas. Para a dioxina apenas o ponto
mais baixo apresentou exatidao inferior (mas préxima) aquela recomendada por
essa legislacdo. As leituras realizadas no equipamento, no entanto, ndo chegaram a
ultrapassar o ponto médio da curva. Logo, pode se inferir que essa variacdo na
linearidade para o ponto mais baixo da curva ndo chegou a ser prejudicial a analise.

Outro questao a ser considerada ainda nesse trabalho é a possibilidade
da realizacdo de consorcios de bactérias para a aplicacdo a degradacao de POPs.
As Figuras 2.61 a 2.63 apresentam o resultados para experimentos realizados para
possivel inibicAo de crescimento em cocultura microbianas. Como pode ser
visualizado tanto nas fotos sem aumento (Figura 2.63), quanto nas fotos com
aumento de 40 vezes (Figuras 2.64 a 2.65) obtidas via microscopio 6ptico, nenhuma
cepa apresentou inibicdo as culturas feitas em cojunto. Nao ouve formacéo de halo
de inibicdo para nenhuma das bactérias investigadas. Sendo assim, futuros
experimentos de biorremediacdo poderéo ser avaliados para coculturas com objetivo

de melhorar os resultados obtidos.
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FIGURA 2.63: Observacao visual do crescimento de bactérias em consorcio apos
quatro dias de cocultivo (1 - S. multivorum; 2 - S. maltophilia; 3 - E. brevis; 4 - E.
cloacae, onde 1.2 significa: bactéria 2 no centro crescendo sobre 1 espalhada sobre

a placa).

S. multivorum sobre £, S. maltophilia sobre £, S. maltoplhilia sobre S
1 multi

E. cloacaesobre S, E. cloacae sobre S. E. cloacae sobre

multivorum maltoplhilia brevis

%
R ™

FIGURA 2.64: Nono dia de crescimento das bactérias S. multivorum, S. maltophilia,
E. brevis, E. cloacae, em consércio, analisadas em microscopio com aumento de

40x.

P. Putida e P. monteilii P Putida e P. mosselii P. Putida e P. chlororaphis P Putida e P. sp P. Monteilii eP. sp

©

P. mosselii e . monteilii P. mosseliie P. sp P. chlororaphis e P. monteilii  P. chlororophis e P mosselii P chlororaphis e P. sp

FIGURA 2.65: Bactérias do género Pseudomonas em consércio, analisadas em
microscépio com aumento de 40 vezes.
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2.4.4.7 — Relacao inseto micro-organismo

Todos os micro-organismos utilizados nesse trabalho sédo provenientes
do inseto praga Diabrotica speciosa. A utilizagdo de micro-organismos associados a
insetos em processos de remediacdo ndo é comum na literatura, no entanto, a
utilizacdo de micro-organismos associados a plantas j& € bastante conhecido no
meio cientifico (NEWMAN e REYNOLDS, 2005; RYAN et al.,, 2008). Barac et al.
(2004) utilizaram uma cepa recombinante de Burkholderia cepacia proveniente da
planta Lupinus luteus L., para melhorar a degradacdo de tolueno. Esses autores
concluiram que essa técnica pode melhorar a eficiéncia de processos de
fitorremediacdo ja que compostos organicos volateis costumam ser extremamente
toxicos para plantas. Yousaf et al. (2011) constataram que azevém, trevo e alfafa
colonizadas com bactérias Enterobacter Iludwigii degradaram eficientemente
hidrocarbonetos proveniente de diesel. Esses autores destacaram que a associagao
de plantas a esse género de bactérias traz ainda muitos outros beneficios a planta,
como promocao de crescimento por fixacdo de nitrogénio, producéo de fitorménios,
além da supresséao de patdégenos. Siciliano et al. (2011) ainda destacam que plantas
que crescem em solo contaminado podem selecionar genétipos especificos de
bactérias em resposta a contaminacao.

Em relacdo a utilizacdo de micro-organismos de insetos, Yang et al.
(2015) relataram que cepas Exiguobacterium sp. isoladas de lavas de farinha foram
capazes de degradar e mineralizar poliestireno. Ozdal et al. (2016) citam que cinco
bactérias diferentes isoladas de barata foram capazes de degradar endosulfam
(Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus atrophaeus,
Citrobacter amolonaticus e Acinetobacter Iwoffii). De acordo com 0s autores esses
insetos foram coletados de ambientes contaminados com o pesticida. Mudziwapasi,
et al. (2016) isolaram duas bactérias de minhoca que degradam o pesticida 4,4 DDT,
0 que levou os autores a sugerir que bactérias degradadoras de pesticidas
associadas a esses invertebrados pode ser uma boa opcéao para biorremediacdo de
solos contaminados. Quanto a degradacdo de HPAs, PCBs e dioxinas, no entanto,
nao foram encontrados relatos na literatura mencionando a utilizacdo desse tipo de

micro-organismo, sendo esse trabalho inovador nesse sentido.
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2.5 - Conclusao

7z

Esse trabalho mostrou que é possivel cultivar micro-organismos do
inseto praga Diabrotica speciosa em diferentes meios na presenca de poluentes
organicos persistentes. Esses compostos ndo apresentam citotoxicidade a esses
micro-organismos que ndo apenas crescem nesse meio, mas podem também utilizar
POPs como fonte de carbono. Os repiques sucessivos dessas bactérias depois do
isolamento podem, no entanto, alterar a capacidade de degradacdo. Como foi visto
no trabalho, cepas Burkholderia gladioli em cultivo constante e em estoque
apresentaram comportamento diferente frente a HPAs. Aquelas estocadas a mais
tempo, portanto com menor nimero de repiques, foram capazes de degradar essa
classe de compostos com sucesso, enquanto que aquelas que ja vinham sendo
cultivadas a varios meses perderam sua efetividade.

A extracdo dos compostos do meio de cultivo foi uma etapa bastante
trabalhosa. Depois de varias tentativas de se extrair os POPs por meio de uma
extracao liquido-liquido simples, percebeu-se que a extragdo ndo era reprodutivel
nas diferentes concentracdes avaliadas. Deste modo, um novo método de extracao
foi desenvolvido no qual cada fragcdo do meio de cultura foi separada e extraida de
forma diferenciada. A fracdo na qual se obteve a maior parte dos compostos foi a
biomassa bacteriana, sendo que esta fragdo passou por uma extracdo mais
cuidadosa para evitar perdas. Nesse contexto, esse estudo permitiu o
desenvolvimento de uma metodologia segura, com boa reproducéo e facil aplicacéo,
sendo util ndo apenas para o desenvolvimento desse trabalho, mas para futuros
trabalhos de biodegradacéo feitos pelo grupo de pesquisa.

A andlise dos POPs por GC-MS revelou gue compostos com muitos
anéis aromaticos condensados e halogénios ligados n&o permitem o
desenvolvimento de uma metodologia de forma simples e direta. Quanto mais anéis
esses compostos possuem e mais atomos de halogénio, menor foi a sensibilidade
de calibracao instrumental. Além disso, a utilizacao de liners e colunas comuns pode
contribuir para perda de sensibilidade durante as corridas sucessivas prejudicando a
exatidao e precisdo das andlises. A utilizacdo de materiais com desativacao preévia,
portanto possibilitou uma melhora na exatiddo e precisdo contribuindo para a

validagdo do método analitico.
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As cepas Burkholderia gladioli e Serratia marcescens foram as
bactérias mais promissoras para futuras pesquisas de biorremediacdo dos POPs
estudados. A Burkholderia gladioli apresentou-se mais apropriada para a
degradacdo de HPAs, enquanto que a Serratia marcescens foi adequada para a
degradacdo de dioxinas. O género Burkholderia é um género amplamente distribuido
na natureza, sendo comuns para solo, plantas e insetos, sendo constantemente
citado na literatura na degradacdo de diversos compostos poluentes. A linhagem
Burkholderia gladioli, no entanto, ndo tem sido citada para a degradacéo de HPASs, o
qgue torna esse esse estudo muito relevante para se ampliar o conhecimento em
relacdo a importancia desse género. A Serratia marcescens, por outro lado, tem sido
apontada como degradadora de dibenzofurano e potencial degradadora de dioxinas,
ndo sendo, no entanto, testada para esse tipo de composto. Essas cepas possuem
como principal vantagem uma efetiva producdo de surfactantes, mesmo em meio
salino que se caracteriza como um meio pobre em nutrientes. A producdo de
surfactantes €é uma excelente qualidade para bactérias aplicadas em
biorremediacdo, por aumentar a biodisponibilidade dos POPs tanto em meio de
cultura quanto em solo. Essa caracteristica foi observada somente para essa
espécie, dentre todas aquelas que foram investigadas nesse estudo, o que torna
essa cepa a mais proeminente entre as cepas isoladas da D. speciosa para futuras
aplicacdes em processos de biorremediacéao.

O género Pseudomonas ndo apresentou, nesse estudo, um resultado
muito evidente de degradacdo dos compostos testados. No entanto, esse resultado
pode estar limitado as condicdes do método aplicado nessa pesquisa, como por
exemplo, fonte de nitrogénio, aeracdo ou mesmo concentracao inicial de micro-
organismos no meio de cultura.

Nao foi possivel determinar por GC-MS nenhum metabdlito do
processo de degradacdo mesmo para as amostras concentradas e derivatizadas.

Visto que bactérias isoladas da D. speciosa efetivamente podem
degradar xenobidticos, pode-se inferir que a presenca desses micro-organismos no
inseto em ambiente contaminado por pesticidas pode levar a aquisicdo de
resisténcia a esses compostos, como fruto da relacdo inseto/bactéria. Apesar da
diferenca nas estruturas dos POPs testados nesse trabalho e dos pesticidas

utilizados no controle de pragas, a maquinaria genética e enzimatica que permite a

126



degradagcdo de um composto pode acabar favorecendo a degradacéo do outro.

Porém, esse resultado deve inevitavelmente ser determinado de forma experimental.
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CAPITULO 8

3 - Extracao e andlise por GC-MS do 6leo essencial de

pimentas Capsicum spp.

3.1 - Introducéo

3.1.1 — Capsicum spp.

A pimenta é uma das hortalicas mais consumidas no mundo, mesmo
ndo sendo um condimento que agrada a todo paladar. E matéria-prima para a
extracdo de aromatizantes, corantes e oleorresinas que sao utilizadas na industria
cosmeética, farmacéutica e alimenticia. Em alimentos é utilizada principalmente para
conferir sabor e resisténcia a oxidac¢ao lipidica. Alguns tipos de pimentas do género
Capsicum sdao utilizados como plantas ornamentais, por possuirem caracteristicas
tais como facil cultivo, alta durabilidade além de valor estético bastante apreciado
entre as pessoas (CARVALHO et al., 2006; NEITZKE et al., 2010).

As pimentas sao fontes importantes de carotenoides e vitaminas. Entre
as vitaminas destacam-se, o acido ascérbico (vitamina C) e os tocoferoéis (vitamina
E). Um conteudo de diferentes carotenoides confere as pimentas uma faixa variavel
de cores que € caracteristica para cada espécie. Mais de 30 pigmentos diferentes ja
foram identificados. As cores vermelhas e amarelas sdo as mais comuns para 0s
frutos maduros, sendo a cor vermelha atribuida aos carotenoides capsantina e
capsorubina e a cor amarela atribuida aos carotenoides [B-caroteno, zeantina e
criptoxantina. Os carotendides encontrados em pimenta como a-caroteno, [-
caroteno e B-criptoxantina, sdo considerados de grande valor nutricional por serem
substancias pro-vitaminicas. O conteudo de fibra alimentar pode variar de 4 a 16%
em massa, podendo ser considerado superior ao teor de algumas frutas e cereais. E
fonte também de minerais como potassio, magnésio, ferro, calcio e fésforo.
(CARVALHO et al., 2006; RODRIGUEZ-BURRUEZO et al., 2010; PINTO et al.
2013).

O género de pimentas Capsicum pertence a familia Solanacea e

compreende mais de 30 espécies (Tabela 3.1), as quais séo classificadas em
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domésticas, semi-domésticas e silvestres. Esse género é originario das Américas e
ja era consumido h& mais de 7.000 anos no México. Na época do descobrimento do
Brasil pimenta moida misturada as cinzas era utilizada como eficiente método de
conservacdao de sementes. Atualmente o género é produzido em todo o mundo
sendo o0s coreanos, tailandeses, indianos e mexicanos o0s principais consumidores
(BOSLAND e VOSTAVA, 2000; CARVALHO et al., 2006).

TABELA 3.1: Espécies de pimentas do género Capsicum descritas na literatura
(Fonte: BOSLAND e VOSTAVA, 2000)

Pimentas género Capsicum

C. annuum C. geminifolium
var. glabriusculum C. hookerianurn
var. annuum C. hunzikerianum

C. baccatum C. lanceolaturn

var. baccaturn C. leptopodum
var. pendulum C. longidentatum

C. caballeroi C. lycianthoides

C. campylopodium C. minutiflorum

C. cardenasii C. mirabile

C. ceratocalyx C. parvifolium

C. chacoense C. pereirae

C. chinense C. praetermissum

C. coccineum C. pubescens

C. cornutum C. recurvaturn

C. dimorphurn C. rhomboideum

C. eximium C. schottianum

C. friburgense C. scolnikianum

C. frutescens C. tovarii

C. galapagoense C. villosum

A pungéncia, que é uma -caracteristica bastante apreciada das
pimentas, sendo atribuida a substancias alcaléides chamadas capsaicinodides, cuja
concentracdo define o grau de ardéncia do fruto. No género Capsicum, oS
capsaicinéides mais importantes sdo: a capsaicina e a diidrocapsaicina. O teor de
pungéncia é avaliado pela escala de Unidades de Calor Scoville (em inglés, Scoville
Heat Units — SHU) por meio de aparelhos especificos. O valor de SHU varia de zero

a trezentos mil, indo desde pimentas doces (ndo picantes) até pimentas
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extremamente picantes. A Tabela 3.2 descreve alguns exemplos de pimentas
cultivados no Brasil cujo teor de capsaicindides vai de baixo até muito alto
(CARVALHO et al., 2006; ZIINO et al. 2009; PINTO et al. 2013).

TABELA 3.2: Teores de capsaicinoides em algumas espécies do género Capsicum
(Fonte: CARVALHO et al. 2006).

Nivel de Capsaicinoides
N Nome Vulgar Nome cientifico
pungencia Totais (SHU) (%)
Nenhum Pimenta Cambuci C. baccatum var. pendulum 0 0
Pimenta biquinho C. chinence 0 0
Baixa Pimenta redonda C. baccatum var. pendulum 10.510 0,06
Média Pimenta jalapefio C. baccatum var. annuum 34.590 0,20
Pimenta de cheiro C. chinense 47.180 0,27
Alta Pimenta bode C. chinense 105.500 0,59
Muito alta Pimenta malagueta C. frutescens 156.370 0,89
Pimenta Cumari do Pard&  C. chinense 219.020 1,22

Pimentas do género Capsicum tém sido usadas desde os tempos pré-
colombianos, como plantas medicinais. Na atualidade essa planta configura-se como
um dos mais amplamente utilizados de todos os remédios naturais. A capsaicina, é
considerada como principio ativo dessa planta e tem sido muito utilizada no
tratamento de dores crbnicas e inflamacfes. Essa substancia tem sido utilizada
principalmente no tratamento topico para uma variedade de condicbes
caracterizadas por dor ndo responsiva aos analgésicos classicos. E utilizada em
tratamento de lombalgia, neuralgia poés-herpética, neuroma pds-mastectomia,
sindrome da distrofia simpatica reflexa, neuropatia diabética, artrite reumatdide,
psoriase, prurido associado a hemodidlise e vestibulite vulvar. A sensacéo de dor é
causada pela liberagdo de um neurotransmissor nas terminagdes nervosas,
chamado substancia P, que informa ao cérebro que algo doloroso esta ocorrendo. A
capsaicina leva a um aumento de liberacdo de substancia P, causando um
esgotamento da sua fonte, reduzindo sua liberacdo e diminuindo a dor. A diminui¢ao
da liberacdo da susténcia P no tratamento de artrite também é vantajosa no sentido
de se reduzir a inflamag¢do em longo prazo e diminuir a degradacdo da cartilagem
(RUMSFIELD e WEST, 1991; ZHANG e LI, 1994; FUSCO e GIACOVAZZO, 1997;
BOSLAND e VOSTAVA, 2000).
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A capsaicina também tem sido citada na literatura como uma
substancia antitumoral, capaz de induzir apoptose em muitos tipos de linhagem
celular maligna, incluindo adenocarcinoma do cdélon, cancer pancreatico, carcinoma
hepatocelular, cancer de prostata, cancer de mama e muitos outros. O mecanismo
pelo qual a capsaicina induz apoptose em células cancerigenas ndo esta
completamente elucidado, mas envolve aumento de célcio intracelular, geracdo de
espécies reativas de oxigénio, ruptura do potencial de transicdo da membrana
mitocondrial, e ativagédo de fatores de transcricdo como NFkB e STATS (MORI et al.,
2006; IP et al., 2011; DIAZ-LAVIADA e RODRIGUEZ-HENCHE, 2014).

3.1.2 — Espécies de pimentas Capsicum spp. investigadas

As diferentes espécies e variedades de pimentas sdo, em geral,
distinguidas por caracteristicas morfolégicas dos frutos e, principalmente, das flores.
O género Capsicum é dividido em cinco grandes espécies cultivaveis: Capsicum
annuum, Capsicum baccatum, Capsicum pubescens, Capsicum chinense e
Capsicum frutescens. Dessas espécies trés foram investigadas nesse trabalho:
Capsicum baccatum, Capsicum frutescens e Capsicum chinense (ESHBAUGH,
1970).

a) Capsicum baccatum

As pimentas da espécie C. baccatum séo tradicionalmente cultivadas
na regido andina ha milhares de anos e constituem a pimenta mais popular
consumida nessa regido. No Brasil sdo conhecidas duas variedades, uma
doméstica, variedade pendulum, e outra semi-domesticada, Vvariedade
var. praetermissum. Nesse trabalho, no entanto, s6 foram estudadas pimentas da
variedade pendulum. Essa variedade € encontrada com maior frequéncia na regido
Sul do pais, sendo uma planta do tipo arbustiva de cerca de um metro de altura.
Apresenta flores uniformes e frutos que variam muito, tanto no formato, quanto na
pungéncia. As mais cultivadas no brasil sdo a Dedo de moga e a Chapéu de frade. A
pimenta Dedo de moga & também conhecida como Chifre de viado, pimenta
vermelha ou calabreza e é a pimenta mais consumida no pais em molhos ou

desidratada. Possui frutos maduros de coloracdo vermelha, alongados com cerca de
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7,5 cm de comprimento por 1,5 cm de largura. JA a Chapéu de frade também
conhecida como Cambuci é bastante consumida em saladas por ser considerada
uma pimenta doce. Possui frutos maduros também de coloracdo vermelha com
cerca de 4 cm de comprimento e 7 cm de largura, Figura 3.1 (CARVALHO et al.,
2006; REGO et al., 2010).

c

FIGURA 3.1: Pimentas da espécie Capsicum baccatum, em A) Pimenta Dedo de
moca e em B) Pimenta Chapéu de Frade. (Fonte: adaptado de Amaro, sem data -
Embrapa)

b) Capsicum frutescens

Os tipos mais comuns dessa espécie de pimenta sdo a malagueta e o
tabasco. No Brasil a malagueta € a mais comum, sendo o tabasco uma planta mais
comum nos Estados Unidos. A pimenta Malagueta (Figura 3.2) é encontrada
principalmente na Regido Norte, mas também pode ser cultivada nas regifes
Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste. Possui frutos eretos, alongados, pequenos e
vermelhos, medindo de 1 cm a 3 cm de comprimento por 0,4 cm a 0,5 cm de largura.
E consumida in natura, conservas e molhos, sendo bastante comuns na culinéria
nordestina, onde € utilizada no tempero de pratos a base de peixes, carnes e outros
tipicos da Bahia, como o acarajé (CARVALHO et al., 2006).
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FIGURA 3.2: Pimenta malagueta pertencente a espécie Capsicum frutescens.
(Fonte: adaptado de CARVALHO et al., 2006)

c) Capsicum chinense

Essa espécie foi a primeira a ser encontrada pelos exploradores do
“‘Novo Mundo”, no entanto, ndo € uma espécie muito difundida mundialmente. O
nome “chinense” ndo é muito adequado, pois sendo tipicamente americana, ndo tem
relacdo com a China. E uma planta que se destaca pela ampla adaptacdo as
condigBes tropicais sendo a espécie mais brasileira de todas as pimentas
domesticadas. Possui grande variabilidade que pode ser vista na diversidade de
formas e cores dos frutos, que sdo geralmente muito picantes e aromaticos. Quatro
das pimentas estudas nesse trabalho pertencem a essa epécie: Cumari do Para,
Pimenta Bode, Biquinho e Pimenta Neyde — Roxa exética (Figura 3.3).

A Cumari do Para é muito utilizada em conservas, por ser uma pimenta
aromatica. Seu formato € alongado chegando até 3 cm de comprimento por 1cm de
largura. Quando madura tem coloracdo amarela (CARVALHO et al., 2006).

A Pimenta Bode é mais comum na regido centro-oeste. Possui frutos
arredondado ou achatados de cerca de 1 cm de didametro. Apresenta cor amarela ou
vermelha, quando madura. E muito aromatica e pungente, sendo amplamente
utilizada na culinaria goiana como tempero no preparo de carnes, arroz, feijao,
pamonha salgada, em biscoitos de polvilho, podendo ser usada in natura ou em
conservas (CARVALHO et al., 2006).

A Pimenta Biquinho é uma pimenta muito popular por ser doce e
aromatica. Possui frutos com coloracdo vermelha ou amarela, quando maduros, com
2,5 a 2,8 cm de comprimento e 1,5 cm de largura. Seu formato € triangular
pontiagudo, como um bico, que da origem ao nome vulgar. E muito comum em
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Minas e no Estado de Goias. Os frutos sao usados para o0 preparo de conservas,
mas podem ser consumidos frescos, como aperitivo (CARVALHO et al., 2006).

A pimenta Neyde € uma pimenta exoética de coloracdo roxa escura
muito picante de origem brasileira. Pode ser usada em molhos, mas é

principalmente utilizada para a decoracéo de jardins (VIRIDEA, 2018).

R

FIGURA 3.3: Pimentas pertencente a espécie Capsicum chinense. A) Pimenta bode;
B) Pimenta Biquinho; C) Pimenta Cumari do Parg; D) Pimenta Neyde. (Fonte:
adaptado de CARVALHO et al., 2006 e VIRIDEA, 2018).

3.1.3 — Oleo essencial de pimenta

As propriedades flavorizantes (arométicas e pungentes) das pimentas
estdo contidas em seus Oleos volateis ou 6leo essenciais, e em suas oleorresinas.
Os 6leos essenciais sdo liquidos oleosos aromaticos formados por uma mistura
complexa de compostos volateis que sdo obtidos de material vegetal (flores, brotos,
sementes, folhas, galhos, cascas, ervas, madeira, frutas e raizes). Sao utilizados
para diversos fins, tais como aromatizantes de alimentos, fragrancias para perfumes
e como principio ativo de produtos farmacéuticos. Possuem ainda propriedades
antibacterianas e antifingicas (BURT, 2004; RIBEIRO-SANTOS et al., 2007). J& as
oleorresinas, segundo Ponce et al. (2008), constituem a verdadeira esséncia das
especiarias em sua forma mais concentrada, contendo componentes volateis e nao
volateis.

Pino et al. (2006) identificaram 102 compostos volateis em Pimenta
Habanero (Capsicum chinense Jack. cv. Habanero) cultivadas em Yucatdan no
México. Os principais constituintes para essas pimentas foram (E)-2-hexenal, 3-
metilbutanoato de hexila, 3-metilbutanoato de (Z) -3-hexenilo, pentanoato de hexila,
3,3-dimetilciclo-hexanol e acido hexadecandico. Pino et al. (2007) analisaram os

volateis de dez pimentas Habanero (Capsicum chinense Jack.) agrupadas por suas
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cores: quatro vermelhas, cinco laranjas e uma marrom. A partir desse estudo o0s
autores concluiram que a composicdo dos compostos volateis das pimentas
Habanero difere claramente para as diferentes cultivares. As cultivares laranja e
marrom possuem em geral quantidades maiores de ésteres, com notas de odor
frutado, do que as cultivares vermelhas. Sendo assim, as cultivares laranja e marrom
foram classificadas como melhor em composicéo quimica e sabor, representando as
cultivares mais relevantes para a espécie.

Luning et al. (1994) utilizaram headspace dinamico para analisar
compostos volateis do pimentdo C. annuum cv. Mazurka, nos seus diferentes
estagios de maturacdo. Segundo esses autores as diferentes amostras
apresentaram varios compostos de odor em comum como 2,3-butanodiona
(caramelo), 1l-penteno-3-ona (pungente), hexanal (graminea), 3-careno (pimentao
vermelho, borracha), (Z)-B- ocimene (ran¢oso, suado), octanal (frutado) e 2-isobutil-
3-metoxipirazina (pimenta verde). Durante o estadgio de maturacéo eles observaram
o desaparecimentos de notas de odor verde, aumentando-se compostos tais como,
(E)-2-hexenal e (E)-2-hexenol, que tém odores amendoados, frutados e doces.
Mazida et al. (2005), também analisaram os compostos volateis de uma pimenta
dessa mesma espécie, porém de outra variedade (Capsicum annuum var. annuum
cv. Kulai). As andlises foram feitas por meio de microextracdo em fase soélida
(SPME). Esses autores, assim como 0S primeiros encontraram um aumento do
composto (E)-2-hexenal, durante a maturacdo, mas enfatizaram o aumento nao sé
desse composto, mas também dos compostos 2,3-butanodiona, 3-careno e linalol,
aos quais atribuiram o cheiro doce frutado. Por outro lado, aromas verdes e
gramineos representados pelos compostos hexanal e 2-isobutil-3-metoxipirazina
foram perdidos durante esse processo. Os autores deduziram, portanto, que seis
compostos sdo marcadores do amadurecimento da espécie testada, sendo hexanal
e 2-isobutil-3-metoxipirazina que deve decrescer, enquanto que 2,3-butanodiona, 3-
careno, (E)-2-hexenal e linalol devem aumentar.

Os volateis mais importantes durantes os estagios de maturacdo, no
entanto, costumam mudar entre as espécies. Liu et al. (2009) investigaram o0s
volateis de uma pimenta nativa chinesa (Capsicum frutescens), para a qual eles
conseguiram identificar oitenta e cinco compostos. Segundo os autores, compostos
com funcdo aldeido e cetona aumentaram durante a maturagdo enquanto que 0s

alcoois tiveram um leve decréscimo. Os compostos que se destacaram nos trés

150



estagios analisados foram: 3-hexen-1-ol e éster formiato de hexila para o estagio
verde; 2-pentanol e o éster propanoato de 2-metilhexila para o estagio intermediario;
e 0 3-heptadeceno para o estagio maduro. Os autores afirmaram que o composto 2-
isobutil-3-metoxipirazina que € geralmente dominante em pimenta fresca nao foi
encontrado na espécie estudada.

Kollmannsberger et al. (2011) investigaram a composicdo de volateis
em duas pimentas de espécies diferentes do Chile usadas a milénio na culinaria
andina, a Rocoto (Capsicum pubescens) e a Aji (Capsicum baccatumc. var.
pendulum). Mais de 200 volateis foram detectados para as pimentas e diferencas
marcantes no padrdo de volatil foram encontradas entre os acessos estudados.
Segundo o0s autores, nessas pimentas andinas ndo ocorre um destaque muito
pronunciado para aromas frutados/exéticos como ocorre na espécie C. chinense.
Essas pimentas apresentam um aroma que mistura o odor de terra, vegetais e
pimentdo. Enquanto que a Aji apresentou uma nota adicional mais doce e frutada, a
Rocoto exibiu um aroma de pepino. O aroma da C. pubenscens se deve
principalmente a 2-etoxipirazinas substituida e produtos de clivagem provocados por
lipoxigenases como 2-nonenals e 2,6-nonadienal. JA o aroma da C. baccatum se
deve ao 2-Heptanotiol, 3-isobutil-2-etoxipirazina e varios fendis, como o guaiacol, e
terpendides, como o a-pineno, 1,8-cineol e linalol. O aroma frutado dessa pimenta é

caracteristico de alguns compostos do tipo ésteres 3-metil-2-butil.

3.1.4 — Extracéo e analise de 0leo essencial

a) Extracao

Varios sao os métodos citados na literatura utilizados para a extracédo
de Oleo essencial. A maneira tradicional de isolar compostos volateis de material
vegetal é a destilacdo a vapor ou hidrodestilacdo (Figura 3.4). Nesse processo, as
plantas expostas a agua fervente ou vapor, liberam seus Oleos essenciais por
evaporacao. Normalmente os pontos de ebulicdo desses compostos variam entre
200 a 300 °C, mas a combinagao da pressao de vapor desses compostos com a
pressdo de vapor da agua se iguala facilmente a pressédo atmosférica o que acaba
por facilitar a evaporacdo dessas substancias. O vapor carregado de 0leo essencial

sobe e entra em tubulagcbes estreitas que sao resfriadas por uma fonte externa. A
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medida que os vapores de agua e 6leo essencial sdo condensados, ambos sao
coletados e separados em um recipiente proprio. O Oleo essencial, sendo menos
denso e imiscivel na agua, fica na superficie. O rendimento dos Oleos essenciais
pode variar entre 0,005 a 10%, dependendo muito do tempo de destilacéo,

temperatura e pressdo de operacao e principalmente do material vegetal.

®
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FIGURA 3.4: Representacdo esquematica das etapas individuais na extracdo de
Oleos essenciais por destilacdo. (Fonte: adaptado de CHEMAT e BOUTEKEDJIRET,
2015).

Trés tipos de destilacdo sdo mais comuns para a extracdo de 6leos
essenciais: destilagdo com agua, destilagdo com agua e vapor d’agua e destilagao
direta com vapor d’agua. No método que utiliza a destilacdo com agua, o material
vegetal fica em contato direto com a 4gua em ebulicdo, flutuando ou imerso no
liquido, dependendo da densidade desse material. O vapor resultante da agua
fervente carrega consigo os 0leos volateis que ao ser resfriado separa-se do meio
aguoso, podendo ser coletado. No método por destilagdo com agua e vapor d’agua,
o material vegetal fica em uma placa perfurada acima d4 agua quente, e o vapor

passa através do material vegetal. A 4gua € aquecida e o vapor umido atravessa o
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material, de modo que esse material ndo fica em contato direto com a agua. Na
destilagédo direta com vapor d’agua nenhuma agua € colocada dentro do tanque de
destilacdo, mas é direcionada de uma fonte externa até o material. Nesse caso, 0
vapor de agua costuma estar superaquecido e ter pressdo superior a atmosférica
rompendo os sacos contendo as moléculas de 6leo na planta (KOKETSU, M.;
GONGCALVES, 1991; CHEMAT e BOUTEKEDJIRET, 2015). A Figura 3.4 ilustra um
esquema geral referente ao processo de destilacéo.

Um tipo de hidrodestilacdo especial utiliza-se de um aparato chamado
Clevenger para uma extracdo otimizada de 6leos essenciais (LUCCHESI et al.,
2004). Um esquema contendo extrator do tipo Clevenger pode ser visualizado na

figura 3.5.

Condensador —

Oleo essencial > E Clevenger

Faseaquosa —— —

Sistema de refluxo

Material vegetal

Aquecimento

FIGURA 3.5: Sistema de hidrodestilacdo conectado ao extrator do tipo Clevenger.
(Fonte: adaptado de LUCCHESI et al., 2004)

Esse sistema pode ainda ser melhorado pela adaptacdo de reatores de
micro-ondas para aumento do rendimento do 6leo, diminuicdo do tempo e custo do
processo de extracdo e melhoramento da qualidade dos compostos extraidos.

Nesse caso, € possivel até mesmo se obter uma extragdo & seco, ou seja, uma
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extracdo sem a necessidade do uso de agua para auxiliar na evaporacdo dos
volateis da planta. Golmakani e Rezaei (2008) constataram que hidrodestilacédo
assistida por micro-ondas, de acordo com a Figura 3.6, ndo apresenta diferenca na
composicao do Oleo essencial quando comparado a hidrodestilagdo comum. Porém
pode significar um ganho em termos de tempo e energia. Enquanto a hidrodestilagao
comum necessitou de 4 horas para ser completada a hidrodestilacado assistida por
micro-ondas foi realizada em 75 min. LUCCHESI et al. (2004) perceberam, no
entanto, que esse método pode ser melhorado se a agua nao for usada nesse
processo. Nesse caso, o tempo de extragado foi de 30 min, para o sistema adaptado
sem agua, versus 4,5 horas para a hidrodestilacdo normal. Os autores constataram
ainda um ganho também na qualidade do 6leo essencial que apresentou uma maior
guantidade de compostos oxigenados que sdo mais valiosos para esse tipo de

extrato.
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FIGURA 3.6: Representacdo esquematica da hidrodestilagdo assistida por micro-
ondas. (Fonte: adaptado de GOLMAKANI e REZAEI 2008).

Uma forma moderna da extracdo de 6leos essenciais de plantas, que
tem crescido muito nas ultimas décadas, conta com um sistema a base de fluido
supercritico, geralmente CO,, para se obter uma extracéo rapida e ambientalmente
correta. Porém, o apelo ambiental se baseia na garantia de n&do se utilizar solventes

organicos para a extragdo além do CO, no estado critico, todavia até 20% desses

154



solventes ainda podem ser usados nesse método. Nesse caso, a extragdo tem uma
vantagem adicional, visto que a adicdo de solventes organicos especificos leva a
uma extracdo mais seletiva dos volateis para os quais se tem um maior interesse
(POURMORTAZAVI e HAJIMIRSADEGHI, 2007).

Métodos modernos, no entanto, ndo eliminaram por completo da
literatura a referéncia a métodos mais tradicionais de extracdo, principalmente
guando se tem o objetivo do estabelecimento de novas metodologias. Métodos que
utilizam extrator do tipo Soxhlet, por exemplo, ainda séo bastante utilizados. OZEL e
KAYMAZ (2004) relatam que obtiveram rendimentos em O6leo essencial muito
proximos para as extragcdes realizadas por destilagdo a vapor (4 h), extragcdo com
agua super-aquecida (150 C°) e soxhlet (12 h). Porém, vale ressaltar que esses
autores comentaram em seu trabalho que uma gama de compostos de menor peso
molecular estava ausente nas amostras extraidas por soxhlet. Nesse caso, eles ndo
deram muita énfase a esse problema, pois como j& comentado inicialmente, o
objetivo do trabalho era o estabelecimento de uma nova metodologia de extracéo

baseada em super-aquecimento da agua no processo de hidrodestilacéo.
b) Analise

ExtracOes de Oleos essenciais sdo necessarias toda vez que se deseja
a aplicacdo desses em andlises praticas, como adicdo a alimentos, bebidas e
perfumes, determinacdo da acdo antimicrobiana ou mesmo determinacdo de
rendimento para fins comerciais. Quando apenas uma andlise da composicdo
qguimica é desejada, procedimentos mais diretos podem ser empregados para esse
fim, como por exemplo, a utilizagcio de andlise por headspace. Oleos essenciais, por
serem compostos muito volateis, sdo convenientemente analisados por técnicas de
cromatografia gasosa. Técnicas de injecdo do headspace da amostra, constituindo a
parte volatilizada desta, € um procedimento completamente compativel com a
cromatografia a gas. No entanto, esse método constitui-se apenas como um método
de andlise, desde que a extracdo da amostra é processada em microescala com um
fim exclusivo de se analisar no cromatografo. Contudo, essa técnica é amplamente
utilizada na literatura para a andlise de pimentas do género Capsicum. Luning et al.
(1994) detectaram 64 compostos volateis por meio de headspace dinamico
proveniente da espécie de pimenta Capsicum annuum. Essa técnica foi utilizada na

avaliacdo dos estagios de maturacdo dessa pimenta, permitindo a percepcédo do
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desaparecimento de alguns volateis tipicos para a pimenta verde. Rodriguez-
Burruezo et al. (2010) detectaram por meio da técnica de headspace por
microextracdo em fase sélida (HS-SPME) mais de 300 compostos de 16 acessos de
Capsicum de um complexo annuum-chinense-frutescens. Esses autores utilizaram
os dados obtidos para realizar um estudo acerca da reproducgéo e filogenia dessas

plantas.

3.2 - Objetivos

3.2.1 - Objetivo Geral:

Avaliar técnicas de extracdo e analises cromatograficas para o 6leo

essencial de pimentas do género Capsicum.

3.2.2 - Objetivos especificos

a) Extrair o Oleo essencial de sete pimentas diferentes por soxhlet e
hidrodestilacao.

b) Analisar os componentes de cada extracédo por GC-MS.

c) Analisar o 6leo essencial das sete espécies por headspace acoplado a GC-
MS.

d) Comparar os diferentes tipos de extracdo por Analise de Componentes
Principais (PCA).

3.3 - Procedimento Experimental

3.3.1 — Pimentas utilizadas no trabalho

As pimentas utilizadas no trabalho foram Dedo de moca e Chapéu de
frade verde, (Capsicum baccatum L. var. pendulum (Willd.), Malagueta (Capsicum
frutescens), Biquinho, Cumari do Para verde, Pimenta Bode e Pimenta Neyde -
exotica roxa Figura 3.7 (Capsicum chinense). As primeiras foram adquiridas no

mercado local, com excec¢ao das duas ultimas que foram doadas por produtores.
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FIGURA 3.7: Pimenta Neyde — exética roxa (Capsicum chinense).

3.3.2 — Extrac&o do oleo essencial

Duas formas de extracdo foram utilizadas para a obtencdo do oleo

essencial: soxhlet e hidrodestilagéo.

3.3.2.1 — Soxhlet

Para a extragdo por soxhlet as pimentas foram cogeladas em
nitrogénio liqguido e moidas em moinho analitico. Depois de moidas, o p6 de pimenta
ainda congelado, foi pesado diretamente num cartucho feito com papel filtro. Os
cartuchos com 10 g de amostra foram transferidos para um extrator soxhlet acoplado
a um baldo de fundo chato contendo 180 mL de acetato de etila grau HPLC. A
extracao foi de 7 h, completanto cerca de 21 ciclos. O extrato foi seco com Na,SO, e
transferido para um frasco de fundo redondo para a concentracdo da amostra em
rotaevaporador até o volume de 10 mL. O volume coletado foi transferido para
fascos ambar e armagenado a 4°C até o momento da andlise em GC-MS. As
extracaos por soxhlet foram feitas em triplicata.

3.3.2.2 — Hidrodestilacao

Para a extracdo por hidrodestilagédo primeiramente cerca de 100 g da
amostra foi triturada em liquidificador por 1 min em 500 mL de agua. O conteldo do
liquidificador foi transferido para um baldo de fundo redondo de 1 L e conectado a
um extrator clevenger. Apés 2 horas de extracdo o 0leo essencial obtido foi diluido

em 2 mL de éter etilico grau HPLC e coletado com uma pipeta de Pasteur.
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Posteriormente, o 6leo essencial foi seco em Na,SO4 e o0 extrato foi transferido para
um frasco ambar armazenado a 4 °C até o momento da andlise em GC-MS. As
extracdos por hidrodestilacdo foram feitas em triplicata em extrator Clevenger

modificado.

3.3.3 — Analise por GC-MS

Todas as analises cromatograficas foram feitas em equipamento GC-
MS (Shimadzu TQ-8040), equipado com auto-injetor (PAL AOC-5000) e coluna Rtx-
5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) Restek. O mentol foi utilizado como padréo interno na
concentracdo de 1 pg.mL™ e adicionando-se 100 uL diretamente sobre a amostra a
ser analisada. A Tabela 3.3 apresenta os parametros do equipamento GC-MS

utilizados na analise.

TABELA 3.3: Parametros operacionais GC-MS.

Gas de arraste: hélio
Volume de injecéo: luL
Temperatura de injecao: 230 °C
Fluxo: 1,2 mL.min*
Fluxo de purga: 3 mL.min™
Divisdo de fluxo: 1:10/1:50
Corte do solvente: 3,5 min
Temperatura da fonte: 280 °C
Temperatura da interface: 280 °C
lonizacéo: 70 eV
Intervalo de massa: m/z 40-400

3.3.3.1 — Analise do extrato obtido por soxhlet

A Tabela 3.4 abaixo descreve o gradiente de aquecimento empregado

na analise do extrato obtido por soxhlet.
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TABELA 3.4: Gradiente de temperatura do forno da coluna para as analises dos
extratos de pimenta obtidos por soxhlet.

Taxa de aumento o Tempo de espera
(°C/min) Temperatura (°C) (min)
40 0
3 290 1

3.3.3.2 — Analise do extrato obtido em equipamento Clevenger

A Tabela 3.5 descreve o gradiente de aquecimento empregado na

analise do extrato obtido por hidrodestilacao

TABELA 3.5: Gradiente de temperatura do forno da coluna para as analises dos
extratos de pimenta obtidos por hidrodestilacao.

Taxa de aumento Tempo de espera

Temperatura (°C)

(°C/min) (min)
40 0
3 280 1

3.3.3.3 — Analise das pimentas por headspace (HS) acoplado a GC-MS

Para a extracdo por HS, primeiramente foi feito um planejamento
experimental do tipo 4% para determinar as melhores condicdes de analise. Nesse
planejamento foram avaliados quatro variaveis sendo a temperatura do forno, tempo
de extracdo, massa de pimenta e massa de sal Na,SO, em dois niveis, alto e baixo,
de acordo com a Tabela 3.6. O resultado desse planejamento foi avaliado em termos

de nimero e area dos picos cromatogréficos.

TABELA 3.6: Planejamento experimental com dois niveis e quatro variaveis.

Nivel baixo(-1) Nivel alto (+1)
Temperatura (°C) 60 80
Tempo (min) 20 40
Massa de amostra (g) 0,5 1,0
Massa de sal Na,SO4 (g) 1,0 2,0

As amostras de pimenta foram picadas em pedagos pequenos,
pesadas diretamente em frascos vials de 10 mL, proprios para HS, e misturadas

com bastéo de vidro com o sal Na,SO, que foi pesado e adicionado sobre a amostra
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de pimenta. Os frascos de HS foram colocados em sequéncia no amostrador do GC-
MS de onde foram transportados por um brago mecéanico para um forno aquecido
previamente na temperatura determinada para o0 experimento. Depois de
transcorrido o tempo de forno, 500 uL da amostra volatilizada foi injetada no
equipamento de GC automaticamente por um seringa Hamilton de 1 mL propia para
esse tipo de andlise adaptada com sistema de aquecimento. Cada frasco foi
utilizado apenas uma vez, sendo as analises feitas em triplicata. A Figura 3.8 mostra

a localizacao do forno no GC-MS utilizado na analise.

Forno para
headspace

FIGURA 3.8: GC-MS adaptado para a analise por headspace.

A Tabela 3.7 descreve o gradiente de aquecimento empregado na

analise por headspace.

TABELA 3.7: Gradiente de temperatura do forno da coluna para as analises de
pimentas por headspace.

Taxa de aumento R Tempo de espera
(°C/min) Temperatura (°C) (min)
40 0
3 280 1

3.3.4 — Andlise e tratamento de dados

Os componentes volateis do 6leo essencial das pimentas foram
identificados através da comparacdo do espectro de massa com aquele existente no
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livro Adams (2007) , na biblioteca (NIST 11.0), NIST Web Book e por comparagao
com o indice de reteng&o proposto por Van den Dool e Kratz. Os indices de retencao
(IR) foram determinados utilizando uma série homologa de n-alcanos, preparados a
partir da diluicdo de uma solucdo padrdo em hexano e analisados nas mesmas
condi¢des cromatograficas das amostras.

A partir dos cromatogramas obtidos em GC-MS para as amostras de
pimentas, uma matriz de dados foi montada no programa Excel® e transferida para o
programa Matlab 2016a. Os dados foram autoescalonados e processados para a
obtencdo de uma PCA - Andlise de Componentes Principais. Esse tipo de andlise
foi realizada a fim de comparar as diferentes extracbes e analise GC-MS para as

pimentas.

3.4 — Resultados e discussao

3.4.1 — Extracdo dos Oleo essenciais das pimentas por soxhlet e

hidrodestilacao

A extracdo das pimentas em extrator Soxhlet foi realizada apos
moagem dos frutos em um po fino sob resfriamento em nitrogénio liquido. O

esquema montado para a extracao € mostrado na Figura 3.9.

161



FIGURA 3.9: Extracao de 6leo essencial de pimenta por soxhlet.

Na figura 3.9 € possivel perceber que os extratos obtidos foram
coloridos, indicando ser possivel por meio dessa técnica a extracdo dos
carotendides que compde a cor das pimentas. O solvente utilizado nessa extracdo
foi o acetato de etila, o qual tem uma polaridade intermediaria influenciando na
extracdo desse tipo de pigmento com estruturas mais apolares. Na literatura foram
encontrados o relato do uso de solventes tais como éter de petréleo, hexano e
acetato de etila (OZEL e KAYMAZ, 2004; KUMAR TRIPATHI, 2011; WU et al.,
2015). O solvente acetato de etila, nesse caso, foi escolhido propositalmente, visto
que por meio de pesquisa prévia a literatura (Pino et al. 2006, 2007 e 2011,
Kollmannsberger et al. 2011), onde percebeu-se que no Oleo de pimenta
predominaram componentes volateis com funcdes do tipo &lcoois, adeidos e
ésteres, sendo esse solvente, portanto, adequado. Solventes mais apolares como o
éter de petréleo e hexano foram recomendados principalmente para a extracdo de
volateis basedos em estruturas do tipo terpenoide.

A extracdo por hidrodestilacdo foi processada ap0s moagem em
liquidificador de 100 g da fruta em agua. Essa metodologia foi utilizada por Forero et
al. (2009) e por Pino et al. (2006, 2007 e 2011). O equema montado para a
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realizacdo da hidrodestilagdo pode ser visualizado na Figura 3.10A e o 6leo obtido
apos a extracdo € mostrado na Figura 3.10B.

FIGURA 3.10: Extracdo de 6leo essencial de pimenta por hidrodestilacao. A) Foto do
extrator Clevenger montado para a extracdo; B) Foto do 6leo obtido apds extracao
da pimenta Bode (Capsicum chinense).

Como pode ser visto na Figura 3.10 B a quantidade de 6leo obtido do
fruto das pimentas foi extremamente pequena, tendo em vista a massa usada na
extracdo (100 g). A foto mostra apenas pequenas goticulas flutuando sobre a agua.
Sendo assim, o célculo de rendimento para esse 6leo ndo foi possivel devido a
dificuldade encontrada na separacdo da mistura 6leo/hidrolato. Como mencionado,
esse Oleo possui maior polaridade em relacdo aquela comumente encontrada para
Oleos essenciais devido ao tipo de moléculas que o constituem. Logo, apresentou
forcas adesivas em relacdo ao vidro das pipetas Pasteur que foram utilizadas para a
sua coleta. Uma vez sendo coletados, por esse tipo de pipeta, formavam uma
pelicula sobre o vidro, impossibilitando a sua separagéo. A Unica forma possivel de
se coletar o 6leo de pimenta foi, portanto, pelo uso de 2,0 mL do solvente éter
dimetilico. Esse mesmo solvente foi utilizado na extracdo do 6leo essencial de
pimenta a partir do hidrolato nos trabalhos de Forero et al. (2009) e Pino et al.
(2011). Em trabalhos de Pino et al. (2006 e 2007) foi utlizado o solvente

diclorometano para o mesmo fim. Uma vez coletados os 6leos em éter dimetilico, o
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extrato foi guardado em frasco ambar excessivamente vedado por batoque e uma
combinagdo de parafilme e filme de PVC. Essa providéncia foi tomada devido a
observacdo da completa evaporacdo das primeiras amostras obtidas, para as quais
ndo havia sido adotado esse método. Mesmo com o uso de batoque, tampa e
armazenamento sob refrigeracdo, as perdas das primeiras amostras foi inevitavel.
Nem o armazenamento em freezer a -20 °C impediu a evaporagdao do solvente
juntamente com o 6leo.

Dois tempos de extracdo foram investigados para o meétodo de
hidrodestilacdo, o tempo de 2 e 4 h. Por fim optou-se pelo tempo menor, visto a
grande volatilidade apresentada pelo 6leo das pimentas. No tempo de 4 h observou-
se nitidamente a diminuicdo da quantidade de goticulas de 6leo sobre o hidrolato,
muito embora néo tenha sido possivel medir essa perda. Todos os autores citados
acima trabalharam com o tempo de 1 h para a extragcdo de Oleo essencial de
pimenta do género Capsicum. Para as pimenta Dedo de moc¢a e Chapéu de frade,
no entanto, mesmo sendo utilizando o tempo de 2 h ndo foi observado nenhuma
gota de 6leo essencial. Para a malagueta a quantidade obtida foi minima (uma
goticula quase ndo perceptivel). O maior rendimento de 6leo essencial foi obtido
para o género Capsicum chinense. Essa espécie, como visto na introducédo desse
trabalho, € conhecida por apresentar pimentas extremamente aromaticas o que
pode ser relacionado diretamente com uma maior producédo de 6leo essencial pela
espécie (CARVALHO et al., 2006).

3.4.2 — Andlise por headspace

A analise do headspace dos frutos de pimenta foram feitas pelo método
de headspace estatico, sendo esse o método mais pratico por estar acoplado ao
equipamento GC-MS utilizado nesse trabalho e ser totalmente automatizado. A
Figura 3.11 traz a foto de vials contendo o fruto da pimenta picado e misturado com
Na,SO, anidro. Nesse experimento o sal Na,SO, foi adicionado a pimenta com
dupla finalidade. A primeira foi auxiliar no rompimento das células do vegetal a fim
da liberacdo do seu conteudo interno. A segunda foi atuar como secante diminuindo
a quantidade de vapor de agua que seria injetado no equipamento GC-MS.
Geralmente, as colunas de GC costumam ser construidas para 0 uso quase que
exclusivo com solventes organicos, ndo sendo compativeis com a agua que, devido
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a sua alta prolaridade, leva a um sangramento da coluna, significando a
deteriorizacdo da mesma por perda da fase estacionaria. Sangramentos sdo muito
prejudiciais ao equipamento de GC-MS, pois além de causar um diminuicdo da
eficiéncia da coluna, levam sujeira para dentro da fonte de ions, onde podem acabar
por diminuir a sensibilidade desse equipamento. Outra vantagem da diminuicdo da
formacdo de vapor de agua no headspace da amostra € a formacédo de vapores
mais concentrados dos volateis oleosos, pois no equilibrio a pressao de vapor total

tera uma maior contribuicdo desse tipo de composto.

FIGURA 3. 11: Frascos de 10 mL contendo amostras de 1 g de pimenta juntamente
com 2 g de sal Na,SO, preparados para analise por headspace.

Para o trabalho com headspace estatico o primeiro passo foi a
determinacdo dos parametros do preparo da amostra e operacdo do forno. Os
principais fatores determinantes do preparo da amostra que foram escolhidos para
serem trabalhados foram a massa de pimenta que variou entre 1 e 0,5 g e a massa
de sal Na,SO, que variou entre 1 e 2 g. Os parametros do forno que foram
trabalhados foram temperatura (60 e 80 °C) e tempo de permanéncia (20 e 40 min).
E importante destacar que a temperatura do forno de headspace pode chegar até
200 °C, no entanto, temperaturas muito altas ndo foram selecionadas devido a
existéncia de agua na amostra. Em temperaturas muito altas necessariamente
haveria um aumento da pressdo de vapor de 4gua que acabaria por interferir na
pressao total do sistema e, portanto, na fracdo de Oleo essencial na fase de vapor.
Todos estes fatores foram trabalhados por meio do desenvolvimento de um
planejamento experimental do tipo 4% ou seja, um planejamento que avalia
simultaneamente os quatro parametros em dois niveis. Nesse caso, um total de 16
experimentos foram executados onde cada parametro e nivel foi variado de modo a

avaliar as condi¢cdes Otimas para a definicdo do melhor protocolo de analise. A
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pimenta utilizada nesse experimento foi a pimenta bode que, por ser uma pimenta
bastante aromatica, apresentou uma boa quantidade de picos na analise por
headspace. Os fatores investigados nesse experimento (variaveis dependentes)
foram maior area dos sinais e maior niumero de picos no tempo de analise que teve
um total de 55 minutos. A Tabela 3.8 descreve os niveis trabalhados e as respostas
obtidas para o planejamento fatorial executado.

TABELA 3.8: Representacdo da matriz do planejamento fatorial com os niveis
estudados e as respostas obtidas em funcdo do numero de picos e area dos picos
cromatograficos.

Niveis codificados?® Respostasb
Ensaios n° Numero Resposta Resposta Resposta Resposta

A B ¢ D de picos dreasinall areasinal2 dareasinal3  areasinal4
1 1 1 1 1 63 11818518,00 2783979,00 10488023,00 3948209,00
2 -1 1 1 1 39 1463707,00  504410,00 1752676,00  968083,00
3 1 -1 1 1 58 5985453,00 2852749,00 8119139,00 5722003,00
4 -1 -1 1 1 35 1117111,00  605342,00  2299044,00 1578972,00
5 1 1 -1 1 57 6488662,00 2331906,00 9084818,00 4086445,00
6 -1 1 -1 1 49 2941396,00  840591,00  2521339,00 1518680,00
7 1 -1 -1 1 43 2379314,00 1414678,00 4303396,00 3596965,00
8 -1 -1 -1 1 34 753512,00 426803,00 1663848,00 1313895,00
9 1 1 1 -1 56 5338590,00 1815649,00 7865333,00 4632157,00
10 -1 1 1 -1 39 1741008,00 618269,00  2181053,00 1167068,00
11 1 -1 1 -1 48 3140026,00 1921839,00 4662495,00 3327815,00
12 -1 -1 1 -1 32 791531,00 495205,00  1988465,00 1656802,00
13 1 1 -1 -1 53 2609564,00 1968196,00 6012483,00 3371445,00
14 -1 1 -1 -1 44 3867276,00 1139906,00 3789662,00 2197382,00
15 1 -1 -1 -1 42 1574474,00 1169780,00 3196803,00 2668416,00
16 -1 -1 -1 -1 48 3079409,00 1680140,00 4728269,00 3254619,00

A = temperatura (60 e 80°C); B = tempo (20 e 40 min); C = massa de amostra (0,5 e 1 g); D = massa
de sal Na,SO, (1 e 2 g); -1 = nivel inferior e 1 = nivel superior das variaveis avaliadas. *Variaveis
independentes; PVariaveis dependentes. Sinais: 1 = Isopentanoato de hexila; 2 = éster nao
identificado; 3 = 3,3-dimetilciclo-hexanol; 4 = 6-Himacaleno.

A Figura 3.12 ilustra dois graficos mostrando o efeito sobre a area e o
namero de picos no cromatograma obtido a partir da variacdo nos niveis de cada

parametro testado nos 16 ensaios para a pimenta Bode.
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FIGURA 3.12: Representacdo dos efeitos sobre as varidveis dependentes
investigadas sendo A) a area dos picos obtidos e B) o numero de picos, para o
cromatograma do headspace da pimenta Bode, onde T = temperatura; t = tempo; m
= massa de pimenta; s = massa de sal Na,;SO,.

Como pode ser observado na Figura 3.12, o parametro temperatura do
forno e temperatura combinada a massa da amostra foram responséveis pelos
maiores efeitos sobre o nimero de picos e area dos sinais. O tempo de permanéncia
no forno teve um maior efeito sobre o nimero de sinais, enquanto que a temperatura
combinada com a massa de sal teve maior efeito sobre a area do sinais. E possivel
notar também que o efeito isolado da massa de amostra ndo foi muito significativo
sob nenhum dos parametros investigados. Todos esses parametros citados tiveram
um efeito positivo, ou seja, quanto maior seu valor, maior foi o efeito nas variaveis
dependentes, numero de picos e area do sinal. Os parametros combinados, tempo
de permanéncia no forno e massa de amostra, foram os Unicos que tiveram efeito
negativo, onde quanto menor seus valores, melhores foram os efeitos sobre o
experimento. No entanto, esse efeito negativo foi muito pouco relevante em relacéo
aos outros efeito, significando que no efeito geral, ndo sdo determinantes para a
escolha dos parametros de analise. Logo, percebeu-se que quanto maior o valor dos

parametros melhor seria a resposta da analise, por isso foram escolhidos os maiores
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valores para todos os parametros investigados. Portanto, a temperatura do forno
selecionada nas andlises seguintes foi 80 °C, o tempo de permanéncia 40 min, a
massa de amostra 1,0 g e a massa de sal 2,0 g Na,SO,.

A Figura 3.13 abaixo apresenta 0s cromatogramas obtidos nos
experimentos que ilustram a importancia dos parametros citados para intensidade (e

area) do sinal analitico.
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FIGURA 3.13: Cromatogramas do headspace da pimenta Bode mostrando os efeitos
A) da temperatura, B) do tempo de permanéncia no forno e C) da temperatura
combinada a massa da amostra.
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Mestres et al. (1997) otimizaram temperatura e tempo de permanéncia
no forno de amostras de vinho para os quais foi utilizada a metodologia de
headspace estatico para a andlise de compostos sulfurados. Segundo os autores,
temperatura e tempo maiores de permanéncia no forno favorecem a analise, no
entanto, temperaturas muito altas pode levar a oxidagéo de alguns compostos e, por
isso, ndo foram indicadas. Sitaramaraju et al. (2008) utilizaram headspace estatico
para analisar compostos semi-volateis em produtos farmacéuticos de uso topico. Os
autores explicaram que a presenca de agua nos frascos de HS restringe as
temperaturas de termostatizagdo a temperaturas abaixo de 90°C. Esse limite deve
ser aplicado para evitar a sobrepressurizagao no frasco contendo a amostra devido
a evaporacao da agua. Desse modo, a temperatura definida para o trabalho deles foi
85°C.

3.4.3 — Comparacéo entre as diferentes analises do 0leo essencial de

pimenta

O d6leo essencial das diferentes pimentas obtidos por soxhlet e
hidrodestilacdo foram analisados por GC-MS por injecdo direta e comparado a
analise do headspace da amostra a fim de se entender as diferencas e as
semelhancas que seriam obtidas para cada analise.

A Figura 3.14 mostra os cromatogramas para a pimenta Vermelha e a
pimenta Chapeu de frade cujo 6leo essencial foi obtido por soxhlet, hidrodestilacdo e
do headspace da amostra. Como pode ser observado, essas pimentas
apresentaram um numero de sinais muito pequeno (menos de 15 sinais por
cromatograma) e pouco intenso (com a maior parte dos picos de intensidade menor
que 10°), quando comparadas as demais pimentas analizadas (Figura 3.15). Deste
modo, essas duas pimentas acabaram ndo entrando nas andlise de dados feitas a
fim de comparar os diferentes métodos de andlise para o 6leo essencial de pimentas
do género Capsicum. Essas duas pimentas sdo plantas da mesma espécie
Capsicum baccatum. E importante destacar que a espécie Capsicum baccatum n&o
recebe uma énfase muito grande na analise de 6leos essenciais na literatura. Muito
pouco material € encontrado citando essa espécie em comparagdo com a espécie
Capsicum chinense que se destaca por ser uma espécie bastante aromatica e

utilizada comercialmente. Ao comparar pimentas da espécie Capsicum baccatum
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com uma pimenta da espécie Capsicum chinense os autores Kollmannsberger et al.
(2011) perceberam que a maioria dos sinais encontrados para a Ultima espécie
estavam ausentes no cromatograma obtido para a primeira. Mesmo 0S poucos sinais
de ésteres encontrados estavam em intensidade extremamente baixa quando

comparados aos ésteres presentes na Capsicum chinense.
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FIGURA 3.14: Cromatogramas para 0 Oleo essencial obtido para a pimenta
vermelha (em preto) e Chapéu de padre (em rosa) obtida A) por soxhlet, B)
hidrodestilacao e C) a partir do headspace da amostra.

Os resultados obtidos para as demais pimentas (malagueta, pimenta
bode, pimenta Neyde, pimenta biquinho e cumari) pode ser visualizado nos
cromatogramas sobrepostos na Figura 3.15 que ilustra a analise para as pimentas
biquinho em preto, bodinha em rosa, cumari em azul, malagueta em vermelho e roxa
em verde, cujo Oleo essencial analisado foi obtido por soxhlet, hidrodestilacdo e a

partir do headspace da amostra.
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FIGURA 3.15: Cromatogramas para o 6leo essencial obtido a partir das pimentas
biquinho, bode, cumari, malagueta e roxa obtido por soxhlet, B) hidrodestilacdo e C)
headspace da amostra, com destaque para as substancias presentes para alguns
dos picos mais intensos.

Uma analise primaria dos cromatogramas da Figura 3.15 todos

ilustrados no mesmo valor de intensidade (10°) para os diferentes métodos permite

perceber que o0s sinais mais intensos sdo encontrados para 0 Oleo obtido por

hidrodestilacdo. Um maior nimero de sinais também foi obtido para esse tipo de

extracao (134 picos). Para a extragdo por soxhlet foram obtidos 110 e para a analise
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do headspace foram obtidos 79. Isso, provavelmente, ocorre devido a natureza do
Oleo essencial de pimenta que tem em sua composi¢cdo, em sua grande maioria,
ésteres de cadeia curta sendo, portanto, extremamente volatil (SOUSA et al. 2006;
PINO et al. 2006 e 2007; RODRIGUEZ-BURRUEZO et al., 2010; PINO et al., 2011;
KOLLMANNSBERGER et al. 2011). Desse modo, é bastante coerente que o método
que mais ira favorescer a extracdo desse tipo de composto sera a hidrodestilacéo
que se trata de uma extracdo do tipo mais branda no que se refere ao aquecimento
do extrato depois do processo de extracdo. Apesar de se utilizar de aquecimento
para a obtencdo do Oleo essencial, esse método conta com um sistema de
refrigeracdo assegurando uma menor perda dos volateis. O soxhlet, por outro lado,
mesmo apresentando um sistema de refrigeracdo, através de um condensador de
modo semelhante a hidrodestilacdo, ndo pode asegurar uma recuperacao
satisfatoria desses compostos ja que cada vez que o solvente sifona ele retorna ao
baldo onde sofrera varios ciclos de aquecimentos sucessivos favorescendo as pedas
dos volateis. A hidrodestilacdo, por outro lado mantém o 6leo extraido sob constante
refrigeracao, ja que esse se mantem sobre o hidrolato que se encontra na parte mais
fria do extrator Clevenger. A analise do headspace, por sua vez, tem a vantagem de
sofrer uma menor manipulacao, porém, por se tratar de uma analise do tipo estética,
nao possui nenhuma etapa de concentracdo dos volateis, 0 que € mais comum para
outras metodologias de analise do headspace, como HS dindmico e HS-SPME
(SNOW e SLACK, 2002). Nesse caso, obtem-se volateis muito diluidos e uma
consequente perda de intensidade do sinal. Ainda é importante destacar que,
durante as andlises do headspace, observou-se que sinais mais intensos sao
obtidos para os frutos cujo tempo de armazenamento foi menor. Todos os frutos
foram armazenados sob refrigeracdo a -80 °C, assim que foram adquiridos. Os
frutos que foram andlisados na mesma semana, como é o caso daqueles utilizados
para o pranejamento experimental (Figura 3.13), apresentaram sinais cerca de 10
vezes mais intensos do que aqueles que foram analisados posteriormente, Figura
3.15.

Na literatura a forma de analise mais comumente utilizada para os
volateis da pimenta € sem duvida a hidrodestilacdo e headspace por SPME
(MAZIDA et al. 2005; FORERO et al. 2009; RODRIGUEZ-BURRUEZO et al., 2010;
PINO et al., 2011). Apenas um trabalho foi encontrado para o headspace do tipo

dindmico (LUNING et al. 1994), que concentra a amostra antes da injecéo. De fato,
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ndo foram encontrados na literatura trabalhos citando o uso de analise do
headspace estéatico para os volateis de pimenta do género Capsicum.

A Figura 3.16 ilustra o grafico de escores PC1 x PC2 x PC3, obtido a
partir da analise dos componentes principais (PCA) para o 6leo essencial de pimenta
proveniente da extracdo por soxhlet, hidrodestilacdo e por meio do headspace da
amostra. A andlise de componentes principais (PCA) é frequentemente aplicada com
objetivo de visualizar a estrutura de dados, encontrar similaridade entre amostra,
detectar amostras anémalas e reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados

(WU et al., 1997).
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FIGURA 3.16: Gréafico de escores da PC1 x PC2 x PC3 o 6leo essencial de cinco
pimentas obtidos em A) por soxhlet, em B) por hidrodestilacdo e em C) a partir do
headspace estatico da amostra.
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Como pode ser visualizado na Figura, a PCA permitiu a reducéo do
namero de dados obtidos nas analise cromatograficas a trés componentes principais
responsaveis por semelhancas e diferencas entre o 6leo essencial das pimentas.
Uma analise inicial comparativa entre os graficos possibilita uma percepcéo de que a
analise do headspace das pimentas proporcionou as respostas com 0Ss maiores
desvios, visto que 0s pontos das triplicatas se encontram extremamente explalhados
na PCA da Figura 3.16C. Esse fato ocorre especialmente para o headspace, pois
nesse tipo de analise nao foi possivel utilizar nenhum padréo interno para corrigir 0s
desvios da analise comum para a cromatografia gasosa. Para as analises dos
extratos provenientes do soxhlet e hidrodestilacdo o composto mentol, dissolvido no
respectivo solvente de cada extrato, foi utilizado como padréo interno. Na analise do
headspace, no entanto, a amostra ndo esta dissolvida em nenhum solvete orgéanico,
mas imersa na agua proveniente do proprio fruto, deste modo, ao se adicionar um
padrao interno contendo solvente organico ocorreu uma inibicdo da volatilizacdo do
0leo da amostra. Isso pode ter ocorrido por dois motivos em especial sendo: a) ao se
adicionar um solvente organico, os compostos podem ter maior solubilidade nesse
solvente o que diminui a volatilizacdo dos mesmos, ja que a polaridade desses
combina mais com aquelas dos solventes organicos do que com a agua das células
e/ou b) a adicdo de um solvente mais volatil pode saturar o ambiente do headspace
com vapores desse solvente diminuindo a pressdo de vapor dos componentes do
Oleo essencial que se tratam de moléculas menos volateis.

Outra observacdo que pode ser feita a partir dos graficos de
componente principal apresentado na Figura 3.16 € que em todos os métodos de
analise o componente que explica a maior parte dos dados € o PC1, que explica
81%, 51% e 80% para a amostra proveniente da extracdo por soxhlet,
hidrodestilacdo e do headspace, respectivamente. Uma andlise mais refinada, pode
ser feita pelos graficos de PC bidimensinais que sdo mostrados na Figura 3.17.
Nessa figura sdo apresentados os graficos de escores da PC1 x PC2 e PC1 x PC3
referente as 5 amostras de Capsicum spp. proveniente dos diferentes métodos. Ao
lado da Figura 3.17 encontra-se a Figura 3.18 que ilustra o grafico dos pesos da
PC1 para cada método. Esses graficos de pesos indicam quais foram as principais

variaveis responsaveis por semelhancas e diferencas entre as pimentas.
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Ao se analisar a Figura 3.17, percebe-se que os graficos isolados para
os diferentes métodos ndo trazem informacdes suficiente para um agrupamento
claro das espécies analisadas. No entanto, ao se comparar todas as extracdes
juntas € possivel observar um padrédo interessante na maioria dos graficos de
escores. Esse padrédo esta relacionado a pimenta Bode e a pimenta Biquinho que
aparecem agrupadas no grafico de PC1 x PC3, para o extrato proveniente do
soxhlet, no grafico de PC1 x PC2 e na PC1 x PC3, para o extrato proveniente da
hidrodestilacéo e na PC1 x PC2, derivado do headspace da amostra. Os graficos de
pesos proveniente das PC1 mostram que para o soxhlet a maior parte dos dados
sao explicados pelos picos da capsaisina, o que esclarece a falta de agrupamento
na PC1l x PC2 para essas pimentas, pois a pimenta biquinho sendo uma pimenta
doce nédo apresentou pico de capsaicina, ao contrario da pimenta Bode, que por ser
altamente pungente apresentou um sinal bastante pronunciado para esse composto.
Na PC1 x PC3, onde a importancia desse sinal diminui um pouco, essas pimentas
acabam sendo, entdo, agrupadas. Para a hidrodestilacdo o agrupamento das duas
pimentas ocorreu tanto na PC1 x PC2, quanto na PC1 x PC3, isso porque esse
método ndo extraiu nenhum capsaicinoide, mas somente 0S compostos mais
volateis das pimentas. Essa extracdo forneceu também um maior nimero de sinais
de razoavel intensidade que acabaram dividindo a contribuicdo pela semelhanca
entre as duas pimentas (Figura 3.18C). Pode se dizer, entdo, que a extracdo por
hidrodestilacdo gerou um 0leo essencial mais fiel aos volateis das pimentas, pois as
duas pimentas apresentadas possuem um aroma sensivelmente muito préximo.
Essas pimentas, ambas da espécie Capsicum chinense, podem ser destacadas,
ainda, pela capacidade de realizar cruzamento, se forem cultivadas em ambientes
préximos, o que indica uma semelhanca genética, também, muito grande. Esse tipo
de cruzamento é comumente responsavel por trazer certo teor de pungéncia a
pimenta biquinho que € uma pimenta tipicamente doce (CARVALHO et al., 2010).

O agrupamento na PC1 x PC2 derivado do headspace da amostra é
baseado num composto bastante volatil que se caracteriza por uma cadeia curta e
menor tempo de retencdo, o qual foi encontrado somente na andlise do headspace
(Figura 3.17C e 3.18 C). Segundo a biblioteca NIST 11.0, esse pode ser um
derivado do aminoacido alanina. Observando-se o grafico que tras o perfil das
amostras na figura 3.15, esse composto é facilmente percebido, pois se trata de um

sinal muito intenso que aparece logo nos primeiros minutos de eluicdo. Por conta
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dessa substancia representar um peso muito grande sobre o PC1, como pode ser
visto no grafico de pesos na Figura 3.18C, o Gréfico de escores da PC1 x PC2
mostra um agrupamento das pimentas bode, biquinho, Neyde (roxa) e malagueta.
No entanto, o grafico de pesos ainda mostra que 0 agrupamento das amostras esta
baseado em outras 3 variaveis correspondendo ao sinais 31, 36 e 56 (espectros
apresentados no Apendice B). A biblioteca NIST 11.0 apresenta os dois primeiros
compostos como sendo correspondentes a ésteres de estruturas muito proximas
gue ndo puderam ser identificados. O sinal 56, por outro lado, corresponde a um
composto caracteristico de pimentas da espécie Capsicum chinense o 3,3-
dimetilciclo-hexanol, que tem aroma de carvao queimado e pimentdo (FORERO et
al. 2009; PINO et al., 2007 e 2011; ALMEIDA, 2015). Segundo Forero et al. (2009) o
3,3-dimetilciclo-hexanol € um composto que tipicamente aumenta quando as
pimentas passam do estagio verde para o estagio maduro.

Outra consideracdo que pode ser feita a partir dos gréaficos de PCA
esta relacionada a semelhanca apresentada entre as pimentas Neyde, malagueta e
cumari para o teor de capsaicina (extracdo por soxhlet). Esses resultados indicam
gue essa pimenta pode ser altamente pungente, tanto quanto as pimentas as quais
ela se assemelha. Quando outros compostos presentes no 6leo essencial dessa
pimenta sdo responsaveis pelo agrupamento, no entanto, essas pimentas passam a
ser mais parecidas com a pimenta bode e a pimenta biquinho, como pode ser visto
na PC1 x PC2 e na PC1 x PC3, para o extrato proveniente da hidrodestilagcéo (Fig.
3.17 B). Esse resultado é bastante apropriado, jA& que ambas as pimentas pertencem
ao género (Capsicum chinense).

A pimenta Cumari do Para apresentou o perfil quimico mais diferente
de todas as outras analisadas, apesar dessa pimenta também pertencer ao género
Capsicum chinense, como é caso da pimenta Bode, biquinho e pimenta Neyde. No
entanto, € necessario considerar que todas as outras pimentas analisadas para 0s
componentes principais nesse estudo estavam no estagio maduro, enquanto que a
pimenta Cumari do Para estava no estagio verde. Como ja foi visto na introducéo
desse trabalho, a literatura aponta uma grande variacdo dos volateis presentes nas
pimentas ao longo do processo de maturacdao (LUNING et al. 1994; MAZIDA et al.
2005). Logo, pode ter sido esse o fator determinante para uma diferenca tao

marcante em relacdo a essa pimenta.
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TABELA 3.9: Compostos volateis identificados nas pimentas analisadas por hidrodestilac&o.

Volateis Bo Bi R C M D CF IR IR-NIST IR-Ad IR-lit
3-metilbutanoato de 3-metilbutil P P P P P P NP 1108 1103
2-metilpropanoato de 4-metilpentila P P P P P NP NP 1115 1109
2-metilbutanoato de pentila P NP NP P NP NP NP 1141 1142
3-metilbutanoato de pentila P NP NP P NP NP NP 1146 1139
Isobutanoato de hexila P P P P P NP NP 1151 1149
Salicilato de metila P NP NP NP P NP NP 1196 1192
2-metilbutanoato de hexila P P NP P P P P 1203 1203

Isopentanoato de hexila P P P P P P NP 1208 1244
(E)-pentanoato de 2- hexenila P P P P NP P NP 1247 1300
Pentanoato de hexila P NP NP P P NP NP 1256 1247
3,3-Dimetilciclohexanol P P P NP NP NP NP 1389 1392
a-Himacaleno P P P P P NP NP 1452 1447

&6-Himacaleno P P P P P P NP 1481 1481
Germacreno D P P P NP NP P P 1484 1480

Bo — Bode

Bi - Biquinho

R — Roxa

C — Cumari do Para
M — Malagueta

D — dedo de moga

CF — Chapéu de frade

IR-lit = IR = indice de retencdo calculado usando a equac¢éo de Van den Dool e Kratz.
IR-Ad = indice de retencéo da literatura (ADAMS, 2007)

IR lit = Kollmannsberger, et al., 2011; Rodriguez-Burruezo et al., 2010; Pino et al., 2011.
IR-NIST = identificado pelo NIST Web Book, webbook.nist.gov

P — o composto esta presente

NP — 0 composto ndo esta presente
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A Tabela 3.9 descreve alguns compostos identificados para as
pimentas analisadas. Os compostos destacados em azul (Isopentanoato de hexila,
3,3-Dimetilciclohexanol, &-Himacaleno) foram os compostos encontrados como
sendo majoritarios para as pimentas do género Capsicum chinense, nesse trabalho.
Pino et al. (2011) num trabalho com a pimenta cubana Cachucha que pertence a
esse mesmo género também encontraram esses trés compostos como sendo
majoritarios para aquela pimenta. Os autores também destacam que, além desses
trés compostos, foram majoritarios para a pimenta Cachucha, os compostos
gemacreno D, pentanoato de hexila e 2-metilbutanoato de hexila.

Na sua grande maioria, os compostos presentes nas pimentas
analisadas foram indicados pela biblioteca NIST 11.0 como sendo compostos do tipo
éster. Por terem estruturas muito parecidas e fragmentagbes semelhantes, muito
pouco desses compostos puderam ser identificados. Trabalhos presentes na
literatura para pimentas desse género costumam trazer extensas tabelas de ésteres,
0 que esta de acordo com o resultado obtido nesse estudo. Constatou-se, porém
que os trabalhos encontrados na literatura apresentaram uma identificacdo desses
compostos baseada principalmente na injegdo de padrbes para a confirmagao do
tempo de retencdo (RODRIGUEZ-BURRUEZO et al., 2010; KOLLMANNSBERGER,
et al., 2011; PINO et al., 2011).

3.5 -Concluséao

Dois métodos diferentes foram utilizados para a extracdo de 6leo
essencial de pimenta do género Capsicum nesse estudo, soxhlet e hidrodestilacéo.
A andlise por GC-MS desses extratos mostrou que as extracdes por meio dos
diferentes métodos apresentam perfis de volateis com algumas caracteristicas
distintas. A metodologia que empregou soxhlet na extracdo do 6leo essencial levou
a extracdo de compostos menos volateis, como é o caso dos capsaicinoides, que
sdo 0s compostos responsaveis pela pungéncia nas pimentas. A metodologia que
emprega hidrodestilagao, por outro lado, possibilitou uma melhor recuperagéo dos
compostos aromaticos do fruto, uma vez que, sendo esses compostos

extremamente volateis, se tratam de substancias que necessitam de metodologias
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com menor tempo de aquecimento, impedindo a perda dessas por evaporacao
depois do processo de extracao.

A andlise do headspace dos frutos, mostrou um perfil de volateis
bastante parecido com aquele apresentado na hidrodestilacdo. Verificou-se, ainda,
que esse método possibilita o diagndstico de compostos muito mais volateis do que
agueles obtidos por hidrodestilacdo. Isso ocorre devido a menor manipulacdo sofrida
pela amostra, 0 que evita pedas das substancias com essa caracteristica. Um
incoveniente, porem encontrado para essa técnica, quando utilizada para fins
quantitativos € a dificuldade de reproducdo das analises nas replicatas injetadas.
Isso ocorre devido a impossibilidade de se aplicar um padréo interno a amostra para
a correcao dos desvios da analise. Como os padrdes sdo empregados em solucdes
contendo solventes organicos, esses solventes acabem por inibir os sinais da
amostra. O ideal, portanto, seria 0 emprego nessa técnica de uma substancia
padrdo volatil suficiente para ser recuperada no headspace da amostra, mas que
pudesse ser dissolvida em agua.

A PC1, na andlise de componentes principais explicou a maior
percentual de diferengas e semelhangas entre as pimentas nas diferentes
metodologias empregadas na analise do 6leo essencial das pimentas. Essa anélise
mostrou que as pimentas que mais se parecem, em termos do perfil de volateis, séo
a pimenta bode e a pimenta biquinho. A pimenta Neyde (exdtica roxa) também teve
um perfil de volateis bastante parecido com essas duas pimentas na maioria das
andlises. A pimenta com perfil mais diferenciado foi a Cumari do Par4, embora essa
pimenta seja classificada como uma Capsicum chinense como as primeiras. Esse
perfil diferenciado, porém, pode estar relacionado ao fruto dessa pimenta ser o Unico
analisado no estagio verde, o que acaba gerando um perfil préprio desse estagio de

desenvolvimento da planta.
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APENDICE A

Espectros de massa com a respectiva estrutura para 0s compostos

identificados no trabalho.
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o0-Himacaleno IR =1481
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APENDICE B

Espectro para o composto 31 obtido por HS
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Espectro para o composto 36 obtido por HS
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Espectro para o composto 56 (3,3-Dimetilciclohexanol) obtido por HS
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