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Resumo

ROMANO, Lucas Reinaldo Wachholz. Compostos bioativos e atividade
antifungica de oleos fixos de Macrofitas presentes no residuo do
tratamento de esgoto em Lagoa de Estabilizagdo no municipio de Pelotas
— RS. 2022. 100f. Dissertacdo (Mestrado Académico em Ciéncias Ambientais) -
Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Ambientais, Centro de Engenharias,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

A crescente demanda por novas tecnologias que possibilitem o desenvolvimento
econdmico e a preservacao do meio ambiente tem alterado o comportamento da
sociedade na busca de novas formas eficientes de aproveitamento dos residuos
gerados pelas atividades antrépicas, com baixo custo e menor agressividade aos
sistemas naturais. Como fonte de matéria-prima tem-se utilizado diversas
plantas e seus produtos, dos quais j4 foram isolados inUmeros compostos.
Sendo assim, este estudo teve como objetivo avaliar a possibilidade de
aproveitamento de espécies de macroéfitas que compdem o residuo gerado pela
Estacdo de Tratamento de Esgoto Lagoa de Estabilizacdo, no municipio de
Pelotas — RS, quanto a obtencdo de éleos fixos e suas possiveis aplicacdes.
Para tal, primeiramente foi feito a identificacdo das espécies de plantas, seguido
da extracdo dos 6leos com solvente hexano, usando o aparelho Soxhlet. Os
mesmos foram testados quanto a sua atividade antioxidante, pela captura do
radical DPPH, teor de compostos fendlicos, pelo método Folin-Ciocalteau, e
atividade antifingica frente a cepa LPF-108 do fungo Trametes versicolor. Os
resultados indicaram a presenca de seis espécies diferentes, pertencentes a seis
géneros e cinco familias botanicas. O rendimento dos 6leos variou de 2,7 a 5,6
%, de acordo com a espécie, e a atividade antioxidante, expressa de duas formas
diferentes, registrou valores entre 1,95 a 17,33 g(amostra)/gDPPH e de 70 a 91
de % inibicdo do radical. Também foram observadas variacbes quanto aos
resultados obtidos de compostos fendlicos, ficando entre 28,71 a 38,07 mg de
EAG/g de 6leo, e a atividade antifungica dos 6leos, que oscilou entre 28 a 93 %,
conforme a espécie. Por fim, conclui-se que as espécies avaliadas tém um
grande potencial quanto aos seus compostos bioativos, podendo variar de uma
para outra. Além disso, o estudo oferece uma alternativa para o aproveitamento
da biomassa que compde parte do residuo gerado nas lagoas de estabilizacéo.

Palavras-chave: macrofitas; lagoas de estabilizacdo; 6leos fixos; compostos
bioativos.



Abstract

ROMANO, Lucas Reinaldo Wachholz. Bioactive compounds and antifungal
activity of fixed oils of Macrophytes present in sewage treatment residue
in Lagoa de Stabilization in the city of Pelotas - RS. 2022. 100f. Dissertation
(Academic Master in Environmental Sciences) - Postgraduate Program in
Environmental Sciences, Center for Engineering, Federal University of Pelotas,
Pelotas, 2022.

The growing demand for new technologies that enable economic development
and the preservation of the environment has changed the behavior of society in
the search for new efficient ways of using waste generated by human activities,
with low cost and less aggressiveness to natural systems. As a source of raw
material, several plants and their products have been used, from which numerous
compounds have already been isolated. Therefore, this study aimed to evaluate
the possibility of using macrophyte species that make up the waste generated by
the Lagoa de Stabilization Sewage Treatment Station, in the municipality of
Pelotas - RS, in terms of obtaining fixed oils and their possible applications. To
this end, the identification of plant species was first carried out, followed by the
extraction of the oils with hexane solvent, using the Soxhlet apparatus. They were
tested for their antioxidant activity, by capturing the DPPH radical, content of
phenolic compounds, by the Folin-Ciocalteau method, and antifungal activity
against the LPF-108 strain of the fungus Trametes versicolor. The results
indicated the presence of six different species, belonging to six genera and five
botanical families. The oil yield varied from 2.7 to 5.6 %, according to the species,
and the antioxidant activity, expressed in two different ways, recorded values
between 1.95 and 17.33 g(sample)/gDPPH and of 70 to 91 % radical inhibition.
Variations were also observed in the results obtained for phenolic compounds,
ranging from 28.71 to 38.07 mg of EAG/g of oil, and the antifungal activity of the
oils, which ranged from 28 to 93%, depending on the species. Finally, it is
concluded that the evaluated species have great potential in terms of their
bioactive compounds, which may vary from one to another. In addition, the study
offers an alternative for the use of the biomass that makes up part of the waste
generated in the stabilization ponds.

Key-words: macrophytes; stabilization ponds; fixed oils; bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

Conseguir conciliar o desenvolvimento econémico com a preservacao do
meio ambiente nunca foi tdo imperativo para o futuro do planeta e das
sociedades humanas. O convivio rotineiro com as diversas probleméaticas
ambientais, desde o descarte do lixo domiciliar, ao despejo de efluentes em rios,
lagos e oceanos, séo reflexos do crescimento acelerado da populacao e do setor
industrial e estdo entre as principais causas da degradacdo ambiental.

A busca crescente por solu¢cdes de saneamento ambiental e tecnologias
de tratamento de esgotos é parte fundamental do processo de recuperacdo e
manutenc¢ao da qualidade de vida da populacdo e do meio ambiente (OLIVEIRA,
2019; SCOTTA, 2015). Apesar do avanco do Brasil nos ultimos anos, ainda ha
sérios problemas com relacédo a deficiéncia do servico de saneamento basico
(OLIVEIRA et al., 2015), principalmente no que tange a coleta e tratamento de
esgoto (GARCIA; FERREIRA, 2017). De acordo com o Sistema de Informacdes
sobre Saneamento - SNIS (2016), apenas 44,9% dos esgotos gerados no pais
sao tratados e, ao analisar a situacao da regiao sul, por exemplo, vemos que o
indice do tratamento dos esgotos gerados € de 46,9%, sendo o estado do Rio
Grande do Sul, responsavel por 30,22% dos municipios com coleta de esgotos
e destes apenas 25,22% tratam seus esgotos.

Situacgéo similar a do estado do Rio Grande do Sul, o municipio de Pelotas
apresenta 59,03% da populacdo atendida com rede coletora de esgoto, porém
apenas 19,20% do esgoto é tratado no municipio (SNIS, 2016).

Dentre as diversas alternativas para o tratamento do esgoto, que se tem
conhecimento atualmente, o sistema mais usual no Brasil sdo as lagoas de
estabilizacdo devido as altas temperaturas, grandes areas disponiveis e baixo
custo de manutencédo (FUJIOKA et al., 2020). Esse € um sistema simples para
o tratamento de efluentes, que pode estar associado ao uso de espécies vegetais
como etapa complementar ao tratamento, visando reduzir as concentracdes de
macronutrientes como o fosforo e o nitrogénio, um exemplo, sdo as macrofitas
aguaticas.

As macrofitas aquaticas sdo organismos capazes de tolerar niveis

elevados de matéria organica e outros compostos. Estudos com essas plantas
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apontaram uma remocéao de quase 90% e 94% para 0s parametros nitrogénio
total e fosforo total, respectivamente, os quais ndo se encontram no foco do
tratamento convencional de efluentes de esgoto e s&do esséncias para
desenvolvimento dessas plantas (SOARES, 2018).

A patrtir disto, se justifica este trabalho, pois temos por lado um ambiente
rico em matéria organica e macronutrientes, que precisam ter sua carga reduzida
para que o tratamento do efluente seja efetivo, e de outro, plantas que
apresentam um grande potencial de absorcdo de poluentes, além de se
desenvolverem rapidamente nestes ambientes (lagoas de estabilizacdo),
produzindo grande quantidade de biomassa, sendo, por vezes, necessario que
haja a remog&do mecanica desse material do ambiente, visto que, em grandes
quantidades, podem prejudicar o tratamento (ALIl; KHAN; SAJAD, 2013; FAVAS
et al., 2014; PINTO et al., 2021).

Neste sentido, tem-se uma fonte de biomassa gerada nas lagoas de
estabilizacdo, que acaba se tornando um residuo do processo de tratamento pelo
fato de que, na maior parte das vezes, esse material acaba sendo depositado
em um aterro ou pior, no proprio ambiente. Nesse contexto, alternativas de
aproveitamento podem ser implementadas, como na producdo de papel e
biogas, na producdo de adobe (BEZERRA; SILVA; LOPES, 2007), adubos
organicos, na fertilizacédo de solos (SAMPAIO; OLIVEIRA, 2005), na alimentacao
animal (PIETERSE; MURPHY, 1990; EL-SAYED, 1999) e na compostagem
(MEES, 2006).

Seguindo nessa ideia de aproveitamento da biomassa de macrdfitas,
outra alternativa é a extracdo dos oOleos fixos, provenientes do metabolismo
celular das plantas. Esses 6leos sdo compostos quimicos cuja principal funcao
€ armazenar nutrientes (energia), sendo uma matéria-prima interessante do
ponto de vista farmacolégico, industrial e nutricional.

Outros estudos apontam o potencial bioquimico e farmacoldgico destas
plantas, como ensaios biologicos realizados com os extratos brutos de duas
especies de macrofitas, pertencentes ao género Echinodorus (E. macrophyllus
e E. grandiflorus), que apresentaram efeitos imunossupressores e anti-
hipertensivos, respectivamente (PINTO et al., 2007; LESSA et al., 2008). S&o
apenas dois exemplos, mas que dao um vislumbre do potencial latente

encontrado nessas plantas.
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No entanto, o potencial destas espécies como fonte de substancias
bioativas ainda é muito pouco explorado e carece de mais atencdo dos
pesquisadores. Um estudo realizado com as fases organicas da espécie H.
leucocephala revelou potencial diante da avaliagdo da atividade antirradicalar
frente o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). A fase em butanol, foi a mais
ativa evidenciado pela comparagdo com a substancia controle quercetina e pela
possivel presenca de substancias fendlicas que apresentam reconhecida
atividade antirradicalar (MORAIS et al., 2018).

Desse modo, a biodiversidade vegetal brasileira oferece uma enorme
gama de espécies com potencial para aproveitamento no contexto de
biorrefinarias. Os investimentos em ciéncia, tecnologia e inovacao resultam em
solucdes criativas que podem ser escalonadas, criando novas oportunidades ao
se manter a continuidade nos esforcos em bioprospeccédo e investigacdo de
novas especies, possibilitando encontrar um leque de novos recursos, para as
mais diversas aplicacdes biotecnolégicas (COSTA et al., 2015; STRAZZERA et
al., 2018).

1.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a possibilidade de
aproveitamento de espécies de macrofitas que compdem o residuo gerado pela
Estacdo de Tratamento de Esgoto Lagoa de Estabilizacdo, no municipio de
Pelotas — RS, quanto a obtencao de 6leos fixos e suas possiveis aplicacdes.

1.2 Objetivos especificos

Quanto aos objetivos especificos, foi considerado:

a) fazer um levantamento prévio das espécies de macrofitas presentes
na area de estudo;

b) avaliar a extracdo de 6leos fixos das espécies estudas;

c) conhecer o comportamento das variaveis existentes quanto ao

rendimento destes 6leos;
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d) determinar a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos
dos d6leos extraidos de cada espécie;
e) testar a atividade antifingica para cada um dos 6leos extraidos;

f) destacar o potencial de cada uma das espécies estudas.

1.3 Hipoteses

Para este estudo foram consideradas as seguintes hipéteses:

a) as espécies analisadas tém potencial para extracao de 6leos fixos;

b) os Gleos extraidos apresentem teor de compostos fendlicos, atividade
antioxidante e antifungica significativos;

Cc) os Oleos extraidos podem ser promissores para aplicacdo

biotecnologica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lagoas de estabilizacéo

Nos ultimos anos a preocupacao com as questdes ambientais vem sendo
bastante discutida, uma vez que o desequilibrio gerado de uma forma global
encaminha-se ao surgimento de grandes impactos ambientais negativos na
sociedade. Umas dessas problematicas séo resultantes do descarte indevido de
esgoto doméstico no meio ambiente (PALMEIRA, 2014).

Segundo Felizatto et al. (2013) a taxa de contaminacdo dos recursos
hidricos € muito mais elevada na América Latina que em outras regides do
mundo. Se analisarmos o potencial de degradacao hidrica, ao fazer um calculo
per capita, nota-se que a América do Sul contamina quase 11 vezes mais a agua
doce que a Europa.

Como forma de preservacdo do recurso agua, o esgoto domeéstico
coletado deve ser destinado as estacdes de tratamento de esgoto (ETE), para
posterior disposi¢cao final. Existem inUmeras formas de disposicdo do esgoto,
sendo a diluicdo em corregos, rios e lagos, uma das mais frequentes no Brasil
(PIVELI, 2010).

Para fazer frente ao desafio de garantir a preservacao das fontes de agua
para assegurar o abastecimento a sociedade e permitir a manutencdo das
necessidades hidricas para o setor agricola e industrial, novas tecnologias
denominadas de Sistemas Alternativos de Tratamento de Esgoto (SATE) vem
sendo estudados. O SATE é formado por varios tipos de sistemas, tais como:
wetlands, filtragdo lenta, tanque séptico modificado, reator aerobico e
anaerobico, valas de infiltracao e lagoas facultativas ou também conhecidas por
lagoas de estabilizacdo (ALBANO, 2014).

Um dos sistemas mais antigos de tratamento registrado na literatura, as
lagoas de estabilizacédo, tiveram seu primeiro registro nos Estados Unidos, no
final do século XIX, embora alguns autores relatem que a existéncia perdura ha
mais de um século (KELLENER; PIRES, 1998; JORDAO & PESSOA, 2005). No
entanto, foi somente a partir da Il Guerra Mundial que o funcionamento das

lagoas passou a ter algum controle, o que possibilitou estabelecer alguns
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parametros para a qualidade do efluente final (TALBOYS, 1971; FORERO,
1985).

As lagoas de estabilizacdo tém sido a técnica de tratamento de esgotos
domeésticos mais utilizada nos paises em desenvolvimento, por ser um processo
natural de tratamento de esgotos, apresentar baixo custo de manutencdo e
instalacdo. Além disso, pode atingir excelentes eficiéncias de remocao de
matéria organica, nutrientes e patdégenos (CAMPOS, 2014).

De acordo com Andrade Neto (1997), no Brasil, o estado de Sao Paulo foi
o primeiro a construir, em 1960, a primeira lagoa projetada especificadamente
para receber e depurar esgoto bruto, de acordo com o sistema chamado
“Australiano”. Desde entdo as lagoas de estabilizacdo tém sido largamente
utilizadas e somente no Brasil, elas estéo presentes em mais de 350 localidades
(PERIGOLO, 2004).

Segundo Silva Filho (2007), as lagoas de estabilizacdo sao basicamente
biorreatores, relativamente rasos, de aguas Iénticas, construidos para
armazenar residuos especificos, como domésticos e industriais, resultando na
estabilizacdo da matéria organica atraves de processos bioldgicos que envolvem
algas e bactérias.

Esse método de tratamento visa principalmente a remo¢cdo de matéria
organica, restando no ambiente basicamente macronutrientes, como o nitrogénio
(N) e o fosforo (P). O termo “estabilizacao” refere-se a uma mistura de condicdes
aerdbias e anaerobias, ou seja, na camada de cima do volume interno da lagoa,
esta 0 meio aerdbico, e na camada de baixo, o anaerdbio. A maior parte do
oxigénio requerido para manter a camada superior em condi¢cdes aerobias é
originada da atividade fotossintética das algas e a outra parte, considerada
desprezivel, procede da reaeracao resultante do contato com o ar e vento na
superficie da lagoa (NUVOLARI, 2011; VON SPERLING, 2005).

De acordo com Von Sperling (2013), os trés principais tipos de lagoas de
estabilizacdo sdo: anaerébia, facultativa e lagoas de maturacdo. Sendo, as
lagoas anaerébias e as facultativas designadas para remocdo de DBO e as
lagoas de maturacéo designadas para remocéao de bactérias.

Segundo Perigolo (2004) os fatores que interferem no processo de

tratamento das lagoas de estabilizacdo podem ser divididos em externos
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(radiacdo solar, temperatura local e vento) e internos (fotossintese e carga
organica aplicada).

O crescimento de algas e outras plantas aquaticas nas lagoas €
favorecido pelo ambiente rico em nutrientes e pela exposicdo a luz solar,
principais fatores de seu metabolismo. Em virtude da grande concentracdo de
algas, normalmente as lagoas de estabilizagdo apresentam cor esverdeada
(JUNIOR et al., 2019).

2.1.1 Residuo gerado em lagoas de estabilizacao

Como ja foi mencionado, o sistema de tratamento de esgoto por lagoas
de estabilizacdo € antigo e amplamente difundido. Entretanto, importancia
secundaria tem sido tradicionalmente atribuida aos residuos produzidos em
lagoas de estabilizacdo, como o lodo e a biomassa excessiva de plantas que se
desenvolvem nesse sistema.

Sistemas como lagoas de estabilizacdo constitui-se em corpos d’agua
artificialmente eutrofizados, com elevada concentracdo de nutrientes (N e P),
promovendo condi¢des suscetiveis a proliferacdo de algas e outras espécies de
plantas aquaticas, como as macrdfitas (CRUZ et al., 2005).

A diversidade de algas e macrofitas em lagoas de estabilizacdo é
influenciada pela matéria organica, temperatura, intensidade luminosa,
temperatura, vazao e tamanho da lagoa, sendo que os géneros mais frequentes
variam com as condi¢Bes climaticas locais, a qualidade do esgoto, presenca de
micro-organismos e relacdes de parasitismo e herbivoria (PALMER, 1969;
REYNOLDS, 1987).

Todavia, 0 crescimento excessivo de macrofitas em lagoas de
estabilizacdo pode limitar o uso multiplo da agua, além de contribuir para a
eutrofizacdo e prejudicar o tratamento do esgoto. Corpos d’agua, que
apresentam longo tempo de residéncia, constancia do nivel e localizacdo em
regibes protegidas da agdo dos ventos, as quais tendem a ser mais eutroficas,
Sao0 mais propicios ao crescimento de macréfitas aquaticas.

Estes organismos sdo importantes componentes nos corpos d’agua, mas
as mesmas podem se proliferar rapidamente, causando prejuizos pela

infestacdo e dificultando a dindmica da biota no ambiente aquatico. Ao formar
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um “tapete verde” na superficie das lagoas, a passagem de luz solar pela coluna
d’agua é comprometida, afetando, consequentemente, o processo fotossintético
ao inibir o desenvolvimento fitoplancténico, e, ocasionando, juntamente com a
proliferacdo de bactérias aerdbicas, a reducdo da concentracdo de oxigénio
dissolvido nas partes mais profundas do corpo d’agua, culminando, dessa forma,
na morte de muitos organismos aquaticos.

A destinacdo desse material representou principal problema a ser
resolvido, tendo em vista sua quantidade e as exigéncias dos O0Orgaos
fiscalizadores por padrées de tratamento aceitaveis, aliados ao fato de que na
maior parte das lagoas em operacdo no Brasil ndo é feita a remocao adequada
desse material e, quando removido, 0 mesmo é disposto no solo ou em corregos
proximos, em areas adjacentes. A disposicdo deste material no solo sem
higienizacao prévia possibilita a exposicdo do homem e dos animais a bactérias,
virus, fungos e outros parasitas patogénicos.

Nesse sentido, para a retomada da eficiéncia plena do sistema de
tratamento, torna-se urgente a retirada das macrofitas da superficie das lagoas,
de forma manual ou mecanizada, de maneira que também n&o ocasione um
impacto ambiental. Entao, a questéo € descobrir uma utilizagéo sustentavel para
esse rejeito, sendo a caracterizacdo quimica do mesmo, indispensavel, para fins
de conhecimento do seu potencial e direcionamento para os mais diversos usos
(BRASIL, 2018; LINS, 2017; PANDOLFI, 2017; MITO et al, 2018).

Dentre as possiveis alternativas para disposicao final desse residuo que
ja se tem conhecimento, destacam-se o0s aterros sanitarios, disposicdo de
superficie, disposicdo oceanica, lagoas de armazenamento, producdo de
biodiesel, bioenergia, processo de fixagcdo de CO2, incineracdo e reciclagem
agricola. Essa ultima inclusive, apresenta-se como uma alternativa promissora,
tanto do ponto de vista ambiental como econémico, uma vez que os teores de
nitrogénio e fosforo permitem uma diminuicdo significativa da necessidade de
fertilizantes nitrogenados e fosfatados, enquanto que matéria organica contribui
para a resisténcia do solo a erosdo (AHMAD et al., 2011; TABATABAEI et al.,
2011; LEE et al., 2010).
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2.2 Macrofitas

As macrofitas sdo plantas aquaticas (macro=grande, fita=planta). Elas
sdo, em sua grande maioria, vegetais terrestres que ao longo de seu processo
evolutivo, se adaptaram ao ambiente aquatico, por isso apresentam algumas
caracteristicas de vegetais terrestres e uma grande capacidade de adaptacéo a
diferentes tipos de ambientes (0 que torna sua ocorréncia muito ampla). Por
apresentarem uma grande plasticidade ecoldgica, podem ser encontradas nos
mais diversos habitats, como brejos, lagos, rios, cachoeiras e ambientes
salobros (POMPEO, 2008).

Segundo Probio (2018), devido ao fato das macrdéfitas aquaticas
constituirem um grupo muito grande, elas sdo geralmente classificadas em
grupos ecologicos, de acordo com o seu biétopo de ocorréncia, ou seja, seu

modo de vida no ambiente aquatico (Figura 1).

I. Macrofitas aquaticas emersas II. Macrofitas aquaticas com folhas flutuantes

III. Macrofitas aquaticas flutuantes

(2) %
:i[* 744

(h)

—

Figura 1 - Formas biolégicas de macrofitas aquaticas.

Fonte: Brix & Schierup (1989).

Sendo eles:
a) macrdfitas aquaticas emersas: enraizadas no sedimento, porém as

folhas crescem para fora da agua. Ex: junco, taboa;
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b) macrdfitas aquaticas com folhas flutuantes: enraizadas no sedimento e
com folhas flutuando na superficie da agua. Ex: lirio-d'agua, vitoria-
régia;

c) macrofitas aquaticas flutuantes: Flutuam livremente na superficie da
agua. Ex: alface-d'agua, aguapé, orelha-de-rato;

d) macrofitas aquaticas submersas: crescem totalmente debaixo d'agua.
Podem estar fixas no sedimento (enraizadas). Ex: elédea, cabomba; ou
flutuando na coluna d'agua (livres), se prendendo ou ndo a peciolos e
caules de outras macrofitas. Ex: utricularia.

Uma das primeiras menc¢des ao termo macrofitas aquaticas foi proposta
por Weaner e Clements (1938), que as definiram como plantas herbaceas que
crescem na agua, em solos cobertos por 4gua ou em solos saturados com agua.
Apesar de existirem outras terminologias para descrever o conjunto de vegetais
adaptados ao ambiente aquético, como hidréfitas, heldfitas, euhidréfitas e
limnofitos, no Brasil o termo macroéfitas aquéatica é de uso corrente (POMPEO;
MOSCHINI-CARLOS, 2003).

Ao longo do seu processo evolutivo, as macréfitas aquaticas
desenvolveram diferentes adaptacfes ao ambiente aquatico. Com mais de 450
géneros e aproximadamente 2600 espécies, espalhadas ao redor do mundo,
estas plantas estdo divididas em sete grandes grupos: cianobactérias, clordfitas,
roddfitas, xantofitas, briofitas, pteriddfitas e espermatéfitas (CHAMBERS et al.,
2008).

Segundo Pompéo (2008), entende-se que estas plantas sdo visiveis a
olho nu, com partes fotossinteticamente ativas, presentes permanentemente no
ambiente ou por alguns meses em cada ano. A comunidade de macréfitas
constitui um importante componente dos corpos d’agua, contribuindo em
transformacdes fisicas, quimicas e nos processos microbiologicos de remocéo
dos nutrientes no meio onde estdo inseridas, proporcionando locais de
reproducdo e refagio para diversos organismos, interferindo na ciclagem de
nutrientes e na base das teias alimentares, como importante produtora dentro do
ecossistema aquatico (SIPAUBA-TAVARES; BARROS; BRAGA, 2003).

Por serem muito sensiveis aos diferentes tipos de alteracédo do meio, sado
varios os fatores que podem afetar a distribuicdo e estruturacdo das

comunidades de macrdfitas aquaticas, seja em escala local ou regional, dentre
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esses fatores podem ser citados os abioticos, como profundidade, temperatura,
pH, entre outros, e os fatores bidticos, como competicao, facilitagdo, potencial
de dispersao e de colonizacdo. Esses fatores atuam em conjunto tornando o
corpo d’agua propicio ou ndo a colonizagdo e desenvolvimento dessas
comunidades. Em condi¢Ges favoraveis, as populacdes de plantas aquaticas séo
rapidamente disseminadas, colonizando extensas superficies de agua em um
curto espaco de tempo (POMPEO, 2008).

Essas plantas podem ser utilizadas também em programas de
biomonitoramento de ambientes Ioticos e |énticos, atuando como indicadores
ecolégicos da qualidade da agua. Sua capacidade de reter diferentes tipos de
contaminantes, possibilita a utilizacdo da biomassa de macrofitas como
indicadoras de descargas intermitentes, além de contribuir para a reducédo da
turbuléncia, na reciclagem de nutrientes, na producdo de matéria organica e
desempenhar um importante papel no controle de vetores de doencas de
veiculacao hidrica (COOK, 1996; PEDRALLI, 1990; RUSANOWSHI, 1984).

A utilizacdo de macréfitas aquaticas como agente purificador se deve a
sua intensa absorcao de nutrientes e poluentes, como, por exemplo, 0s metais
pesados (GLASS, 1998). Varias espécies tém sido estudadas e sugeridas como
alternativas para solucéo de problemas de contaminacao ambiental, para avaliar
a qualidade da agua, monitorar metais pesados e outras aplicacdes
(DEMBITSKY; REZANKA, 2003).

Contudo, a ampla distribuicdo e a capacidade de colonizar novos
ambientes, associados ao crescimento acelerado e a elevada capacidade de
armazenarem nutrientes, tornam as macroéfitas aquaticas potencialmente
atrativas do ponto de vista econdmico. Segundo Henry-Silva (2002), essas
plantas vém sendo utilizadas com éxito no tratamento de efluentes urbanos e de
aguicultura, embora, ainda haja um parco aproveitamento da biomassa vegetal
formada nesses sistemas, uma vez que € necessaria a remogao periddica

dessas plantas, para garantir a eficacia no processo de tratamento.
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2.3 Biomassa de macroéfitas em lagoas de estabilizacao

De acordo com Strazzera et al., (2018), a biodiversidade vegetal brasileira
oferece uma enorme gama de espécies com potencial de aproveitamento para
0s mais diversos fins.

A biomassa é considerada como um dos produtos mais importantes para
a producdo de energia a partir de recursos renovaveis, podendo ser definida
como todo o material organico sobre a terra, que se caracteriza por armazenar
energia solar por meio das suas ligacfes quimicas, sendo 0s seus constituintes
principais, a celulose, hemicelulose e lignina, presentes em componentes como
carboidratos e outros elementos produzidos pela fotossintese (CAPOTE, 2012).

A biomassa de macrofitas que se desenvolve em lagoas de tratamento de
esgotos sanitarios € abundante e deve ser removida periodicamente para evitar
a superpopulacao e, consequente, competicao por recursos, e assim garantir a
propagacédo das plantas remanescentes. Segundo Cancian (2007), algumas
espécies de macrofitas aquaticas sao frequentemente encontradas em
ambientes eutrofizados e, nessas condicfes, se desenvolvem rapidamente,
alcancando valores elevados de biomassa e cobrindo grandes areas, como por
exemplo, a espécie Pistia stratiotes encontrada em abundancia na extensao do
lago de Itaipu, situado na cidade de Sdo Miguel do Iguacu, no Parana.

Esta biomassa recolhida pode ser utilizada para diversos fins, como
adubo organico, biocombustiveis, alimentacdo de peixes e aves (em estado
fresco, incorporada a racdo ou em forma peletizada), entre outras. Entretanto,
ressalva-se que ndo € apropriado a utilizacdo da biomassa produzida em lagoas
de estabilizacdo para alimentacdo humana (MOHEDANO, 2004).

Em estudo realizado por Mohedano (2010), foi avaliada a biomassa de
macrofitas lemnaceas da espécie Landoltia punctata no tratamento do efluente
de suinocultura. Ap6és o tratamento em um biodigestor, verificou-se, uma
produtividade de biomassa de 180 g/m2.dia de matéria fresca (68 t/ha.ano), com
um teor de proteina de 35%. As lagoas de lemnas apresentaram excelentes
resultados no polimento do efluente, para os parametros avaliados, com as
seguintes eficiéncias de remocao: NTK= 98%, N-NHs= 99%, PT= 94%, DQO=
96%, DBO5= 95%, ST = 92%, E. coli = 2 log.
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Segundo Valentim (1999), as vantagens das plantas aquaticas no
tratamento de efluentes, em comparacéo a um filtro convencional (de solo ou de
pedras), sdo: a estética e o apelo ecoldgico; o controle de mau odor, agindo
como um biofiltro, possibilitando instalagdo proxima a comunidade; o tratamento
aerobio e anaerobio do efluente, retirando solidos suspensos e microrganismos
patogénicos, devido a auséncia da contribuicdo de algas para a elevagédo desse
parametro; e o controle de insetos, por acdo de plantas superficiais
(MOHEDANO, 2010; POTT; POTT, 2002). Porém o maior destaque, quando
comparado a outros sistemas de tratamento € a producdo de uma biomassa de
excelente qualidade (MOHEDANO, 2004).

A alta producdo de biomassa de macrofitas flutuantes em aguas com
elevadas concentracfes de nitrogénio e fosforo tem despertado o interesse em
utiliza-las em sistemas de tratamento de efluentes enriquecidos em nutrientes.
Nestes sistemas, as macrdfitas removem nutrientes da agua e os estocam em
sua biomassa (TILLEY et al., 2002). Além disso, servem de substrato para
microrganismos que mineralizam e removem nutrientes efluentes (BIUDES;
CAMARGO, 2008).

Como ja foi mencionado, as lagoas de estabilizacdo sdo ambientes ricos
em matéria organica e macronutrientes, essenciais para o desenvolvimento de
algumas espécies de plantas. No Brasil ha condi¢cdes favoraveis para a
instalacdo deste tipo de tratamento, pois existe disponibilidade de terras com
baixo valor por hectare e condicdes ambientais adequadas. Além disso, ha a
possibilidade de aproveitamento da biomassa de macrdfitas produzida para
gerar outros produtos (NASCIMENTO, 2001).

Muitos estudos desenvolvidos pela Petrobras e universidades ja
abordaram possibilidade de gerar biocombustivel a partir de macrofitas. Elas
apresentam a vantagem de necessitar uma area menor de cultivo se comparada
com outras culturas, como milho e cana de agucar, além de ndo competirem com
0 uso do solo para a alimentagdo humana.

Contudo, existem lacunas de informagdes a respeito do funcionamento
desses sistemas em larga escala (PITTMAN; DEAN; OSUNDEKO, 2011; PARK;
CRAGGS; SHILTON, 2011). Ainda segundo esses mesmos pesquisadores, ha
a necessidade de se entender melhor o que controla a manutengéo de espécies

dominantes e a interacdo dos organismos nesses ambientes artificiais. Os
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principais estudos de producédo de biomassa a partir de esgotos sanitarios devem
focar tanto na avaliacdo da remocdo de matéria orgéanica, nitrogénio, fésforo e
outros poluentes, como também o controle das variaveis que otimizem a
producado de biomassa (PITTMAN; DEAN; OSUNDEKO, 2011).

De acordo com Strazzera et al., (2018), questbes de logistica e
desenvolvimento tecnoldgico, visando alcangar a maximizagdo do respectivo
aproveitamento da biomassa, atualmente, restringem, sobremaneira, a gama de
espécies que apresentam de fato este perfil. E importante salientar que ja ha
alguma estruturacdo ou estdo sendo pensadas alterativas para o
desenvolvimento pleno da cadeia produtiva bésica, para que entao, a partir dai,
sejam estabelecidas plataformas com processos e possiveis produtos.

As tecnologias para desconstrucdo e conversdo da biomassa ainda séo
incipientes ou ndo estdo otimizadas. E ndo existem politicas publicas
fomentadoras de investimentos privados necessarios para alavancar o setor. A
biorrefinaria representa uma abordagem inovadora na gestdo ambiental, os
residuos que muitas vezes sao descartados tornam-se recursos valiosos usados
na producdo de bioprodutos de alto valor agregado e biocombustiveis
(STRAZZERA et al., 2018).

A composi¢do quimica da biomassa é formada por elementos como o
nitrogénio, oxigénio, carbono e hidrogénio, e também agrega valores menores
de enxofre e de espécies inorganicas. No entanto, os componentes quimicos
agregam valor as cadeias produtivas de biomassa, que sdo planejadas
estrategicamente para minimizar a utilizacdo de insumos na elaboracdo de
produtos essenciais, como é o caso dos biocombustiveis, dos medicamentos,
dos cosméticos, dos produtos usados construcéo civil e no agronegécio, entre
outros (BORGES, 2014; OLIVEIRA, 2011).

Ao serem conhecidas as propriedades quimicas e fisicas da biomassa,
podemos fazer uso desta matéria-prima para conversao em energia e producao

de bioprodutos para os mais variados fins (EPE, 2011).

2.4 Estudo do aproveitamento de macroéfitas

Vasto é o potencial que podemos encontrar nas macréfitas aquaticas e

apesar da riqgueza de espécies existente, h4 um déficit de estudos com relacéo
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a composicao quimica ou propriedades biologicas destas plantas. No Brasil
muitas espécies vém sendo estudadas e as relacdes entre 0s vegetais e outros
elementos da natureza contribuem para esclarecer a importancia das plantas no
desenvolvimento produtos de interesse social, ambiental e econémico. Neste
aspecto, as macrofitas vem sendo campo de estudos a fim de definir a sua
importancia ecoldgica na preservacao dos recursos naturais (THOMAZ; BINI,
2003).

Atualmente, o uso indiscriminado destes recursos vem causando
prejuizos cada vez maiores ao planeta e, por sua essencialidade a vida, a agua
€ um dos elementos naturais mais agredidos. Os niveis elevados de polui¢do
nos reservatérios de agua fez com que muitas empresas comegassem a se
preocupar em tratar seus rejeitos e, uma das alternativas encontradas para esse
tratamento é o aproveitamento de macrdfitas (OLIVEIRA, 2010).

O aproveitamento das macrdfitas no tratamento de efluentes, de acordo
com Oliveira (2010), € um dos tipos de cuidado que se deve ter para manter o
ambiente aquatico livre da poluicdo, pois esse tipo de planta contribui com a
manutenc¢ao da agua.

Algumas espécies de macrofitas flutuantes tem demonstrado eficiéncia no
tratamento de efluentes, respondendo de forma mais eficaz na remocéo de
nutrientes se comparada as enraizadas, pois estas atuam no sedimento ao
passo que as flutuantes retiram nutrientes diretamente da coluna d’agua
(SHIMODA, 1984; MOHEDANO, 2004).

Segundo Schneider e Rubio (2003) as macroéfitas se apresentam como
absorventes naturais e contribuem para o controle da poluicdo da agua. A
biomassa produzida nas lagoas de estabilizacdo podem servir como fonte para
extracdo de lipidios, para a geracdo de biodiesel, obtencdo de bioetanol por
fermentacao e producéo de biogas a partir da sua digestao, entre outros. Além
das diferentes formas de se obter energia, também pode-se recuperar essa
matéria-prima para gerar fertilizantes/adubos e também servir de alimentos para
animais, sendo consumida diretamente ou incorporada nas racdes (CRAGGS et
al.; OLIVEIRA, 2011).

O processamento e manejo das macroéfitas em biodigestores, segundo
Silva (2005), colaboram na producdo de gases. Mishima et al. (2007), em seus

estudos, comprovaram que estas plantas podem ser utilizadas na produgéo de



26

etanol. Bergier (2008) comprovou a possibilidade de se produzir biofertilizantes,
papel, bio-6leo e energia térmica a partir da utilizacdo desta matéria-prima. Os
estudos realizados por Tavares e Santos (2013) conduziram para a
comprovacao da producao de biocombustiveis solidos.

As justificativas para a necessidade atual do aumento do numero de
estudos podem ser resumidas considerando-se que existe uma grande
quantidade de ecossistemas que abrigam varias espécies de macrdfitas
aguaticas, que estas desempenham diferentes funcdes ecoldgicas, que se
constituem em um grupo de organismos especialmente adequados, devido a alta
biodiversidade e ao rapido crescimento, para o teste de hip6teses ecoldgicas e
para estudos experimentais (BERGIER, 2008).

A modelagem do crescimento do aguapé (Eichhornia crassipes (Mart.)
Solms) e remocao de nutrientes em associacdo com a criacdo de peixes, por
exemplo, permite a identificacdo do nivel sustentavel de colheita da biomassa
excedente de macrdfitas, podendo ser uma fonte de matéria prima (BERGIER,
2012).

Outro estudo, desenvolvido por Henry-Silva e Camargo (2006), visou
avaliar o valor nutritivo das macrofitas aquaticas flutuantes Eichhornia crassipes
(Mart.) Solms (Pontederiaceae), Pistia stratiotes (L.) (Araceae) e Salvinia
molesta (Mitchell) (Salviniaceae) em um sistema de tratamento de efluentes de
tilapia-do-nilo  (Oreochromis niloticus) e inferir sobre o potencial de
aproveitamento da biomassa dessas espécies.

Em amostras de biomassa vegetal foram determinados os teores de
fracdo de parede celular, carboidratos solluveis, polifendis, lipidios, proteina bruta
e fosforo total. O maior valor nutritivo foi observado na parte aérea de E.
crassipes e S. molesta e na biomassa total de P. stratiotes devido aos menores
valores meédios de fracdo de parede celular (60,7; 64,2 e 56,9 % PS,
respectivamente) e aos teores mais elevados de proteina bruta (10,1; 9,1 e 8,8%
PS, respectivamente), carboidratos sollveis (26,16; 18,7 e 12,4 mg.g? PS,
respectivamente) e lipidios (7,6; 4,5 e 4,4 % PS, respectivamente). O estudo
concluiu que a biomassa total de P. stratiotes e a biomassa aérea de E. crassipes
e S. molesta tém valor nutritivo, com potencial para uso na alimentagcdo de
ruminantes ou na formulacao de ragbes (HENRY-SILVA & CAMARGO, 2006).
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Neste sentido, outro estudo aponta para o potencial da espécie
Alternanthera philoxeroides (Bredo-d‘agua) como fonte de proteina vegetal
negligenciada, magnésio, manganés, zinco, enxofre e boro. Serve de forrageira
para o gado e outros animais, as folhas podem ser usadas no preparo de racao
e, dependendo do ambiente onde forem cultivadas, podem ser consumidas
como verdura ou preparo de bolos, péaes, suflés etc. (LIBERATO; LIMA; SILVA,
2019).

Outro exemplo, temos a espécie Pistia stratiotes que é utilizada na
medicina popular como antisséptico e antituberculosa. O extrato é usado com o
um anddino para lavagem dos olhos e para aliviar as dores de ouvido. Suas
cinzas sdo aplicadas no couro cabeludo para tratamento e cura de micose; ja
extrato da folha é usado em eczemas, lepras, Ulceras e sifilis, como também o
cozimento das folhas com 6leo de coco é aplicado a pele para o tratamento da
dermatite cronica (KIRTIKAR; BASU, 2001). A mistura das folhas é utilizada para
aliviar disturbios nervosos, febre e infeccbes bacterianas intestinais e no
tratamento da perturbacdo do estdbmago, garganta e inflamacdo da boca
(MUKHTAR & TUKUR, 2000).

Dentre outros usos para macroéfitas, podem ser citados: a utilizagdo como
organismo bioindicador de poluicdo por cromo, bioindicadora em estudos
ecotoxicolégicos dos herbicidas a base de Glyphosate e Oxyfluorfen e uso da
biomassa seca como absorvente natural para o controle da poluicdo da agua
(HENRY-SILVA; CAMARGO, 2008; PEREIRA et al., 2012; SILVA et al., 2012).

Esses estudos evidenciam que ha um grande potencial no uso das
macrofitas como fonte para obter-se produtos que venham beneficiar a
sociedade de alguma forma e combater os danos ambientais que podem ser
desenvolvidos, 0 que torna o assunto um promissor meio de pesquisas quimicas
e bioldgicas, ainda mais se considerarmos o fato de que apesar de haver um
grande numero de espécies de macrofitas aquaticas, muitos géneros nao
apresentam qualquer descricdo da composicdo quimica ou propriedades
bioldgicas de seus compostos (MORAES, 2018).
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2.5 Oleos fixos

Nas ultimas décadas, as pesquisas relativas a substancias bioativas, tém
aumentado consideravelmente. O Brasil, em toda a sua extensdo, apresenta
uma flora bastante diversificada, com vegetac6es de diferentes caracteristicas e
muitos principios ativos ainda desconhecidos (COSTA et al., 2015; GADELHA et
al., 2013; SILVA et al., 2017).

Muitas plantas produzem metabdlitos secundarios, como os 6leos fixos,
por exemplo, que podem apresentar as mais variadas funcdes, tais como,
atividade antibacteriana, antifingica, antioxidante, dentre outras, estas
atribuidas principalmente aos acidos graxos, que sao seus constituintes
principais (DE SOUZA, 2017).

Segundo Costa et al. (2015), os 0leos fixos podem ser encontrados nos
seres vivos, desde plantas a animais, servindo como fonte de energia ao
acumularem nutrientes. Por essa e outras razdes, essas substancias séo
consideradas produtos importantes, apresentando grande potencial para fins
farmacoldgicos, industriais e nutricionais.

Os Odleos fixos s@o misturas de substancias lipidicas, geralmente
proveniente de sementes, pouco estaveis na presenca de luz, calor e ar, além
de pouco soluveis em agua e sendo substancias ndo volateis. Para alguns
autores, esses Oleos podem ser entendidos como sendo uma mistura de
substancias lipidicas, composta, predominantemente, por triacilgliceréis, que
contém &cidos graxos monocarboxilicos ou dicarboxilicos, de cadeia alifatica e
esterificados nas trés posicdes hidroxila da molécula de glicerol (COSTA et al.,
2015; SOUZA; MELLO; LOPES, 2011).

Segundo Robbers (1997), os acidos graxos podem ser liberados por
meio da hidrélise de gorduras e Oleos naturais, apresentando uma cadeia de
carbono ndo ramificada de numero par e podendo ser classificados como
saturados (geralmente sélidos a temperatura ambiente), a exemplo do acido
laurico e do acido estearico, ou insaturados (liquidos a temperatura ambiente),
como os acidos oleico, linoleico e linolénico. Juntos, eles totalizam quase toda a
qguantidade de Oleos fixos e gorduras existentes no comercio.

Os &cidos graxos insaturados, por sua vez, sdo classificados como

monoinsaturados a exemplo do &cido oleico (bmega 9) e os poli-insaturados,
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como os acidos linoleico (bmega 6) e linolénico (bmega 3) (FERREIRA et al.,
2012). A presenca destes compostos em Oleos fixos constituintes de
preparacdes farmacéuticas, destinadas ao uso tépico para tratamento de feridas,
é fundamental ndo somente do ponto de vista terapéutico, como também
farmacotécnico (MANHEZI; BACHION; PEREIRA, 2008).

O &cido linoleico acelera o processo de cicatrizagdo, enquanto que o
acido linolénico age como modulador da membrana celular protegendo a leséo
e agindo como imunégeno local e também como um importante agente
restaurador tecidual, por promover quimiotaxia e angiogénese (FERREIRA, et
al., 2012)

No caso das plantas, em particular, essas substancias lipidicas sao
normalmente obtidas a partir de sementes, como é o caso do 6leo de soja, por
exemplo, ou da polpa dos frutos, como o azeite de oliva, sendo que os métodos
de extracdo desses 6leos variam, podendo se dar por prensagem forte e a frio
ou por meio de extracdo com solvente (COSTA et al., 2015).

A exemplo de Oleos fixos cita-se o O6leo de girassol, produzido
industrialmente a partir das sementes da espécie Helianthus annus L., rico em
acido linoleico e tocoferol (vitamina E), possuindo propriedades antioxidantes e
protegendo a membrana celular do ataque dos radicais livres (TOPAN, 2012). O
azeite de oliva, obtido do fruto da oliveira (Olea europaea L.), rico em &cido
oleico, apresentando efeitos moduladores em muitas funcdes fisioldgicas, ao
passo que alguns estudos sugerem também um efeito benéfico sobre doencas
autoimunes e inflamatérias, além da sua capacidade para facilitar a cicatrizacao
de feridas (SALES et al., 2013). E o 6leo de soja, obtido por prensagem mecanica
e/ou extracdo por solvente dos gréos de soja (Glycine max. L) sendo este
excelente fonte de acido linoleico (45 a 60%), acido linolénico (3,5 a 8%) e acido
oleico (19 a 30%) (AMARAL; JAIGOBIND; JAIGOBIND, 2006).

Por fim, vale salientar que existem alguns indices e reacgles
caracteristicas, que ajudam a identificar e avaliar a maioria dos 6leos e gorduras,
como por exemplo, o indice de acidez, que revela o estado de conservacao do
o0leo (MACHADO et al., 2006), o teor de agua, que esta relacionado com a
durabilidade do material (VIEIRA, 1994), o indice de saponificacdo, que
demonstra a proporc¢ao de acidos graxos de baixo peso molecular (MORETTO

et al.,, 1998) e o indice de refragdo, que é um pardmetro importante na



30

comparacao da massa molar média entre diferentes 6leos (MENDES et al.,
1999).

No entanto, pouco conhecimento se tem a respeito da aplicacéo de 6leos
fixos oriundos de vegetais e suas possiveis aplicacdes, havendo a necessidade
de maiores estudos, quanto a sua composi¢cado quimica, toxicidade e utilizacao
(BETTIOL; MORANDI, 2009; DIAS, 2019).

2.6 Atividade antioxidante

A oxidacdo é parte fundamental do nosso metabolismo. A atividade
metabolica envolve diversas reacdes oxidativas responsaveis, em parte, pela
formacdo de espécies reativas, como os radicais livres, que tiveram um
importante papel na origem da vida e para a evolucédo biolégica, podendo estar
envolvidas na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento
celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias biolégicas importantes
(BARREIROS & DAVID, 2006).

No entanto, estas moléculas também podem ser responsaveis por causar
danos nos tecidos e promover o processo de envelhecimento, além disso,
contribuem para o aparecimento de diversas doencas inflamatérias e
cardiovasculares, além de varios tipos de cancro (VALKO et al., 2007; SINGH,
2008; ULLAH, 2016).

O principio da teoria dos radicais livres nos sistemas bioldgicos ocorreu
no ano de 1956, sendo proposto que estes compostos desempenhavam um
papel importante no processo de envelhecimento. Porém, em 1954, ja se havia
mencionado a toxicidade das formas de oxigénio parcialmente reduzidas
(GERSHMAN et al., 1954; HARMAN, 1956; VALKO et al., 2007).

Estas moléculas, coletivamente conhecidas como espécies reativas de
oxigénio, caracterizam-se pela sua reatividade e por serem capazes de receber
ou doar elétrons, pois tém um elétron de valéncia desemparelhado. Desta forma,
reagem com moléculas estaveis, retirando elétrons e iniciando reacbes em
cadeia (SHALABY, 2013; TANGVARASITTICHAI, 2015).

Continuamente, os radicais livres sdo formados a partir de reacdes de
oxido-reducdo, maioritariamente na respiracdo aerobia, mas também em

algumas reacdes inflamatérias e imunes mediadas por células. A exemplo,
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podemos citar os radicais livres anion superoxido (O2’), radicais hidroxilo (OH-)
e espeécies nao radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H202) e oxigénio
singleto (102) (UTTARA et al., 2009; TOHMA, 2010).

Tratam-se de espécies que, em baixas a moderadas concentracoes,
desempenham importantes func¢des bioldgicas, como o relaxamento do masculo
liso, metabolismo de xenobidticos e na resposta imune. No entanto, em elevadas
concentracbes, sdo também capazes de induzir reacbes em cadeia a nivel
celular, acarretando em alteracdes na estrutura de biomoléculas importantes,
como os hidratos de carbono, proteinas, lipideos e acidos nucleicos (BASHAN,
2009; UTTARA et al., 2009; TOHMA, 2010; PERRONE et al., 2018).

Altas concentracdes de radicais livres podem ultrapassar as defesas
antioxidantes das células, produzindo uma situacdo denominada de “stress
oxidativo”, que € caracterizado por uma série de reacdes metabdlicas
envolvendo o oxigénio, que promove um desequilibrio celular redox entre pro-
oxidantes/antioxidantes e estd envolvido, direta ou indiretamente, no
desenvolvimento e progressao de diversas doencas cronicas e degenerativas de
causas multifatoriais, como a aterosclerose, diabetes, doenca de Alzheimer,
enfarte agudo do miocéardio, choque séptico e doencas inflamatorias, seja por
mutacdes nos Aacidos nucleicos, oxidacdo proteica ou peroxidacdo lipidica
(TOHMA, 2010; VALKO et al., 2007).

No entanto a progressdo dessas doencas pode ser retardada pela
minimizac&o deste desequilibrio responsavel pela producéo destas espécies. E
neste sentido que os antioxidantes tém um relevante papel, pois mantém os
niveis de radicais livres baixos evitando que ocorra este desequilibrio dinamico
(SINGH, 2008).

A producéo continua de radicais livres durante os processos metabolicos
levou ao desenvolvimento de muitos mecanismos de defesa antioxidante para
limitar os niveis intracelulares e impedir ou amenizar a inducdo de danos. Os
antioxidantes sdo os agentes responséaveis pela inibicdo e reducéo das lesdes
causadas pelos radicais livres nas células (BOOTS, 2008).

Estes compostos atuam através de trés possiveis mecanismos, sendo
eles:

a) captura direta de espécies reativas, via captura de elétrons e

transferéncia do radical hidrogénio;
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b) neutralizagéo através de reacdes redox;

c) através da oxidacao de substratos (ISLAM et al., 2018).

De acordo com a definicAo de Halliwell & Gutteridge (1989), os
"antioxidantes sdo substancias que, mesmo presentes em baixas
concentragdes, relativamente a um substrato oxidavel, inibem ou previnem
significativamente a oxidagdo desse mesmo substrato”.

Neste sentido, o organismo dispfe de um sistema antioxidante integrado
que engloba componentes de varias naturezas, obtendo outros compostos
através da dieta. Estes compostos complementam-se sinergicamente na sua
funcdo, podendo dividir-se em dois grandes grupos em funcdo da natureza
guimica: enzimaticos e ndo enzimaticos (ou de baixo peso molecular). Os
primeiros incluem proteinas como a catalase, a glutationa peroxidase e o
superoxido dismutase, que reagem com as espécies reativas, sendo recicladas
em seguida, ou seja, sdo enzimas que removem/inativam os radicais livres. Ja
0S nado enzimaticos incluem grandes moléculas, minerais, moléculas
hidrossoluveis, moléculas lipossoluveis e compostos fendlicos (SHALABY,
2013).

Os antioxidantes também podem ser classificados em funcdo da sua
origem como enddgenos ou exdgenos (naturais ou sintéticos). Os antioxidantes
enzimaticos sdo 0s principais com origem endogena, responsaveis por
metabolizar e eliminar intermediarios téxicos. Ja os de origem exdgena sao
maioritariamente obtidos da dieta e incluem as vitaminas C e E, carotenoides e
os compostos fendlicos. Adicionalmente, em funcéo do seu mecanismo de acao,
classificam-se ainda em primarios, se sdo capazes de doar atomos de hidrogénio
ao radical tornando-o estavel, secundarios, se reagem com os radicais
iniciadores da reacao, e co-antioxidantes, se atuam em sinergismo (SHALABY,
2013; UTTARA et al., 2009).

Estes compostos eliminam os radicais livres através de diversos
mecanismos e a VAarios niveis, seja por atuarem como substrato para oxidacéo
(finalizando assim as rea¢0es oxidativas em cadeia, ao converter estas espécies
em substancias mais estaveis e, em principio, inofensivas ao organismo),
promoverem a captura dos radicais livres ou formarem quelatos com os metais.

Além disso, demonstram em maior ou menor extensdo atividades anti-
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inflamatorias, antiaterosclerdticas, antitumorais, antibacterianas e antivirais
(TERPINC et al., 2012).

Cada tipo de antioxidante tem a sua atividade propria, num dado
compartimento celular e produtos especificos, dai a necessidade da enorme
variedade de antioxidantes. A poténcia antioxidante depende da estrutura da
molécula, tamanho dos grupos funcionais presentes e sua localizacao
(LORDELO et al., 2010).

O uso de antioxidantes de origem natural vem desde a antiguidade, ainda
que de forma empirica, no entanto atualmente tém aumentado o interesse pela
descoberta de novos antioxidantes desta origem, nomeadamente pelos que sao
isolados de plantas, com o intuito de sintetizar novos compostos mais seguros
ou aperfeicoar os ja existentes (BOOTS, 2008; DJERIDANE et al., 2006;
GHAREEB et al., 2014; TOHMA, 2010).

Além disso tém sido apresentadas evidencias cientificas que comprovam
os beneficios dos antioxidantes para a salde, especialmente na prevencao de
varias doencas humanas, onde esté implicado o stress oxidativo (GHAREEB et
al., 2014; TERPINC et al., 2012).

2.7 Compostos fendlicos

Entre os grupos de metabdlitos secundéarios, os compostos fendlicos
constituem o mais numeroso e amplamente distribuido deles, sendo os
compostos naturais mais presentes nas plantas, com mais de 8000
identificacbes diferentes (DAI; MUMPER, 2010).

Os compostos fendlicos apresentam uma gama de efeitos bioldgicos,
podendo atuar como pigmentos, substancias sinalizadoras, constituintes da
parede celular, antimicrobianos, protetores contra radiacdo ultravioleta, além de
apresentarem efeitos alelopaticos, influenciarem no transporte de auxinas e
modularem os niveis de espécies reativas de oxigénio (FRANCO et al., 2016).

Estes compostos podem atuar como inibidores em varios processos do
desenvolvimento. Em nivel celular, influenciam o metabolismo de lipidios e o
mecanismo bioquimico da respiracéo, inibindo o transporte de glicose e a sintese
de celulose. No organismo humano desempenham uma série de atividades

biolégicas, como anti-alergénicas, anti-aterogénicas, anti-inflamatorias,
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antimicrobianas, antitromboticas, vasodilatadoras e cardioprotetoras. Todas
estas atividades retardam o envelhecimento celular (DEWICK, 2009; LORDELO
et al., 2010).

Estes fitoquimicos englobam uma categoria diversificada de compostos
que incluem uma grande diversidade de estruturas derivadas da fenilalanina e
da tirosina e caracterizadas pelo seu anel aromatico, com um ou mais
substituintes hidroxilos, incluindo os seus grupos funcionais. Estes compostos
bioativos, de origem vegetal, atuam como doadores de atomos de hidrogénio,
dado as suas capacidades redutoras, quelantes de metais ou de captura de
radicais, sendo estas atividades que caracterizam estes compostos. Podem
dividir-se em duas grandes classes: flavonoides (antocianinas, flavonois e
isoflavonas, entre outros) e nao flavonoides (acidos fendlicos e derivados)
(BOOTS, 2008; DEWICK, 2009).

O termo “fendlicos” engloba um grupo superabundante e diversificado de
compostos quimicos, que sdo subdivididos de acordo com o numero de
subunidades de fenol presentes na molécula, classificados entre polifendis e
fendis simples (acidos fendlicos) (GIADA, 2013).

Os flavonoides sdo compostos polifendlicos, sollveis em agua, de baixo
peso molecular e estdo entre as moléculas antioxidantes mais eficientes e mais
abundantes nas plantas, sendo potenciais compostos para serem usados na
terapia antioxidante, além de estarem também presentes em alguns
suplementos alimentares e medicamentos a base de plantas (BOOTS, 2008;
DEWICK, 2009).

Ja os acidos fendlicos (ndo flavonoides) estdo reunidos em dois grupos,
a saber: derivados do &cido hidroxicinAmico e derivados do &cido
hidroxibenzoico. Estes acidos existem nas plantas, usualmente na forma de
ésteres e atuam induzindo o aumento da atividade de enzimas oxidativas,
causando assim, a modificagdo na permeabilidade da membrana por
despolarizacado, alterando o fluxo e a retencdo de ions, além de promover a
formacao de lignina, contribuindo para a reducao do crescimento radicular,
sendo que, a acédo conjunta de varios acidos fendlicos podem causar grandes
danos a planta, potencializando o efeito alelopatico (BUBNA et al.,, 2011;
OLIVEIRA et al., 2011; ROLIM et al., 2013).
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Os taninos, flavonoides e acidos fendlicos sdo 0s compostos com
atividade alelopéatica mais encontrados em extratos de espécies vegetais
(SEKOWSKI et al.,, 2014). Os taninos formam complexos irreversiveis com
proteinas, podendo inibir processos enzimaticos. Estudos demonstram que
estas substancias interagem com sistemas biolégicos como virus e bactérias e
participam de reacdes enzimaticas, além de serem antioxidantes, podendo estar
relacionadas com o processo de inibicdo de germinagdo e crescimento de
plantas (DANTAS et al., 2008).

Sabe-se que, o fendmeno da alelopatia esta envolvido em varias
interacdes bioquimicas entre as plantas. Estas interacdes das plantas com seu
ambiente sdo em grande parte influenciadas pelos compostos fendlicos, os quais
Sao os principais compostos alelopaticos que inibem a germinacao de sementes,
o crescimento de plantas e outros processos fisiologicos (FUJII; HIRADATE,
2007).

No entanto, os compostos de natureza fenodlica tém se destacado por duas
razdes: sua abundante distribuicdo nas plantas e suas propriedades biolégicas,
como a elevada capacidade de capturar e reduzir radicais livres (GHAREEB et
al., 2014; LIZCANO et al., 2009).

Dentre as varias funcdes fisioldgicas que os compostos fendélicos exercem
nas ceélulas vegetais, a mais significante € a acdo antioxidante, seja pela
supressdo do oxigénio singleto, de radicais livres nas células ou ativacdo de
enzimas antioxidantes. Esta acdo se deve, principalmente, as suas propriedades
de oxido-reducéo, doando hidrogénios dos grupos hidroxila posicionados ao
longo do anel benzénico e desempenhando um papel significativo na absorcao
e neutralizacao de radicais livres, a fim de impedir a oxidacao de lipideos e outras
biomoléculas (SHETTY; WAHLQVIST, 2004; TSAO, 2010).

A comunidade cientifica tem se concentrado na extracdo de compostos
fendlicos principalmente de folhas de diversas fontes vegetais (SANTOS-
GOMES et al, 2003; ALARA et al, 2018; SUMERE et al, 2018; IRAKLI et al, 2018)
Entretanto, outros estudos concentram-se em estudar as propriedades bioativas
dos extratos, como atividade antioxidante (RADOJKOVIC et al, 2016;
SANCHEZ-SALCEDO et al, 2015), atividade antimicrobiana (HUSSAIN et al,
2010; KOZLOWSKA et al, 2015; ONITSUKA et al, 2019) e acao citotoxica
(KOCKA et al, 2018; FIGUEREDO et al, 2018).
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Os compostos bioativos de natureza fendlica tém sido o ponto central de
pesquisas acerca de novos compostos e bioprodutos para retardar ou impedir a
oxidac&o de substratos intracelulares (ESCOTE et al, 2012; LEON-GONZALEZ
et al, 2014).

Estes fatos corroboram para a valorizacdo do material vegetal, uma vez
que indicam expressamente a bioatividade intrinseca, reforcando o
desenvolvimento de produtos oriundos dessa matéria prima como chas, bebidas
fortificadas e fitoquimicos (NAM; JANG; SHIBAMOTO, 2012).

2.8 Atividade antifangica

A busca por novas estratégias de controle de doencas de plantas que
sejam ambientalmente e socialmente corretas, principalmente no contexto
agroecologico, tem impulsionado estudos a procura de métodos alternativos
eficientes para o controle de fitopatdégenos (SCHWAN-ESTRADA et al., 2017).

A utilizacdo de extratos de plantas tem sido bastante estudada como
método alternativo, proporcionando avancos significativos, na agricultura
sustentavel, por exemplo. Compostos secundarios presentes em plantas podem
desempenhar funcdes importantes em interacdes planta/patdégeno, através da
acao antimicrobiana direta ou ativando mecanismos de defesa de outras plantas
gue venham a ser tratadas com esses compostos (FREITAS, 2008; SCHWAN-
ESTRADA, 2003).

Produtos obtidos através de extrato de plantas, sao relativamente
simples de serem preparados e podem constituir em mais uma opcao para
controle de varios agentes indesejaveis. Trabalhos desenvolvidos com extratos
obtidos a partir de plantas séao indicados no controle de fitopatégenos, tanto por
sua acao fungitoxica direta, inibindo o crescimento micelial e a germinagéao de
esporos, quanto pela inducdo de mecanismos de defesa da planta, fazendo com
gue ela apresente autodefesa (CATI-D, 2015; ROMEIRO, 2008; SCHWAN-
ESTRADA et al., 2005).

Atualmente, a crescente exigéncia por produtos vegetais de qualidade,
livres de residuos quimicos acima do exigido nas leis de diversos paises,
incentiva a busca por substancias alternativas, de baixa toxicidade ao ser

humano e também de baixo impacto ambiental. Nesse sentido, o uso de extratos
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de plantas apresenta potencial de controle de fitopatogenos (CARVALHO et al.,
2008).

Fungicidas quimicos tém sido largamente empregados como forma
principal de controle das doencas pos-colheita provocadas por fungos, como, por
exemplo, a antracnose causada por fungos do género Colletotrichum sp. em
vérias plantas (AGROFIT, 2020).

O uso desses fungicidas em frutos colhidos tem sido amplamente
contestado por conta dos problemas relacionados a forte toxicidade residual, que
acaba causando danos ao ambiente e ao desenvolvimento de pragas
resistentes, além de causarem danos sérios a salde humana pela exposicédo
direta e prolongada aos compostos (LUNDSTROM et al., 2017).

Estudos demonstram, inclusive, que alguns desses compostos, como 0S
carbamatos, sdo capazes de causar danos no sistema nervoso de organismos
aquaticos por afetar a atividade de enzimas necessarias ao metabolismo. Esses
compostos, apesar de serem utilizados em lavouras no controle de pragas,
apresentam alto risco ecolégico, pois podem levar a contaminacdo do ambiente
aguatico (MAPA, 2020; WANG et al., 2015).

Os efeitos indesejaveis provocados pelos fungicidas quimicos tornam
imperativo a busca por novas alternativas para o combate de doencas, visando
reduzir perdas, e, a0 mesmo tempo, promover seguran¢a ao ambiente e a salude
humana (AHMADU et al., 2020).

Extratos vegetais aparecem, entdo, como uma alternativa promissora
para o controle de patdgenos, minimizando os impactos ambientais e demais
danos a saude (MOHAMED; EL-HADIDY, 2008; MARTINS; SIQUEIRA-JUNIOR,
2017).

Vérias espécies de plantas vém sendo descritas por apresentarem
potencial antimicrobiano, e essa propriedade se deve ao fato de as plantas
produzirem substancias naturais que sao toxicas a alguns micro-organismos,
como fungos causadores de doencas em plantas (ADEME et al., 2013; NAZ;
BANO, 2013; ROSADO-ALVAREZ et al., 2014; AHMADU et al., 2020).



CAPITULO 1 - Extracédo de 0Oleos fixos de seis espécies de macrofitas
aquaticas encontradas na Lagoa de Estabilizagcdo do municipio de
Pelotas, RS

1 Introducéo

As macrofitas aquaticas sao plantas superiores de tamanho macroscoépico
presentes em ambientes aquaticos e de grande importancia por sua contribuicdo
no funcionamento de um ecossistema. Essas plantas séo largamente utilizadas
como bioindicadoras da qualidade da agua de ambientes Iénticos e Ibticos e
desempenham um papel muito importante na acumulacdo de elementos
metalicos (SAO PAULO, 2011).

Os nutrientes mais importantes para as macroéfitas sdo o nitrogénio e o
fésforo, sendo estes encontrados em grandes quantidades em esgotos
domésticos. Desta forma, ambientes aquaticos que tiverem a presenca destes
nutrientes e de luz solar, se tornam um local de facil proliferacdo para estas
plantas, uma vez que se caracteriza um ambiente propicio para sua reproducao
(SANTOS et al., 2020).

As Lagoas de estabilizacdo, por sua vez, sdo bons exemplos de
ambientes propicios para o desenvolvimento de macrofitas, sendo o sistema
mais usual de tratamento de aguas residuérias no Brasil, ja que este se configura
um pais com elevadas temperaturas e grandes areas disponiveis. Além deste
sistema apresentar um baixo custo de manutencéo, € projetado principalmente
para remocdo de matéria organica, sendo que, o processo de tratamento
consiste na retenc&o do esgoto por um longo periodo, tempo este suficiente para
gue 0s processos naturais de estabilizacdo da matéria organica se desenvolvam
(VON SPERLING, 1996).

Os dleos fixos e as gorduras, por sua vez, podem ser obtidos de plantas
ou de animais. Sua principal fungdo € armazenarem nutrientes (energia). Os
Oleos fixos e as gorduras sao produtos importantes, usados com fins
farmacoldgicos, industriais e nutricionais. Os 6leos fixos e as gorduras diferem

apenas no ponto de fuséo; aqueles que em temperatura ambiente, sdo liquidos
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recebem o nome de dleos fixos. Quimicamente os 0leos fixos sdo compostos
predominantemente por triacilglicerdis, que tém &cidos graxos diferentes ou
idénticos, esterificados nas trés posi¢cées hidroxila da molécula de glicerol
(ROBBERS et al., 1997).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi determinar o percentual de 6leo
fixo encontrado a partir da matéria-prima (biomassa seca) de seis espécies de
macréfitas encontradas na Lagoa de Estabilizacdo no municipio de Pelotas/RS.

2 Materiais e métodos

2.1 Coleta das macrofitas

A biomassa utilizada foi proveniente da Estacao de Tratamento de Esgoto
Lagoa de Estabilizacdo (Lat.: 31°45°5.50”S; Long.:52°21’39.18”0), que integra
parte do sistema de tratamento de esgoto do municipio de Pelotas — RS (Figura
2).

Figura 2 - Foto da Lagoa de Estabilizacdo localizada no
municipio de Pelotas, RS.

A linha branca demarca a area total da lagoa (4 hectares) e os
marcadores amarelos indicam os locais de entrada e saida do
efluente.

Fonte: Google Earth Pro (2022).
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As macrofitas foram coletadas diretamente da lagoa de estabilizacdo, em
sacos plasticos, lavadas e transportadas em bandejas para secagem em estufa

no laboratorio.

2.2 Preparo das amostras

Foram feitas exsicatas das espécies coletadas para identificacdo, de
acordo com a literatura especifica. As mesmas serao depositadas na colecéo do
Herbario PEL, com cédigo de registro.

A biomassa foi mantida em estufa com circulacdo e renovacgao de ar, a
35°C por 24 horas ou mais, até umidade constante e, apdés a secagem, as
exsicatas foram acomodadas em local seco e arejado e o material destinado a
extracdo dos Oleos foi triturado em moinho de facas e armazenado em local

refrigerado.

2.3 Extracao do 6leo fixo

O material vegetal foi extraido com 300 mL do solvente hexano usando o
aparelho Soxhlet por um periodo de 6 horas, a uma temperatura ndo excedendo
o ponto de ebulicdo do solvente (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) com
modificacdo no tempo da extracdo. O solvente foi evaporado em aparelho
Rotaevaporador (Laborata 4002- Control) e, posteriormente, os 6leos fixos foram
armazenados em frascos hermeticamente fechados e conservados a -4°C até

posteriores analises.

2.4 Analise estatistica

Para determinar se existe diferengca significativa entre os dados
encontrados para os rendimentos dos 6leos, foi realizada a analise da variancia
(ANOVA), por meio do teste-F de comparacdo de medias e teste de Tukey,
guanto a existéncia ou ndo de diferenca significativa (p < 0,05) entre 0s ensaios.
As analises estatisticas foram desenvolvidas utilizando probabilidade de erro de

5% com auxilio do software Statistica 7.0.
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3 Resultados e discussao

3.1 Identificacdo das espécies

Conforme mostra a Tabela 1, a analise das amostras coletadas in natura,
na éarea de estudo, resultou em seis (06) identificacbes botanicas,
correspondendo a seis (06) espécies, pertencentes a seis (06) géneros de cinco
(05) familias. O material foi revisado por um profissional especializado em

botanica e o documento confirmando as espécies pode ser visto no Anexo A.

Tabela 1 — Espécies de macrdéfitas aquaticas encontradas e identificadas na Lagoa de
Estabilizacdo do municipio de Pelotas, RS.

Espécie Familia
Enydra anagallis Gardner Asteraceae
Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb. Amaranthaceae
Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K.Simon & Poaceae
S.W.L.Jacobs
Typha domingensis Pers. Thyphaceae
Heteranthera reniformis Ruiz & Pav. Pontederiaceae
Eichhornia crassipes (Mart.) Solms Pontederiaceae

Fonte: Autor (2021).

3.2 Descricao das espécies

A descricao das espécies avaliadas neste estudo conta com uma breve
revisao bibliografica, enaltecendo alguns aspectos mais relevantes de cada uma,
como nomes populares, local de origem, caracteristicas morfolégicas, entre

outros.
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3.2.1 Enydra anagallis Gardner.

Conhecida popularmente como enidra (Figura 3), € uma planta anfibia,
emergente, flutuante fixa ou submersa, nativa do sul do Brasil, sendo que a sua
distribuicdo se estende a outros paises da América do Sul, como Argentina e
Paraguai (MODIN, 2013).

Figura 3 - Foto da espécie Enydra anagallis Gardner.

Fonte: Autor (2022).

E uma espécie herbacea, perene, infestante de areas inundadas, sendo
uma espécie forrageira, podendo formar densa cobertura sobre a superficie da
agua, servindo de abrigo para outros organismos aquaticos. A floracdo e
frutificacdo ocorrem no verédo (TRINDADE, 2010).

Algumas caracteristicas da espécie incluem caule rastejante prostrado,
fistulosos, como ramos de superficie cerosa, hidrofébicos. Folhas simples,
opostas cruzadas e sésseis. Lamina foliar com 2-3,5x0,5-1 cm, cartacea e
glabra, com 4&pice arredondado, base truncada e margem denteada,
principalmente no apice. Capitulos sésseis, axilares, com dois pares cruzados
de bracteas, ovais com cloragdo verde-clara, com flésculos brancos e aquénios
sem papilho (RODRIGUES, 2011).
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3.2.2 Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb.

Planta perene, submersa, emergente e/ou anfibia, cujos nomes populares
variam, podendo ser conhecida como perna-de-saracura, erva-de-jacaré, bredo-
d agua entre outros (Figura 4). Originaria da América do Sul € uma espécie
aquatica emersa enraizada, seletiva higrdfita e helidfita, podendo ser encontrada
em diferentes ecossistemas, desde locais mais secos, como dunas, a ambientes
semiaquaticos e aquaticos, sendo infestantes de varzeas umidas, areas
alagadas e tolerando aguas salobras. Cresce inicialmente a partir das margens,

podendo, parte do vegetal, desprender-se e flutuar (GAO et al., 2007).

Figura 4 - Foto da espécie Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb.

Fonte: Autor (2022).

Espécie muitas vezes provida de caule roxo, oco, alcancando comumente
1 m de altura. Sua floracédo ocorre de dezembro até abril. As folhas séo verde-
escuras, elipticas, glabras, com filotaxia oposta e lamina foliar de 3,5-7,1x0,5-2
cm. As inflorescéncias sdo brancas, terminais e axilares de 1,4-1,7 cm de
diametro (ANDERSON et al., 2016).

Produz grande quantidade de biomassa, chegando a comprometer o fluxo
de agua em canais. As folhas e caules sdo alimento para pequenos herbivoros,
sendo utilizada como forrageira para o gado. Esta espécie é considerada uma
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erva daninha agressiva, em muitas partes do mundo, devido a sua habilidade de
competir com outras plantas nativas e tem se tornado uma ameaca séria para
ecossistemas aquéticos (POMELLA, 2007).

3.2.3 Megathyrsus maximus (Jacq.) B. K. Simon & S. W. L. Jacobs

Conhecida popularmente como capim-colonido ou capim-mombaca, é
uma graminea exoética invasora no Brasil, originaria da Africa, onde ocupa
ambientes com solos recém desmatados e pastagens (Figura 5). Apresenta
tolerancia ao sombreamento, elevada capacidade competitiva, alta produtividade
e grande capacidade reprodutiva, associada a grande longevidade das
sementes (CASTRO et al., 2001).

Figura 5 - Foto da espécie Megathyrsus maximus (Jacq.) B. K. Simon & S. W. L.
Jacobs.

Fonte: Autor (2022).

E uma espécie herbacea, perene, podendo atingir de 1,5-3 m de altura.
Apresenta folhas que oscilam entre glabras a pilosas, como lamina foliar
variando entre 30-60 cm de comprimento. Panicula laxa, entre 25-70 cm
comprimento, ramos inferiores verticilados e espigueta variando entre 3-4 mm
de comprimento (ROCHA, 2012).
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Chegou ao Brasil no periodo da escravatura por volta de 1820, trazida em
navios negreiros com a utilidade de acomodar os escravos durante a viagem de
travessia do Oceano Atlantico. Mais tarde, foi disseminada e aproveitada com o
intuito de servir de alimento para os animais, ocupando o segundo lugar em area
de pastagens cultivadas no pais, ficando atras apenas das gramineas do género
Brachiaria (NASCIMENTO, 2014).

Contudo, a espécie se tornou um importante infestante do territorio
brasileiro, sendo considerada em muitos casos como planta invasora, formando
densas populacfes que dificultam o recrutamento e estabelecimento de outas
espécies (FERREIRA; MAIA-BARBOSA, 2014).

3.2.4 Typha domingensis Pers.

No Brasil, € popularmente conhecida como taboa e exibe diversos
sinbnimos como erva-de-esteira, paude-lagoa, paineira-do-brejo e paina-de-
flecha. Nativa da América do Sul, cresce em climas frios, temperados e tropicais
(Figura 6). Os rizomas da espécie apresentam potencial nutricional semelhante
ao do milho e da batata, em fun¢éo disso, € utilizada no forrageio animal. Outras
utilizacdes incluem o seu uso como fonte de matéria prima para a obtencdo de
celulose, uso no artesanato, além de servir de abrigo e alimento para roedores

e ambiente de ninho para aves aquaticas (JAHAN et al., 2007).
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Figura 6 - Foto da espécie Typha domingensis Pers.

Fonte: Autor (2022).

E uma planta aquatica, perene, de habito herbaceo, que pode atingir até
3 m de altura. Seu caule apresenta uma por¢cao rizomatosa rastejante e grossa
e outras eretas, altas e com folhas longas, anfiestomaticas, inseridas proximas
a base, com nervacdo paralela, epiderme delgada unisseriada, com trés
camadas de parénquima palicadico e camaras de aerénquima que ocupam a
maior parte do mesofilo. Os feixes vasculares sdo colaterais fechados com
xilema e floema localizados entre o parénquima palicadico das faces abaxial e
adaxial. As células epidérmicas do rizoma séo estreitas e com cuticula delgada,
logo abaixo ocorrem poucas camadas de parénquima e h& presenca de um
aerénquima radiado bem desenvolvido com camaras irregulares ocupando maior
parte do cértex, a regido central do rizoma apresenta feixes colaterais e
parénquima interfascicular, enquanto a endoderme é formada por células
arredondas ou achatadas com presenca de estrias de Caspary (BARROS, 2005;
SANTOS et al., 2015).

Propaga-se por sementes e vegetativamente formando densos
agrupamentos monoespecificos (estandes). O periodo reprodutivo compreende
as estacdes da primavera e verdo. Apresenta flores estaminadas e flores

pistiladas sob a forma de uma inflorescéncia cilindrica que pode apresentar-se
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em espiga continua ou interrompida, sendo a parte superior da espiga composta
de flores masculinas, que caem ao longo do ciclo, enquanto a inferior, mais
engrossada e cor de chocolate, tém flores femininas, que d&éo origem ao fruto,
qgue apresenta plumas (CORDAZZO; SEELIGER, 1988).

Forma agrupamentos densos nas margens de lagos, reservatorios,
canais de drenagem e varzeas, onde conferem abrigo para organismos diversos.
As espécies do género sdo dominantes na maioria dos ambientes aquéticos
onde o nivel da agua costuma flutuar, apresentando caracteristicas que denotam
tolerancia a ambientes impactados, como a alelopatia e o crescimento vegetativo
acelerado, principalmente em ambientes com alta concentracdo de fosforo, o
que proporciona uma alta producdo de biomassa, além disso a espécie € capaz
de modificar sua anatomia e desenvolver adaptacées morfologicas e fisioldgicas
a uma variedade de perturba¢des ambientais, sendo considerada bioindicadora,
colonizando areas contaminadas por diversos tipos de residuos industriais e
atuando na remocao de diversos poluentes, incluindo metais pesados, sendo
comumente utilizada com esta finalidade (CHEN; VAUGHAN, 2014; SANTOS et
al., 2015).

3.2.5 Heteranthera reniformis Ruiz & Pav.

Espécie neotropical, ocorrendo no Brasil nos estados da Bahia, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, muito
comum e facilmente distinguivel por suas folhas reniformes e brilhantes (FARIA,

2005), conforme mostra a Figura 7.
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Figura 7 - Foto da espécie Heteranthera reniformis Ruiz & Pav.

Fonte: Autor (2022).

As alcunhas populares incluem agrido-do-brejo, aguapé-do-arroz e
aguapé-mirim, apresenta caules emersos ou flutuantes a fixos, ramificados, com
folhas emersas ou flutuantes. Peciolo variando entre 1,5-17cm e lamina foliar
entre 10-35x20-40mm, de formato reniforme ou levemente cordada, com apice
obtuso, raramente agudo e com base cordada (FARIA, 2005; KISSMANN;
GROTH, 1997).

Apresenta inflorescéncias variando entre 8-25mm, com (2)3-8 flores e
pedunculo entre 1-3cm. As flores apresentam coloracdo alva, com a base da
tépala mediana superior com guia de néctar amarelo-ouro e margem arroxeada.
O fruto varia entre 2,5-3,5mm e as sementes, 1mm, de cor castanho-claro,
conspicuamente rostradas (FARIA, 2005).

No Brasil tem ampla distribuicdo, sendo uma planta perene e herbacea,
com cerca de 20-50 cm de altura e adaptada tanto a agua quanto a solos iumidos.
E uma planta resistente na retirada de elementos do meio aquéatico, por usar
recursos para a alocacdo de biomassa radicular mesmo em ambientes pobres
em fosforo, bem como de biomassa de caules, que se constitui em um 6rgao
alternativo na absorcdo de radiacdo solar. Essa espécie é considerada planta
daninha em areas de arroz irrigado e canais de irrigacdo pelo seu elevado
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potencial de infestac&o e é citada em trabalhos de wetlands artificiais (SIPAUBA-
TAVARES; BRAGA, 2008).

3.2.6 Eichhornia crassipes (Mart.) Solms.

Popularmente conhecida como agua-pé, aguapé ou puru-a, € uma planta
perene, aqudtica, flutuante livre ou fixa (Figura 8). Serve de alimento para
roedores e habitat para pequenos invertebrados aquaticos e peixes. Em suas
densas raizes forma local propicio para a desova de algumas espécies de
peixes. E empregada na depuracédo de corpos de agua poluidos, bem como na
producédo de biogas (TRINDADE et al., 2010).

Figura 8 - Foto da espécie Eichhornia crassipes (Mart.) Solms.

Fonte: Autor (2022).

E uma espécie herbacea, estolonifera, geralmente flutuante-livre e
raramente enraizada. Pode atingir até 1 metro de altura, com sistemas de raizes
fiborosas e com grande quantidade de pelos. Apresenta folhas emersas,
dispostas em rosetas, espongiformes, com bainha, limbo e peciolos que
apresentando grande quantidade de aerénquima, sendo os ultimos, comumente
inflados, para flutuagédo, podendo atingir até 7-11,5cm ou apresentarem forma

delgada. A lamina foliar varia entre 8-10x7-9cm, com formato arredondado a
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eliptico, base truncada a cordada e apice truncado a ligeiramente obtuso. Os
caules aquaticos sao o tenros, com aerénquima bem desenvolvido, e clorofilados
e, assim sendo, realizam fotossintese. Por fim, as inflorescéncias tem a forma
de espiga e podem atingir até 12cm, com flores lilases, com guia de néctar na
tépala mediana superior e margens das tépalas internas inteiras (FARIA, 2005).

O aguapé pode se reproduzir tanto por propaga¢do vegetativa, como
sexuadamente, sendo a primeira, adotada pela espécie em climas mais quentes,
ocorre mais rapidamente, com a formacéo de um estoldo na base do peciolo, de
onde surge uma nova planta, que apos algum tempo se desprende da mée. Ja
a reproducado sexuada ocorre, sobretudo onde a espécie é nativa. No Brasil, a
floracdo ocorre no verdo e as flores permanecem abertas por um ou dois dias.
Quando todas as flores murcham, a haste floral se inclina para dentro d’agua e
as sementes sao liberadas em direcéo ao fundo, permanecendo vivas por até 15
anos (FRANCA et al. 2012).

Sendo uma espécie nativa da regido Amazbnica e Pantanal, foi
introduzida em muitas regides devido a beleza de suas flores, tendo se
espalhado pelas areas tropicais e temperadas de todo o mundo. Ocorre, lagos,
lagoas, rios e riachos. Utilizada para ornamentac¢ao, despoluicdo de a4guas, como
racdo animal, adubo organico e na producédo de biogas (PEREIRA et al., 2011).

Apresenta grande plasticidade fenotipica, dependendo da posi¢cdo da
planta em relacdo as outras na populacéo e da disponibilidade de luz e agua.
Em geral, plantas flutuantes-livres apresentam peciolos inflados e, quando
enraizadas, os peciolos sédo delgados e nao inflados (FARIA, 2005).

No entanto, devido a alta capacidade de multiplicacdo e sucesso na
competicdo com outras espécies, 0 aguapé vem tomando carater invasor,
causando sérios danos ecologicos e econdmicos, sendo capaz de aumentar sua
massa verde em 15% ao dia acumulando 800 kg por hectare, dobrando-a a cada
seis ou sete dias e em condi¢des Otimas pode produzir até 480 toneladas de

massa verde por hectare/ano (TELLEZ et al., 2008).
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3.2 Extracao dos oleos fixos

Os resultados para as extracdes de Oleos fixos estdo apresentados na
Tabela 2, sendo realizados trés ensaios e constatados rendimentos que variam

entre 2,7 a 5,6 % de acordo com a espécie.

Tabela 2 — Rendimento das massas dos Oleos fixos obtidos para cada uma das espécies
avaliadas, ap6s tratamento inicial do material vegetal.

Espécielamostra Média Desvio Padréo Rendimento
(9) (9) (%)
Enydra anagallis 0,54 10,13 3,6 %
Alternanthera philoxeroides 0,45 10,06 3%
Megathyrsus maximus 0,57 10,08 3,8 %
Typha domingensis 0,56 10,02 56 %
Heteranthera reniformis 0,32 10,10 3,2%
Eichhornia crassipes 0,27 10,08 2,7 %

Os resultados sdo médias + desvios padrdes dos ensaios realizados em triplicata. Fonte: Autor
(2022).

Utilizando-se o teste F (ANOVA) observou-se que houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre os ensaios. Devido as diferencas entre o peso de
massa seca de cada espécie e 0 volume ocupado, foram usadas 15 g de amostra
de planta moida para Enydra anagallis, Alternanthera philoxeroides e
Megathyrsus maximus e 10 g para Typha domingensis, Heteranthera reniformis
e Eichhornia crassipes.

Os rendimentos em 6leos fixos variaram de acordo com a espécie em
questdo. Segundo Medeiros (2015), possivelmente devido as espécies
possuirem caracteristicas fisicas diferentes, como consisténcia, cor e tamanho,
o que reflete no teor e natureza dos acidos graxos presentes nos 6leos fixos
obtidos. A sazonalidade, regido geogréfica e o solvente utilizado também podem
ter interferido na quantidade de 6leo obtido para cada espécie.

Como nao ha muitos estudos referentes a extracado de 6leos fixos em
macrofitas aquaticas, torna-se um pouco mais complicado comparar os dados

com outros trabalhos, que, em sua maioria, usam espécies oleaginosas neste
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tipo de pesquisa, 0 que ndo € o caso neste estudo. Todavia, é interessante
compararmos os resultados afim de estabelecer uma ligagdo com na literatura
disponivel sobre o assunto.

Sendo assim, em um estudo realizado por Sousa et al. (2006) foram
comparados dois métodos de extracdo de Oleos fixos para a espécie Croton
cajucara Benth: via percolacao e por fluido supercritico. O estudo revelou que
houve um maior rendimento de 6leo fixo obtido no processo convencional (via
percolacao), tendo sido obtido 13 g (3,14%) de Oleo fixo (partindo-se de 413 g
de cascas), versus 1,2% de 6leo fixo extraido no processo via fluido supercritico
(1,34 g; partindo-se de 109 g de cascas). A pesquisa reforca a ideia de que estes
dados poderiam estar correlacionados com questdes sazonais (variagdes que
dependem da época e horario de coleta, dentre outros fatores) (MACIEL et al.,
2002).

Segundo Agra (2019), a extracao realizada para Allagoptera caudescens
(Mart.) Kuntze, utilizando 20 g do endosperma (semente) e 200 mL do solvente
hexano, obteve rendimento de 23,5% de 6leo fixo (extraiu-se 4,7 g do 0Oleo fixo).
Na extracdo utilizando 50 g do endosperma e 150 mL do solvente etanol,
apresentou rendimento de 11,46% (extraiu-se 5,73 g). A extracdo utilizando 30
g da radquis e 120 mL de etanol resultou num rendimento de 8,97% (extraiu-se
2,69 g). Outro estudo obteve resultado considerado satisfatério para o processo
de extracao de 6leo fixo de Jatropha mollissima Muell. Arg., com rendimento de
25,2% (TARGINO, 2013).

Oliveira (2020) avaliou a espécie Cinnamomum verum (J. Presl.). O
processo de extracdo das folhas, utilizando solventes a partir de 20 g de folhas
e 200 mL de etanol, extraiu 6,52 g de dOleo fixo, com rendimento de 32,6%. Ao
utilizar o solvente hexano, foi extraido 0,72 g de Oleo fixo, com um rendimento
de 3,6%. A extracao a partir das cascas, utilizando 20 g de amostra para 200 mL
de solvente, extraiu 5,12 g de 6leo, apresentando um rendimento de 25,6%,
como etanol, e 0,29 g de 6leo, com um rendimento de 1,45% com hexano.

Vale salientar que os 0Oleos fixos sdo encontrados em quantidades mais
elevadas nas sementes. De acordo com Pereira (2009), os Oleos e gorduras
vegetais podem aparecer em diversas partes da planta, de modo especial nas
sementes, onde se acumulam em maior quantidade. Sendo assim, para este

estudo, mesmo tendo sido usado toda a planta como matéria prima para
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extracdo dos Oleos, durante as coletas, nenhuma das seis espécies avaliadas
encontrava-se em estado fértil, portanto, ndo havia a presenca de flores, frutos

e/ou sementes.

4 Concluséao

As espécies avaliadas neste estudo sdo diversas em termos taxondmicos,
compreendendo géneros e familias boténicas diversas. As extracdes dos 0leos
fixos, quando comparadas com outros procedimentos de extracdo de 6leos fixos
citados na literatura, foram positivas no sentido de que foram obtidos 6leos a
partir de todas as espécies.

Temos que destacar que nenhuma das seis espécies de macrdfitas
consideradas neste estudo séo plantas oleaginosas e que ndo foram incluidos
na biomassa as partes reprodutivas das plantas, como frutos e sementes, que
geralmente concentram maior teor de 6leo em seus tecidos.

Mais estudos devem ser realizados com estas espécies, sendo a
caracterizacdo destes 6leos o préximo passo a ser seguido, visando conhecer a
respeito da composicdo quimica desses compostos e as suas possiveis

aplicacoes.



CAPITULO 2 - Determinac&o do potencial antioxidante de 6leos fixos

extraidos de diferentes espécies de macroéfitas aquaticas

1 Introducéo

As substancias com acao antioxidante (antirradicalar) sdo responsaveis
por prevenir ou retardar a oxidacao ao inativar os radicais gerados pela doacao
de elétrons ou atomos de hidrogénio e, com isto, formar espécies quimicas
estaveis. Em outras palavras, estdo associadas ao processo de retardamento
das reacdes de degradacdo oxidativa, processo este, que esta intimamente
ligado a formacdo de radicais livres e é espontaneo, ocorrendo nos sistemas
biolégicos com a formacdo de espécies reativas como radicais hidroxila,
peroxido, alcoxido, entre outros (OLIVEIRA et al., 2014).

A alta producao de radicais livres pode ocasionar o processo de estresse
oxidativo, que é um desequilibrio entre a formacdo de espécies reativas e
compostos que agem na inibig&o de tais espécies reativas. Como consequéncia,
podem ocorrer o envelhecimento precoce e doencas associadas a formacao
destes radicais livres (NIMSE, 2015).

As plantas sdo uma importante fonte de moléculas e substancias diversas,
como os 6leos fixos, cujos principais componentes sao derivados de acidos
graxos. As substancias ja isoladas, de origem vegetal, e caracterizadas
apresentaram grande diversidade estrutural, que esta relacionada as rotas
biossintéticas altamente especializadas e enzimas com alta especificidade.
Aliado a esta grande diversidade estrutural, muitas destas substancias
apresentam um papel central no tratamento ou prevencao de varias doencas tais
como diabetes, cancer e desordens inflamatdrias crénicas (CRAGG; NEWMAN,
2013).

As macrdfitas aquaticas sdo conhecidas popularmente como plantas
aguaticas. Ao longo de seu processo evolutivo adaptaram-se ao ambiente
aguatico de forma muito eficiente. Apresentam uma grande diversidade
bioldgica, com aproximadamente 2600 espécies espalhadas por mais de 450
géneros (CHAMBERS et al., 2008).
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Apesar do grande numero de espécies de macrdfitas aquaticas, muitos
géneros ndo apresentam qualquer descricdo da composicdo quimica ou
propriedades biolégicas de seus compostos. A medicina popular faz grande uso
das espécies do género Hydrocotyle, por exemplo, no tratamento de Ulceras de
pele, dermatites, reumatismo, tuberculose e eczema (FLORENTINO et al.,
2013).

Uma grande diversidade de compostos quimicos foram isolados a partir
de espécies de Hydrocotyle, como por exemplo, do extrato metandlico de H.
ranunculoides foram isolados triterpenos polioxigenados e glicosilados. Outros
estudos realizados com H. sibthorpioides e H. bonariensis revelaram a presenca
de saponinas glicosiladas. Porém, no que diz respeito a atividade biolégica
destes compostos, ainda ha caréncia de estudos mais aprofundados (GRECA et
al., 1993; MATSUSHITA et al., 2004; HUANG et al., 2008; TABOPDA et al.,
2012).

Outro exemplo, a espécie Hydrocotyle leucocephala, nativa do Brasil, que
€ empregada como planta ornamental para aquarios, na Colémbia, € utilizada
pela medicina popular por suas propriedades diuréticas e no combate de
diarreias (RAMOS et al., 2006).

Devido a significativa quantidade de espécies de macrofitas aquaticas e o
pouco conhecimento sobre o potencial destas espécies, este estudo buscou
avaliar o potencial dos 0Oleos fixos extraidos de seis espécies de macrofitas como
fonte de substéncias antirradicalares frente ao radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH).

2 Materiais e métodos

2.1 Preparo das amostras

Os procedimentos adotados aqui foram 0os mesmos descritos nos itens
2.1 a 2.3 do capitulo anterior, sendo utilizados os mesmos 0Oleos obtidos das
especies Enydra anagallis Gardner, Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb.,



56

Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K.Simon & S.W.L.Jacobs, Typha domingensis

Pers., Heteranthera reniformis Ruiz & Pav. e Eichhornia crassipes (Mart.) Solms.

2.2 Determinacéao da atividade antioxidante total pela captura do radical
livie DPPH

O método DPPH foi proposto por BRAND-WILLIAMS et al., 1995 e é
baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) por
antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm. Esse
método foi posteriormente modificado por SANCHEZ-MORENO et al. (1998)

para medir os parametros cinéticos.
2.3 Determinacéao da curva do DPPH

A partir da solucéo inicial de DPPH (60 puM), foram preparadas em baldes
volumétricos de 10 mL, solu¢des variando a concentracdo de 10 uM a 50 uM

conforme a Tabela 3.

Tabela 3 - Preparo das solucdes para curva do DPPH.

Solucéao de DPPH i ) Concentracao final de
Alcool metilico (mL)
(mL) DPPH (uM)
0 10 0
1,7 8,3 10
3,3 6,7 20
5,0 5,0 30
6,7 3,3 40
8,3 1,7 50
10 0 60

Fonte: Rufino et al. (2007).

Em ambiente escuro, foi transferida uma aliquota de, aproximadamente,
4 mL de cada solucdo de DPPH (10 pM, 20 pM, 30 pM, 40 pM, 50 pM e 60 puM)
para cubetas de vidro e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 515 nm. Foi
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utilizado alcool metilico, como branco, para calibrar o espectrofotdmetro. E por
fim, foi plotado o gréfico (Figura 9) com as concentra¢des de DPPH (uM), no eixo
X, e as respectivas absorbancias, no eixo Y, e calculada a equacao da reta.

0.8 -
0,7 4
0,6 4
05 4
04 ]
0,3 4
02 4
0,1 4

y =0,0134x - 0,0155
R? = 0,9987

Absorbancia (515 nm)

0 10 20 30 40 50 &0
Concentragbes de DPPH (uM)

Figura 9 - Exemplo de curva do DPPH x absorbéncia.

Fonte: Rufino et al., (2007).

2.4 Preparo dos oleos

O procedimento de preparo dos 6leos fixos previamente extraidos para
andlise (Capitulo 1) deu-se por diluicdo. Em erlenmeyers de 250 mL, contendo
os Oleos, foram adicionados 100 ml de etanol e a mistura foi agitada
manualmente até homogeneizar e deixada em repouso por 60 minutos a

temperatura ambiente.

2.5 Determinacdo da atividade antioxidante total (AAT)

Foram preparados tubos de ensaio no minimo trés diluicbes diferentes de
cada 6leo, em triplicata. Em ambiente escuro, foram transferidas aliquotas de 0,1
ml de cada diluicdo dos Oleos para tubos de ensaio, com 3,9 ml do radical DPPH,
previamente preparado, e homogeneizadas em agitador de tubos.

Utilizou-se 0,1 ml da solucéo controle (alcool metilico, acetona e agua),
previamente preparada, com 3,9 ml do radical DPPH e homogeneizado. Como
branco, foi utilizado alcool metilico, para calibragem do espectrofotometro. As

leituras, a 515 nm, foram monitoradas a cada minuto, onde foi observada a
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reducdo da absorbancia até sua estabilizacdo. A leitura da absorbancia final para
o calculo do ECso s6 foi feita apds a estabilizacdo da absorbancia (tempo ECso).

Apbs a leitura, foi substituido, na Equacéo 1, o valor correspondente a
metade da absorbancia inicial do controle pelo y da equacéo da curva do DPPH
(Figura 2), para encontrar o consumo de DPPH em uM e, posteriormente,

transformar para g de DPPH, conforme Equacao 2.

y=ax—b (D
Onde:
y = absorbancia inicial do controle dividida por 2;

X = resultado em puM DPPH.

gDPPH = (uM DPPH/1.000.000) x 394,3 (2)
Onde:
394,3 = peso molecular do DPPH.

A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicdes dos extratos, foi
plotado o grafico com as absorbéancias, no eixo Y, e as diluigbes (mg/L), no eixo
X, para determinar a equacao da reta (Equacao 3). Para calcular a atividade
antioxidante total, foi substituida a absorbancia equivalente a 50 % da
concentracdo do DPPH pelo y (Equagdo 3), para obter o resultado que
correspondera a amostra necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial
do radical DPPH (ECso).

Célculo do ECso:

y=—-ax+b 3)

Onde:

y = absorbancia inicial do controle dividida por 2;

x = ECso (mg/L).

O resultado (mg/L) encontrado na Equacéao 3, foi dividido por 1.000, para
ter o valor em g e, em seguida, dividido pelo valor encontrado em g DPPH, para
obter o resultado final, a partir da Equacéao 4, expresso em g de amostra / g
DPPH.

Célculo do ECso expresso em g amostra / g DPPH:
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ECs,
1.000

g amostra / g DPPH = ( X 1) / g DPPH 4)

Os resultados também foram expressos como porcentagem de inibicao
do radical ou de atividade antioxidante, de acordo com Rufino et al. (2006), e
foram calculados em trés diferentes concentracdes para cada espécie, seguindo

a Equacéo 5:

Apg—A
% de inibigdo do radical = [ OA f] x 100 (5)
0

Onde:
Ao: absorbancia inicial;

As. absorbancia final.
2.6 Andlise estatistica

Para determinar se existe diferenca significativa entre os resultados
encontrados quanto a atividade antioxidante dos Oleos de cada uma das
espécies, foi realizada a andlise de variancia (ANOVA), por meio do teste-F de
comparacdo de médias e teste de Tukey, quanto a existéncia ou ndo de
diferenca significativa (p < 0,05) entre os ensaios. As analises estatisticas foram
desenvolvidas utilizando probabilidade de erro de 5% com auxilio do software
Statistica 7.0.

3 Resultados e discusséao

Pela metodologia utilizada foi determinada a quantidade de antioxidantes
presentes nos 0leos, capaz de sequestrar 50% do radical DPPH da solucéo,
denominada assim de ECso, sendo expresso em (g)amostra/(g)DPPH. Quanto
menor o valor desta medida, menor sera a quantidade de amostra exigida para
reduzir 50% do radical e consequentemente, maior sua atividade antioxidante
(SANTOS, 2012).
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A porcentagem de atividade antioxidante (%AA) corresponde a
quantidade de DDPH consumida pelo antioxidante, sendo que a quantidade de
antioxidante necessaria para decrescer a concentra¢ao inicial de DPPH em 50%
é denominada concentracao eficiente (CEso), também chamada de concentragéo
inibitoria (Clso). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera
a sua CEso e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA et al., 2007).

Entretanto, ndo foram encontradas muitas referéncias na literatura quanto
a atividade antioxidante das espécies analisadas e, tampouco, estudos que
seguissem a mesma metodologia em particular. Por essa razdo, optou-se por
apresentar os resultados também na forma de porcentagem de inibigdo, como
mostra a Tabela 4, e para fins de discussao, os resultados foram comparados
com trabalhos feitos com diferentes espécies vegetais, algumas, pertencentes a
grupos taxondémicos proximos.

Tabela 4 - Resultados para (g)amostra/(g)DPPH e porcentagens de inibicdo (%) do radical livre

DPPH encontradas para os 6leos fixos de cada uma das seis espécies avaliadas, em diferentes
concentracdes.

% de Inibicao
o (g)amostra/ . )
Espécie/amostra (G)DPPH Concentracdes dos Oleos (mg/L)
J 50% 75% 100%
Enydra anagallis 4,49+2.34 84,27+4,13 86,31+3,87 82,56+2,69
Alternanthera
_ _ 1,97+1,06 83,20+3,30 81,77+1,68 75,05+3,04
philoxeroides
Megathyrsus
. 2,12+2,02 93,16+£3,81 93,80+4,88 91,22+1,95
maximus
Typha domingensis | 17,33+13,25 79,19+1,84 76,73+1,19 67,01+3,05
Heteranthera
_ _ 1,95+1,01 79,30+2,97 77,02£3,12 70,97+3,82
reniformis
Eichhornia crassipes 3,92+1,04 90,65%+3,44 87,02+2,12 85,14+14,16

Os resultados sao médias + desvios padrbes dos ensaios realizados em triplicata. A analise
estatistica comprovou que houve diferenca significativa entre as médias (p< 0,05). Fonte: Autor
(2022).

Os

(g)amostra/(g)DPPH, as espécies A. philoxeroides e H. reniformes foram as que

resultados demonstraram que, ao considerarmos



61

apresentaram maior potencial antioxidante, visto que, de acordo com a
metodologia utilizada, quanto menor for a quantidade de amostra, maior a sua
atividade antioxidante.

Em um estudo realizado por Rufino et al. (2010), foi avaliada a atividade
antioxidante total de frutas, sendo encontrados valores médios de 4264; 17,11 e
3549 (g)amostra/(g)DPPH para acgai, jucara e carnauba, respectivamente. Outro
trabalho similar encontrou resultados de 47,46; 3343,99; 7938,28 e 18936,33
(g)amostra/(g)DPPH para atividade antioxidante da bacaba, tucuma, buriti e
inaja, respectivamente (SANTOS, 2012).

Sendo assim, se compararmos 0s resultados encontrados por Rufino
(2010) e Santos (2012), por exemplo, com os que foram apresentados neste
estudo, podemos entender que os Oleos de todas as espécies avaliadas,
incluindo T. domingensis, com 17,33 (g)amostra/(g)DPPH, apresentam bom
potencial antioxidante.

Porém considerando-se a porcentagem de inibicdo, observou-se que 0s
percentuais de reducao do radical livre DPPH, produzidos pelos 6leos fixos das
espécies avaliadas, foram consideravelmente altos, contudo, em concentracdes
também elevadas. Os melhores resultados foram encontrados para M. maximus
e E. crassipes, com mais 90% de inibicdo (de acordo com cada concentracao).

Um estudo realizado por Sandim (2014), foi avaliada a atividade
antioxidante de Alternanthera paronichioides, porém com o extrato aquoso, em
concentracOes inferiores (pg/ml), onde se destacou os valores de 86,15% (25
pg/ml) e 76,33% (250 pg/ml), em contrapartida, os resultados encontrados neste
estudo para a espécie A. philoxeroides, pertencente ao mesmo género,
demonstraram um percentual de 83,2% de inibicdo com a concentracdo de 25
mg/L. Isso indica uma baixa capacidade antioxidante dos 6leos analisados pelo
método do DPPH.

Vale destacar que a composi¢cdo quimica dos Oleos esta diretamente
ligada com a acdo antioxidante. O conteudo, assim como o perfil destes
constituintes variam de acordo com cada espécie, bem como das condi¢cdes
edafoclimaticas (LEONG; SHUI, 2002).

Em trabalho realizado por Hess & Zanini (2008), os resultados
demonstraram que os Oleos das folhas e flores de Vernonia scabra s&o inativos

frente ao radical livre DPPH, devido ao fato do 6leo desta espécie apresentarem
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uma composicao exclusiva de terpenos, com auséncia de fenilpropanoides,
compostos que geralmente evidenciam significativas atividades antirradicalares.

A determinacdo da capacidade antioxidante em Oleos pode ser
considerada um desafio analitico, pois a maioria dos métodos foi desenvolvida
para a analise de compostos hidrofilicos em amostras aquosas ou hidrofilicas.
Os 0leos vegetais séo hidrofébicos e ndo se misturam ao meio aquoso, peculiar
aos ensaios de capacidade antioxidante. Consequentemente, a turbidez da
amostra prejudica a determinacao e os resultados gerados nao sao reprodutiveis
(NINFALI, 2001).

Dessa forma, sdo necessarias adaptacdes nos ensaios de capacidade
antioxidante para amostras cujos componentes majoritarios sejam lipideos.
Entretanto, alguns ensaios sdo de dificil adaptacdo para a analise de Oleos
vegetais, tornando os resultados de dificil interpretacéo e pouco informativos. E
crescente o numero de investigacdes a respeito da capacidade antioxidante de
Oleos vegetais, porém ainda ndo ha consenso a respeito da melhor maneira de
adaptar os ensaios disponiveis, e a quantidade de informacéo publicada ainda &
insuficiente (CASTELO-BRANCO; TORRES, 2011).

4 Conclusodes

Os resultados da atividade antioxidante demonstraram que os 6leos fixos
das espécies A. philoxeroides e H. reniformes foram as que apresentaram maior
potencial antioxidante, ao analisarmos (g)amostra/(g)DPPH. Porém, ao avaliar a
porcentagem de inibicdo para cada uma das seis espécies, podemos concluir
gue os Oleos fixos de todas as espécies tém atividade sequestradora do radical
DPPH, embora possa ser considerada baixa, visto que as concentracoes
utilizadas nos ensaios foram elevadas, quando comparadas com outros
trabalhos.

Contudo, este estudo fornece subsidios para descobertas relevantes, uma
vez que a literatura é carente de informacdes sobre atividade antioxidante dos
Oleos fixos extraidos destas espécies, evidenciando a necessidade de pesquisas

que visem investigar a composicdo quimica, as atividades biologicas, a
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toxicidade e o potencial para utilizacdo comercial de produtos e extratos obtidos
a partir das mesmas.

Através deste estudo foi possivel verificar o potencial antioxidante dos
Oleos fixos das espécies analisadas e embora a determinacdo da capacidade
antioxidante em oOleos possa ser considerada um desafio, a implementacao
desses compostos em produtos que visam propor caracteristicas antioxidantes

é perfeitamente viavel.



CAPITULO 3 - Quantificac@o dos compostos fendlicos totais em 6leos

fixos de diferentes espécies de macréfitas aquaticas

1 Introducéo

Os compostos bioativos, como as vitaminas, compostos fendlicos e
pigmentos, compreendem um grande numero de metabdlicos secundarios
relacionados com o sistema de defesa das plantas, contra a radiacdo ultravioleta,
por exemplo (NUNES et al., 2014).

O Brasil é um pais privilegiado neste aspecto, pois abriga 55 mil espécies
de plantas, correspondendo aproximadamente a um quarto de todas as espécies
conhecidas no mundo, entretanto um grande nimero dessas espécies ainda nao
foi estudado sob o ponto de vista quimico e/ou farmacolégico, o que tem
contribuido para a diminuicdo do numero de registros de novas substancias
isoladas provenientes do metabolismo secundario vegetal (ARAUJO, 2010;
PINA, 2011).

Um exemplo de um grupo de plantas em particular, que carece de estudos
nesse sentido € o das macrdéfitas aquaticas. Estas plantas podem ser
encontradas em ambientes sazonalmente e/ou permanentemente inundados e
representam uma das comunidades vegetais mais produtivas dentre todos os
ecossistemas, podendo causar grandes interferéncias através do seu
metabolismo (ESTEVES, 1988).

Os compostos bioativos, como os de natureza fendlica, tém despertado
cada vez mais interesse, principalmente devido a acdes que desempenham no
organismo. O Brasil, em funcao de sua biodiversidade ainda pouco investigada,
mostra-se como uma fonte importante de espécies vegetais a serem estudadas
(HEMAMALINI et al., 2013).

Estudos dessa natureza sao importantes precursores para investigacoes
de atividades biologicas. Entretanto, torna-se imprescindivel verificar a presenga
de outras moléculas bioativas como por exemplo, os compostos fendlicos
(ANTUNAS, 2018).
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Segundo Lajolo e Mercadante (2018), os compostos fendlicos estéao
presentes em plantas superiores, sendo encontrados em Varios tipos de
alimentos de origem vegetal, frutas, hortalicas, legumes, folhas e cereais. Os
compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais. Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, englobando desde
moléculas simples até outras com alto grau de polimerizacdo (SOARES et
al.,2008).

Os compostos fendlicos presentes nas plantas estdo relacionados,
principalmente, com a protecao, seja contra a radiacao solar ou conferindo alta
resisténcia a microrganismos e pragas, além de estarem envolvidos com a
adaptacdo do vegetal ao ambiente. Nos alimentos, estes compostos podem
influenciar o valor nutricional e a qualidade sensorial, conferindo atributos como
cor, textura, amargor e adstringéncia. Na maioria dos vegetais, 0s compostos
fendlicos constituem os antioxidantes mais abundantes (EVERETTE et al.,
2010).

O teor de compostos fendlicos esta diretamente associado a inUmeros
fatores como a espécie, 0 estagio de desenvolvimento e indice de incidéncia
solar. A exposi¢do desses compostos a luz induz a sintese de flavonoides, como
as flavonas, flavonadis e antocianinas (LAJOLO; MERCADANTE, 2018).

O estudo de macrofitas aquéticas, ricas em compostos bioativos, pode
favorecer a descoberta de novos compostos e/ou novas fontes, fato que
auxiliaria no desenvolvimento econémico e tecnoldgico. Assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar e quantificar o teor de compostos fendlicos totais em 6leos

fixos extraidos de seis espécies de macréfitas aquaticas.

2 Materiais e métodos

2.1 Preparo das amostras

Os procedimentos adotados aqui foram os mesmos descritos nos itens

2.1 a 2.3 do Capitulo 1, onde utilizou-se os 6leos obtidos das espécies Enydra
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anagallis Gardner, Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb., Megathyrsus
maximus (Jacq.) B.K.Simon & S.W.L.Jacobs, Typha domingensis Pers.,

Heteranthera reniformis Ruiz & Pav. e Eichhornia crassipes (Mart.) Solms.

2.2 Extracédo de compostos fendlicos

Para a extracdo de compostos fendlicos, os Oleos fixos, previamente
extraidos (Capitulo 1) foram diluidos. Em erlenmeyers de 250 mL, contendo os
Oleos, adicionou-se 100 mL de metanol e a mistura foi agitada manualmente até
completa homogenizagéo e deixada em repouso por 60 minutos a temperatura

ambiente.

2.3 Quantificacao de fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteau, segundo metodologia adaptada de Singleton et al. (1999).

2.4 Construcdo da curva padrdo de acido galico

A solucao padrao de acido galico foi preparada diluindo-se 0,05 g em 100
mL de metanol, obtendo-se concentracdo de 50 g.Lt. A partir dessa solucéo
foram feitas diferentes diluicées para construcdo da curva.

Posteriormente, em tubos de ensaio, foram acrescentados 0,1 ml de cada
diluicdo, 3 mL de 4gua destilada e 0,3 ml de reagente Folin-Ciocalteu. A solugéo
foi agitada e mantida em repouso por 3 min. Apos o repouso foi acrescentado 2
mL de carbonato de sédio 7,5% (m/v) e envolveu-se os tubos em papel aluminio,
sendo os mesmos mantidos em banho-maria por 30 min a 37 °C. As leituras de
absorbancia foram realizadas em espectrofotbmetro UV-vis (UV-2600,

Shimadzu), com comprimento de onda de 765 nm.

2.5 Determinacgéo de fendlicos totais nos extratos

Para a quantificacdo dos fendlicos totais as amostras dos 6leos foram

diluidas, conforme é apresentado na Tabela 5, em diferentes concentracdes de
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acordo com cada espécie, para possibilitar a leitura, visto que a coloracdo dos

Oleos apresentava uma tonalidade escura em sua maioria.

Tabela 5 — DiluicBes dos 6leos fixos usadas para determinar o teor de compostos fendlicos de
acordo com cada espécies estudadas.

Espécie/amostra Diluicéo
Enydra anagallis 1:20
Alternanthera philoxeroides 1:10
Megathyrsus maximus 1:30
Typha domingensis 1:10
Heteranthera reniformis 1:20
Eichhornia crassipes 1:20

Fonte: Autor (2022).

O procedimento adotado foi 0 mesmo utilizado para a construgéo da curva
padrao, substituindo-se as diluicdes da solugéo padrao pela amostra analisada.

Para calcular os fendlicos totais foi utilizada a Equacéo 5.

(5)

.y . { MYEac Concentracao em mggaq
Fendlicos totais ( > =
massa da amostra (g)

gamostra

Onde:

mMgeac = Mg em equivalentes de &cido gélico
2.6 Analise estatistica

Para verificar se a diferenca entre os resultados encontrados quanto ao
teor de compostos fendlicos presente nos 0leos de cada uma das espécies é
significativa, foi realizada a analise de variancia (ANOVA), por meio do teste-F
de comparagcdo de médias e teste de Tukey, quanto a existéncia ou ndo de
diferenca significativa (p < 0,05) entre os ensaios. As analises estatisticas foram
desenvolvidas utilizando probabilidade de erro de 5% com auxilio do software
Statistica 7.0.
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3 Resultados e discussao

A quantificacdo espectrométrica de compostos fendlicos foirealizada por
meio de uma variedade de técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin-
Ciocalteu figura entre as mais extensivamente utilizadas (ROGINSKY, 2005). Os
resultados encontrados referentes a quantificacdo dos compostos fendlicos
totais estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 3 — Teor de compostos fendlicos totais (TCF) em 6leos fixos de seis diferentes espécies
de macréfitas aquaticas.

_ Compostos Fendlicos (TCF)
Espécie/amostra
(mg de EAC/g de 6leo)

Enydra anagallis 28,71+0,06

Alternanthera philoxeroides 33,04+0,12

Megathyrsus maximus 31,22+0,06

Typha domingensis 32,50+0,06

Heteranthera reniformis 37,67+0,04

Eichhornia crassipes 38,07+0,06

EAC = equivalente de acido galico. Os resultados sdo médias *+ desvios padrdes dos ensaios
realizados em triplicata. A andlise estatistica comprovou que houve diferenca significativa entre
as médias (p< 0,05). Fonte: Autor (2022).

De acordo com os resultados encontrados, podemos ver que o teor de
compostos fendlicos totais presentes nos 6leos fixos testados das diferentes
espécies foi similar, sendo registrado o maior para E. crassipes (38,07 mg de
EAG/g) e o menor valor para E. anagallis (28,71 mg de EAG/Q).

Esse resultado indica que os compostos fendélicos contribuem para a
maior acdo antioxidante desses 0leos, visto que, sdo 0s principais antioxidantes
de origem vegetal e dentre 0s mecanismos relacionados a essa acao
farmacoldgica esta a eliminacéao de radicais livres (SOOBRATTEE et al., 2005;
ANUNCIACAO et al., 2020).

Em um estudo realizado com oleos essenciais de Croton linearifolius,
foram apresentados resultados positivos para teor de compostos fendlicos totais,

sendo encontrados resultados de 276,79 e 155,77 mg de EAG/g de Oleo
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essencial, para os Oleos obtidos de duas coletas, da mesma espécie, em
diferentes épocas (BRITO, 2014).

Todavia, como o presente estudo avaliou os 6leos fixos, podemos citar o
trabalho de Anunciacéo et al. (2020), que buscou avaliar o teor de compostos
fendlicos de 6leos fixos de sementes de Moringa oleifera extraidos com trés
solventes diferentes: hexano; diclorometano e etanol, apenas a extracdo com
etanol apresentou compostos fendlicos detectaveis pela metodologia utilizada
(235,11 mg de EAG/g de 6leo).

Sousa et al. (2007) avaliou o teor de compostos fendlicos totais do extrato
etandlico de cinco plantas medicinais, o menor valor foi registrado para a espécie
Copernicia prunifera (250 mg de EAG/g de extrato), seguida por Qualea
grandiflora (394,9 mg de EAG/g de extrato), Terminalia fagifolia (439,38 mg de
EAG/g de extrato), Cenostigma macrophyllum (483,63 mg de EAG/g de extrato)
e Terminalia brasiliensis (763,63 mg de EAG/g de extrato).

Como podemos observar os valores encontrados neste estudo para o teor
de compostos fendlicos totais sdo baixos quando comparados com os resultados
de outros trabalhos que avaliaram espécies e solventes diferentes. E provavel
que o solvente utilizado durante a extracdo dos 6leos possa ter interferido de
alguma forma nos resultados. Estes resultados estdo de acordo com outros
autores que sugerem que solventes com alta polaridade, como a agua, e
solventes com polaridade muito baixas, ou apolares, como hexano ou
diclorometano, ndo s&o bons extratores (LIU et al., 2000).

Outros autores também sugerem que a metodologia usada ndo seja a
mais adequada. Segundo Oliveira (2009), afirma que esse método néo é eficaz,
porque ele superestima o conteludo fendlico em larga extensdo. Apesar do
meétodo utilizado ser um dos mais comuns para identificar compostos fendlicos
em vegetais, ele ndo é especifico, pois o reagente de Folin-Ciocalteu é capaz de
reagir com outros compostos doadores de elétrons presentes no extrato,
produzindo resultados falso positivos (ANGELO; JORGE, 2007).

Também vale ressaltar que, para este estudo, os 6leos fixos foram
extraidos de estruturas vegetativas das espécies analisadas (raizes, caules e
folhas) ndo estando incluidas as partes reprodutivas, como frutos e sementes,
gue geralmente concentram as maiores quantidades de O6leos nas plantas
(PEREIRA et al., 2005).
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4 Conclusodes

Os teores de compostos fendlicos totais encontrados nos oOleos
analisados das seis espécies estudadas foram relativamente similares,
destacando-se as espécies E. anagallis e E. crassipes, com 0 menor € 0 maior
valor registrado, respectivamente. Esses resultados podem demonstrar a
capacidade dos constituintes presentes nos Oleos em doar elétrons para o0s
componentes do reagente de Folin-Ciocaulteau, indicando que alguns deles
podem apresentar propriedades antioxidantes.

Este trabalho fornece subsidios para descobertas relevantes, uma vez
que a literatura é carente de informacdes sobre os compostos bioativos das
espécies avaliadas neste estudo, principalmente, no que se refere a 6leos fixos,
evidenciando a necessidade de pesquisas que visem investigar a composicao
quimica, as atividades biolégicas, a toxicidade e o potencial para utilizacdo
comercial de produtos e extratos obtidos a partir destas espécies.

Assim sendo, considerando que substancias naturais podem ser
responsaveis pelo efeito de protecdo contra os riscos de muitos processos
patoldgicos, os resultados descritos neste trabalho estimulam a continuidade dos
estudos, uma vez que a analise cromatografica dos 6leos se faz necesséria para
gue possamos identificar 0os seus principais constituintes e, posteriormente,

avaliar o potencial bioativo dessas substancias de forma isolada.



CAPITULO 4 - Determinaco da atividade antiftingica de 6leos fixos de
diferentes espécies de macréfitas aquaticas no crescimento micelial de

Trametes versicolor (cepa LPF-108)

1 Introducéo

Atualmente a busca por fontes alternativas para prevencao de doencas
tem sido cada vez mais procurada. Existe uma grande importancia de se buscar,
em fontes vegetais, hovos compostos antimicrobianos derivados de produtos
naturais, tais como os 6leos essenciais, 0leos fixos e extratos vegetais. Diante
do aumento da necessidade de descobrir substancias com atividade
antimicrobiana cada vez mais eficazes, vé-se a importancia de explorar a
diversidade brasileira, uma vez que o Brasil € um dos paises com maior
biodiversidade do mundo (LEWINSOHN; PRADO, 2002).

Entretanto, a biodiversidade ndo é conhecida com precisdo, estima-se a
existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas de plantas, animais e
microrganismos. Dentro dessa biodiversidade se destaca cerca de 100 mil
espécies vegetais, das quais menos de 1% foi estudada sob o ponto de vista
bioquimico (SIMOES et al., 2010).

Um grupo em particular de plantas que podemos destacar aqui é o das
macréfitas aquaticas. Ao longo de seu processo evolutivo, essas plantas
adaptaram-se ao ambiente aquatico de forma muito eficiente e, embora
apresente uma riqueza em espécies, muitos géneros nao apresentam qualquer
descricdo da composicdo quimica ou propriedades biologicas de suas espécies
(CHAMBERS et al., 2008).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Farmacognosia (SBF, 2017), as
gorduras e Oleos fixos sdo obtidos de plantas ou de animais, tendo como
principal funcéo evitar a perda de agua e proteger contra a acdo de intrusos
(microrganismos e insetos).

A atividade antimicrobiana esta relacionada com a capacidade de impedir

0 crescimento de microrganismos, sendo o principal objetivo, avaliar em qual



72

concentracdo uma determina substancia apresenta acdo sobre fungos ou
bactérias (SOARES, 2014).

Os problemas causados por microrganismos sao inumeros, a exemplo,
podemos citar os danos causados por fungos em estruturas de madeira. De
acordo com Morais et al. (2005), os fungos sdo os agentes bioticos de maior
importancia, responsaveis pela maior propor¢cao de danos causados a madeira,
podendo comprometer severamente sua resisténcia.

Segundo Tanaka et al. (1999), Trametes versicolor € um dos mais
eficientes fungos degradadores da madeira e causadores da podriddo branca.
Ao promover a deterioracdo simultanea da lignina, celulose e hemicelulose, as
propriedades da madeira, como perda de massa, mudanca na coloracédo e
reducdo da resisténcia mecéanica sao alteradas (ARCHIBALD; ADDLEMAN,
1997).

Portanto, fica evidente que novos estudos envolvendo o desenvolvimento
de possiveis farmacos antifungicos sdo necessarios, assim, a pesquisa teve
como objetivo analisar a atividade antifingica de Oleos fixos obtidos a partir de
seis espécies diferentes espécies de macrdéfitas aquaticas frente ao fungo

Trametes versicolor (cepa LPF-108).

2 Materiais e métodos

2.1 Preparo das amostras

O preparo das amostras se deu de acordo com os procedimentos
descritos nos itens 2.1 a 2.3 do Capitulo 1, sendo utilizados os 6leos obtidos das
especies Enydra anagallis Gardner, Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb.,
Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K.Simon & S.W.L.Jacobs, Typha domingensis
Pers., Heteranthera reniformis Ruiz & Pav. e Eichhornia crassipes (Mart.) Solms.
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2.2 Atividade antifungica contra xil6fagos

Para determinar a atividade dos 6leos contra fungos xil6fagos foi realizado
um teste rapido em que os mesmos foram suspensos em alcool etilico e vertidos
sobre o meio de cultivo agar-batata-dextrose (BDA) estéril e ja rigido na placa de
Petri. Apés a secagem do solvente, foi disposto no centro da placa de Petri
discos de micélio dos fungos com aproximadamente 6 mm de diametro.

Os oleos foram diluidos em trés concentracdes diferentes a serem
testadas com o fungo da espécie Trametes versicolor (cepa LPF-108).

Os diametros de crescimento do fungo foram medidos a cada 24h, com
auxilio de paquimetro digital, até que o fungo da placa controle se desenvolva e
ocupe todo o espaco util (84 mm) de meio de cultivo e a porcentagem de inibicédo
foi calculada conforme a Equacéo 6, utilizada por Gopalakrishnan et al. (1997),

descrita a seguir.

(6)

o diametro (mm)do tratado
% inibicao = 100 — 00

diametro (mm)do controle
2.3 Analise estatistica

Para averiguar se houve diferenca significativa entre os resultados
encontrados em relagdo a atividade antifiingica dos diferentes 6leos testados, foi
realizada a analise de variancia (ANOVA), por meio do teste-F de comparacao
de médias e teste de Tukey, quanto a existéncia ou ndo de diferenca significativa
(p < 0,05) entre os ensaios. As analises estatisticas foram desenvolvidas

utilizando probabilidade de erro de 5% com auxilio do software Statistica 7.0.
3 Resultados e discusséo

Conforme o0s resultados apresentados no teste fungico contra T.
versicolor, pode-se registrar que os 6leos fixos de A. philoxeiroides, M. maximus

e E. anagallis demonstraram as melhores perspectivas para estudos mais
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amplos acerca do seu potencial antimicrobiano, como pode ser visto na Tabela
7.

Tabela 7 — % de inibicdo do crescimento de T. versicolor testado com cada um dos 6éleos obtidos
das espécies E. anagallis, A. philoxeroides, M. maximus, T. domingensis, H. reniformis e E.

crassipes.

_ % de inibicdo para cada concentracdo (mg/L)
Espécie/amostra
50% 75% 100%

Enydra anagallis 19,27+4,22 40,79+24,28 81,54+2,67

Alternanthera philoxeroides | 64,19+30,06 24,77+14,88 93,14+6,33

Megathyrsus maximus 27,57+14,49 28,01+32,75 92,51+6,74

Typha domingensis 48,63+32,63  30,81+18,13  54,86+46,69

Heteranthera reniformis 38,53+7,45 33,76+12,30 28,18+19,68

Eichhornia crassipes 37,51+1,62 37,35+6,79 30,79+27,21

Os resultados sdo médias + desvios padrBes dos ensaios realizados em triplicata. A analise
estatistica comprovou que houve diferenca significativa entre as médias (p < 0,05). Fonte: Autor
(2022).

Os 6leos das espécies H. reniformis e E. crassipes tiveram uma baixa
atividade biologica, apresentando as menores taxas de inibicdo de crescimento
do fungo, sendo os melhores resultados obtidos para os 6leos diluidos a 50 e
75% da concentragdo, mesmo que a variagdo nos valores encontrados seja
relativamente baixa, assim como observado para o Oleo da espécie T.
domingensis, que teve uma variacdo de 30,81 a quase 55% de inibicdo do
crescimento fangico para as diferentes concentragoes.

Esta variacdo quanto a % de inibicdo para as diferentes concentracoes
dos Oleos pode ser melhor observada em E. anagallis, A. philoxeroides e M.
maximus, onde os maiores valores foram registrados para os testes com 100%
da concentragéo.

A capacidade de inibicdo de crescimento micelial in vitro por algumas
espécies de Oleos fixos ja foi descrita na literatura, como relatado por Passos
(2002) que ao investigar a atividade antifungica do 0leo fixo da semente de
Caryocar brasiliensis sobre Cryptococcus neoformans, verificou que houve
inibicdo de 21,1% entre os 23 isolados na concentracdo de 15,6 pg/ml apos 72

horas de incubacéo.
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Outro estudo, realizado por Takano (2007), avaliou o efeito fungitoxico do
0leo de mamona sobre o desenvolvimento de Colletotrichum lindemuthianum por
um periodo de 12/12 horas, e observou que a inibicdo do crescimento micelial
foi diretamente proporcional ao aumento das concentracdes do 6leo. O mesmo
foi observado para os 6leos fixos de C. guianensis e C. vasquezii.

De Oliveira (2008) observou que o 6leo de Lippia gracilis controlou o
crescimento dos fungos Aspergillus niger e Penicillium sp. em 80% na
concentracdo de 126 ul/ml a partir do segundo dia, tomando-se crescente, e ao
sétimo dia alcancou o patamar maximo de 90%. Ja no estudo de Deus (2011),
foi encontrada inibicdo de crescimento em A. flavus com 6leo de copaiba na
concentragéo de 300 pl/ml.

O dleo fixo da semente de Nelumbo nucfera apresentou efeito antifungico
de 68% sobre Candida albicans contendo acidos graxos como seu principal
composto quimico, com alto teor de &cido palmitico (KHAN 2016).

Bita (2012), testou a atividade antifungica do 6leo fixo de Nigella sativa e
0s resultados demonstraram inibigdo variada do crescimento de Candida spp.,
atribuindo esse efeito a presenca de altas concentracdes dos acidos graxos
linoleico (58,73%) e oleico (21,67%). Estes compostos também podem estar
presentes em maior ou igual concentracdo nos 0leos fixos de E. anagallis, A.
philoxeroides e M. maximus, conferindo atividade inibitéria sobre o fungo T.
versicolor.

De acordo com Brull e Coote (1999), a composicao hidrofébica dos 6leos
fixos os adequam a exercer sua a¢ao antifungica através da desorganizacao ou
do rompimento da membrana celular do microrganismo.

A andlise da acdo antifingica de nove acidos graxos sobre Alternaria
solani, Colletotrichum lagenarium, e Fusarium oxysporum, revelou a inibicdo de
do crescimento micelial e germinacdo de esporos destes fungos, verificando
maior eficiéncia de &cidos graxos saturados quando comparados com
insaturados Liu et al. (2008).

Em geral, a eficiéncia fungicida dos acidos graxos esta associada com o
aumento do comprimento da cadeia de carbonos, que causam inativacéo celular
pela ruptura da organizacdo de glicerofosfolipidos dentro da membrana,

contudo, o comprimento de cadeia excessivo reduz a sua solubilidade em
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sistemas aquosos, enquanto as ligacbes duplas reduzem a estabilidade
termoquimica do composto (KANDEM, 2009).

Portanto, sugere-se que os Oleos fixos possam ter atuado por algum
destes mecanismos, pois foram capazes de exercer efeito fungicida sobre T.
versicolor. Entretanto, diversos meétodos podem determinar a atividade
antimicrobiana, mas as pesquisas tém sido dificultadas pela auséncia de
métodos precisos e padronizados, ja que esta € uma analise que possui diversas
variaveis (NASCIMENTO et al., 2007).

Ao avaliar a bioatividade dos 0Oleos fixos da semente e da améndoa de C.
brasiliensis, Passos et al. (2002) registrou elevada atividade antifangica sobre C.
neoformans var. neoformans. Todos os isolados foram inibidos por estes 6leos
a uma concentracdo de 1.000 pg/ml, sendo que o dOleo fixo da semente, o mais
ativo, inibiu 21,1% dos isolados em uma concentragéo de 15,6 pg/ml, enquanto
0 Oleo fixo da améndoa foi capaz de inibir 10,5% em uma concentracdo de 62,5
pg/ml.

Em um estudo realizado por Dauber (2016) realizou-se um screnning
(triagem) com espécies de fungos filamentosos, Trichophyton mentagrophytes,
T. rubrum, Microsporum canis e M. gypseum. No teste foi observado crescimento
de todas as espécies avaliadas na presenca do 6Oleo de A. spinescens na
concentracdo de 256 pg/ml, demonstrando que o Oleo desta espécie néo
apresenta inibicdo de crescimento de fungos filamentosos. Celoto et al. (2008),
avaliaram 20 espécies de plantas e somente os extratos provenientes de
espirradeira, eucalipto e meldo-de-sédo-caetano obtiveram porcentagem de
inibicdo superior a 50% no controle de Colletotrichum gloeosporioides.

Oliveira et al. (2016) ao avaliar o efeito de 6leos e extratos de alecrim-
pimenta, cravo-da-india e eucalipto no crescimento micelial de C. musae,
verificaram que os 0leos de alecrim-pimenta e cravo-da-india inibiram em 100%
o crescimento do fungo nas concentragdes de 50ul e 100pl, porém, o 6leo de
eucalipto ndo apresentou efeitos favoraveis, ndo havendo diferenca estatistica
das concentra¢des com o controle.

As diferencas quantitativas em relagdo as concentragdes inibitorias
observadas neste e em outros estudos podem ser justificadas pelos constituintes
guimicos presentes nos diferentes materiais botanicos analisados. Mecanismos

de defesa quimica das plantas, principalmente em periodos de menor
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precipitacdo de agua e maior predacao por insetos, podem estar associados aos
resultados encontrados. De fato, hidrocarbonetos de cadeia longa acumulados
na cera foliar, atuam como os responsaveis pela dissuasdo do comportamento
forrageador de saulvas, envolvendo-se também na resisténcia da planta a
ataques de microrganismos (SCHOONHOVEN, 1998).

A maior atividade antifungica dos Oleos fixos também pode estar
associada com as diferentes partes da plantas utilizadas durada as extracoes,
por exemplo, a composi¢ao quimica de sementes € constituida por acidos graxos
de natureza saturada, que podem ser ausentes em outras estruturas de uma
determinada espécie de planta (ARAUJO, 1995).

Souza (2005) reforca a ideia de que a capacidade de diferentes produtos
de origem vegetal em promover a reducéo ou o crescimento de fungos depende
da sua composicdo quimica, que € diferente entre as espécies de plantas e
influenciada pelas condi¢cdes culturais, fatores climaticos e estagio de
desenvolvimento da planta.

Dessa forma diversos fatores podem influenciar no momento da andlise
de atividade antimicrobiana, como o tempo que algumas microrganismos
demoram para atuar, o comportamento do solvente, o0 meio de cultura que pode
vir a impedir a dispersao adequada do solvente entre outros fatores (NOBRE et
al., 2017).

4 Conclusdes

Os resultados obtidos neste trabalho foram promissores quanto a
atividade antifungica que os 0leos fixos de E. anagallis, A. philoxeroides e M.
maximus apresentaram sobre o fungo T. versicolor. A atividade foi observada de
forma dependente da concentracdo, indicando maior inibicdo com os 6leos
testados sem diluicdo. Ressalta-se que o0 Oleo proveniente da espécie A.
philoxeroides foi o que apresentou melhor resultado de inibicdo fangica em
comparacao ao Oleo das demais espécies avaliadas.

Os oOleos fixos das espécies H. reniformis, E. crassipes e T. domingensis,

demonstraram baixa atividade inibitoria frente ao fungo T. versicolor para as
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diferentes concentragbes, indicando uma provavel resisténcia desse
microrganismo aos 0Oleos testados.

Pode-se atribuir os resultados encontrados a componentes quimicos
presentes nos Oleos. A elucidacdo dos componentes dos 6leos fixos por
cromatografia torna-se extremamente relevante para que possamos identificar
alguns dos seus compostos e a propor¢ao de cada um, visando descobrir seus
componentes majoritarios.

Desta forma acredita-se, que mais testes com estes Oleos, utilizando
outras metodologias para determinacdo da atividade microbiana, podem ser
mais efetivos e trazer resultados distintos do observado, possibilitando que os

mesmos sejam utilizados para estudos posteriores mais aprofundados.



3 Consideracoes finais

Reconhecidamente os compostos obtidos a partir de fontes naturais sao
um dos principais métodos para a aquisicdo de moléculas biologicamente ativas.
Além da utilizacdo para fins terapéuticos, os compostos de origem natural,
também podem atuar como protétipos para a sintese de novas moléculas
biologicamente ativas.

Com isto, a busca por compostos bioativos € um processo incessante. No
entanto, ainda existe um reduzido aproveitamento da biomassa vegetal
produzida nas lagoas de estabilizacdo, onde as plantas necessitam ser retiradas
periodicamente para otimizar a remocdo de nutrientes. Nesse contexto,
alternativas de aproveitamento dessa biomassa excedente podem ser
implementadas.

Nesta perspectiva, intensificar pesquisas voltadas para a preservagao,
conservacao e manejo sustentavel da biodiversidade é extremamente benéfico
para a sociedade e para o meio ambiente. No ambito de promover alternativas
tecnologicas, econdmicas e sustentaveis, a biotecnologia se apresenta como
modelo funcional na prospeccdo de novos produtos provenientes da
biodiversidade vegetal com alto valor agregado.

Apesar da grande diversidade de macrofitas aquaticas, os estudos
envolvendo o isolamento e as propriedades bioldgicas dos composto quimicos
dessas espécies podem ser considerados escassos. Com isto, torna-se atraente
a bioprospeccao a partir de tais espécies com o intuito de identificar novos
compostos assim como as suas propriedades biolégicas e também realizar
ensaios biolégicos com aqueles compostos ja identificados anteriormente.

Os resultados apresentados tornam-se relevantes para as espécies
estudadas uma vez que sao inéditos, demonstrando o potencial destas plantas
como fontes para obtencdo de compostos com grande potencial biotecnoldgico.
Além disso, este trabalho também contribui para apontar uma possibilidade de
aproveitamento da biomassa que integra parte do residuo gerado nas lagoas de
estabilizacdo durante o processo de tratamento.
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Anexo A — Documento contendo as identificacdes botanicas das espécies
de macro6fitas aguaticas gue encorporaram o presente estudo

IDENTIFICACAO DE PLANTAS VASCULARES

Profa. Dra. Raquel Liidtke - SIAPE 1652450
Universidade Federal de Pelotas

Instituto de Biologia / Departamento de Botanica >
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Beneficiado: Lucas Reinaldo Wachholz Romano

Curso / Institui¢cdo: Mestrando do Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Ambientais | UFPel

Material botanico identificado:

Cod. Espécie Familia
1  |Enydra anagallis Gardner Asteraceae
2 |Alternanthera philoxeroides (Mart.) Griseb. Amaranthaceae
3 |Megathyrsus maximus (Jacq.) B.K.Simon & S.W.L.Jacobs Poaceae
4  |Typha domingensis Pers. Thyphaceae
5 |Heteranthera reniformis Ruiz & Pav. Pontederiaceae
6 |Eichhornia crassipes (Mart.) Solms Pontederiaceae

Observagdes: o cddigo foi o utilizado no arquivo .doc e as identificagdes
foram realizadas através de fotos encaminhadas pelo solicitante. A planta
numero 3 foi identificada com base em uma exsicata e informacgdes

adicionais prestadas pelo solicitante.

Data: 05/03/2021
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