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INTRODUÇÃO

A cultura do tomateiro, Solanum lycopersicum L., é originário 
da parte ocidental da América do Sul. É uma das olerícolas 

de maior importância econômica, sendo também uma das mais 
difundidas no mundo, devido a sua grande aceitabilidade e con-
sumo.1 No Brasil, a cultura do tomateiro para consumo in natura 
tem sido uma importante fonte de renda e ocupação de mão de 
obra rural. O tomate pode ser cultivado em regiões tropicais e 
subtropicais no mundo inteiro, tanto para consumo in natura, no 
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A ocorrência de epidemias cada vez mais severas de begomo-
viroses, aliada à dificuldade de controle dessa doença, faz com 
que ela seja considerada um dos maiores problemas fitossanitá-
rios da cultura do tomateiro1. Os Begomovirus apresentam uma 
grande variabilidade de espécies, sendo que as espécies encon-
tradas no Brasil não são relatadas em outros países, sugerindo 
que estes sejam nativos.1

Além da diversidade de espécies virais encontradas em toma-
teiro e a alta incidência de diferentes viroses, o maior problema 
que os agricultores possuem em relação às viroses é o seu con-
trole, já que não há como controlar as viroses sem causar algum 
dano à planta hospedeira.11 Assim, uma boa medida no controle 
de doenças causadas por vírus no campo depende de diagnóstico 
preciso e de um manejo efetivo da praga.

No diagnóstico de viroses vegetais, são utilizados métodos 
biológicos, sorológicos e moleculares. Uma premissa básica para 
auxiliar o diagnóstico de vírus são os estudos de incidência no 
campo. Entretanto, uma simples observação visual de sintomas 
de incidência de vírus em plantio de tomateiro no campo não é 
suficiente para atestar a presença desses vírus, uma vez que os 
sintomas podem ser facilmente confundidos com os causados por 
desequilíbrios nutricionais, diferenças varietais e infecção por 
outros vírus. Nesse contexto, surgem para auxiliar no diagnóstico 
os métodos moleculares, através da reação de polimerização em 
cadeia (pcr), o que acelera o desenvolvimento de novas classes de 
marcadores moleculares.12

Solanum lycoperSicum

Pertencente à família Solanaceae, o tomateiro (Solanum lyco-
persicum L.) é uma planta pilosa e herbácea que, quando jovem, 
possui caule flexível, tornando-se fibroso com o passar do tempo. 

cultivo tutorado, como para a indústria de processamento, através 
do cultivo rasteiro.2

No Nordeste brasileiro, a área utilizada para a produção des-
sa cultura é correspondente a 21% da área nacional, aproximando-
se da área produtora do estado de Goiás, correspondente a 24,7%. 
No entanto, enquanto em Goiás a produtividade é por volta de 
31,8% da produção total, o Nordeste apresenta uma produtividade 
de 12,8%.3 O cultivo de tomate no Nordeste brasileiro se apresenta 
como uma atividade agrícola de expressiva importância socioeco-
nômica.4 Já no estado da Paraíba, a produção corresponde a 0,3%, 
com uma área de 0,8% do total, sendo um valor muito abaixo da 
média nacional.3

Devido às condições edafoclimáticas favoráveis e à incorpora-
ção de novas tecnologias, o Estado do Paraíba tem se apresentado 
promissor no cultivo do tomate. Entretanto, com a expansão da 
área cultivada, foram observadas perdas significativas em todas 
as áreas produtoras, a maioria por problemas fitossanitários.5 
Dentre os problemas fitossanitários na cultura do tomateiro, 
destacam-se as doenças causadas por vírus, que podem variar 
amplamente em termos de severidade, incluindo respostas to-
lerantes que pouco alteram a fisiologia da planta hospedeira; até 
respostas severas, que podem culminar com a morte da planta. 
Medidas de controle, na maioria das vezes, não são eficientes.6 
Vários são os vírus que podem infectar a cultura do tomate, en-
tretanto, os Geminivirus possuem grande importância econômica, 
devido às perdas ocasionadas à agricultura.7 A interação Gemini-
virus-tomate inicia-se geralmente com clareamento acentuado 
nas nervuras foliares, acentuando manchas cloróticas na forma 
de mosqueado e um intenso mosaico amarelo. Quando a infecção 
ocorre precocemente, a planta tem seu crescimento e desenvol-
vimento paralisado.8 Um dos gêneros de maior importância da 
família geminividae, sendo o maior deles, é o gênero Begomovirus.9
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alimentação humana no século Xviii.16 No Brasil, o tomate foi 
introduzido no final do século XiX através dos imigrantes euro-
peus.13 O Brasil ocupa a nona posição de maior produção de toma-
te, com uma produção aproximada de 4,15 milhões de toneladas 
por ano. Com 1,04 milhão de toneladas produzidas anualmente, 
o estado de São Paulo é o maior produtor do país.17

O tomate é uma hortaliça que faz parte, diariamente, da 
alimentação da maioria da população brasileira. Dentre as hor-
taliças, é uma das mais importantes, não somente no âmbito 
produtivo, mas também em valor socioeconômico. Sua cultura 
é formada por duas cadeias produtivas distintas, caracterizadas 
pelo segmento de mesa, destinado ao consumo in natura, e a fins 
industriais. Cada cadeia produtiva possui características intrín-
secas na produção, no beneficiamento, no processamento e na 
comercialização.2

Nos últimos anos, a cultura do tomate tem obtido ganhos com 
o melhoramento genético,2 em que foram priorizadas caracterís-
ticas relacionadas ao aumento de produtividade, dando pouca 
atenção às defesas físicas (e.g. pilosidade) e químicas (metabólitos 
secundários tóxicos a herbívoros) da planta. Por isso, as variedades 
utilizadas no cultivo são susceptíveis a insetos e doenças, dificul-
tando a produção em sistemas orgânicos.5 Para reverter esta situa-
ção, diferentes espécies do gênero Solanum vêm sendo utilizadas 
em programas de melhoramento genético, visando à introdução 
de genes que conferem resistência a pragas e doenças, melhoria 
da qualidade nutricional dos frutos e tolerância a estresses abióti-
cos.18 Porém, apesar das melhorias genéticas ocorridas no tomate, 
a planta é suscetível ainda a pragas como, por exemplo, broca-pe-
quena, traça, ácaros, mosca-branca, tripes, pulgões e burrinho, 
além de doenças causadas por vírus e bactérias.19

No Estado da Paraíba, apesar de possuir condições de culti-
vo favoráveis e se apresentar promissor na produção de tomates, 

Apresenta dois hábitos de crescimento que podem ser indetermi-
nado e determinado. Nas cultivares de hábito indeterminado, as 
plantas são tutoradas e desbrotadas, e os frutos são destinados 
diretamente ao consumo humano. Já no cultivo de hábito deter-
minado, as plantas são adaptadas para cultivo rasteiro e são des-
tinadas a agroindústrias.13 O melhor desempenho das plantas é 
observado em temperaturas diurnas de 18ºC a 25ºC; e noturnas 
de 13ºC a 24ºC2, sendo preferível realizar o plantio em regiões ou 
épocas de temperaturas amenas.14 Segundo estudos realizados 
anteriormente, o número de flores e o pigmento do fruto podem 
ser afetados de acordo com as condições ambientais às quais a 
planta está submetida, sendo intimamente influenciadas por 
temperaturas acima ou abaixo dos limites recomendados para 
seu cultivo, fazendo com que a qualidade e a quantidade dos fru-
tos sejam afetadas2.

Originário da América do Sul, mais precisamente onde hoje 
são localizados Peru, Chile e Equador, o tomate (Solanum lycoper-
sicun L.) é uma das culturas mais difundidas no mundo, devido 
a sua grande aceitabilidade e consumo.1 O tomateiro apresenta 
grande importância econômica, social e nutricional. Sua impor-
tância econômica vem do valor de produção arrecadado; a impor-
tância social se dá pelos empregos diretos e indiretos que o seu 
cultivo gera;15 já nutricionalmente, o tomate e seus produtos são 
uma fonte rica em vitamina C, provitamina A (betacaroteno) e an-
tioxidantes (licopeno e outros carotenoides),14 além de ser rico em 
glicose, frutose, lipídeo, proteína e sais minerais, como fósforo, 
cálcio, potássio e magnésio.15

Sendo uma das hortaliças mais difundidas mundialmente, 
o tomateiro (Solanum lycopersicum L.) é, principalmente, cultiva-
do nas regiões tropicais e subtropicais do mundo.14 Acredita-se 
que o cultivo do tomateiro teve início na Itália, por volta de 1550, 
levando a crer que os italianos foram os primeiros a utilizá-lo na 
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giões tropicais e subtropicais, este vírus tem surgido em todo o 
mundo11.

O primeiro relato de Geminivírus em tomateiro no Brasil foi 
feito na década de 7021. Seis diferentes vírus transmitidos por 
mosca-branca (Bemisia tabaci) foram identificados, porém sem 
causar danos de importância econômica22. A partir de 1992, no 
Estado de São Paulo, constatou-se a presença do biotipo B de B. 
tabaci, provavelmente introduzido pela importação de plantas or-
namentais da Europa ou dos eua23. O biotipo B apresenta maior 
grau de adaptação e dispersão, além de gama de hospedeiro mui-
to mais ampla, que inclui solanáceas, como o tomateiro, e diversas 
espécies de plantas silvestres e/ou daninhas22. Após o relato da 
presença do biotipo B, sintomas típicos de infecção por begomoví-
rus em tomateiro foram descritos no Distrito Federal24, no Triân-
gulo Mineiro25; 26, no Rio de Janeiro27, em São Paulo28 e na região 
Nordeste29. Na região Nordeste do Brasil, os estados da Bahia e 
Pernambuco são as principais regiões produtoras de tomate, onde 
foram registrados os primeiros diagnósticos do Begomovirus30.

A presença do Begomovirus em tomateiros no Brasil pode ter 
sido favorecida pela rápida disseminação do biotipo B de B. taba-
ci. Agindo como vetor, o inseto teria permitido que os vírus que 
estavam infectando plantas silvestres e daninhas chegassem ao 
tomateiro e, por meio de recombinação e/ou reagrupamento de 
componentes do genoma, se adaptassem ao novo hospedeiro em 
um processo evolutivo rápido, que culminou com o surgimen-
to de novas espécies. Estudos anteriores realizados no México e 
nos eua sugerem que esse processo de evolução e adaptação pode 
ocorrer em períodos relativamente curtos31.

Os vírus pertencentes à família Geminivirdae são caracteri-
zados pela morfologia de partículas icosaédricas geminadas e 
genoma composto por dna de fita simples circular32 com um ou 
dois componentes genômicos, monopartidos ou bipartidos, res-

foram observadas perdas significativas em todas as áreas produ-
toras, a maioria por problemas fitossanitários.5 Esta perda pode 
ser decorrente da monocultura intensiva do tomate, gerando pro-
blemas fitossanitários decorrentes das viroses, como as tospovi-
roses e geminiviroses11. Em pesquisa realizada anteriormente, 
foi averiguado que a produção de tomate na Paraíba foi de 8.995 
toneladas, tendo um total de área plantada de 331 ha e uma área 
coletada de 287 ha, possuindo assim um rendimento de 31202 Kg/
ha3. Estes dados nos mostram que houve uma redução entre o to-
tal de área plantada para colhida de 44 ha, podendo essa redução 
ser ocasionada por fatores abióticos (clima) e bióticos (doenças e 
insetos).

Doenças provocadas por vírus de tomate possuem um difícil 
controle e manejo. Sendo assim, os principais vírus que infectam 
o tomateiro, pela sua importância econômica, são: Tobamovirus; 
Tospovirus; Potyvirus; Crinivirus; Begomovirus, que possuem inúme-
ras espécies relatadas em todo o Brasil11.

GeminiviruS

Vários são os vírus que podem infectar a cultura do toma-
teiro, entretanto, os Geminivirus possuem grande importância 
econômica, devido às perdas ocasionadas na agricultura20. A 
interação Geminivirus-tomateiro inicia-se geralmente com cla-
reamento acentuado nas nervuras foliares, acentuando-se por 
inúmeras manchas cloróticas na forma de mosqueado e mosaico, 
além de um intenso mosaico amarelo. Quando a infecção ocorre 
precocemente, a planta tem seu crescimento e desenvolvimento 
paralisado8.

Os Geminivirus infectam tanto plantas monocotiledôneas 
quanto plantas dicotiledôneas e, apesar de haver epidemias de 
geminivirose com mais frequência em cultivos presentes em re-
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dois componentes genômicos, com exceção de alguns isolados da 
espécie tYlcv36, sendo que cada componente genômico tem entre 
2,5 e 2,6 kb de tamanho, além de, em alguns casos, possuir dnas 
satélites. As funções dos dnas satélites ainda não estão totalmen-
te elucidadas, dependendo, em grande parte, de quais Begomovirus 
os satélites estão ligados, porém há estudos que apontam uma 
ligação com o aumento da virulência do patógeno e a supres-
são do silenciamento gênico da planta11. Entre os Begomovirus de 
maior importância econômica, podem-se citar o Bgmv, o acmv 
e o tYlc37.

Na grande maioria dos Begomovirus, o componente genômico 
denominado dna-A é responsável pela replicação e encapsida-
mento do genoma viral; enquanto o componente genômico de-
nominado dna-B contém os genes requeridos para o movimento 
célula-a-célula e a longa distância, gama de hospedeiros e desen-
volvimento de sintomas. Para que ocorra a infecção sistêmica, é 
necessária a presença de ambos os componentes. Os componen-
tes A e B não possuem homologia de sequência, exceto por uma 
região intergênica com aproximadamente 200 nucleotídeos, de-
nominada região comum (rc), que é altamente conservada entre 
os dois componentes de uma determinada espécie viral (acima de 
90% de homologia)36. A identificação do vírus é baseada na análise 
e comparação do genoma do dna-A dos isolados11.

Atualmente o gênero Begomovirus possui 424 espécies des-
critas34. Essas espécies de Begomovirus, geralmente, apresentam 
uma distribuição geográfica bem definida, em que os vírus com 
um componente genômico encontram-se no Velho Mundo (países 
da Europa, África e Ásia) e os vírus com dois componentes genô-
micos encontram-se no Novo Mundo11.

As espécies de Begomovirus relatadas no Brasil não são encon-
tradas em nenhum outro local, sugerindo que estas são nativas, 
sendo todas bipartidas. Sabe-se que há uma aparente distribuição 

pectivamente. Esses componentes genômicos possuem tamanho 
de 2,5 a 3 Kb, denominados de dna-a e dna-B33. Atualmente a fa-
mília é formada por nove gêneros: Begomovirus, Curtovirus, Mastre-
virus, Topocuvirus, Becurtovirus, Eragrovirus, Capulavirus, Grablovirus 
e Turncurtovirus34. Os principais critérios para a separação desses 
gêneros são a organização do genoma, as plantas hospedeiras e 
o tipo de inseto vetor35.

Por possuírem como genoma o dna, os geminivirus, em alguns 
casos, incorporam o dna viral no genoma da planta hospedeira, 
podendo permanecer por muito tempo inativado, sendo “ativado” 
por um fator abiótico ou biótico. Em outros casos, podem au-
xiliar outros vírus que não possuem a capacidade de replicação, 
causando maiores perdas. Esse tipo de associação faz com que a 
ocorrência desse vírus seja bastante imprevisível9. Desta forma, 
medidas de controle são realizadas para controlar o agente ve-
tor e a influência do vírus na planta, como, por exemplo, rotação 
de culturas, retirada e destruição de restos culturais, manejo de 
ervas invasoras, períodos livres de plantios, barreira viva, cultura-
-armadilha, estande mais denso, cobertura de solos com plásticos 
ou com outras substâncias refletivas ou ainda coberturas vivas2. 
Porém, essas medidas não se tornam eficazes para combater o 
agente vetor (inseto), bem como o agente infeccioso (vírus) nas 
plantas.

Sendo assim, é notável a importância fitopatogênica da famí-
lia Geminiviridae, pois viroses causadas por espécies dessa família 
estão sempre surgindo no mundo todo, causando severos danos 
econômicos em importantes culturas2.

BeGomoviruS

Os Begomovirus infectam plantas dicotiledôneas, possuem 
gama de hospedeiros relativamente restritas, e a maioria possui 
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teste diagnóstico proporcione resultados rápidos e precisos a bai-
xo custo, o que geralmente não acontece na prática, uma vez que a 
rapidez e a precisão dos testes são inversamente proporcionais ao 
seu custo. Os testes mais comumente utilizados para a diagnose 
das fitoviroses podem ser divididos em três grupos: a) biológicos 
baseados nas propriedades biológicas dos vírus, como morfolo-
gia da partícula e gama de hospedeiros; b) sorológicos, com base 
na detecção da proteína capsidial do vírus; c) testes moleculares, 
os quais são fundamentados na detecção e/ou análise do ácido 
nucleico viral 39.

Com o desenvolvimento da biologia molecular, várias técnicas 
foram evidenciadas como ferramenta auxiliar para identificação 
de fitopatógenos, o que elevou consideravelmente a eficiência e a 
segurança, principalmente no que diz respeito a sua taxonomia e 
classificação26. Por meio de estudos moleculares, é possível detec-
tar indivíduos e suas diferenças, que muitas vezes são causadas 
por alterações de um único par de bases, tendo aplicações imedia-
tas na identificação e caracterização de linhagens e genótipos40. 
Uma vantagem observada na utilização das técnicas moleculares 
é o grande aumento da sensibilidade em comparação a outros 
métodos, como o teste de elisa (enzyme-Linked Immunosorbent As-
say), no qual a sensibilidade pode ser de cem a mil vezes maior41.

Os marcadores moleculares podem ser definidos como ca-
racterísticas de dna que diferenciam dois ou mais indivíduos e 
que são herdados geneticamente, sendo um marcador genético 
ao ser comprovado que seu comportamento está de acordo com 
as leis de Mendel da herança42.

O método molecular mais utilizado no diagnóstico é a pcr, em 
que são empregados oligonucleotídeos universais e a hibridação de 
ácidos nucleicos, utilizando fragmentos clonados do dna viral43.

O rapd, aFlp, microssatélites, scar e sts são exemplos de 
técnicas moleculares derivados da aplicação da técnica de pcr. 

diferenciada de espécies dentro do país, sendo o Tomato Severe Ru-
gose Virus (tosrv) encontrado predominante na região centro-sul; 
e por outro lado, o Tomato Mottle Leaf Curl Virus (tmolcv) parece ser 
predominante na região Nordeste. Entretanto, é preciso ressaltar 
que o estudo de diversidade e distribuição dos Begomovirus ainda 
é deficiente para a região Nordeste brasileira11.

Além da diversidade viral e da alta incidência de vírus en-
contrados em tomateiros, o maior problema encontrado pelos 
agricultores é o seu controle, já que não é possível eliminá-los 
sem prejudicar a planta hospedeira11. Assim, como o Begomovirus 
possui grande influência na cadeia produtiva do tomate, progres-
sos consideráveis na identificação e caracterização biológica-mo-
lecular do vírus foram realizados, contribuindo assim para o de-
senvolvimento de materiais resistentes, sendo esta a forma mais 
eficiente de combater o aumento da incidência e da severidade 
das infecções por Begomovirus em tomateiro no Brasil38.

DIAGNÓSTICO VIRAL

Uma boa medida no controle de doenças causadas por vírus 
no campo depende do diagnóstico preciso. No diagnóstico de vi-
roses vegetais, são utilizados métodos biológicos, sorológicos e 
moleculares. Uma premissa básica para auxiliar o diagnóstico de 
vírus são os estudos de incidência no campo. Entretanto, uma 
simples observação visual de sintomas de incidência de vírus em 
plantio de tomateiro no campo não indica a presença desses ví-
rus, uma vez que estes podem ser facilmente confundidos com 
os causados por desequilíbrios nutricionais, diferenças varietais 
e infecção por outros vírus.

A diagnose exata de uma doença é um requisito essencial 
para a recomendação de medidas de controle. O ideal é que um 
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abrangendo os municípios de Serra Branca (07º 29’ 00’’ S e 36º 
39’ 54’’ W – Área 1) e Amparo (07º 34’ 05’’ S e 37º 03’ 49’’ W – Área 
2). Buscou-se padronizar as áreas escolhidas quanto ao tipo de 
solo, sendo Brunos Não Cálcico vértico, fase pedregosa, com caa-
tinga hiperxerófila e relevo suave ondulado, associado com solos 
litólicos eutróficos, com fraca textura arenosa e/ou média fase 
pedregosa e rochosa. A temperatura média anual nestas áreas é 
de 24,5ºC.

Com as duas áreas definidas, amostras foliares apresentando 
sintomas virais característicos foram coletadas e armazenadas 
em sacos do tipo flip-flop. As amostras foram fotodocumentadas 
para comparação dos sintomas, embaladas, etiquetadas e levadas 
para o Laboratório de Biologia Molecular do Centro de Desenvol-
vimento Sustentável do Semiárido da Universidade Federal de 
Campina Grande (cdsa/uFcg), onde foram armazenadas a–20°C 
para posterior análise molecular. Duas folhas sintomáticas por 
indivíduo foram coletadas, totalizando 83 indivíduos amostrados, 
sendo, respectivamente, 51 amostras de plantas sintomáticas em 
Serra Branca e 32 em Amparo.

Os sintomas foram avaliados com base na literatura, obser-
vando deformações foliares em tomateiro (Solanum lycopersicum) 
provocados por vírus. Os sintomas mais característicos são: (i) 
clareamento das nervuras foliares; (ii) mosaico amarelo; (iii) de-
formação foliar; e (iv) rugosidade foliar (enrolamento das bordas 
para cima) (11). Com base nesses sintomas, o clareamento das 
nervuras nas folhas em tomateiro é provocado sobretudo por Be-
gomovirus, enquanto os outros sintomas podem ser provocados 
por mais de um tipo de vírus2. Dessa forma, as coletas foram pa-
dronizadas de acordo com os sintomas relatados pelos autores 
citados acima e foi tomado nota das folhas que apresentaram 
clareamento nas nervuras.

Outras técnicas que se destacam são rFlp e os minissatélites, que 
são baseados em hibridização42.

No melhoramento genético de plantas, tem-se buscado, cada 
vez mais, a manipulação assistida por marcadores moleculares, 
visando obter maior eficiência na transferência de fatores gené-
ticos. Marcadores moleculares ligados a diferentes características 
de importância econômica têm sido desenvolvidos, permitindo a 
seleção indireta de características desejáveis em gerações segre-
gantes precoces. Esta estratégia reduziria tempo, fontes e energia 
necessários não só para desenvolver grandes populações segre-
gantes por várias gerações, mas também para estimar parâmetros 
usados na seleção indireta. Nesse contexto, marcadores molecu-
lares são ferramentas úteis para detectar variações no genoma, 
aumentando o poder de análise genética das plantas40.

Diante do que foi apresentado anteriormente, foi possível 
deduzir que um levantamento das áreas produtoras de tomate é 
necessário, buscando diagnosticar corretamente a etiologia viral 
de infecção através de métodos moleculares em conjunto com a 
análise da severidade dos sintomas nelas encontrados, proporcio-
nando uma precisão no diagnóstico e na avaliação de diferentes 
níveis de influência do Begomovirus, auxiliando, assim, futuras 
pesquisas e objetivando um melhor entendimento da relação da 
cultura do tomateiro com esse vírus no Estado da Paraíba.

METODOLOGIA

caracterização da área de estudo e coleta do material

Duas áreas produtoras de tomate do tipo italiano (Solanum 
lycopersicum) foram selecionadas na região do Cariri Paraibano, 
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eXtração total de dna

As análises moleculares foram realizadas em parceria com o 
Laboratório de Biologia Molecular do Departamento de Bioquí-
mica da Universidade Federal de Pernambuco. Para a diagnose do 
Begomovirus, as amostras coletadas foram submetidas à extração 
de dna total utilizando-se os métodos ctaB47, com algumas mo-
dificações. A metodologia consistiu, inicialmente, na maceração 
das folhas até a formação de um pó bem fino, incubado em tubos 
eppendorf de 1,5 mL.

Após a maceração das folhas, utilizou-se o método ctaB para 
a extração de dna viral, ao qual foi adicionado em cada eppendorf 
0,5 g de tecido com 800 μL de solução tampão de extração (20 
mM edta; 100 mM Tris-Hcl pH 8,0; 2 M NaCl; 2% ctaB; 2% pvp; 
2% βmercaptoetanol) que foram submetidos a incubação em ba-
nho-maria a 65ºC durante 1 hora. Para a separação do dna viral, 
utilizou-se extração por precipitação com a adição de 600 μL de 
cia (clorofórmio: álcool isoamílico 24:1) e agitado vigorosamente 
por 5 mim com Vortex. Em seguida, os tubos foram submetidos 
à centrifugação com centrífuga cK-12 Kitlab, por 10 min, a 14000 
rpm; com o fim deste processo, o sobrenadante foi transferido 
para um novo eppendorf e foram adicionados 500 μL de cia e no-
vamente centrifugados. O sobrenadante foi transferido para um 
novo eppendorf e foram adicionados 500 μL isopropanol. Os tubos 
foram agitados manualmente por inversão, resfriados a -20ºC, 
pernoitados e centrifugados a 9000 rpm por 5 min. O sobrena-
dante foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com 800 μL 
de etanol 70%. Nova centrifugação foi realizada por 4 min a 9000 
rpm com o sobrenadante descartado e adicionado 790 μL de álcool 
absoluto. O preparado foi centrifugado por 4 min a 9000 rpm; e 

análise estatística dos dados oBtidos

Para explorar diferenças nas duas áreas de plantações de to-
mateiro (amparo x Serra Branca), com base nos sintomas virais 
observados, análises multivariadas não paramétricas foram rea-
lizadas usando o Primer 6 (v. 6.1.13) com a extensão permanova+ 
versão 1.0.344; 45. Uma matriz qualitativa com dados binários (pre-
sença/ausência), de indivíduos infectados por área, foi montada 
e feita uma análise de agrupamento pelo vizinho mais próximo e 
mais distante, pretendendo realçar em grupos as duas áreas, por 
meio da análise de similaridade de correspondência simples (Sim-
ple Matching). Para testar o efeito das interações das similaridades 
entre os locais estudados (fator fixo), uma análise permutacional 
de variância (permanova), com 999 permutações aleatórias não 
restritivas, foi aplicada para testar diferenças entre os sintomas 
observados nos tomateiros. O teste de Monte-Carlo foi aplicado 
para validação da permanova. Verificou-se também a percenta-
gem de contribuição por cada sintoma nos locais estudados, no 
intuito de analisar quais sintomas estavam mais ocorrentes por 
plantação e qual o grau da influência do Begomovirus nos toma-
teiros. A contribuição de cada sintoma foi determinada pela per-
centagem de similaridade (simper), e foram considerados apenas 
indivíduos infectados46.

Uma análise de redundância (rda) com a matriz de simila-
ridade dos dados binários foi realizada para discriminar quais 
as variáveis sintomáticas que mais contribuíram na variação dos 
indivíduos das plantações de tomate coletadas, e que percenta-
gem desta variância é explicada por tais sintomas. Esse teste foi 
realizado utilizando o Primer 6 (v. 6.1.13) com a extensão perma-
nova+ versão 1.0.344; 45.
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(amparo x Serra Branca), a análise de permutação multivariada 
(permanova) mostrou diferenças significativas (p = 0,001) entre 
os locais, havendo assim divergências na severidade dos sintomas 
virais por cada plantação de Solanum lycopersicum. Os resultados 
da permanova se encontram na Tabela 1.

Observa-se também que o número de permutações foi infe-
rior ao esperado (999), sendo realizadas 550 permutações, indi-
cando resultados aceitáveis, porém não ideais.

TABELA 1 - análise de permutação multivariada (permanova) entre os 
locais traBalHados (amparo X serra Branca). onde: gl = graus de 
liBerdade; dp = desvio padrão; mp = média padrão; p(mc) = teste de 

signiFicância de monte-carlo.

De acordo com a análise de percentagem de similaridade 
(simper), a qual calcula a contribuição percentual de cada sinto-
ma ocorrido nas plantações, a Tabela 2a mostra que os sintomas 
com maior contribuição foram rugosidade e deformação foliar, 
com contribuição de 31,94% e 59,03%, respectivamente. Outro 
sintoma observado foi o clareamento das nervuras, com 9,03%, 
indicando a influência do Begomovirus nos indivíduos na plan-
tação de tomate, em Amparo, de maneira mais forte. Na Tabela 
2b, para os indivíduos de Solanum lycopersicum avaliados em Serra 
Branca, os sintomas mais frequentes foram rugosidade, manchas 
amareladas e deformação foliar, com 75,11%, 18,45% e 6,44%, res-
pectivamente. Percebeu-se que não houve uma influência maior 
do Begomovirus na plantação de Serra Branca quando comparada 
com a plantação de Amparo, o que pode indicar a presença de 

o precipitado seco, a temperatura ambiente (25ºC), por aproxi-
madamente 50 min. O dna foi ressuspendido em tampão te (10 
mM Tris-Hcl pH 8,0; 1mM edta), tratado com rnase (10 mg/mL) 
a 37ºC por 30 min e armazenado a -20ºC até o momento do uso do 
preparado para realizar a pcr (reação de cadeia de polimerase). A 
quantificação do dna foi realizada em gel de agarose 0,8%.

diagnóstico do dna viral via pcr especíFico

Após a extração do dna, a identificação viral foi realizada com 
reação de pcr específica utilizando oligonucleotídeos pal1v1978 
(5’gcatctgcaggcccactYgtcttYccngt3’) e par1c496 (5’aatac-
tgcagggcttYctrtacatrgg3’) que amplificam o fragmento de 
aproximadamente 1,2 Kb do dna-A do Begomovirus43. As reações 
de amplificação foram realizadas em volume final de 25 μL con-
tendo 2.5 μL de tampão 10X da enzima Taq dna Polimerase (100 
mM Tris-Hcl, pH 8,3 e 500 mM Kcl (invitrogen,), 1.0 μL de MgCl2 
(50 mM, Invitrogen), 0.5 μL dntps (2,5 mM, Invitrogen), 1.0 μL 
de cada primer palv1978/parc715 (10uM), 0.3 μL da enzima Taq 
dna Polimerase (5U/μL, Invitrogen), água MiliQ e 100ng de dna. 
As amostras foram submetidas à amplificação em termociclador 
Master Cycler, nas condições de desnaturação inicial a 94°C por 
4 min, seguida de 25 ciclos (95°C por 30s; 48ºC por 40s e 72°C por 
1 min) e extensão final a 72ºC durante 3 min. A quantificação do 
dna foi realizada em gel de agarose 0,8%.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

análise estatística

Com os dados da matriz binária (presença/ausência) e os re-
sultados de similaridade Simple Matching utilizando o fator fixo 
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2 de 41,56% (tabela 3). Os sintomas que contribuíram com maior 
representatividade da variância nos eixos foram clareamento das 
nervuras, deformação foliar e rugosidade (tabela 4). Assim, tem-se 
a demonstração de que as duas áreas apresentaram frequência de 
sintomas diferentes, variando de acordo com a severidade. No mu-
nicípio de Amparo, observamos maior inf luência do Begomovirus 
nas plantações de tomate quando comparado com Serra Branca.

FIGURA 1 - ordenação dos eiXos da análise de redundância eXplicando 
a inFluência dos sintomas entre os locais estudados

TABELA 3 - porcentagem de variação eXplicada para os eiXos da 
análise de redundância (dBrda) dos sintomas virais entre os locais

outros patógenos que causam sintomas semelhantes encontrados 
no presente estudo. A exemplo, a grande frequência do sintoma 
rugosidade pode ser característica dos vírus dos gêneros Toba-
movirus e Cucumovirus48, e dos vírus ToYtv (Tomato yellow top virus) 
e tBYlv (Tomato bottom yellow leaf virus) da família Luteoviridae19.

TABELA 2A - percentagem de similaridade (simper) dos sintomas virais 
para plantação de amparo

TABELA 2B - percentagem de similaridade (simper) dos sintomas virais 
para a plantação de serra Branca

A análise de redundância (dbrda) mostrou uma variação total 
de 71,5% explicada para o eixo 1 e de 50,1% para o eixo 2 (Fig. 1), 
enquanto a variação individual no eixo 1 foi de 59,28% e no eixo 
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leta de Amparo, em julho de 2017, podendo assim ter influenciado 
na severidade dos sintomas. Um estudo anterior também realizou 
seus experimentos com análise de sintomas de ToYvsv, uma es-
pécie de Begomovirus, e averiguou que, apesar de as coletas terem 
sidas realizadas no mesmo local, porém em épocas diferentes, 
foi observado um aumento da influência viral junto às variações 
ambientais, interferindo nos sintomas avaliados2. Outra pesquisa 
apontou que uma mesma espécie de vírus pode causar respos-
tas diferentes em um mesmo hospedeiro se estiver em ambien-
tes distintos9, corroborando, assim, os resultados apresentados 
neste trabalho. Neste mesmo experimento, elucidou-se que as 
diferenças de sintomas podem ser expressas, em determinadas 
situações, devido ao estresse abiótico e à interação com outros pa-
tógenos. Desta forma, pode-se supor a possibilidade de ter havido 
outros patógenos presentes nas amostras coletadas, resultando 
nas diferenças de frequência dos sintomas nas áreas apresentadas 
nas Tabelas 2a e Tabela 2b.

Alguns autores citam que espécies de tospovirus podem cau-
sar deformação foliar; já as espécies de tobamovirus e cucumovi-
rus apresentam, como um dos sintomas, o enrolamento foliar 
(rugosidade); os sintomas característicos de crinivirus são as 
manchas cloróticas/amareladas48, e que os vírus toYtv e tBYlv 
da família Luteoviridea são causadores do sintoma enrolamento 
foliar (rugosidade)19. Outro autor cita a família Potyviridae como 
causadora dos sintomas deformação foliar e manchas cloróticas/
amareladas35.

Mesmo o Begomovirus estando presente na plantação de Ser-
ra Branca, os sintomas apresentados nesta área foram brandos, 
sendo necessária a realização de novos estudos que possam eluci-
dar a diversidade viral presente e a influência da interação desses 
patógenos na sintomatologia.

TABELA 4 - correlação parcial múltipla da análise de redundância 
(dBrda) entre as coordenadas das variáveis medidas (sintomas virais) 

e os locais estudados (amparo X serra Branca)

Como mostrado na Tabela 1, a qual contém o resultado da 
permanova, houve uma diferença significativa na severidade 
dos sintomas entre as áreas estudadas. Esta diferença pode ser 
proveniente de diversos fatores. Por exemplo, a frequência e a 
intensidade de doenças no tomateiro podem ser influenciadas 
por distintas causas, como: a forma de implantação e condução da 
lavoura; a qualidade da semente, a localização da área plantada e 
o estado nutricional da planta35. Outro aspecto a ser observado é 
o fato de que, na plantação de Amparo, a cultura de tomateiro era 
feita em conjunto com cultura de pimentão, o que não acontecia 
em Serra Branca, sendo isso um fator a ser considerado. De acor-
do com a literatura, espécies de Begomovirus também infectam 
outras culturas economicamente importantes, como o pimentão, 
o que possibilitaria a manutenção do vírus nas épocas em que o 
tomateiro não está presente no campo, servindo de reservatório 
de inóculo para o próximo plantio49.

Deve-se ponderar também o fator climático, tendo em vista 
que as plantações foram analisadas em diferentes épocas do ano: 
a coleta de Serra Branca foi feita no mês de janeiro de 2017; e a co-
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FIGURA 3 - ampliFicação de dna via pcr quantiFicado em gel de agarose

Fonte: Arquivo da pesquisa.

É possível visualizar, na Fig. 3, que há um arraste no gel 
comprometendo o resultado da amplificação, sendo proveniente 
da degradação do dna anteriormente mencionado. Entretanto, 
ainda é aparente a presença de bandas amplificadas no tamanho 
aproximado de 1,2 Kb, corroborando o diagnóstico do dna viral 
para Begomovirus.

Esta análise se faz necessária, já que a presença ou a ausên-
cia de sintomas, e seus diferentes níveis de severidade, não são 
suficientes para afirmar a infecção do tomateiro por Begomovirus, 
apesar de ser um forte sinalizador. O resultado deste estudo mos-
tra a eficiência da análise molecular para identificação viral. Es-
tudos realizados anteriormente mostram que testes sorológicos 
não são tão conclusivos na identificação de vírus, já que diversas 
identificações podem apresentar um resultado falso-positivo50.

análise molecular

Até a conclusão deste trabalho, só foram realizadas as análi-
ses moleculares das amostras coletadas na área de Serra Branca. 
Através do método ctaB, foi possível realizar a extração de dna 
das amostras coletadas na Área 1 e, posteriormente, sua quanti-
ficação (Fig. 2).

FIGURA 2 - quantiFicação de dna proveniente de tomateiro em gel de 
agarose

Fonte: Arquivo da pesquisa.

É notável, na Fig. 4, que o dna apresentou um padrão de ar-
raste no gel, o que demonstra a sua degradação. Esta pode ser 
proveniente de diversos fatores, como o tempo de armazena-
mento das amostras ou possíveis contaminantes. Entretanto, é 
possível visualizar bandas, evidenciando a extração do dna viral.

Logo após, foi realizada a reação pcr específica utilizando os 
marcadores moleculares pal1v1978 e par1c496, ocorrendo a quan-
tificação posteriormente à amplificação (Fig. 3).
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ções, o que pode contribuir para a baixa produtividade, afetando 
a economia da região.
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INTRODUÇÃO

D oenças relacionadas com vetores transmissores de epide-
mias se categorizam como uma preocupação mundial e são 

responsáveis por um alto número de mortalidade e mobilidade 
humana. O agravante disso é antecedido por alguns fatores, como: 
ciclo de vida do mosquito, condições ambientais e sanitárias onde 
estes se desenvolvem, e hospedeiros e/ou reservatórios que são 
diretamente responsáveis por encabeçar a cadeia de transmissão 
das doenças1. Focando no Brasil, infelizmente o país ainda vive 

49. Calegario RF. Caracterização de um isolado de begomovirus 
sida micranta mosaic virus (SimMV) [Tese]. [Viçosa (MG)]: 
Universidade Federal de Viçosa; 2004. 50p.

50. Arnaud LSEP, Santos CDG, Lima JAA, Feitosa FAA. Predo-
minância de begomovírus em tomateiros na região produ-
tora da Ibiapaba, Ceará, e sua detecção natural em plantas 
daninhas. Fitopatologia Brasileira. 2007; 32: 241-46.

51. Araujo ALR. Desempenho agronômico de genótipos de to-
mateiro e reação a Geminivirus [Dissertação]. [Recife (PE)]: 
Universidade Federal Rural do Pernambuco; 2014. 58p.



40 | avanços em Biotecnologia e Bioprocessos avanços em Biotecnologia e Bioprocessos | 41

Francesa ligados à microcefalia, e uma doença neurológica con-
gênita (síndrome de Guillain-Barré) tem sido catalogada. Dentro 
desse contexto, com o aumento exponencial de casos, surgiu a 
preocupação dos órgãos públicos em respeito à saúde mundial, 
além da imprescindibilidade em vigiar síndromes neurológicas 
em pacientes febris agudos, também existe a necessidade de mais 
estudos relacionados ao vírus da zika e pesquisas voltadas a cessar 
o culmino de seu efeito sobre a população3.

Até o momento não existe vacina disponível para o ziKv e o 
tratamento é sintomático, ou seja, não há tratamento específico 
para a doença, apenas medicamentos para amenizar os sintomas. 
No entanto, diversos estudos focam em desenvolver vacinas e me-
dicamentos específicos. Em uma recente pesquisa, foi elucidada 
a estrutura tridimensional da ziKv ns5 RdRp, uma proteína as-
sociada ao rna polimerase e a importante ativadores do processo 
de replicação4.

A estrutura tridimensional de uma proteína alvo, preferi-
velmente com um ligante para a possível elucidação do seu sítio 
receptor, é o segredo para o desenho de fármacos com base na 
estrutura; uma vez definida a estrutura do sítio receptor, pode ser 
utilizada para determinar um farmacóforo para a triagem virtual 
em bibliotecas de compostos e em pesquisas de docking molecular, 
que podem ser usados para aclarar e aperfeiçoar a estrutura dos 
compostos líderes5.

Com a elucidação da estrutura da ziKv ns5 RdRp, proteína 
associada à replicação viral, surgem possibilidades de tornar esta 
enzima um alvo de novos fármacos, intentando a busca de ini-
bidores e experimentos in silico, como o docking molecular (atra-
camento), os quais podem ser extremamente úteis para a sina-
lização de possíveis moléculas com potencial para inibição da 
proteína ns5. Logo, este artigo teve como objetivo selecionar in 
silico possíveis inibidores da proteína de replicação ns5.

uma época de carência em termos de saneamento básico, pois 
mesmo dez anos após a inserção da Lei de Saneamento Básico (lei 
nº 11.445/2007), tem-se 48% da população brasileira sem acesso a 
coleta de esgoto e 57,3% sem esgoto tratado2, um número consi-
derável e agravante em termos de proliferação de doenças virais.

O zika vírus (ziKv) é um arbovírus transmitido pela picada 
dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, e recentes evidên-
cias apontam também o mosquito Culex quinquesfasciatus como 
vetor. Também pode ser transmitida por relações sexuais e trans-
fusão sanguínea, mesmo com parceiros e doadores assintomáti-
cos. Os meios de transmissão saliva, urina e leite materno ainda 
não foram confirmados. O primeiro registro desta doença foi em 
1947, na Floresta Zika, em Uganda, detectado inicialmente em 
macacos. Em 1954, na Nigéria, foram registrados os primeiros 
casos humanos 3.

A confirmação de transmissão da febre causada pelo zika ví-
rus surgiu no Brasil em meados de abril de 2015, apresentando-se 
inicialmente nos estados do Rio Grande do Norte e da Bahia, na 
região Nordeste do país. A Semana Epidemiológica (se) alertou, 
no mesmo ano, sobre a sinalização de 19 unidades da Federação 
sobre a confirmação laboratorialmente da doença, porém não 
foram divulgados dados quantitativos. Já em 2016, a se divulgou 
não só as unidades (13) como também os dados quantitativos, que 
se mostraram alarmantes: 35.505 casos da doença na região Su-
deste, seguida pelo Nordeste, com 30.286 casos; e, no geral, foram 
91.387 casos de zika no Brasil 1.

A epidemia causada pelo zKv começa a se propagar entre 3 e 
12 dias após a picada e tem como sintoma marcante a febre baixa 
(entre 37,8° e 38,5°C), que vem acompanhada de sintomas gerais, 
dores articulares, conjuntivite, erupções cutâneas com coceiras, 
dor muscular e dor de cabeça. Apesar de os sintomas parecerem 
ser triviais, surgiram casos mais severos no Brasil e na Polinésia 
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FIGURA 2–a) estrutura tridimensional da quercetina e B) estrutura 
tridimensional do linalol. em destaque os aminoácidos âncoras 665

Fonte: Chemspider.

DockinG molecular

Os experimentos de docking proteína-ligante ziKv ns5 RdRp 
+ Ligante foram realizados no programa Autodock1.5.68, no qual 
ocorreu um pré-dimensionamento da grade cúbica de energia de 
volume 126 x 126 x 126 Ä, que foi centrada no receptor. Utilizou-
se o algoritmo genético Lamarckiano (lga). No programa Auto-
dock4, a proteína foi previamente considerada rígida em todas 
as simulações de docking, enquanto os ligantes flexíveis, ao fim, 
foram obtidos dez conformações de cada interação proteína-li-
gante testada neste trabalho. Destacaram-se quatro parâmetros 
que foram considerados mais importantes para a busca do obje-
tivo proposto, estes foram: a interação direta com o sítio ativo da 
proteína composto pelos aminoácidos Asp535 e Asp665; a constan-
te de dissociação (Ki); a energia intermolecular final e a energia 
livre de ligação (kcal/mol) estimada pelo programa.

determinação energética dos compleXos proteína-
ligante oBtida através do mFcc

Os cálculos de energia entre os ligantes e os aminoácidos da 
proteína ns5 RdRp foram realizados através da técnica do mFcc, 

METODOLOGIA

estrutura do ziKv ns5 rdrp

As coordenadas atômicas da ziKv ns5 RdRp foram obtidas no 
banco de dados pDB-Protein Data Bank através do código de acesso 
5U0B4. Vale salientar que o artigo que disponibilizou a estrutura 
apontava os aminoácidos asp535 e asp665 como âncoras, ou seja, 
essenciais para a ativação funcional da proteína. A estrutura foi 
analisada visualmente pelo software Discovery Studio6.

FIGura 1–visualização do ziKv ns5 rdrp, em destaque os aminoácidos 
âncoras 665 (amarelo) e o 535 (verde)

Fonte: Autoria própria.

estrutura tridimensional dos ligantes

As estruturas tridimensionais da quercetina e do linalol, 
mostradas na Fig. 2 a seguir, foram obtidas no banco de dados 
Chemspider7 através dos respectivos códigos de identificação, 
“8280343” e “6549” no formato de arquivo mol2.
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ei (l – Ri) = E (l + C1-i Ri Ci+1) – E (c1-i Ri Ci+1) – E (l + C1-i Ci+1) + 
E (c1-i Ci+1) Eq. (1)

Onde ei (l – Ri) representa a energia quântica total do sis-
tema, que será igual a E (l + C1-i Ri Ci+1) energia do ligante mais 
o resíduo Ri junto a seus Caps conjugados (Fragmento 1 da Fig. 
3), menos E (c1-i Ri Ci+1), que equivale ao Ri mais os aminoácidos 
Caps (Fragmento 2 da Fig. 3), menos E (l + C1-i Ci+1), que será o 
ligante mais os Caps conjugados (Fragmento 3 da Fig. 10) e, por 
fim, somam-se a E (c1-i Ci+1) apenas os aminoácidos conjugados 
Caps (Fragmento 4 da Fig. 3). O cálculo de energia de interação ei 
(l – ri) expressa-se em kcal/mol, e a Fig. 3 traz de forma ilustrativa 
como essa equação foi utilizada.

FIGURA 3–método de Fracionamento molecular com capuzes 
conjugados (mFcc) eXempliFicado pelo cálculo energético da 

interação proteína-ligante entre a ns5 rdrp e o ligante inda, onde ei 
(l– ri) = Fragmento 1–Fragmento 2 – Fragmento 3 + Fragmento 4.

Fonte: Autoria própria a partir do software Discovery Studio.

a qual possibilita os cálculos que envolvem proteínas, macromo-
léculas biológicas e dna, tendo como foco o fornecimento de in-
formações exatas sobre a energia de interação entre os comple-
xos9-10-11.

Para realização dos cálculos de energia de interação, utili-
zou-se o software computacional Materials Studio, empregando 
o código Dmol3, bem como o funcional de troca e correlação: 
Aproximação do Gradiente Generalizado (gga), calculadas atra-
vés do método de fracionamento molecular com capas conjugadas 
(mFcc).

Para verificar a distância entre os resíduos de interação do 
receptor (como o ligante utilizou o software Discovery studio, atra-
vés dos monitores Centroid, que marca o centro geométrico dos 
átomos selecionados (Biovia, 2016), o raio de corte atribuído ao 
software foi R=12Å, possibilitando levar em conta todos os resíduos 
de potencial interação. A otimização das estruturas foi realizada 
através do mesmo software, com adição de hidrogênios por meio 
da opção chemistry -hydrogens – add. Isto foi necessário para fechar 
todas as camadas de valência nas estruturas obtidas, inicialmente 
por difração de raio X ou ressonância nuclear, o que ocorre ge-
ralmente por causa da falta de resolução da imagem, que seria 
necessário 1,2 Å11.

Determinou-se a molécula do ligante como L e o resíduo de 
aminoácidos que interage com o ligante como Ri. O cap Ci-1 (ci+1) 
é formado a partir dos resíduos vizinhos do resíduo Ri ao longo 
da cadeia de proteína. Empregou-se a linha de investigação em 
que os dois fragmentos de aminoácidos mais próximos de cada 
lado do resíduo Ri foram usados para construir o cap Ci-1 e Ci+1, 
proporcionando uma melhor exposição do ambiente eletrônico. 
Para estas estruturas fragmentadas, a energia de interação entre 
o ligante e os fragmentos individuais é calculado de acordo com 
a seguinte equação10:
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TABELA 1– Ki ou constante de iniBição eXpressa (cie) em µm, energia 
estimada livre (eel) em Kcal/mol e energia intermolecular Final (eiF) 

estimada pelo programa autodocK4 entre a ns5 rdrp e o composto 
Flavonoide

Complexo Energia livre de ligação Energia intermolecular Ki

1 -4.26 -6.05 753.20

2 -3.42 -5.51 3090

3 -4.67 -6.46 377.39

4 -3.17 -4.96 4720

5 -5.06 -6.85 194.77

6 -3.83 -5.62 1560

7 -5.28 -3.49 2760

8 -3.02 -4.81 6110

9 -3.17 -4.96 4720

10 -3.62 -5.41 2.20
Fonte: Autoria própria.

Com os cálculos de docking da quercetina, utilizando o Disco-
very Studio, foi possível identificar as ligações ocorridas entre os 
aminoácidos de maior proximidade. Na Fig. 4A, são apresentadas 
as ligações moleculares resultantes dessa interação: ligação de 
hidrogênio com os aminoácidos Thr693, Ser699 e curiosamente 
ligada fortemente em três pontos ao aminoácido âncora Asp535, 
além de apresentar atração eletrostática com Asp 534. A fim de 
identificar o perfil energético que cerca essa interação, foi gera-
da uma nuvem energética na Fig. 4B, que representa através da 
coloração: Azul – perfil positivo; Transparente – perfil neutro; e 
Vermelho – perfil negativo, e se notou que o local de atracamen-

RESULTADOS E DISCUSSÃO

DockinG Da nS5 com o compoSTo querceTina

Através do docking molecular entre a proteína ns5 RdRp e o 
flavonoide quecertina, foram obtidos os resultados evidenciados 
na Tabela 1, ordenados na disposição dos complexos formados. 
A energia livre de ligação foi negativa em basicamente todos os 
complexos, tendo atingindo -5.28 kcal/mol. Enquanto, a energia 
intermolecular final apresentou resultados expressivamente ne-
gativos, atingindo -6.85 kcal/mol, esses dados implicam a afirma-
ção de que é termodinamicamente mais favorável à existência das 
moléculas em um complexo do que separadas umas das outras. 
Em outras palavras, de maneira geral, ocorre uma atração e efi-
caz interação proteína-ligante11. O docking simulado no AutoDock 
4.2 também foi utilizado anteriormente para simular a interação 
entre a ns5 RdRp do ziKv com os fármacos indinavir e acyclovir, 
obtendo menores energias livres entre -0,37 e -2,85 kcal/mol, e 
energias intermoleculares entre -2,16 e -6,65 kcal/mol, respecti-
vamente12.

Com relação às constantes de dissociação (Ki) calculadas para 
os complexos gerados, segundo a literatura, o Ki não é essencial 
para predição da correta estrutura do complexo proteína-ligante, 
mas é uma importante informação para prever a atividade bioló-
gica13. Nesse caso, a menor constante obtida para o complexo ns5 
junto à quercetina foi o complexo 10 com 2.20 µM. Esse resultado 
pode sugerir que essa conformação seja a de maior atividade com 
relação a ns5 RdRp.
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o sítio da proteína, sendo assim um potencial inibidor da ação 
da proteína ns5 RdRp. Essa análise compactua com a literatura, 
sendo a quercetina um composto que apresenta atividade anti-
viral contra arbovírus. Um estudo na Malásia confirmou que a 
quercetina operava como inibidor do vírus da dengue, pois tem 
a capacidade de diminuir a abertura do vírus nas células, devido 
à interferência na ligação entre o vírus e a membrana da célula. 
Segundo o mesmo estudo, caso o vírus adentre a célula, a querce-
tina atua sobre a enzima responsável pela replicação viral14. Tam-
bém foi demonstrada, em ensaios in vitro, a atividade virucida 
da quercetina sobre o parvovírus canino para avaliação do efeito 
antiviral: a redução do título viral foi de 93% para concentração de 
3 micrograma/ml de quercetina incubada com vírus. No mesmo 
estudo, foi observada também a redução do título viral na dose 
dependente na concentração de 1,5 micrograma/ml em testes de 
determinação de atividade sobre a células15.

DockinG ns5 com o composto linalol

Na Tabela 2, está exposta a análise referente ao linalol, o 
qual indicou energias intermolecular e livre expressivamente ne-
gativas nos dez complexos, obtendo respectivamente -5.34kcal/
mol e -4.16kcal/mol, e mostrando uma evidência forte de boa in-
teração termodinâmica proteína ligante. Através de uma meto-
dologia semelhante, foi demonstrada in silico a detoxificação do 
herbicida Metsulfuron por uma enzima da superfamília Glutatio-
na-Stransferases (gst) de arroz, obtendo uma menor energia livre 
de ligação entre o Metsulfuron e o modelo da Osgstu4 de -3,74 
kcal/mol16. Essa metodologia também foi eficiente para avaliar 
a atividade de uma proteína pr-5 de Poncirus trifoliata, que teve 
atividade de beta-glucanase corroborada pelo docking com dife-
rentes glucanas17. Esses trabalhos reforçam as amplas aplicações 

to está situado em uma região de interação neutra. As regiões 
mais próximas à ligação mostram-se negativas, demonstrando a 
atração da proteína pelo ligante em questão. O Asp535 é um dos 
aminoácidos responsáveis nessa interação.

FIGURA 4–a) diagrama Bidimensional da quercetina e os aminoácidos 
interagentes da proteína ns5 rdrp. B) nuvem energética de interação 

do ligante (dentro da nuvem) com os aminoácidos do receptor.

Fonte: Autores a partir do software Discovery Studio.

Com a análise da interação molecular feita através do doc-
king, é possível constatar a interação direta da quercetina com 
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FIGURA 5–a) diagrama Bidimensional do linalol e os aminoácidos 
interagentes da proteína ns5 rdrp. B) nuvem energética de interação 

do ligante (dentro da nuvem) com os aminoácidos do receptor

Fonte: Autores a partir do software Discovery Studio.

Até o presente momento, não se tem registros da utilização 
do linalol como composto antiviral. Alguns trabalhos evidenciam 
que a utilização do extrato vegetal fornece maior efeito larvicida 
contra Aedes aegypti18. A atividade antimicrobiana e antioxidante 

da metodologia de docking molecular utilizada. A menor constante 
de dissociação (Ki) foi obtida no complexo 3 com 1520 µM.

TABELA 2–Ki ou constante de iniBição eXpressa (cie) em µm, energia 
estimada livre (eel) em Kcal/mol e energia intermolecular Final (eiF) 

estimada pelo programa autodocK4 entre a ns5 rdrp e o composto 
terpeno 3

Complexo Energia livre de ligação Energia intermolecular Ki
1 -3.51 -5.00 2670

2 -3.63 -5.12 2180

3 -3.84 -5.34 1520

4 -3.05 -4.54 5850

5 -3.83 -5.33 1550

6 -3.22 -4.71 4360

7 -3.20 -4.69 4510

8 -3.01 -4.51 6170

9 -4.16 -5.65 893.30

10 -3.25 -4.75 4120
Fonte: Autoria própria.

Na Fig. 5A, é possível identificar as ligações ocorridas entre 
os aminoácidos de maior proximidade, apresentando ligação de 
hidrogênio com os aminoácidos lYs691 e o resíduo âncora Asp535, 
além de apresentar atração eletrostática com trp702. A Fig. 5B 
evidencia a análise da nuvem eletrostática do receptor (ns5), feita 
a partir do Discovery Studio, permitindo notar que o local de atra-
camento está situado em uma região de interação neutra, porém 
as regiões mais próximas à ligação mostram-se negativas, sendo 
o Asp535, mais uma vez, um dos aminoácidos responsáveis nessa 
interação.
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Partindo da lógica de análise do aminoácido que menos inte-
ragiu para o que mais interagiu, o tHr693 e o tHr700 obtiveram 
respectivamente 0,78 kcal/mol e 0,88kcal mol, demonstrando 
uma leve repulsão pelo ligante. O fato de estarem em um raio me-
nor que 6Å do centroide do ligante indica que a variável distância 
nem sempre é primordial para a atratividade entre as moléculas. 
A ser 699 apresentou -0,28 kcal/mol de energia e distância de 
6,99Å; o tYr532 demonstrou -0,86 kcal/mol e 9,62Å de distância; 
a lYs697 obteve -0,92 kcal/mol e 9,27Å de distância; a glY701 de-
monstrou -1,01 kcal/mol de energia, o asp535 indicou -1,22 kcal/
mol de energia e 5,78Å de distância; a lYs 691 apresentou -1,54 
kcal/mol de energia e 6,47Å de distância; a arg690 indicou -1,62 
kcal/mol e 6,45Å de distância; e o aminoácido com maior energia 
de interação foi o asp534, com -5,42 kcal/mol de energia e uma 
distância de 4,86Å do centroide do receptor (ns5) até o ligante 
em questão.

Claramente o aminoácido asp (ácido aspártico) obteve maior 
nível de atratividade, sendo responsável por 48,30% da interação 
entre a ns5 e o ligante quercetina, seguido da arg (arginina) com 
14,44%; e da lYs (lisina) com 13,72%.

mFcc para o composto linalol

As energias evidenciadas na Fig. 7 demonstram que os ami-
noácidos em destaque na ligação participam de forma atrativa 
no complexo de interação entre a ns5 e o ligante linalol, tendo 
em vista as fortes energias negativas entre os seis aminoácidos 
(ala533, ala537, asp535, lYs691, pro709, trp702) do receptor (ns5) 
com o ligante em questão.

do óleo essencial de ho-sho foi comprovada como ação antimi-
crobiana do óleo essencial sobre as bactérias testadas, além de 
comprovar a atividade antioxidante, atingindo valor máximo de 
97,49%19. Sendo assim, o trabalho atual mostra indícios claros de 
uma possível ação deste composto também como antiviral .

mFcc para o composto quecertina

Os aminoácidos que apresentaram distância maior que 12Ǻ 
foram desconsiderados para a etapa de realização dos cálculos 
utilizando mFcc. Através de cálculos de mecânica quântica e do 
método de fracionamento molecular com capuzes conjugados 
(mFcc), as energias de interação entre a proteína de replicação 
viral (ns5 RdRp) e os ligantes foram determinadas. A Fig. 6 evi-
dencia todos os aminoácidos que se destacaram na interação en-
tre a ns5 e o composto quecertina, estes foram: arg690, asp534, 
asp535, glY701, lYs691, lYs697, ser699, tHr693, tHr700 e tYr532.

FIGURA 6–energia de ligação dos principais aminoácidos da proteína 
ns5 com o ligante quecertina.

Fonte: Autoria própria.
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energia total oBtida através do método de 
Fracionamento de caps e conjugados (mFcc)

Os cálculos ab initio descrevem propriedades de transporte 
eletrônico de junções moleculares (alBuquerque et al., 2014). A 
disposição do balanço de energia final (ei (l – Ri) = E (l + C1-i Ri Ci+1) 
– E (c1-i Ri Ci+1) – E (l + C1-i Ci+1) + E (c1-i Ci+1) reflete a contribuição 
individual de cada aminoácido na interação entre a o receptor 
(proteína ns5) e os ligantes quercetina e linalol. Os dois ligantes 
mostraram-se eficientes na ligação com o receptor, tendo em vista 
os valores altamente negativos em sua energia quântica de inte-
ração. De acordo com os cálculos realizados, o balanço energético 
total do linalol obteve -6,30 Kcal/mol, e da quercetina, -11,22 Kcal/
mol de energia total.

Outra forma interessante para interpretação destes resulta-
dos é a transformação da unidade Kcal/mol para eV (eletrovolts); 
para a química, a partir de -1eV, a ligação entre as moléculas 
pode ser considerada do tipo covalente20. O linalol com -0,27eV e 
a quercetina obtiveram em seu balanço quântico de energia final 
de -0,48eV. Com isto, é possível afirmar que todos os seis compos-
tos se mostraram negativamente expressivos, sendo demonstrado 
quanticamente que os ligantes têm alta afinidade pela proteína 
(mota, 2016), entretanto os dois compostos não apresentaram 
evidência in silico da formação de ligação covalente no sítio ativo 
da ns5 RdRp, o que não caracteriza, stricto sensu, como uma ini-
bição irreversível21.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

A partir da análise dos dados obtidos, considerando os as-
pectos da metodologia utilizada e do sistema em estudo, pode 

FIGURA 7–energia de ligação dos principais aminoácidos da proteína 
ns5 com o ligante linalol.

Fonte: Autoria própria.

A ala537 obteve valor energético de 0,78 Kcal/mol, demons-
trando uma leve repulsa pelo terpeno (3), e sua distância do centro 
de massa foi de 9,57Å de distância; o pro709 apresentou -0,16 
Kcal/mol de energia e 9,26Å de distância; a ala533 indicou -1,00 
Kcal /mol de energia e 6,19Å de distância; a lYs 691 obteve -1,12 
Kcal/mol de energia e 6,09Å de distância; o trp702 apresentou 
-1,55 Kcal/mol de energia e 9,12Å de distância; e o aminoácido com 
maior participação nesta interação foi o asp535, com -3,24 Kcal/
mol de energia e distância de 5,44Å do centro de massa do ligante.

Desse modo, o ácido aspártico (asp) foi o aminoácido com 
maior participação efetiva na atratividade entre o complexo for-
mado pela ns5 e o composto linalol, representando 51,58% da ener-
gia do sistema; os outros dois aminoácidos de maior interação 
foram o trp (triptofano) com 24,60% e a lYs (lisina) com 17,77%.
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sion of Zika virus in Brazil. Mem Inst Oswaldo Cruz, 110:569–
72, 2015.

4. GODOY, A. et al. Crystal structure of Zika virus NS5 RNA-
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2017.
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-studio-visualizer.pdf. Acesso em: jul de 2018.

7. U.S National Library of Medicine. Nacional center for Bio-
technology Information. PubChem. https://pubchem.ncbi.
nlm.nih.gov. Acesso em: jul de 2018.

8. Morris, G. M., Huey, R., Lindstrom, W., Sanner, M. F., Be-
lew, R. K., Goodsell, D. S., & Olson, A. J. (2009). AutoDock4 
and AutoDockTools4: Automated docking with selective 
receptor flexibility. Journal of computational chemistry, 30(16), 
2785-2791. Accessed July 24, 2019.

9. ZHANG, D. W.; ZHANG, J. Z. H. Molecular fractionation 
with conjugate caps for full quantum mechanical calculation 

ser concluído que a metodologia aplicada foi capaz de selecionar 
e testar compostos para a elucidação de possíveis moléculas com 
potencial antiviral. Os dois compostos testados apresentaram 
baixas constantes de inibição (Ki); a energia livre de ligações e a 
energia intermolecular de todos os complexos foram altamente 
negativas, podendo-se afirmar que são termodinamicamente fa-
voráveis, ou seja, a existência destas moléculas em um complexo 
é preferível (em quesitos de gasto energético) do que a proteína 
sozinha; Os compostos tiveram interação direta com o sítio ativo 
da proteína; o aminoácido âncora asp535 foi o responsável por 
todas as interações evidenciadas no docking, estabelecendo liga-
ção de hidrogênio; o balanço energético, mesmo sem alcançar o 
âmbito de ligação covalente, demonstrou que os ligantes linalol e 
quercetina apresentam aminoácidos ligados, apontando a ener-
gia total do complexo proteína ligante negativa.

Os resultados deste trabalho mostraram-se altamente pro-
missores, indicando estes dois compostos com potencial antiviral 
para inibição da proteína ns5 RdRd, tendo em vista as várias evi-
dências de excelente e favorável interação demonstradas através 
das técnicas de docking molecular e fracionamento de caps con-
jugados. Logo, estes podem auxiliar no desenvolvimento de um 
futuro fármaco que possa intervir na efetividade do vírus da zika.
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INTRODUÇÃO

A biotecnologia é uma área multidisciplinar que visa ao desen-
volvimento de produtos ou processos biológicos com a ajuda 

da ciência e da tecnologia, podendo ser definida como qualquer 
aplicação tecnológica que utilize sistemas biológicos, organismos 
vivos, ou seus derivados, para fabricar ou modificar produtos ou 
processos para utilização específica. Dessa forma, o estudo dos 
biomateriais (dispositivos que entram em contato com sistemas 
biológicos) surge como uma das inúmeras ramificações dessa 
ciência, apresentando potencial promissor devido às inúmeras 
contribuições para a evolução da medicina1, 2.

Os biomateriais poliméricos estão entre os mais empregados 
na medicina regenerativa, principalmente quanto ao tratamento 
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amínica e carboxílica, permanecendo na forma globular. O colá-
geno do tipo I é o mais abundante e o principal componente da 
matriz extracelular, sendo um substrato natural para as células, 
orientando e estimulando a formação tecidual. Estas caracterís-
ticas, juntamente com a biocompatibilidade e a estabilidade do 
colágeno, o tornam atrativo para a confecção de biomateriais de 
diferentes formas e aplicações, como membranas e esponjas para 
revestimento de queimaduras, géis para hemostasia e suporte 
para o crescimento de células2, 11, 12.

Diversas são as alternativas de promover uma interação entre 
dois polímeros, podendo-se partir desde uma simples solubiliza-
ção destes em um solvente comum, até a indução para formação 
de ligações de entrecruzamento. As ligações de entrecruzamento, 
crosslinking ou reticulação são um processo que pode ocorrer de 
duas formas: I) Reticulação física (rF), iônica ou reversível, que se 
dá através de interações de caráter reversível, como ligações iônicas 
ou interações secundárias; e ii) Reticulação química (rq), covalente 
ou irreversível, quando ocorre a formação de uma rede polimérica, 
ou seja, uma reação entre uma unidade estrutural de um polímero 
e outra unidade estrutural do mesmo ou de outro polímero12, 13, 14.

A rq se sobressai em relação à rF, pois, ao contrário da reticu-
lação reversível, a irreversível melhora as propriedades mecânicas 
e reduz a sua dispersão do local, além de que outras propriedades 
como gelificação, tamanho de poros, velocidade de degradação e 
dissolução são mais fáceis de controlar13.

Entre as inúmeras possibilidades de realizar a reticulação 
química, há uma limitação no uso de determinados agentes, 
como o glutaraldeído, principalmente devido a suas propriedades 
tóxicas. Entretanto, a genipina–biomolécula extraída do jenipapo 
(Genipa americana L.) tem apresentado um enorme potencial, pois, 
além da biocompatibilidade, ela fortalece a estrutura do biomate-
rial por meio da formação de ligações covalentes intermoleculares 

de feridas e à liberação controlada de fármacos, devido às suas 
vantagens no que diz respeito a maleabilidade, custo, proprieda-
des mecânicas, biocompatibilidade e biodegradabilidade, permi-
tindo o desenvolvimento de materiais alternativos com baixa to-
xicidade e que apresentam eficiência no reparo de tecidos3, 4, 5, 6, 7.

A quitosana, por exemplo, é um biopolímero composto por 
cadeias de N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina ligadas por 
meio de ligações β → (1-4), insolúvel em água e meio básico e solú-
vel em soluções ácidas. Esse polímero é obtido a partir da desace-
tilação da quitina, principal constituinte dos micélios dos fungos 
e do exoesqueleto de insetos e crustáceos. Apresenta propriedades 
interessantes para aplicação em engenharia de tecido, tais como 
biocompatibilidade e biodegradabilidade, acelera a recuperação 
de lesões, reduz o nível do colesterol sanguíneo, estimula os efei-
tos do sistema imunológico, além de possuir um comportamento 
bactericida e fungicida4, 8, 9.

Entretanto, algumas das propriedades desse polímero não 
são adequadas o suficiente para que seja capaz de competir com 
alguns polímeros sintéticos já disponíveis no mercado. Uma pos-
sível alternativa a este problema seria a formulação de um novo 
material através da utilização de quitosana em conjunto com ou-
tros polímeros, como o colágeno, a fim de adquirir um biomate-
rial que apresente as características desejadas8, 10.

O termo colágeno é utilizado para denominar uma família de, 
pelo menos, 27 isoformas de proteínas que podem ser encontra-
das em tecidos conjuntivos ao longo do corpo de várias espécies, 
como ossos, tendões, cartilagem, veias, pele, dentes e músculos. 
Esse polímero constitui cerca de 30% de toda a matéria-prima or-
gânica do corpo dos animais e 60% das proteínas totais do corpo11.

Sendo constituído por três cadeias polipeptídicas, unidas 
por pontes de hidrogênio e enroladas uma em torno da outra em 
um arranjo helicoidal na sua porção central e nas extremidades 
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por meio da técnica de evaporação do solvente (ácido acético 1%) 
em duas formulações diferentes: membranas de quitosana (mq) 
a 2% (m/v) e membranas de quitosana a 2% (m/v) com 5% de co-
lágeno (m/m) (mqc)20.

Para a reticulação desses materiais, foram consideradas três 
situações: I) controle negativo (g1), membranas sem reticulação; 
ii) reticulação com genipina comercial (g2) diluída em álcool iso-
propílico a 0,25% (m/v); e iii) reticulação com o extrato alcoólico 
do jenipapo (g3), obtido através da submersão da polpa do jeni-
papo em álcool isopropílico na proporção de 1:2,5 (m/v). Buscou-
se a formação das ligações de entrecruzamento através da sub-
mersão das membranas nas soluções reticulantes por 6 horas, à 
temperatura ambiente e com exposição à luz. Foram utilizadas as 
seguintes denominações: mq1 e mqc1 – membranas submetidas 
à condição G1; mq2 e mqc2 – membranas reticuladas com G2; e 
mq3 e mqc3 – membranas reticuladas com G3.

Por fim, as mq e mqc, nas condições G1, G2 e G3, foram padro-
nizadas (tamanho das amostras) de acordo com as necessidades 
de cada ensaio, levadas à estufa numa temperatura de 40ºC por 
24 horas e encaminhadas para caracterização por Espectroscopia 
na Região do Infravermelho por Transformada de Fourier (Ftir); 
Microscopia Óptica (mo); Termogravimetria (tga); Calorimetria 
Exploratória Diferencial (dsc); Ensaio Mecânico de Tração; Mo-
lhabilidade; Intumescimento; Biodegradação; e Citotoxicidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Durante a produção das membranas, as mq apresentaram 
uma maior homogeneidade na sua estrutura, quando compara-
das às mqc. Entretanto, as membranas diminuíram, em média, 
11,79 mm após a neutralização em atmosfera de hidróxido de 

permanentes, adicionando ou adequando propriedades que são 
de interesse para a engenharia de tecidos9, 15, 16.

A reticulação com genipina é influenciada pelo pH do meio 
reacional, sendo que, de modo geral, em pHs próximos da neutra-
lidade, a genipina reage com materiais que contêm grupos amina, 
como a quitosana e alguns outros polímeros, através de duas rea-
ções principais: na primeira, por meio de um ataque nucleofílico, 
há a substituição do grupo éster da genipina por uma ligação do 
tipo amida secundária; na segunda, por meio de outro ataque 
nucleofílico, há a formação de um grupo aldeído intermediário 
seguido da formação de uma amina terciária na estrutura cíclica 
da genipina. Dessa forma, a reticulação de quitosana/colágeno 
com esta biomolécula pode fortalecer a estrutura do biomaterial 
por meio da formação de ligações covalentes intermoleculares 
permanentes, adicionando ou melhorando propriedades que 
são de interesse para a área médica, como estabilidade térmica, 
taxa de degradação, propriedades mecânicas, hidrofilicidade e 
porosidade, permitindo, por exemplo, a liberação controlada de 
fármacos9, 17, 18.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efei-
to da reticulação com genipina em membranas de quitosana/co-
lágeno, utilizando o extrato alcoólico do jenipapo como rota alter-
nativa à obtenção de biomateriais de baixo custo para utilização 
na engenharia de tecidos.

METODOLOGIA

Procedeu-se com a extração do colágeno a partir de membra-
nas da casca do ovo, previamente higienizadas, através de uma 
solução de hidróxido de sódio 1 M, seguido da neutralização com 
ácido lático18 e produção das membranas de quitosana/colágeno 
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Dessa forma, observa-se que o espectro da solução G3 apre-
senta bandas características da genipina, como alcenos, alcanos, 
álcoois, ésteres, éteres cíclicos e anéis heterocíclicos, porém apa-
recem em menor intensidade quando comparado à genipina co-
mercial. Isso acontece devido à realização do ensaio no extrato 
não desidratado, ou seja, diluído em álcool isopropílico, como 
também à presença de outras substâncias do fruto que também 
são solúveis em álcool. Contudo, pode-se afirmar que a genipina 
encontra-se diluída na solução e misturada a outras substâncias 
presentes no jenipapo.

Após os procedimentos de reticulação, mq1 e mqc1 não apre-
sentaram nenhuma modificação aparente; mq2 e mqc2, por sua 
vez, demonstraram uma leve alteração na sua coloração para um 
tom mais amarelado; enquanto que as mq3 e mqc3 apresenta-
ram uma coloração esverdeada. Essas alterações nas membranas 
aconteceram porque a genipina reagiu com algumas proteínas na 
presença de luz e oxigênio, mudando a sua coloração.

CARACTERIZAÇÕES DAS MEMBRANAS

espectroscopia na região do inFravermelHo por 
transFormada de Fourier (Ftir)

O Ftir foi realizado com o intuito de determinar a presença 
dos grupos funcionais nas amostras, utilizando o equipamento 
Spectrum 400 Perkin Elmer Ftir/Ftnir Spectrometer à tempera-
tura ambiente, com faixa de varredura que foi de 4000 a 600cm-1. 
As membranas de quitosana (mq1) e quitosana/colágeno (mqc1) 
sem reticulação apresentaram vibrações características na região 
do infravermelho a membranas de quitosana, sendo que, na mqc1, 
houve um aumento na intensidade das vibrações de ligações que 

amônia a 4%, retornando ao seu tamanho original quando ab-
sorvem umidade. Essa diminuição está associada diretamente à 
insolubilidade da quitosana em meio alcalino, pois, ao entrarem 
em contato com este meio, as moléculas tendem a se contrair.

Antes de proceder com a reticulação das membranas, o ex-
trato alcoólico do jenipapo (g3) foi submetido a um Ftir (Fig. 1), 
cujas ligações correspondentes às bandas foram identificadas e 
comparadas às bandas características da genipina pura. No es-
pectro, identificou-se o grupamento hidroxila (o-H) por volta de 
3350 cm-1; entre 2750 e 3000 e em 1640 cm-1 uma conformação 
vibracional de estiramento (deformação axial) do grupo C=C; nas 
bandas entre 1200 e 1500 cm-1, observaram-se vibrações que po-
dem ser atribuídas a ligações como cH2, cH3, nH e à presença de 
anéis heterocíclicos; em meio às bandas que compreendem de 
1050 a 1200 cm-1, notou-se a presença de vibrações que corres-
pondem ao co (éteres cíclicos), característico de álcoois e fenóis; 
por fim, nas bandas em torno de 815 e 950 cm-1, uma deformação 
angular (dobramento) fora do plano, relacionado a anéis aromá-
ticos e alcenos (rcH=cH2), respectivamente21, 22.

FIGURA 1– Ftir do eXtrato alcoólico do jenipapo (g3)
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Ao observar a Fig. 3a, pode-se afirmar que a solução G2 e a G3 
proporcionaram a reticulação das membranas de quitosana (mq2 
e mq3, respectivamente), sendo que a reticulação com G3 foi mais 
perceptível, provavelmente devido à diferença de concentração do 
agente reticulante (genipina) na solução, uma vez que houve um 
aumento na intensidade de absorção na banda iii e iv, associado 
ao ataque nucleofílico, onde há a substituição do grupo éster da 
genipina por uma ligação do tipo amida secundária da quitosana; 
em seguida, no aparecimento da banda V, indicando a introdu-
ção de um grupamento amina terciária no anel diidropirano da 
genipina17, 21, 25.

FIGURA 3– a) Ftir das memBranas mq1, mq2 e mq3; e B) mqc1, mqc2 e mqc3

No Ftir das membranas de quitosana/colágeno (mqc1, mqc2 
e mqc3), conforme apresentado na Fig. 3b, também indica que 
houve a reticulação na mqc3, uma vez que foram observados os 
mesmos eventos descritos anteriormente nas bandas iii, iv e V, 
entretanto, na mqc2, a reticulação não foi perceptível através da 
análise da Ftir, pois houve uma diminuição na intensidade de 
algumas vibrações, resultado que pode estar associado à baixa 
concentração de genipina na solução G2, contudo a reticulação 
pode ser comprovada através da análise dos demais resultados.

a) b)

estão presentes tanto na quitosana quanto no colágeno, indicando 
que houve a incorporação do colágeno à estrutura da quitosana.

Como pode-se observar na Fig. 2, a banda I, com compri-
mento de onda entre 3361 e 3280 cm-1, corresponde às vibrações 
de estiramento dos grupos oH e nH; a banda ii, com 2876 cm-
1, é atribuída à vibração de estiramento do grupo cH; a iii, com 
1649 cm-1, corresponde ao modo de vibração por estiramento da 
ligação C=O ou à deformação axial C=O da amida primária; já 
no comprimento de onda equivalente a 1580 cm-1, é atribuída a 
deformação da ligação –nH da amina; na região iv, 1378 cm-1, 
está relacionada a deformação angular simétrica do grupo -cH3; 
na banda V, 1150 cm-1, 890 cm-1 e 1064 cm-1 estão atribuídas às 
vibrações de estiramento do grupo C-O-C, característica da estru-
tura sacarídica da quitosana. A presença das bandas C=O e N-H, 
bem como a banda de absorção em 1378 cm-1, que é característica 
da deformação angular simétrica do grupo –cH3, em conjunto, 
indicam a presença de grupos acetamidos, pois a quitosana não 
está 100% desacetilada20, 23, 24.

FIGURA 2–Ftir das memBranas mq1 e mqc1
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TABELA 1– parâmetros morFológicos das memBranas

Membranas Rugosidade
média – Ra (nm)

Pico da 
Rugosidade – 

Rp (nm)

Ondulação 
média – Wa 

(nm)

Ondulação 
máxima- Wy 

(nm)

MQ1 80,16 227,09 49,97 171,68

MQ2 71,31 168,51 37,72 191,54

MQ3 19,29 78,71 34,56 167,90

MQC1 110,24 274,69 35,32 151,61

MQC2 63,20 140,89 30,63 104,17

MQC3 30,97 115,86 22,82 80,90

termogravimetria (tga)

A tga foi efetuada para avaliar o percentual de perda de mas-
sa das amostras e, consequentemente, a estabilidade térmica das 
membranas. Para isso, utilizou-se o pYris 1 tga da Perkin Elmer a 
uma taxa de aquecimento de 10ºC/min, aumentando a tempera-
tura de 30 a 600ºC em meio atmosférico (71% de nitrogênio e 29% 
de oxigênio) com fluxo de 20 mL/min.

Com base nas curvas termogravimétricas das membranas 
de quitosana (Fig. 4a) e com auxílio de suas derivadas (Fig. 4b), 
pode-se afirmar que a mq1 apresentou duas etapas de perda de 
massa (p.M), enquanto as membranas reticuladas (mq2 e mq3) 
apresentaram três etapas. A primeira etapa está relacionada à vo-
latização do solvente e desidratação das membranas. Na segunda 
etapa, ocorre a desacetilação e despolimerização dos compostos, 
em outras palavras, ocorre a degradação do material. A terceira 

microscopia óptica

A microscopia óptica foi realizada para analisar a superfície 
da amostra em relação a sua topografia e morfologia, utilizando 
o microscópio Hirox KH-1300, com aumento de 120×, através do 
método de iluminação por transmissão de luz visível. As imagens 
obtidas foram tratadas com o software Gwyddion e analisadas. 
Nas membranas de quitosana, a análise microscópica revelou 
uma maior homogeneidade na superfície da mq3, quando com-
parada a mq1 e mq2, indicando que a reticulação com genipina al-
terou parâmetros como ondulação e rugosidade das membranas. 
As membranas de quitosana/colágeno, por sua vez, apresentaram 
resultados semelhantes às membranas de quitosana, pois mqc3 
também apresentou maior homogeneidade quando comparada 
a mqc1 e mqc2.

Essas alterações nos parâmetros morfológicos nas membra-
nas de quitosana e quitosana/colágeno estão evidenciados na Ta-
bela 1, na qual se nota que ocorreu uma diminuição nanométrica 
da espessura do material, a qual está relacionada ao processo de 
reticulação, pois quanto maior a concentração do agente reticu-
lante menor é a expansão do polímero reticulado22-26. Além disso, 
é possível evidenciar que a condição de reticulação G3 proporcio-
nou maior eficiência na compactação das amostras, resultado que 
pode ser observado através da análise de variação da rugosidade 
(ra) e ondulação (Wa), sendo que a mqc3 foi a mais suscetível a 
essa compactação quando comparada a mq2, mq3 e mqc2, indi-
cando que a presença do colágeno na estrutura também influen-
ciou no processo de reticulação.
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tura, pois, como sabemos, o processo de reticulação é diretamente 
proporcional à estabilidade térmica da amostra, ou seja, quando 
a reticulação é baixa, a tendência é diminuir a estabilidade tér-
mica, porém, quando a reticulação é aumentada até certo ponto, 
essa estabilidade também tende a aumentar, influenciando na 
temperatura de decomposição do material20, 27.

FIGURA 5– a) curva termogravimétrica (tga) das memBranas de 
quitosana/colágeno; B) sua derivada (dtg).

calorimetria eXploratória diFerencial (dsc)

A Calorimetria Exploratória Diferencial (dsc) foi realizada 
em um dscq20 da ta Instruments, com uma temperatura que 
variou de 30 a 400ºC, sob taxa de aquecimento de 10ºC/min e at-
mosfera de nitrogênio com fluxo de 50 mL/min, com o objetivo 
de complementar a tga, avaliar as transições de fases e observar 
se houve mudanças nas propriedades térmicas das membranas 
proporcionadas pela reticulação.

As curvas do dsc para as membranas de quitosana apre-
sentaram dois picos: um endotérmico, alusivo à evaporação de 
substâncias voláteis; e outro exotérmico, relacionado à degrada-
ção do material, como se observa na Fig. 6a. O primeiro pico, en-
dotérmico, ocorreu na temperatura de 122,78ºC para mq1, 119,57ºC 

etapa, por sua vez, está relacionada à perda de cinzas resultante 
da degradação dos compostos19, 20.

Em uma análise detalhada da tga/dtg, pôde-se aferir as eta-
pas em que houve perda de massa e seus respectivos ranges de 
temperatura, evidenciando que a reticulação proporcionou uma 
redução na temperatura de transição da etapa I para a ii e a intro-
dução de uma terceira etapa no processo de degradação das mem-
branas de quitosana, indicando que a reticulação influenciou na 
estabilidade térmica do material, diminuindo a sua resistência a 
temperatura.

FIGURA 4– a) curva termogravimétrica (tga) das memBranas de 
quitosana; e B) sua derivada (dtg)

As curvas termogravimétricas das membranas de quitosana/
colágeno (Fig. 5a) e suas respectivas derivadas (Fig. 5b), por sua 
vez, apresentaram três etapas na perda de massa em mqc1 e ape-
nas duas etapas em mqc2 e mqc3.

Dessa forma, ao contrário das membranas de quitosana, a 
reticulação nas membranas de quitosana/colágeno proporcionou 
um aumento na temperatura de transição da etapa I para a eta-
pa ii e a remoção da etapa 3 do range de temperatura utilizado, 
indicando que a reticulação também influenciou na estabilidade 
térmica desse material, aumentando a sua resistência à tempera-

a) b)

a) b)
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também se mostra compatível com o obtido pela termogravime-
tria, indicando que a reticulação nas membranas de quitosana/
colágeno, ao contrário das membranas de quitosana, aumentou 
a estabilidade térmica do material e, consequentemente, a sua 
resistência à temperatura, sendo que, mais uma vez, a solução 
G3 supera o resultado obtido por G2.

Em uma abordagem mais ampla, observa-se que a reticulação 
com genipina diminuiu a temperatura do pico endotérmico das 
membranas de quitosana, ao mesmo tempo em que aumentou 
nas membranas de quitosana/colágeno, indicando que a presença 
do colágeno na estrutura das membranas influenciou no processo 
de reticulação. Nota-se também que a genipina, em ambas as so-
luções (g3 e G2), proporcionou um maior grau de reticulação (gr) 
na mqc e menor na mq. Essa alteração ocorre, pois, com a elevação 
do gr, reduzindo a porosidade do material, a permeabilidade à 
água e a difusão de substâncias aprisionadas nas redes poliméri-
cas. Por outro lado, a reticulação promoveu uma diminuição nas 
temperaturas dos picos exotérmicos, com exceção da mqc2, que 
apresentou um leve aumento (não relevante).

A seleção de métodos de esterilização para materiais desti-
nados à área médica deve levar em consideração aspectos físi-
cos e químicos do material, uma vez que os dispositivos médicos 
costumam ser sensíveis a altas temperaturas apresentadas pela 
esterilização por vapor de autoclave, tornando a técnica raramen-
te empregada para esterilização de filmes poliméricos utilizados 
na produção de bandagens adesivas28. No entanto, a mqc3, como 
já foi mencionado, apresentou um pico endotérmico de 131,13ºC, 
característica que aumenta as possibilidades de esterilização des-
se material para meios que utilizam alta temperatura, como a 
autoclavagem, sem que haja o comprometimento da sua estrutura 
polimérica.

para mq2 e 109,94ºC para mq3, mostrando-se compatível com o 
resultado obtido pela termogravimetria, comprovando que a re-
ticulação diminuiu a estabilidade térmica da membrana de qui-
tosana, sendo que a solução G3 proporcionou uma redução mais 
considerável quando comparada a G2. Os picos exotérmicos fo-
ram observados nas temperaturas de 300,63, 299,26 e 289ºC para 
mq1, mq2 e mq3, respectivamente.

FIGURA 6– a) curva de dsc das memBranas de quitosana e B) quitosana/
colágeno

Nas membranas de quitosana/colágeno, as curvas do dsc 
também apresentaram dois picos: um endotérmico e outro exo-
térmico (Fig. 6b). Os picos endotérmicos e exotérmicos foram ob-
servados nas temperaturas de 99,37 e 300,56ºC para mqc1, 109,27 e 
301,98ºC para mqc2 e, 131,13 e 292,57ºC para mqc3. Resultado que 
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TABELA 2– valores médios das propriedades mecânicas das 
memBranas de quitosana e quitosana/colágeno para os dois ensaios

Membranas Resistência a Tensão (MPa) Deformação (%)
MQ1 65,71 ± 3,49 7,94 ± 1,57

MQ2 69,92 ± 6,53 6,92 ± 0,77

MQ3 70,39 ± 9,98 5,07 ± 0,85

MQC1 49,12 ± 5,14 9,82 ± 3,04

MQC2 47,61 ± 7,49 5,23 ± 0,74

MQC3 59,34 ± 11,85 4,98 ± 1,44

Levando em consideração a utilização do biomaterial para 
aplicações médicas, tem-se que as membranas com menor de-
formação e valores razoáveis de resistência à tração possuem 
elevado potencial, tendo em vista que a produção do bioadesivo 
deve basear-se na sua finalidade de utilização, para qual tipo de 
ferimento ele será utilizado, área do corpo, fase de cicatrização, 
entre outros parâmetros, pois o biomaterial desenvolvido deve 
ser utilizado em superfícies onde a sua tensão de ruptura seja 
compatível com a do tecido31, 32.

molHaBilidade

Essa caracterização foi realizada com o intuito de analisar 
o grau de hidrofobicidade das amostras através do gotejamento 
com água destilada nas membranas, observando-se a tensão su-
perficial entre a membrana e a gota através de um goniômetro. A 
verificação do ângulo de contato foi realizada através do software 
Angle Calculator 1.0 para determinar se o material é hidrofílico 
ou hidrofóbico.

A solução G2 diminuiu a hidrofilicidade das membranas de 
quitosana, ao mesmo tempo em que aumentou a hidrofilicidade 
nas membranas de quitosana/colágeno. A solução G3, por sua vez, 

ensaio mecânico de tração

O ensaio mecânico de tração, por sua vez, foi realizado com 
três amostras por grupo em uma instron, modelo 3366, com cé-
lula de carga de 500N e uso de extensômetro mecânico à tempe-
ratura ambiente e velocidade de deslocamento do travessão de 5 
mm/min, seguindo a norma astm D882-9129.

De acordo com as propriedades mecânicas das membranas 
obtidas neste ensaio (tabela 2), as membranas de quitosana/co-
lágeno sem reticulação (mqc1) apresentaram resistência à tensão 
inferior às membranas de quitosana sem reticulação (mq1), entre-
tanto uma taxa de deformação superior. Isso acontece porque o 
colágeno perde resistência mecânica após sua extração, proprie-
dade que pode ser melhorada através da reticulação30.

Após submeter as membranas de quitosana às condições G2 
e G3, observou-se que a reticulação com genipina aumentou a 
resistência à tensão das membranas de quitosana (mq2 e mq3), di-
minuindo a sua taxa de deformação. Por outro lado, a reticulação 
das membranas de quitosana/colágeno com G2 não apresentou 
resultado expressivo quanto ao parâmetro de resistência à tensão, 
embora também tenha diminuído a taxa de deformação do bio-
material G3, que, por sua vez, aumentou a resistência à tensão das 
membranas de quitosana/colágeno (mqc3), assim como diminuiu 
a sua taxa de deformação.

De forma a validar os resultados apresentados, realizou-se 
uma análise de variância (anova) com intervalo de confiança de 
95% através do software iBm spss Statistics Subscription, em que 
se constatou que houve efeito da reticulação tanto na resistência 
à tensão das membranas [F(5,12)=4,869; p < 0,05] quanto na de-
formação [F(5,12)=4,377; p < 0,05]. Além disso, por meio dos testes 
de Shapiro-Wilk e Levene, verificou-se que as amostras possuem 
distribuição normal e suas variâncias são homogêneas, uma vez 
que p>0,05 em ambos.
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inTumeScimenTo

O grau de intumescimento (gi) foi determinado com o objeti-
vo de verificar o comportamento das membranas em meio líquido 
semelhante ao do organismo (solução tampão fosfato – pBs).

Como apresentado na Fig. 8, as membranas mq1, mq2 e mq3 
apresentaram um intumescimento máximo no tempo de 6 horas, 
enquanto as membranas mqc1, mqc2 e mqc3 apresentaram re-
sultado semelhante no tempo de 24 horas.

FIGURA 8–grau de intumescimento das memBranas de quitosana e 
quitosana/colágeno

As membranas reticuladas mq2, mq3 e mqc3 intumesceram 
mais que as membranas não reticuladas mq1 e mqc1, resultado 
que diverge do exposto por Carange e Rigo38 e Smaniotto e Rigo39, 
quando afirmam que a reticulação por imersão diminui conside-
ravelmente a capacidade de intumescimento da membrana. No 
entanto, mqc2 apresentou resultado compatível com o menciona-
do, pois intumesceu menos que mqc1. Por outro lado, resultados 
semelhantes foram obtidos por rigo e HaBitzreuter40, mostran-
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aumentou a hidrofobicidade das membranas de quitosana/coláge-
no, diminuindo esse parâmetro nas membranas de quitosana, pois 
quanto maior o ângulo obtido, menor é a hidrofilicidade da super-
fície. Entretanto, como se observa na Fig. 7, ambas as membranas 
apresentaram uma característica hidrofílica, com alta molhabili-
dade, pois os ângulos de contato foram inferiores a 90º 33, 34, 35.

A hidrofilicidade da quitosana está relacionada aos gru-
pamentos amina presentes ao longo de sua estrutura34. Com a 
adição do colágeno à estrutura da quitosana, há uma interação 
eletrostática entre os grupos carboxílicos do colágeno com os gru-
pos amino protonados presentes na quitosana, ocasionando uma 
redução na densidade da carga positiva e, consequentemente, o 
aumento do ângulo de contato14, 36, 37.

Durante a reticulação das membranas, há a formação de liga-
ções cruzadas com a cadeia polimérica principal em alta ou baixa 
proporção, a depender da concentração do agente reticulante, ha-
vendo um bloqueio dos grupos amino livres presentes na estrutura 
da membrana, ocasionando um aumento ou diminuição do ângulo 
de contato baseado no grau de reticulação sofrido pelo material34, 36.

FIGURA 7–molHaBilidade por ângulo de contato das memBranas de 
quitosana e quitosana/colágeno
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TABELA 3–Biodegradação das memBranas de quitosana e quitosana/
colágeno

Membranas
Perda de massa das membranas em 7 dias (%)

PBS PBS + Lisozima

MQ1 4,2 2,21

MQ2 5,3 2,66

MQ3 15,16 19,37

MQC1 2,58 1,09

MQC2 3,68 1,8

MQC3 14,39 17,36

Resultados semelhantes foram obtidos por Fernandes36 e Ca-
margo43 nos seus ensaios de biodegradação para membranas de 
quitosana, quitosana com sulfato de condroitina e quitosana com 
alginato. Entretanto, os valores da degradação das membranas 
de quitosana/colágeno reticuladas com genipina obtidas neste 
trabalho foram bastante inferiores quanto aos valores reportados 
pelos trabalhos citados, confirmando que a interação quitosana/
colágeno–genipina demonstra ser promissora para utilização na 
medicina regenerativa, uma vez que a velocidade de degradação 
provocada pela reticulação é um fator relevante para sua aplicabi-
lidade na área médica, pois é possível controlar a duração de um 
sistema de liberação de fármaco no organismo através da variação 
deste parâmetro44.

citotoXicidade

A avaliação da viabilidade celular dos fibroblastos (citotoxi-
cidade) in vitro foi realizada com o intuito de observar os efeitos 
biológicos adversos agudos provenientes do biomaterial por meio 

do que ainda existe divergência sobre a influência da reticulação 
na análise do grau de intumescimento, levando em consideração a 
concentração dos constituintes na formação da membrana, como 
também o agente promotor da reticulação.

Além disso, a absorção máxima observada nas membranas 
foi de 111,97% (mq2), resultado que também diverge do valor re-
portado por Carange e Rigo38 e Smaniotto e Rigo39, cujas absor-
ções variaram de 100 até 600%.

Biodegradação

A biodegradação foi realizada com o objetivo de verificar a 
degradação das membranas em meio biológico e foi baseada nas 
normas astm F1635-04 Standard Test Method for in vitro Degrada-
tion Testing of Hydrolytically Degradable Polymer Resins and Fabricated 
Forms for Surgical Implants41 e a astm F2103-01 Standard Guide for 
Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting Materials 
Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engineered Medical Products 
Applications42.

Como é possível observar na Tabela 3, as membranas de 
quitosana/colágeno degradaram menos que as membranas de 
quitosana, tanto na solução de pBs quanto na de pBs+Lisozima, 
resultado que indica que a inserção do colágeno influenciou na 
velocidade de degradação do material. Por outro lado, nota-se que 
a reticulação com genipina acelerou o processo de degradação 
das membranas nos dois meios utilizados. Isso acontece porque 
o grau de reticulação das membranas possui importância no pro-
cesso de degradação, uma vez que os pontos de reticulação res-
tringem a passagem das moléculas de pBs e de lisozima para den-
tro de sua estrutura, dificultando ou favorecendo a degradação20.
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trabalho está atribuída ao processo de neutralização utilizado, 
uma vez que a quitosana possui um grande potencial para a ad-
sorção de amônia49, 50, 51.

A presença de amônia e íons de amônio na estrutura do bio-
material é responsável por uma grande porção da sua toxicidade 
aguda49,50,51, entretanto, nota-se que a adição do colágeno à es-
trutura da membrana diminuiu a citotoxicidade identificada na 
mq1, pois mqc1 apresentou viabilidade celular média de 75 ± 15%.

A reticulação com genipina, por sua vez, também aumentou 
a biocompatibilidade da mq1, uma vez que mq2 e mq3 apresen-
taram viabilidade celular próximas às exigidas pela iso 10993-
5:2009, com valores de 87 ± 19% e 79 ± 13%, respectivamente.

Nas membranas de quitosana colágeno (mqc2 e mqc3), a reti-
culação nas condições G2 e G3 também proporcionou um aumen-
to da biocompatibilidade do material, porém de maneira mais 
expressiva, pois mqc2 apresentou viabilidade celular de 88 ± 18%, 
encaixando-se nas exigências da norma utilizada, enquanto mqc3 
apresentou uma viabilidade celular de 87 ± 22%.

Na análise dos resultados mencionados, alguns autores di-
zem que 50% é o mínimo da viabilidade celular que o biomaterial 
deve apresentar para não ser citotóxica, afirmativa que tornaria 
as membranas, com exceção da mq1, biocompatíveis52.

A averiguação da biocompatibilidade de materiais com po-
tencial aplicação médica tem início nos ensaios de citotoxicidade, 
cujo resultado negativo sinaliza ausência ou quantidades insufi-
cientes de componentes prejudiciais no material avaliado, ou seja, 
sem potencial de estímulo de efeitos agudos em células isoladas, 
sob condições extremas. Um resultado positivo, ao contrário, in-
dica a presença de uma ou mais substâncias que são extraídas e 
podem ter importância clínica, sendo necessárias outras investi-
gações para a determinação da utilidade do material53.

do teste de avaliação da viabilidade celular de fibroblastos por 
mtt [brometo de 3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio], 
de acordo com a iso 10993-5:200945, através do método direto de 
contato entre o substrato do material e as células L929.

A biocompatibilidade da quitosana e do colágeno, como tam-
bém de materiais constituídos por esses polímeros já são com-
provados cientificamente40,46,47, contudo as membranas confec-
cionadas neste trabalho apresentaram efeitos citotóxicos, com 
exceção da mqc2, de acordo com a classificação estabelecida pela 
iso 10993-5:2009, como podemos observar na Fig. 9.

FIGURA 9– viaBilidade de FiBroBlastos l929 nas memBranas de 
quitosana e quitosana/colágeno

As membranas de quitosana sem reticulação (mq1) apresen-
taram uma viabilidade celular média de 54 ± 27% (citotóxico para 
a L929) que, ao analisar em conjunto com o Ftir da Fig. 2, perce-
be-se a ausência de bandas intensas em 1550 e 1414 cm-1 – alusivo 
ao acetato de quitosana, indicando que a neutralização com o hi-
dróxido de amônio foi efetiva27,48. Dessa forma, a citotoxicidade 
identificada nas membranas de quitosana confeccionadas neste 
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ternativa para a reticulação e obtenção de biomateriais de baixo 
custo, destinados à engenharia de tecidos como forma de trata-
mento e cicatrização para ferimentos de pele.
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INTRODUÇÃO

D iante da crescente geração de resíduos e consequente preo-
cupação global sobre a questão, é notória a demanda cientí-

fica mundial de desenvolvimento de tecnologias alternativas para 
o tratamento de efluentes visando ao reúso de águas residuárias. 
A biotecnologia surge no âmbito científico para auxiliar na busca 
por alternativas viáveis que reduzam ao máximo o impacto am-
biental gerado pelo homem no meio ambiente, utilizando-se para 
tal dos microrganismos como ferramenta principal. Partindo des-
se princípio, a técnica de aprisionamento em gel vem ganhando 
espaço nos mais diversos segmentos industriais, mas principal-
mente no que diz respeito à imobilização de microrganismos em 
bioprocessos, como a fabricação de fármacos, a produção de en-
zimas, a fermentação de mostos, as reações de biotransformação 
e biodegradação, entre inúmeros outros1.

O lixiviado, composto resultante da decomposição da matéria 
orgânica do lixo quando em contato com a água da chuva, apre-
senta grande potencial poluidor de corpos hídricos superficiais e 
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à biorremediação. O trabalho em questão teve como finalidade 
avaliar a influência de diferentes concentrações de quitosana na 
porosidade, no intumescimento e na degradação de esferas de 
alginato/quitosana para sua posterior utilização nas técnicas de 
ic, objetivando o tratamento de efluentes.

RESÍDUOS SÓLIDOS: UM PROBLEMA AMBIENTAL

Segundo o art. 3 da Lei n° 12.305, de 2 de agosto de 2010 (po-
lítica Nacional de Resíduos Sólidos), os resíduos sólidos se ca-
racterizam como “substâncias resultantes de atividades humanas em 
sociedade cujas características tornem inviável o seu lançamento na rede 
pública de esgotos ou em corpos d’água, ou exijam para isso soluções técni-
ca ou economicamente inviáveis em face da melhor tecnologia disponível”.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Es-
tatística (iBge), a produção média per capita de resíduos sólidos 
urbanos para a população brasileira é de 0,74kg (hab.dia)-1. O 
Ministério do Meio Ambiente garante que implicações da gestão 
inadequada dos resíduos sólidos no meio ambiente resultam na 
degradação do solo, no comprometimento de mananciais, na po-
luição do ar e na saúde pública7.

Com o objetivo de minimizar possíveis danos ao ambiente e 
à saúde pública, esses resíduos são destinados a aterros sanitá-
rios, locais construídos sob normas técnicas específicas, onde são 
confinados com segurança, conforme a nBr 8419, norma da aBnt 
que fixa as condições mínimas exigíveis para a apresentação de 
projetos de aterros sanitários de resíduos sólidos urbanos.

Resultante da decomposição da massa orgânica do lixo, o 
chorume, quando em contato com a água da chuva em aterros, 
gera o lixiviado. Resíduo com grande potencial poluidor, coloca 
em risco de contaminação águas superficiais e subterrâneas, o 

subterrâneos2, o que se dá devido às elevadas concentrações de 
compostos orgânicos, amônia e sais inorgânicos, podendo incluir 
também metais pesados3, além de apresentar baixa biodegradabi-
lidade4. Tais condições tornam os métodos convencionais adotados 
atualmente para tratar o lixiviado, principalmente lagoas de esta-
bilização, ineficientes devido à incapacidade de os microrganismos 
atuarem de forma eficaz em ambientes de elevada toxicidade. O 
mecanismo de imobilização celular (ic) apresenta inúmeras vanta-
gens ao ser utilizado na biorremediação desses resíduos, uma vez 
que conserva o metabolismo celular devido a sua maior tolerância 
às altas concentrações de compostos tóxicos, gerando um aumento 
da produtividade dos processos biológicos envolvidos5.

O alginato, polímero já bastante empregado na formação de 
esferas para tratamento de efluentes, apresenta algumas limita-
ções, entre as quais a baixa estabilidade destes géis na presença de 
certos componentes, os quais podem promover rupturas e disso-
lução das esferas formadas, a exemplo do fosfato e do citrato. Esse 
problema pode ser contornado pelo tratamento com quitosana, 
outro biopolímero, para aumentar a resistência dos biocatalisa-
dores formados5.

Uma infinidade de polímeros vem sendo estudada no intuito 
de aprimorar matrizes utilizadas para compor esferas imobiliza-
das, entre elas a quitosana. Polímero natural oriundo do exoesque-
leto do inseto e da carapaça de crustáceos, a quitosana apresenta 
inúmeras características necessárias para obtenção de sucesso na 
ic, entre elas: capacidade de formar gel; baixa toxicidade; alta es-
tabilidade; porosidade uniforme. Além disso, através de sua modi-
ficação física e/ou química, ou ainda, sua associação a outros ma-
teriais, torna-se possível obter melhorias em suas propriedades6.

A adição de quitosana às esferas de alginato tem como obje-
tivo acrescentar características vantajosas na composição das mi-
croesferas para aumento da eficiência nos processos relacionados 
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responsáveis pela estabilização da matéria orgânica. Os protozoá-
rios alimentam-se de bactérias, algas e outros microrganismos, 
sendo essenciais para manutenção do equilíbrio entre os diversos 
organismos presentes10. Se presentes nas lagoas de estabilização, as 
algas servem de indicadores da fertilidade das águas, pela capaci-
dade de sintetizar matéria orgânica e pelo rápido desenvolvimento, 
multiplicação e desaparecimento11. No entanto, existem duas pro-
blemáticas principais relacionadas aos microrganismos no trata-
mento biológico em lagoas de estabilização: dificuldade no controle 
da população de microrganismos ali presentes e necessidade de um 
tempo relativamente longo para que atinjam padrões aceitáveis.

Além disso, a capacidade de degradar compostos tóxicos des-
ses microrganismos é limitada12. Se sujeitos a ambientes dema-
siadamente adversos com grandes variações de pH, temperatura 
ou cargas tóxicas, podem ter o metabolismo alterado, incapaci-
tando-os assim de realizar a decomposição almejada, ou ainda, 
em condições extremas, levá-los à morte; e ainda, dificuldade no 
controle da população de microrganismos e necessidade de um 
tempo relativamente longo para que os efluentes atinjam o volu-
me necessário para início dos processos de degradação13.

Tendo em vista que os processos convencionais de remoção 
por desinfecção ou diminuição da concentração de patógenos 
são, em partes, ineficientes, devido à toxicidade dos subprodu-
tos gerados, alguns até mesmo carcinogênicos, a exemplo dos 
organoclorados14, faz-se necessário o incentivo a pesquisas que 
encontrem formas mais eficientes no tratamento de resíduos.

A BIOTECNOLOGIA E OS SISTEMAS IMOBILIZADOS

A utilização de microrganismos imobilizados no tratamento 
de resíduos traz benefícios à medida que possibilita o tratamento 

que o torna responsável por um dos impactos mais significantes 
no que diz respeito à deposição de resíduos8. Em corpos hídricos, 
o acúmulo de nutrientes proveniente do lixiviado reduz a quanti-
dade de oxigênio ali dissolvido, gerando um fenômeno conhecido 
como eutrofização, no qual a água adquire uma cor turva, ocasio-
nando a morte de diversas espécies animais e vegetais.

O lixiviado caracteriza-se por apresentar, em sua composição, 
concentrações elevadas de compostos orgânicos, amônia e sais 
inorgânicos, podendo incluir também metais pesados3. Apresenta 
baixa biodegradabilidade4, sendo o tratamento biológico em lagoas 
de estabilização majoritariamente utilizado devido às condições 
climáticas favoráveis e à disponibilidade de área territorial. Esse 
tipo de processo pode ser considerado eficiente no primeiro instan-
te, ou seja, no lixiviado de aterro novo, rico em ácidos graxos volá-
teis e elevado valor de Demanda Bioquímica de Oxigênio (dBo). No 
entanto, com o passar do tempo, surgem inúmeros problemas rela-
cionados ao lixiviado das celas mais antigas, que passa a apresentar 
reduzida disponibilidade de matéria orgânica biodegradável, altas 
concentrações de nitrogênio amoniacal, metais potencialmente tó-
xicos e substâncias húmicas9. Uma vez que se torna inviável econo-
micamente a utilização de um único método que reduza todos os 
parâmetros ambientais relevantes do lixiviado, têm sido propostos 
métodos físico-químicos e biológicos integrados, de forma a redu-
zir custos e alavancar a eficiência do processo como um todo.

TRATAMENTO BIOLÓGICO DE LIXIVIADO 
EM LAGOAS DE ESTABILIZAÇÃO

Para o sucesso do tratamento biológico de resíduos, é necessá-
ria a presença de uma expressiva microbiota. Nas lagoas de estabi-
lização, as bactérias heterotróficas são os principais componentes 
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Uma das principais vantagens da ic é o reciclo de células, ou 
seja, seu reúso, principalmente se a matriz utilizada for um ma-
terial inerte que apresente resistência mecânica. Tal tecnologia 
pode ser empregada em diversos segmentos, conforme mostra 
a Tabela 1.

TABELA 1–aplicações de microrganismos imoBilizados e suportes 
utilizados em processos Biotecnológicos

Processo Microrganismo Suporte Utilizado

Produção de etanol S. cerevisiae bucha vegetal

Fermentação de mostos de uvas S. cerevisiae Maçã

Biotransformação Rhodococcussp. Alginato

Biodegradação P. chrysosporium PUF*, cerâmica e serragem

Produção de enzimas N. frowardii PUF

*PUF: fibra de poliuretano.

Fonte: Adaptado de Covizzi (2007).

Atualmente muitas técnicas estão disponíveis para a imo-
bilização de enzimas ou células em uma variedade de suportes 
naturais e sintéticos. A escolha do suporte, assim como da técni-
ca, depende da natureza da enzima/célula, do substrato e de sua 
aplicação final16.

Podem-se classificar as técnicas de ic em dois grupos princi-
pais: a) naturais–relacionadas à formação de biofilmes e à adesão/
adsorção microbiana em suportes sintéticos ou naturais; e b) arti-
ficiais–as quais compreendem a encapsulação em matrizes como 
alginato de cálcio ou uso de agentes ligantes. Nas ic naturais, as 
ligações ocorrem de forma espontânea por meio de interações 
eletrostáticas. Já nas artificiais, as células se ligam às matrizes 
covalentemente através de um agente ligante1.

de esgotos em menor área, diminuindo os custos de construção da 
lagoa. A imobilização de células objetiva conservar o metabolismo 
celular e/ou enzimático com a intenção de aumentar a produtivi-
dade dos processos biológicos envolvidos e, consequentemente, 
diminuir os custos das operações em escala laboratorial e, prin-
cipalmente, industrial5. Dentro desse contexto, a biotecnologia 
surge como ciência multidisciplinar que utiliza como ferramenta 
os microrganismos na obtenção de produtos, geração de serviços, 
ou ainda, na otimização daqueles já existentes. Desde então, os 
processos de imobilização têm alcançado consideráveis avanços 
no que diz respeito à descoberta de novos materiais para matri-
zes, bem como ao aprimoramento das técnicas de imobilização 
em si. Tal afirmação pode ser elucidada conforme mostra a Fig. 1.

Imobilizar células consiste em confiná-las fisicamente em 
uma região definida de espaço, na qual serão mantidas suas ati-
vidades catalíticas, possibilitando a sua reutilização, além da 
possibilidade de se trabalhar com elevada concentração de célu-
las, o que permite um aumento considerável no rendimento de 
processos15.

FIGURA 1–evolução do número de pesquisas cientíFicas relacionadas 
à ic puBlicadas nos últimos 50 anos

Fonte: Web of Science Data Base “on-line”.
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Durante a escolha da matriz ou suporte a ser utilizado, é ne-
cessário levar em consideração alguns pré-requisitos que devem 
ser preenchidos, características fundamentais a fim de tornar o 
processo o mais eficaz. Algumas delas são: apresentar porosidade 
uniforme a fim de permitir trocas gasosas, entrada de substra-
to e fluxo de cofatores e produtos do metabolismo microbiano18; 
ter boa estabilidade mecânica, química, térmica e biológica19; ser 
estável a mudanças drásticas de pressão, temperatura e pH do 
meio20; e proporcionar imobilização fácil, acessível e viável para 
uso em escala industrial21.

IC: MéTODO DE APRISIONAMENTO EM GEL NA FORMA DE ESFERAS

O aprisionamento em gel é o método mais utilizado para 
imobilização de células vivas22. A imobilização celular visa pre-
servar a atividade metabólica e/ou catalítica das células vivas ou 
enzimas com a intenção de aumentar a produtividade dos biopro-
cessos envolvidos e de diminuir os custos das operações labora-
toriais e, principalmente, industriais. Uma vez que a matriz de 
imobilização resulta, geralmente, na maior proteção das células, 
encontram-se na Tabela 3 algumas vantagens do uso de células 
imobilizadas sobre as células livres.

Aprisionamento ou microencapsulação, como também 
pode ser chamado, é um método clássico que consiste no confi-
namento físico de células em uma matriz polimérica formadora 
de gel. Nessa técnica, as células microbianas são adicionadas a 
um material polimérico que pode ser de origem sintética como 
a acrilamida, o poliuretano ou o gel de álcool polivinílico (pva-
gel), ou natural, como o ágar, o alginato e a quitosana (ver Fig. 2). 

Diversos são os trabalhos comprovando a resistência de cé-
lulas imobilizadas a compostos tóxicos e ambientes hostis, fator 
que tem possibilitado o seu uso na biotransformação dos mais 
variados compostos, conforme demonstrado na Tabela 2.

O uso de biomassa imobilizada no tratamento de efluentes 
tem gerado diversos estudos pela sua possibilidade de aplicação 
na remoção de dqo (demanda química de oxigênio) em reatores 
anaeróbicos em batelada sequencial5. Nesse caso, de acordo com 
Ratuszne17, a ic visa melhorar a retenção de sólidos e eliminar a 
etapa de sedimentação, diminuindo significantemente o tempo 
de operação5.

TABELA 2–utilização de células imoBilizadas na Biodegradação de 
compostos tóXicos

Composto Microrganismo imobilizado Matriz de imobilização

Organoclorados P. chrysosporium espuma de poliuretano

O-ftalato Bacillus sp. espuma de poliuretano

Sulfato BRS carvão vegetal

Hidrocarbonetos 
policíclicos P. chrysosporium suporte sólido

Óleo Bactérias halotolerantes fibras de polipropileno
Fonte: Adaptado de Silva et al. (2006).

No tratamento de águas residuais, o método de ic mais ado-
tado tem sido o encapsulamento utilizando polímeros sintéticos, 
tendo em vista que os naturais apresentam menor estabilidade 
quando inseridos em ambientes com elevado grau de contamina-
ção. Os polímeros sintéticos também apresentam maior resistên-
cia ao rompimento, porém os polímeros naturais afetam menos 
o metabolismo da célula imobilizada16.
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FIGURA 2–conFinamento de quitosana solúvel em água em 
microesFeras de quitosana de tamanHos variados

Fonte: dang et al. (2017).

Os prognósticos recentes quanto à utilização dos recursos 
naturais demonstram uma situação preocupante no que diz res-
peito à disponibilidade de água para as futuras gerações, pelo 
aumento do consumo aliado ao agravante da poluição doméstica 
e industrial. Assim, o processo de descontaminação que empre-
ga microrganismos livres, imobilizados, ou ainda, os produtos 
destes, é considerado uma tecnologia ecologicamente correta e 
alternativa, que pode ser empregada na biorremediação26.

O alginato apresenta propriedades singulares, que permitem 
seu uso em diferentes áreas do conhecimento27. Em função de 
suas características físico-químicas, que permitem sua geleifica-
ção, o polímero tem sido amplamente utilizado para confinamen-
to de microrganismos na realização de processos fermentativos, 
produção de fármacos, tratamento de efluentes, ou ainda, na li-
beração de fármacos de forma controlada. A tecnologia de ic em 

De acordo com Wang et al.,23 tais polímeros apresentam em sua 
composição cargas negativas que, quando gotejadas em solução 
catiônica, ocasionam a troca de íons por cátions bivalentes, tais 
como Ca2+, Cu2+, Zn2+ ou Mn2+, formando ligações iônicas, o que 
gera um gel de formato consistente e insolúvel, aprisionando as-
sim os microrganismos.

Visto que a matriz de aprisionamento geralmente resulta em 
limitações no que diz respeito à transferência de massa, a imobi-
lização na forma de esferas é preferível devido à elevada área su-
perficial25. O tamanho da esfera depende de fatores como a veloci-
dade do fluxo, a densidade da matriz polimérica e a concentração 
da solução catiônica na qual a solução polimérica será gotejada.

TABELA 3–vantagens do uso de células imoBilizadas soBre as células 
livres

Vantagens
Capacidade de operação na presença de uma maior densidade celular

Aumento da estabilidade e do tempo de atividade do biocatalisador

Maior afinidade pelo substrato

Maior tolerância às altas concentrações de compostos tóxicos
Fonte: covizzi et al. (2007).

A matriz formada deve permitir ao microrganismo a possibi-
lidade de troca de gases e de massa (nutrientes, metabólitos, etc.) 
com o meio, mesmo que limitada. Caso a difusão de oxigênio não 
seja uniforme, as células da superfície do gel migram para o meio 
externo, ocasionando o rompimento da matriz5. Portanto, faz-se 
necessário escolher previamente o tamanho da partícula e a con-
centração celular a serem utilizadas no processo. A tecnologia da 
imobilização de microrganismos em matriz de alginato de cálcio 
adicionada de quitosana.
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com quitosana, outro biopolímero, para aumentar a resistência 
dos biocatalisadores5.

Dentro desse cenário, a quitosana surge como um polímero 
com elevado potencial biotecnológico aplicável às mais diversas 
áreas. Obtida a partir da desacetilação da quitina, geralmente re-
sultante da hidrólise parcial dos grupos acetamida, a quitosana 
pode ser encontrada naturalmente na parede celular de fungos, 
que apresentam até 50% deste polímero na sua estrutura. Já a 
quitina, considerada o segundo biopolímero mais abundante na 
natureza, ficando atrás apenas da celulose, é encontrada atuando 
como elemento estrutural em artrópodes, exoesqueleto de crus-
táceos, e em algas diatomáceas, como também na formação da 
parede celular de fungos29.

Isolada pela primeira vez em 1859, a partir do aquecimento da 
quitina em solução concentrada de hidróxido de potássio31, a qui-
tosana (poli[β-(1-4) -2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose]) possui 
estrutura química molecular similar à celulose, diferindo apenas 
nos grupos funcionais, sendo os grupos hidroxila (oH) dispostos 
para a celulose e o grupamento amino (nH2) para a quitosana32, 
conforme exemplificado na Fig. 4. Solubiliza-se apenas na pre-
sença de ácidos orgânicos com pH inferior a 6, sendo o ácido acé-
tico e o fórmico os mais utilizados.

Alguns fatores afetam a eficiência da desacetilação e, conse-
quentemente, as características da quitosana obtida, tais como: 
a) temperatura e tempo de reação; b) concentração da solução de 
álcali e adição de diluente (álcoois de cadeia curta e cetonas são 
empregadas); c) razão quitina/álcali; d) tamanho das partículas de 
quitina; e) atmosfera da reação e presença de agentes que evitem 
a despolimerização32.

O alginato apresenta-se como um poliânion, e a quitosana 
é um policátion; quando dissolvidos em condições apropriadas, 

alginato surgiu como uma importante ferramenta na manuten-
ção da atividade biocatalisadora quando aplicados a biorreatores. 
É o polímero mais empregado em tais situações em decorrência 
das suas vantagens: baixo custo, baixa toxicidade e não compro-
metimento da fisiologia das células imobilizadas.

Polissacarídeo linear, o alginato apresenta em sua consti-
tuição química subunidades monoméricas de ácido manurôni-
co ligado por ligações glicosídicas do tipo beta 1,4 e, também, de 
ácido glucurônico, unidas por ligações do tipo alfa 1,4, o que os 
enquadra como um heteropolímero (Fig. 2). A primeira forma de 
isolamento desses carboidratos se deu a partir de algas marrons 
pertencentes aos gêneros Laminaria e Macrocystis, sendo poste-
riormente também produzidos por bactérias dos gêneros Pseudo-
monas e Azotobacter. A proporção de β-manurato e α-guluronato 
depende da origem do alginato28.

Como já descrito anteriormente, a ic por aprisionamento se 
dá pela mistura de células microbianas com um composto polimé-
rico de carga negativa. No caso do alginato, a formação de esferas 
dá início com a sua preparação com concentração que pode variar 
de 2 a 4%(m/v), preparado em água destilada. Para obtenção da 
solubilização do polímero, é necessária sua agitação por cerca de 
6 horas em agitador magnético, ou 12 horas em agitador orbital 
em temperatura ambiente. A solução é então gotejada em uma 
solução iônica de concentração adequada para obtenção do gel, 
que deve apresentar porosidade dependente das condições pre-
viamente estabelecidas.

Dentre algumas limitações descritas para o uso da matriz 
de gel de alginato, destaca-se a baixa estabilidade destes géis na 
presença de certos componentes, os quais podem promover rup-
turas e a dissolução das esferas formadas, a exemplo do fosfato e 
do citrato. Este problema pode ser contornado pelo tratamento 
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altamente reativos, o que permite imobilizar diversas biomolécu-
las através de ligações covalentes; c) alta estabilidade em ambien-
tes hostis e hidrofilicidade dos produtos formados.

INFLUÊNCIA DA CONCENTRAÇÃO E POROSIDADE NA 
DIFUSÃO DE MICROESFERAS DE ALGINATO/QUITOSANA

Devido à crescente utilização da quitosana na formação de 
matrizes, diversos parâmetros relacionados à sua presença têm 
sido extensamente estudados sob várias condições, como a con-
centração e a massa molar da quitosana, o grau de desacetilação, 
o pH e a temperatura no processo de geleificação33.

Apesar das inúmeras pesquisas que vêm sendo realizadas 
acerca das diferentes formas de se imobilizar células, ainda não 
se chegou a um consenso sobre qual material ou metodologia é 
ideal para cada tipo de ic. Dependendo da aplicação, algumas ca-
racterísticas devem ser mensuradas quanto à escolha do suporte 
e ao método de imobilização, levando em consideração os seguin-
tes aspectos: a) físicos: área superficial disponível, forma, poro-
sidade, volume de poro, densidade; b) químicos: disponibilidade 
de grupos reativos e hidrofobicidade; estabilidade: estabilidade 
mecânica e estocagem; resistência: pH, temperatura, solventes 
orgânicos; c) econômicos: disponibilidade e custo da matriz e dos 
reagentes, equipamentos, impacto ambiental; d) reacionais: limi-
tações difusionais, cinética da reação35.

Considerando o tratamento de águas residuárias, no que diz 
respeito à morfologia do suporte, a porosidade é uma fator deter-
minante para a otimização da cinética do bioprocesso, já que ela 
permite, ou não, o acesso das células ao meio e consequentemente 
às moléculas a serem removidas e/ou biorremediadas, a exemplo 
do fósforo, coliformes termotolerantes, matéria orgânica, entre 

ocorre a interação eletrostática dos grupos carboxílicos do algi-
nato com os grupos amina da quitosana e o resultante entrela-
çamento dos dois, formando assim a membrana que envolve os 
microrganismos33. Um fator bastante atraente na quitosana é a 
possibilidade de modificação física e/ou química, como também 
sua associação com os outros materiais, buscando melhorias em 
suas propriedades34.

FIGURA 3–composição do alginato: (a) cadeia de resíduos de ácidos 
manurônicos; (B) cadeia de resíduos de ácidos gulurônicos; (c) 

cadeia de resíduos de ácidos manurônicos e ácidos gulurônicos 
alternados

Fonte: Rodrigues (2010).

O incremento da quitosana às esferas de alginato tem como 
objetivo adicionar suas características vantajosas na composição 
das microesferas. Tais propriedades são: a) porosidade uniforme 
da superfície ao interior, garantindo, dessa forma, uma grande 
difusão do substrato; b) disponibilidade de muitos grupos amina 
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Conforme já explicitado anteriormente, na interação algina-
to/quitosana, há a junção de um polímero catiônico, o alginato, 
com um polímero catiônico, a quitosana. Juntos em solução aquo-
sa, eles formam o pec, Complexo Polieletrolítico. No caso do algi-
nato de cálcio e da quitosana, esses compostos se ligam através de 
interação iônica, o que confere mais estabilidade e resistência aos 
dois polímeros, diminuindo os poros das microesferas38.

Com o auxílio de um microscópio eletrônico de varredura, já 
foi possível observar a morfologia dos tipos de poros encontra-
dos na estrutura da quitosana32, no entanto, há uma carência de 
trabalhos científicos que relacionem concentrações de quitosana 
com a porosidade das microesferas. Torna-se, assim, necessário 
encontrar uma concentração de quitosana ideal que auxilie na 
estabilidade e resistência das microesferas, sem interferir na sua 
porosidade, contribuindo para o acontecimento das reações bio-
químicas e consequentemente a otimização do tratamento dos 
resíduos.

ESTUDO DE CASO

Neste momento, iremos avaliar um estudo experimental do 
uso da alginato/quitosana, enfocando a influência das diferentes 
concentrações de quitosana na morfologia das esferas, sua carac-
terização e comparação com relação às esferas formadas somente 
por alginato. Os géis usados no experimento foram com concen-
trações inferiores a 3% de quitosana, já que, em concentrações 
superiores, pode-se observar uma maior resistência à passagem 
pela bomba, mostrando que o aumento da viscosidade da solução 
dificulta a extrusão, podendo ocasionar seu entupimento, fator 
determinante para se trabalhar apenas em concentrações infe-
riores ou iguais a tal porcentagem.

outros. Isso leva à procura por matrizes com alta porosidade, o 
que permite uma grande área superficial interna e poros com 
diâmetro suficiente para que as células realizem suas atividades 
bioquímicas de forma eficiente sem escapar para o meio36.

FIGURA 4–comparação das estruturas moleculares de (1) – celulose, 
(2) – quitina e (3) – quitosana

Fonte: Azevedo et al. (2007).

A propriedade que um fluido apresenta de resistir à deforma-
ção por tensões cisalhantes é denominada viscosidade. É possível 
conferir às soluções poliméricas aumento de viscosidade com a 
adição de pequenas concentrações de quitosana, em meio ácido, 
devido a sua alta massa molecular e estrutura linear37.
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TABELA 4–diâmetro médio das esFeras de alginato/quitosana com 
diFerentes concentrações de quitosana

Concentrações Diâmetro Médio Esferas Desvio Padrão
1% 3,91 ±0,86

2% 3,52 ±0,7

3% 3,48 ±0,45

As diferentes concentrações de quitosana ocasionaram mu-
danças significativas na morfologia da superfície das esferas, con-
forme exposto na Fig. 6. As esferas (b) e (c), escolhidas aleatoria-
mente, apresentaram irregularidades quanto ao formato esférico 
se comparadas à esfera (a). Provavelmente, a maior concentração 
de quitosana observada em (c) favoreceu a manutenção da forma 
esférica, fato que se deve à força de interação iônica entre os po-
límeros, o que confere mais estabilidade e resistência às esferas, 
pois resulta na diminuição de seus poros38. Além disso, a esfera 
(c) não apresentou deformações, o que é considerado o ideal para 
o tratamento de efluentes, já que o formato esférico é uma estra-
tégia para incrementar a capacidade de adsorção da quitosana, 
uma vez que microesferas possuem uma área superficial cerca de 
100 vezes maior do que a quitosana em flocos32.

FIGURA 6–microscopia eletrônica de varredura das esFeras de 
alginato/quitosana após secagem com diFerentes concentrações de 

quitosana: (a) 1% de quitosana; (B) 2% de quitosana e (c) 3% de 
quitosana. aumento 155 X. escala 500 µm

As esferas formadas apresentaram diversidade de tamanho, 
coloração bege e formato tendendo a esférico, demonstrado na 
Fig. 5. Conforme a Tabela 4, o diâmetro médio das esferas foi in-
fluenciado pelo aumento da concentração de quitosana, mostran-
do que as duas variáveis são inversamente proporcionais, confor-
me uma cresce, a outra decresce diferentemente do exposto por 
Tange et al.39, que demonstrou que quanto maior a concentração 
total de polímero, maior o diâmetro de microesferas produzidas.

FIGURA 5–FotograFia de esFeras de alginato/quitosana após secagem, 
produzidas a uma vazão de 15 ml/mincom quitosana nas seguintes 

concentrações: (a) 1%; (B) 2% e (c) 3%

A microscopia eletrônica de varredura fornece informações 
sobre as características morfológicas das microesferas, como a 
presença de fissuras e poros, permitindo uma análise rápida e 
direta da eficiência da técnica de aprisionamento em gel.
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GRAU DE INTUMESCIMENTO (GI)

A Fig. 8 apresenta os gráficos de intumescimento em função 
do tempo para as esferas de alginato/quitosana em água destilada 
a 25ºC, contendo as três diferentes concentrações de quitosana. 
As esferas de alginato/quitosana na proporção 4:1 (m/m) exibi-
ram um intumescimento máximo de 80,57% no tempo de 4 horas, 
enquanto as esferas na proporção 2:1 (m/m) obtiveram valor má-
ximo de intumescimento de aproximadamente 680% no tempo 
de 2 horas; e na proporção 4:3 (m/m), o intumescimento máxi-
mo chegou a 750% no tempo de 24 horas. Segundo Vieira et al.42, 
confirmaram-se que a variável com maior efeito sobre o grau de 
intumescimento em esferas de alginato é a concentração do polí-
mero. Neste estudo em questão, não há variação da concentração 
de alginato, apenas de quitosana, de forma que todas as esferas 
foram submetidas às mesmas condições de preparação, secagem 
e imersão. Dessa forma, pode-se afirmar que o aumento da por-
centagem de quitosana nas esferas de alginato está diretamente 
ligado à sua capacidade de absorção de água, pois quanto maior a 
concentração de quitosana, maior a concentração de grupos ami-
na ainda não reticulados, ou seja, livres, formando uma estrutura 
menos rígida e, por conseguinte, com maior poder absortivo.

Na Fig. 9, está sendo apresentado um significativo decrésci-
mo na capacidade de intumescimento das esferas imersas em es-
goto, em relação às submersas em água destilada, possivelmente, 
devido à quantidade de sólidos suspensos presentes na amostra 
utilizada que acabaram por bloquear alguns dos poros responsá-
veis pela passagem do efluente para dentro da esfera, ou ainda, 
pela adsorção de partículas na superfície da membrana e/ou no 
interior de seus poros, devido a interações entre os solutos pre-
sentes na solução a ser tratada e o material da esfera, dificultando 
assim o seu intumescimento43.

Quanto à porosidade da superfície das esferas, elucidada na 
Fig. 7, uma menor concentração de quitosana mostrada em (a) 
resultou na obtenção de um material mais compacto e menos 
poroso, o que é uma característica indesejável, segundo Cunha e 
Beppu34, já que pode comprometer a interação da matriz com o 
adsorbato, nesse caso das células com o efluente líquido. Em (c), é 
possível observar uma estrutura bastante rugosa, o que, de acordo 
com Silva40, indica uma estrutura mais resistente que serve de 
proteção para a parte interna da esfera. Além disso, as rugosida-
des encontradas podem determinar um significativo aumento 
da área superficial para processos tanto de adsorção quanto de 
absorção, é tal que alguns polímeros que apresentam superfície 
lisa recebem tratamentos químicos na indústria para se torna-
rem rugosos41. Os fatos levantados corroboram a ideia de que o 
aumento da concentração de quitosana também é determinante 
não só na porosidade das esferas, mas também na formação de 
estruturas rugosas que aumentam sua área superficial.

FIGURA 7–microscopia eletrônica de varredura da superFície das 
esFeras com diFerentes concentrações de quitosana com aumento 

de 6.67 KX e escala 10 µm: a) esFera contendo 1% de quitosana; B) 2% de 
quitosana e c) 3%
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FIGURA 9–variação do grau de intumescimento com o tempo para 
esFeras contendo (a) 1%, (B) 2% e (c) 3% de quitosana imersas em 

esgoto

FIGURA 8–variação do grau de intumescimento com o tempo para 
esFeras contendo (a) 1%, (B) 2% e 3% de quitosana imersas em água 

destilada 

a)

b)

c)

a)

b)

c)
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Os testes de degradação analisaram a influência da concen-
tração de quitosana na perda de massa das esferas imersas em 
água destilada e esgoto no decorrer de 7 dias. Conforme os dados 
obtidos e trazidos na Tabela 5, as esferas a 1% quitosana tiveram 
um elevado percentual de biodegradação média: 50,1% para as 
imersas em água destilada; 63,9% para as imersas em esgoto. Já 
as esferas contendo uma concentração de 2% de quitosana apre-
sentaram uma biodegradação média relativamente menor se 
comparadas com a amostra relatada anteriormente: 49,55% para 
as imersas em água destilada; 59,53% para as esferas em esgoto. 
As esferas a 3% quitosana apresentaram os seguintes resultados: 
46,49% para as esferas em água destilada; 51,70% em esgoto.

Os ensaios mostraram que, para as maiores concentrações de 
quitosana, há uma menor perda de massa das esferas, tanto para 
o esgoto quanto para a água destilada, para um mesmo período 
de tempo, o que correlaciona diretamente duas novas variáveis: 
concentração de quitosana e biodegradação. No entanto, as esfe-
ras imersas em esgoto sofreram maior biodegradabilidade, fato 
que provavelmente se deve à presença de alguns minerais quela-
tos como cálcio, ferro, zinco e magnésio, que se ligam aos grupos 
amino por ligações covalentes44. A quitosana, por apresentar mui-
tos grupos amino, se ligou a esses minerais, possibilitando a sua 
desintegração e eventual perda de massa.

TABELA 4–taBela contendo os dados de Biodegradação para as 
esFeras com concentração de 1% em quitosana, imersas em água 

destilada e esgoto, em porcentagem, respectivamente
Concentração

Amostras 1% 2% 3%
BH2O (%) BESGOTO (%) BH2O (%) BESGOTO (%) BH2O (%) BESGOTO (%)

E1 28,57 50,00 68,93 89,01 34,62 14,29
E2 50,00 66,67 78,31 80,10 49,06 15,09
E3 64,00 66,67 38,24 57,14 15,00 50,70
E4 40,00 69,23 42,50 72,22 80,45 47,83
E5 60,00 58,33 38,78 25,37 41,67 94,85
E6 58,06 72,41 30,56 33,33 58,14 87,50

Média (MQC1) 50,10 63,89 49,55 59,53 46,49 51,70
Desvio Padrão 13,56 8,25 19,27 25,73 22,14 34,34

As esferas de alginato/quitosana na proporção 4:1 apresenta-
ram um intumescimento máximo de 341% no tempo de 24 horas, 
enquanto na proporção 2:1 de 435% em 4 horas, e as na propor-
ção 4:3, 413% em 24 horas. Mesmo sob as condições geradas pelo 
efluente, as esferas contendo as maiores concentrações de quito-
sana apresentaram um maior grau de intumescimento, indicando 
mais uma vez que a concentração do polímero e o intumescimento 
são variáveis diretamente proporcionais até certo ponto. Levando 
em consideração apenas esse parâmetro de forma isolada, no caso 
de ensaios realizados com efluentes, as esferas contendo 2% de 
quitosana apresentaram um comportamento melhor no que diz 
respeito ao intumescimento por atingirem uma absorção maior 
em um menor período de tempo em relação às esferas contendo 
3% de quitosana.

A Fig. 10 apresenta as imagens das esferas intumescidas em 
água destilada contendo respectivamente 1%, 2% e 3% de quito-
sana. É possível observar o formato irregular da esfera formada 
a partir da menor porcentagem de quitosana (1%), além da sua 
superfície densa, sem a presença de poros, enquanto as esferas 
com as maiores concentrações se apresentam com formato bem 
mais regular, tendendo à esfericidade com superfícies altamen-
te rugosas, demonstrando que a concentração de quitosana está 
relacionada à manutenção da forma esférica também durante o 
processo de intumescimento.

FIGURA 10–microscopia eletrônica de esFeras contendo 1%, 2% e 3%, 
respectivamente, intumescidas em água destilada
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urban landfill leach, Wat Res. 2007; 41(15): 3317-26.

4. Lange LC, Alves JF, Amaral MCS, Júnior W de RM. Trata-
mento de lixiviado de aterro sanitário por processo oxida-
tivo avançado empregando reagente de Fenton. Eng. Sanit. 
Ambient. 2006, 11(2):175-83.

5. Giese EC. Potencial biotecnológico de uso de microrganis-
mos imobilizados em gel de alginato de cálcio Série Tecno-
logia Ambiental n° 81. Rio de Janeiro: CETEM/MCTI, 2015. 
47 p.

6. Cunha BS. Adsorção de íons cobre em esferas porosas de 
quitosana na presença de líquidos iônicos [Dissertação]. 
[Campinas (SP)]. Universidade Estadual de Campinas; 2013. 
96 p.

7. Brasil. Ministério do Meio Ambiente. Cidades sustentáveis: 
subsídios à elaboração da Agenda 21 brasileira. Brasília: 
MMA, 2000.

8. Covizzi LG, Giese EC, Gomes E, Dekker RFH, Silva R. Imo-
bilização de células microbianas e suas aplicações biotecno-
lógicas. Semina: Ciên. Exat. e Tecn. 2007; 28(2): 143-60.

9. Ozturk I, Altinbas M, Koyuncu I, Arikan O, Gomec-Yangin C. 
Advanced physico-chemical treatment experiences on young 
municipal landfill leachates. 2003; 23(5):441-6.

Logo, como conclusões do estudo, obtivemos as seguintes 
explicações:

As maiores concentrações de quitosana influenciaram no ta-
manho das esferas, sendo que, para maiores níveis de quitosana, 
o tamanho das esferas foi menor, aumentando a área superficial;

 → Maiores concentrações de quitosana resultaram em superfí-
cies mais porosas;

 → Maiores concentrações de quitosana foram responsáveis pelo 
aparecimento de enrugamentos nas esferas, o que configura 
uma maior área de adsorção e/ou absorção;

 → Maiores concentrações de quitosana foram responsáveis pelo 
maior grau de intumescimento, mostrando que as duas va-
riáveis estão diretamente interligadas;

 → A perda de massa foi menor para esferas, contendo maiores 
concentrações de quitosana e mostrando que essas esferas 
degradam menos na presença de maiores níveis do polímero.
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INTRODUÇÃO

O uso de produtos naturais, mais precisamente os de origem 
vegetal, é uma das práticas mais antigas usadas no trata-

mento e cura das enfermidades. Nesse sentido, as plantas são 
consideradas como um dos primeiros recursos terapêuticos uti-
lizados pela humanidade1.

As plantas são importantes fontes e precursoras de substân-
cias com grande potencial terapêutico, não apenas pela grande 
variedade de espécies vegetais com propriedades medicinais 
ainda não exploradas, mas pela grande variedade de metabólitos 
primários e secundários por elas sintetizadas2. Os metabólitos 
secundários produzidos pelas plantas são de natureza química 
e têm como função a defesa contra herbívoros, microrganismos, 
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Nas espécies pertencentes ao gênero Cnidoscolus, são eviden-
ciados dois tipos de tricomas: urticantes e não urticantes. Os tri-
comas urticantes são unicelulares, com forma tubular, alongada 
e apresentam paredes silicosas, dispostas sobre uma base mul-
ticelular e com abertura oblíqua no ápice11. Tais estruturas pos-
suem não somente função secretora de exsudatos químicos, mas 
também constituem base mecânica de resistência12. Os tricomas 
não urticantes são simples, unicelulares e formam indumento 
pubescente, velutino, tomentoso, pubérulo, viloso, revestindo a 
maioria das espécies nas partes vegetativas e florais13.

Dentro do cenário de utilização de plantas medicinais, como 
alternativa para o tratamento de doenças, a Cnidoscolus urens foi 
bastante relatada em levantamentos etnofarmacológicos, quanto 
ao seu uso pela população, como fonte alternativa de tratamento 
para câncer, sendo essa doença a segunda principal causa de morte 
no mundo14. Diante do crescente número de casos de câncer, evi-
denciados a cada ano em todo o mundo, torna-se necessária a bus-
ca por novas moléculas que apresentem atividade antitumoral15.

Em outras áreas, os compostos advindos de fontes naturais 
apresentam bastante relevância, como na área anti-infecciosa, a 
qual é dependente dos produtos naturais ou de suas estruturas16. 
Nesse sentido, as substâncias produzidas por plantas represen-
tam uma importante fonte para a descoberta de antibióticos mais 
eficazes.

Perante o exposto, este trabalho teve como objetivo promover 
a purificação dos extratos da Cnidoscolus urens, por meio da Cro-
matografia Liquida de Alta Eficiência em Coluna de Fase Reversa 
(clea-Fr); avaliar a atividade antibacteriana e citotóxica in vitro 
das frações purificadas, com o intuito de assegurar seu uso e fu-
turamente servir de parâmetros para o isolamento de substâncias 
ativas.

proteção contra raios uv (ultravioleta), atração de polinizadores e 
animais dispersores de sementes, assim como produção de subs-
tâncias alopáticas, como nutrientes, dependendo das especifici-
dades de cada planta3.

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta 
distribuída em toda a sua extensão territorial: cerca de 55 milhões 
de espécies de plantas superiores e uma farmacopeia com enorme 
variedade de plantas medicinais4. Um dos grandes desafios da 
ciência e da sociedade é a exploração desse patrimônio químico e 
biológico de forma sustentável5. O crescente interesse em drogas 
de origem vegetal é devido, entre outros fatores, à ineficiência da 
medicina convencional, aos efeitos colaterais de algumas drogas 
sintéticas e ao fator social, uma vez que grande parte da popula-
ção pobre do mundo não tem acesso ao tratamento farmacológico 
convencional6.

A caatinga é um bioma com grande diversidade, sendo exclu-
sivamente brasileiro, é constituído por um patrimônio biológico 
que, em muitos casos, não se encontra em outro lugar do planeta, 
apresenta inúmeras plantas medicinais usadas em tratamentos 
caseiros7. Entre as espécies vegetais utilizadas pela população, 
destaca-se a Cnidoscolus urens (l). Arthur, conhecida popularmente 
como urtiga branca. Na medicina popular, é utilizada no trata-
mento de reumatismo, apendicite, inflamação na próstata, he-
morragia e câncer8.

A Cnidoscolus urens (l). Arthur é uma espécie pertencente à fa-
mília Euphorbiaceae, gênero Cnidoscolus, caracterizada como um 
arbusto ou subarbusto, latescente, podendo atingir cerca de 0,5-
2,5 m de altura9. A espécie é conhecida pela presença de pelos 
urticantes, chamados de tricomas urticantes; estes, quando en-
tram em contato com a pele, liberam instantaneamente cristais 
de oxalato de cálcio, promovendo urticárias10.
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concentração do eXtrato etanólico da cniDoScoluS urenS

O extrato etanólico bruto foi fracionado e centrifugado a 
1580xG, por 3 minutos, em uma centrífuga (marca Logen, mo-
delo lsdtl40B) e depois filtrado em sistema de filtração a vácuo. 
Após a filtração, o extrato foi distribuído em béqueres e congelado 
em ultrafreezer a -70°C por 48 horas. As amostras resultantes do 
processo acima mencionado foram liofilizadas para a obtenção 
do material em forma de pó.

diluição e Filtração do material lioFilizado

O material liofilizado foi submetido ao tratamento com 
metanol até que todo o extrato em pó fosse solubilizado com o 
solvente; após a extração com o solvente, o material obtido foi 
filtrado, em um filtro de seringa nylon, com diâmetro de 25 mm e 
poro 0,20 µm, e armazenado em tubo cônico de 1,5 mL, sendo es-
tocado em geladeira para posterior purificação por Cromatografia 
Líquida de Alta Eficiência em Coluna de Fase Reversa (clae-Fr).

puriFicação dos eXtratos por clae-Fr

A Cromatografia Líquida de Alta Eficiência em Coluna de 
Fase Reversa (clae-Fr) foi conduzida no Laboratório de Biotec-
nologia do Centro de Desenvolvimento Sustentável do Semiárido 
cdsa–uFcg.

Para a purificação das amostras resultantes do extrato me-
tanólico, foi utilizada uma Coluna PelkinElmer C18 (150mm x 
4,6mm). No processo de purificação, foi programado um gradien-
te de água (tampão A) e metanol (tampão B) a um fluxo de 1mL/
min. Foi mantido um volume de coluna com 100% do Tampão A, 

MATERIAIS E MéTODOS

local da realização do traBalHo

O presente experimento foi realizado no Laboratório de Bio-
tecnologia da Unidade Acadêmica de Engenharia de Biotecnologia 
e Bioprocessos (uaeB), sob as seguintes coordenadas de latitude e 
longitude: -7.660452455692277 e–36.893180150389135, respectiva-
mente, localizado no Centro de Desenvolvimento Sustentável do 
Semiárido (cdsa) da Universidade Federal de Campina Grande, 
na cidade de Sumé-Paraíba.

matéria-prima

O material vegetal foi coletado no Sítio Serra Pelada, sob 
as coordenadas geográficas de latitude e longitude: -7,474655, 
-36,839302, respectivamente, localizado a 25,9 km da cidade de 
Sumé-Paraíba.

tratamento da matéria-prima

O objetivo desta etapa foi promover o fracionamento da plan-
ta, com a finalidade de reduzir, mecanicamente, o material ve-
getal a fragmentos de pequenas dimensões, assim preparando o 
material para a etapa seguinte–a extração–e, consequentemente, 
o arraste dos metabólitos secundários presentes na Cnidoscolus 
urens. Nessa etapa, o material vegetal foi submetido ao trata-
mento com etanol a 46% e fracionado em um liquidificador por 
5 minutos; o processo foi repetido diversas vezes até que todo o 
material vegetal fosse fracionado e concentrado.
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meio de cultura

O meio de cultura utilizado nos testes antibiograma foi o 
Ágar Mueller-Hinton, sendo este o meio de cultura microbioló-
gico usualmente utilizado nos testes de susceptibilidade antimi-
crobiana.

preparação dos discos

Os discos de papel foram preparados conforme descrito na 
Farmacopeia Brasileira17, com algumas adaptações. Os discos 
foram confeccionados com papel filtro e furador de papel, ob-
tendo discos com 6mm; em cada disco, foram adicionados 20 µL 
do extrato obtido, aguardando a secagem e, consequentemente, 
a absorção do material; repetindo o processo novamente, sendo 
adicionados mais 20 µL. Os discos foram identificados como 1 
(referente à Fração 1, eluição 1-3 minutos da cromatografia), 2 (10-
15 minutos) e 3 (15-20 minutos). O Disco 1 recebeu 92,96 mg; para 
o Disco 2, foram adicionados 93,68 mg; e o Disco 3 recebeu 93,96 
mg. Com o intuito de comparar o potencial antibacteriano dos 
extratos obtidos, foram realizados controles positivos e negativos 
para cada teste. No controle positivo, foram preparados discos 
contendo amoxicilina 500 mg, que foi diluído em 2 mL de meta-
nol, sendo adicionados 40 µL por disco. Desse modo, cada disco 
continha 10 mg de amoxicilina. O controle negativo foi realizado 
apenas com metanol, na mesma quantidade por disco.

preparo do inóculo Bacteriano

Com o auxílio de uma alça de platina, devidamente flambada, 
foi retirada uma pequena quantidade de bactérias e inoculada 

durante 4 minutos, com um gradiente de 0 a 100% do Tampão B, 
durante 15 minutos, seguido de uma lavagem da coluna com 100% 
do Tampão B por 3 minutos.

O detector foi ajustado a um comprimento de onda de 254nm 
e o cromatograma gerado foi registrado e armazenado em um 
microcomputador interligado ao cromatógrafo. Após a avaliação 
dos cromatogramas gerados e o ajuste da técnica de separação, 
a coleta do material foi realizada manualmente, de acordo com 
as áreas de interesse representadas no cromatograma gerado. O 
material purificado foi armazenado em recipientes esterilizados 
e identificados de acordo com o tempo de retenção na coluna.

concentração das Frações puriFicadas

As amostras resultantes da etapa de purificação foram leva-
das ao ultrafreezer e congeladas a -70°C, por 96 horas. Após a eta-
pa de congelamento, as amostras foram levadas ao liofilizador em 
uma temperatura de -90°C até que todo o líquido fosse sublimado. 
Em seguida, as amostras liofilizadas foram ressuspensas em água 
destilada, congeladas e levadas novamente ao liofilizador com a 
finalidade de concentrar ao máximo as amostras.

ensaio da atividade antimicroBiana

O teste antibiograma é utilizado para identificação de com-
postos com ação antimicrobiana. Para a avaliação da atividade 
antimicrobiana, foram utilizadas cepas bacterianas obtidas no 
Laboratório de Biotecnologia do Centro de Desenvolvimento Sus-
tentável do Semiárido cdsa – uFcg. Os extratos foram testados 
contra as cepas Staphylococcus aureus (gram positiva) e Escherichia 
coli (gram negativa).
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do o meio Ágar Mueller-Hinton, aguardando secar; em seguida, 
foram adicionados os discos contendo o extrato sobre as placas 
com o auxílio de uma pinça, devidamente esterilizada. As placas 
foram identificadas e incubadas em Bod, a 37°C, por 12 horas. Os 
respectivos experimentos foram realizados em triplicata.

ensaio de atividade anticarcinogênica in viTro

O ensaio de citotoxicidade foi realizado no Instituto de Pes-
quisas Energéticas e Nucleares – cnen/sp, na Universidade de 
São Paulo. As linhagens utilizadas no ensaio foram as células de 
adenocarcinoma de próstata (lncaP). As células foram mantidas 
em 10 mL de meio rpmi 1640 (gibco, Grand Island, usa), suple-
mentado com 10% de soro fetal bovino (sFB) (cultilab, Campinas, 
Brasil), 1g/L bicarbonato de sódio (sigma-Aldrich, Missouri, usa) 
e 1% de solução penicilina/estreptomicina (gibco, Carlsbad, usa) 
em frasco plástico estéril para cultura de 75 cm2 de área de cultura.

viaBilidade celular

A metodologia utilizada para a avaliação da viabilidade ce-
lular foi o método colorimétrico baseado no ensaio mts/pms 
(promega Corp, Madison, Wi, eua). Nesse ensaio, é realizada a 
determinação do número de células viáveis por meio da capaci-
dade de converter o sal mts [3-4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-car-
boximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazólio] na presença de 
metanossulfonato de fenazina (pms; Sigma, St. Louis. mo, eua), 
em um composto Formazan púrpura, que é solúvel no meio de 
cultura. Essa conversão ocorre a partir de enzimas mitocondriais 
presentes apenas em células metabolicamente ativas.

diretamente em meio Ágar Mueller-Hinton; as placas inoculadas 
foram incubadas em estufa de cultura bacteriológica modelo sX-
-dtmc, fabricante Prolab (Bod) por 12 horas a 37C. Após 12 horas 
de crescimento das culturas bacterianas, as placas foram lavadas 
com 1 mL de solução salina (0,9%) e armazenadas em tubo côni-
co de 1,5 mL, sendo esta solução, rica em bactérias, denominada 
solução mãe.

A partir da solução mãe, foi realizada uma diluição seriada na 
ordem de 10-7; todas as diluições foram inoculadas em meio Ágar 
Mueller-Hinton e incubadas em estufa de cultura bacteriológica 
modelo sX-dtmc (Bod) por 12 horas a 37°C; e as Unidades Forma-
doras de Colônias (uFc) foram contadas. A Tabela 1 representa o 
número de Unidades Formadoras de Colônias (uFc) obtidas da 
solução inicial, quando inoculadas em meio Ágar Mueller-Hinton, 
para as cepas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

TABela 1–número de unidades Formadoras de colônias em uma 
diluição de 10-7 oBtida por meio de cultivo em meio ágar mueller-Hinton

CEPAS BACTERIANAS UNIDADES FORMADORAS DE COLÔNIAS (UFC/mL)

Staphylococcus aureus 3,9 x 108 UFC/mL

Escherichia coli 5,7 x 108 UFC/mL

Para a obtenção de um volume de células igual a 1x 107 uFc, a 
partir da solução padrão de bactérias, retiraram-se os volumes de 
25 µL para a cepa de S. aureus, e 17 µL para E. coli, e foram diluídos 
em 975 µL e 983 µL, respectivamente.

teste antiBiograma

A partir da solução de bactérias estabelecida, foi semeado 1 
mL de cada solução padrão de bactérias em placas de Petri conten-



136 | avanços em Biotecnologia e Bioprocessos avanços em Biotecnologia e Bioprocessos | 137

RESULTADOS E DISCUSSÃO

puriFicação dos compostos contidos nos eXtratos

O resultado do clae-Fr, decorrente do composto obtido pela 
separação das frações em função do tempo do extrato da Cnidos-
culos urens, revelou aproximadamente dezesseis picos, ou seja, a 
presença de cerca de 16 compostos diferentes, que podem ser res-
ponsáveis pelas atividades antibacteriana e citotóxica avaliadas 
nesse trabalho. A Fig. 1 mostra o cromatograma gerado a partir do 
processo de purificação do extrato da Cnidoscolus urens, com seus 
respectivos picos gerados em função do tempo.

FIGURA 1– cromatograma gerado a partir da clae-Fr dos eXtratos 
provenientes da cniDoSculoS urenS

ensaio de citotoXicidade das Frações da c. urenS contra 
lncap

As amostras foram tratadas com a adição de 1 mL de meio 
rpmi 1640 (gibco, Grand Island, usa), suplementado com 10% de 
soro fetal bovino (sFB) (cultilab, Campinas, Brasil), 1g/L bicar-
bonato de sódio (sigma-Aldrich, Missouri, usa) e 1% de solução 
penicilina/estreptomicina (gibco, Carlsbad, usa) em cada amos-
tra. Devido ao aparecimento de sedimentos nas Amostras 1 e 2, 
foi necessário, após a solubilização, realizar uma centrifugação a 
10.000xG por 5 minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtro de 
seringa 0,22 µm (corning™ Syringe filters) e o volume final dimi-
nuiu de 1 mL para 600 µL.

Para realização do ensaio de citotoxicidade, as células foram 
tripsinizadas e semeadas em placa de 96 poços, na concentração 
de 5x 103 células por poço e mantidas durante 24 horas, a 37°C, com 
5% de co2. Após esse período, as células foram incubadas com 
diferentes concentrações por 48 horas. O período de incubação foi 
estabelecido de acordo com a metodologia usada por Monteiro18.

A densidade celular foi verificada por meio da adição de 20 
µL/ poço de mts (2 mg/mL em pBs) e pms (0,92 mg/mL em pBs) 
na proporção de 20:1 (vol/vol). Duas horas após a adição da mis-
tura, a placa foi lida num leitor de microplacas (thermo Scientific 
Multiskan eX, Thermo Fisher, Vantaa, Finland). A quantificação 
de Formazan no meio foi determinada por absorbância a 490 nm. 
As concentrações das amostras foram testadas em triplicata e os 
resultados foram expressos como porcentagem de células viáveis, 
com 100% referente a células controle, sem tratamentos.
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TABELA 2– diâmetro médio dos Halos de iniBição antiBacteriana das 
Frações puriFicadas da cniDoScoluS urenS

TESTES
LINHAGENS BACTERIANAS

Escherichia Coli (ATCC 
25922) – (mm)

Staphylococcus aureus 
(ATCC 25923) – (mm)

Fração 1 12 13,33

Fração 2 3 6,67

Fração 3 10 8,33

Amoxicilina 10mg 36,67 17,33

De acordo com os resultados descritos na Tabela 2, obser-
va-se que os extratos purificados apresentaram atividade anti-
bacteriana frente às estirpes testadas, com formação de halos de 
inibição, tanto para E. coli quanto S. aureus. As Frações 1 (1-3 min) e 
3 (15-20 min) demonstraram maior potencial antibacteriano, com 
formação de maiores halos de inibição. A Fração 2 (10-15 min) não 
apresentou atividade antibacteriana igual ou superior ao eviden-
ciado nas Frações 1 e 3.

Sobrinho23 avaliou a atividade antibacteriana de espécies da 
caatinga, a partir da medição de halos de inibição, pela técnica de 
poços e pela concentração inibitória mínima (cim). Nesse estudo, 
foi evidenciado que o extrato etanólico da Cnidoscolus urens apre-
sentou atividade antibacteriana contra as cepas de Staphylococcus 
aureus e Staphylococcus coagulase negativa, na concentração de 10 
mg/poço, apresentando halos de inibição de 10 mm.

Em estudos realizados por Souza24, foi analisado o perfil quí-
mico e biológico do extrato etanólico bruto e de suas frações, he-
xânica, acetato de etila (aceot) e Hex/Aceot, obtidas por partição 
líquido-líquido do extrato etanólico, a partir das partes aéreas da 
Cnidoscolus urens. Nesse estudo, foi identificada a presença de ta-
ninos, cumarinas, lignanas, onoterpenos, diterpenos, esteroides e 
flavonoides. A avaliação antibacteriana foi realizada pelo método 

A purificação dos extratos foi realizada de acordo com o tem-
po de retenção na coluna. Foram testadas as áreas coletadas no 
período de 1 a 3 minutos, 10 a 15 minutos e 15 a 20 minutos. Todos 
os extratos coletados decorrentes das respectivas áreas do croma-
tograma gerado apresentaram atividade biológica para os ensaios 
realizados nesse estudo. Os compostos coletados nas áreas do cro-
matograma foram denominados Fração 1, Fração 2 e Fração 3.

Os extratos obtidos a partir do processo de purificação das 
áreas do cromatograma, mencionado anteriormente, foram tes-
tados quanto à atividade antibacteriana. Os resultados obtidos 
do presente estudo demonstraram que as frações purificadas 
conferem atividade antibacteriana, inibindo o crescimento das 
bactérias testes em diferentes zonas de inibição. A atividade 
antibacteriana foi avaliada contra as estirpes bacterianas Gram-
-positiva (Staphylococcus aureus) e Gram-negativa (escherichia Coli), 
adquiridas da coleção atcc® 25923™ e atcc® 25922™, respectiva-
mente. Na Tabela 2, estão representados os halos (mm) de inibi-
ção, formados a partir da atividade antibacteriana exercida pelas 
frações purificadas.

Quando comparado com o antibiótico amoxicilina, os extra-
tos metanólicos apresentaram eficiência de inibição, tanto para 
bactérias Gram-positivas quanto para Gram-negativas. As bacté-
rias Gram-negativas possuem parede celular rica em lipopolissa-
carídeos, conferindo-lhe resistência à ação de antimicrobianos19. 
Bactérias Gram-positivas não possuem parede celular, sendo 
mais sensíveis à ação de substâncias antibacterianas, as quais 
provocam a destruição da membrana e decorrente coagulação20-22.

As Frações 1 e 3 apresentaram eficiência para S. aureus de 
76,9% e 48,0%, respectivamente, e para a espécie bacteriana de 
E. coli, a eficiência da Fração 1 foi de 32,73%; e da Fração 3, 27,2% 
em relação à eficiência desempenhada pelo antibiótico controle 
(amoxicilina) no respectivo ensaio.
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ensaio de citotoXicidade in viTro

Para avaliar o efeito citotóxico das frações purificadas da 
Cnidocolus urens, foi utilizada a linhagem lncaP, proveniente das 
células de adenocarcinoma de próstata. As células foram tratadas 
por um período de 48 horas, com diferentes concentrações das 
frações purificadas da Cnidoscolus urens, como descrito na Tabela 
3, e posteriormente submetidas ao ensaio de mts. Os experimen-
tos foram analisados segundo a média ± desvio padrão da média.

De acordo com os resultados obtidos no ensaio de mts, as 
Frações 1 e 3 apresentam alto efeito citotóxico sobre a linhagem 
testada. Entretanto, a Fração 2 não apresentou citotoxicidade so-
bre as células de lncaP.

TABela 3–concentração das Frações puriFicadas da cniDoScoluS 
urenS utilizadas no ensaio de mts para cada diluição

Cnidoscolus urens (mg/mL)

Frações 100% 50% 25% 12,5% 6,25%
1 855,9 427,9 213,9 106,9 53,5

2 805,7 402,8 201,4 100,7 50,3

3 808,3 404,1 202,1 101,0 50,5

DMSO 5% * * * *

Látex 0,2 mg/L * * * *
* = Concentração constante; %= porcentagem referente diluição realizada para cada amostra. 
A concentração adotada para os controles no ensaio de mts foi padrão em todas as repetições 
utilizadas para validar o ensaio.

A Fração 1, quando em contato com as células, apresentou 
alto efeito citotóxico, influenciando na viabilidade celular para 
três concentrações analisadas no ensaio de mts, sendo capaz de 
provocar a morte de todas as células de lncaP na concentração de 
100% (855,9 mg/mL); com 50% (427,9 mg/mL) da concentração, foi 

de microdiluição. O extrato etanólico e as frações apresentaram 
efeito antibacteriano para todas as cepas testadas.

O extrato etanólico bruto apresentou melhor ação bacterios-
tática frente à Serratia marcescens, e a melhor ação bactericida foi 
evidenciada para as cepas Bacillus cereus e Escherichia coli. Para a 
fração hexânica, a melhor ação bactericida foi frente às cepas de 
Escherichia coli Serratia marcescens e Shigella flexneri. A fase Hex/
Aceot apresentou a melhor ação bactericida frente ao Bacillus ce-
reus e Escherichia coli.; e Aceot apresentou melhor ação contra a 
cepa Shigella flexneri24.

Bezerra25 determinou o perfil fitoquímico e a atividade anti-
bacteriana das espécies Euphorbia hirta, E. hyssopifolia e E. thymi-
folia, pertencentes à família Euphorbiaceae. Os extratos etanólicos 
brutos (eh-eeB), (ehy-eeB) e (et-eeB) foram obtidos das partes 
aéreas das plantas e, posteriormente, particionados para obten-
ção das frações hexânicas, clorofórmicas, acetado de etila e meta-
nólicas. A triagem fitoquímica realizada para os extratos brutos e 
frações mostraram a presença de terpenos, esteroides e flavonoi-
des. O extrato diclometânico das flores da espécie Euphorbia hirta 
foi submetido a métodos de cromatografia, sendo isoladas duas 
substâncias, benzoato de lupeolila e Heptacosan-1-ol. A partir do 
extrato das flores de E. hirta, foi isolada a Quercetina-3-β-Oram-
nosídeo. A atividade antibacteriana foi determinada pelos méto-
dos de Concentração Inibitória Mínima (cim) e de Concentração 
Bactericida Mínima (cBm). Os extratos etanólicos e metanólicos 
mostram-se ativos para as cepas bacterianas de Enterococcus fae-
calis, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, e para bactérias E. coli 
como Gram-Negativa.

Os trabalhos mencionados mostram que a atividade antibac-
teriana evidenciada nos extratos da espécie Cnidoscolus urens cor-
robora os resultados obtidos para diversas espécies pertencentes 
à família Euphorbiaceae.
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lncaP. A amostra integra, ou seja, com 100% (805,7 mg/ mL) da 
concentração, não obteve resultado estatisticamente significativo, 
pois seu desvio padrão foi alto. O baixo efeito citotóxico apre-
sentado pela amostra pode ser decorrente da redução do volume, 
após a filtração, ou seja, os três poços não apresentavam a mesma 
quantidade em volume, influenciando assim o resultado final do 
teste para a Fração 2.

FIGURA 3–eFeito citotóXico da Fração 2 do eXtrato da cniDoScoluS 
urenS, contra a linHagem de lncap, após 48 Horas de incuBação, em 
diFerentes concentrações, através do ensaio de mts. o controle 

negativo está representado por cc (apenas células) e nacl. a 
concentração do dmso Foi de 5% e para o láteX Foi de 0,2 mg/ml, 

usados como controle positivo.

A Fração 3 apresentou atividade citotóxica para duas concen-
trações com índice de viabilidade celular inferior a 50%; nas de-
mais concentrações das amostras, o índice de viabilidade celular 
apresentou valor superior a 50%, demonstrando assim pouca ca-

capaz de causar mortalidade de 91,9%±7,3 das células; e com 25% 
(213,9 mg/mL), provocou a mortalidade de 76,5%±11,8 das células, 
como mostrado na Fig. 2. O índice de viabilidade celular foi me-
nor que 50% em três concentrações, com exceção das concentra-
ções de 12,5% (106,9 mg/mL) e 6,5% (53,5 mg/mL), em que pode ser 
evidenciado alto índice de viabilidade celular, e assim as amostras 
nessas concentrações apresentam baixo efeito citotóxico sobre a 
linhagem de lncaP.

FIGURA 2–eFeito citotóXico da Fração 1 do eXtrato da cniDoScoluS 
urenS, contra a linHagem de lncap, após 48 Horas de incuBação, em 
diFerentes concentrações, através do ensaio de mts. os controles 

são representados por cc (apenas células) e nacl. a concentração do 
dmso Foi de 5% e para o láteX Foi de 0,2 mg/ml, usados como controle 

positivo.

A Fração 2 não apresentou efeito citotóxico efetivo em nenhu-
ma das concentrações testadas. Para todas as diluições, o índice 
de viabilidade celular foi maior que 50%, como representado na 
Fig. 3, apresentando baixo efeito citotóxico sobre a linhagem de 
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para o extrato das partes aéreas da Cnidoscolus urens foi de 50% ± 
8,3 para Ht-29; a inibição contra Hep-2 foi de 88,2% ± 2,1; e de 85,3 
± 1,8 para nci-H292.

Souza27 avaliou o perfil fitoquímico e a atividade antitumoral 
in vivo dos extratos aquoso, N-butanólico, etanólico e acetato de 
etila, obtidos das partes aéreas da Cnidoscolus urens. A atividade 
antitumoral foi avaliada através da indução de tumores carcinoma 
de Ehrlich experimentais em camundongos Swiss. A avaliação dos 
constituintes metabólitos secundários produzidos por Cnidoscolus 
urens foi realizada através do método de cromatografia de camada 
delgada (ccd). Para os extratos aquoso, N- butanólico e acetato 
de etila, foi identificada a presença de flavonoides, açúcares re-
dutores e terpenoides, além de cumarinas e taninos em menor 
quantidade. Os extratos aquosos e etanólicos foram efetivos na 
inibição do crescimento do tumor sólido de carcinoma de Ehr-
lich (84,4% e 79,2%, respectivamente), pois os animais tratados 
apresentaram melhora significativa nos parâmetros bioquímicos 
e assim melhora na resposta imunológica.

Oliveira-Junior 28 analisou o efeito citotóxico dos extratos e 
das frações obtidas das folhas e do caule de Cnidoscolus quercifolius 
(gênero Cnidoscolus), e de seus constituintes isolados, em células 
de melanoma humano (linhagemA2058). A composição química 
dos extratos foi determinada por análises por cg-em (cromato-
grafia gasosa acoplada à espectrometria de massas) e clae-dad 
(cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector de 
arranjos de diodo). Foi identificada a presença de diterpenos, tri-
terpenos e flavonoides. A fração clorofórmica apresentou o menor 
valor de ci50 (15,05 ± 1,04 μg/mL), na qual foi possível identificar 
triterpenos cinamato de lupeol, diidrocinamato de lupeol e he-
xanoato de lupeol, além dos diterpenos filacantona e favelanona. 
Entre as substâncias isoladas, filacantona e favelanona apresen-
tam alto efeito citotóxico. O extrato clorofórmico (cHcl3-Cascas) 

pacidade citotóxica contra a linhagem de lncaP. Na concentração 
de 100% (808,3 mg/mL) do extrato, foi evidenciada a mortalidade 
86,5%±16,5 das células; e para 50% (404,1mg/mL) da concentra-
ção da fração, a mortalidade de 48,0%±25,5 das células, como de-
monstrado na Fig. 4.

FIGURA 4–eFeito citotóXico da Fração 3 do eXtrato da cniDoScoluS 
urenS, contra a linHagem de lncap, após 48 Horas de incuBação, em 
diFerentes concentrações, através do ensaio de mts. o controle 

negativo é representado por cc (apenas células) e nacl, como 
controle positivo Foi utilizado dmso e láteX.

Em estudos realizados por Tavares et al.26, foi avaliado o efeito 
citotóxico do extrato bruto de espécies do gênero Cnidoscolus. O 
estudo revelou que o extrato bruto da Cnidoscolus urens apresentou 
atividade citotóxica frente às linhagens Hep-2 (câncer de laringe), 
nci-H292 (carcinoma mucoepidermoide pulmonar humano), Ht-
29 (adenocarcionoma de cólon humano). O potencial de inibição 
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produção de um antibiótico efetivo e com menor possibilidade 
de provocar toxicidade, em relação às demais frações avaliadas.

As Frações 1 e 3 mostraram efetiva atividade para as duas 
classes de bactérias testadas, porém apresentaram alto efeito ci-
totóxico. Devido à ausência de testes mais detalhados que deter-
minem o índice de seletividade das frações, apenas para linhagens 
tumorais, as frações podem ser tóxicas para humanos.

potencial antineoplásico das Frações

As Frações 1 e 3 apresentaram alto efeito citotóxico frente à 
linhagem tumoral de adenocarcinoma de próstata, mostrando-
se como uma fonte promissora para o isolamento de substâncias 
que apresentem ação antineoplásica. É necessária a realização de 
mais testes para determinação do potencial de seletividade dos 
compostos presentes nas frações, em relação a células normais, 
e o índice de citotoxicidade, porém não podemos descartar seu 
futuro promissor no que diz respeito à possibilidade de isolar 
substâncias com ação antitumoral.

CONCLUSÃO

O presente estudo colaborou para ampliação dos conheci-
mentos a respeito do potencial de isolamento de substâncias ati-
vas advindas da espécie Cnidoscolus urens (l.) Arthur. As Frações 1, 
2 e 3 apresentaram atividade antibiótica contra Escherichia Coli e 
Staphylococcus aureus, mostrando-se como uma fonte promissora 
para o isolamento de compostos com ação atividade antibiótica. 
Em relação à atividade citotóxica in vitro, as Frações 1 e 3 apresen-
taram maior efeito citotóxico contra a linhagem de lncaP nas 

foi capaz de induzir a formação de corpos apoptóticos, podendo o 
efeito citotóxico dessa fração ser mediante a indução a apoptose.

Corrêa-Paula et al.29, a partir do extrato hexânico do caule 
de Cnidoscolus phyllacanthus, isolaram os oito compostos a se-
guir: 3β-O-nanoil-lupeol, a mistura de 3-β-O-cinamoil-lupeol 
e 3-β-Odiidrocinamoil-lupeol, lupeol, a mistura de sitosterol e 
estigmasterol, deoxofavelina e favelina metil éter. As estruturas 
dos compostos foram determinadas por técnicas espectrais e por 
comparação com a literatura. Os compostos isolados foram tes-
tados quanto à atividade citotóxica contra as linhagens celulares 
Hl-60 (leucemia promielocítica humana), nci-H292 (carcinoma 
de pulmão humano) e mcF-7 (adenocarcinoma de mama huma-
no). O estudo revelou que o composto deoxofavelina apresentou 
maior atividade citotóxica, entre todos os compostos testados, 
com valores de ci50 variando de 2,7 a 8,9 µg/mL.

O potencial citotóxico relevado no ensaio de mts e os traba-
lhos mencionados sobre a atividade citotóxica dos constituintes 
isolados e investigados das espécies do pertencentes ao gênero 
Cnidoscolus mostram que não só a espécie Cnidoscolus urnes, mas 
o gênero Cnidoscolus como um todo, pode ser considerada uma 
fonte promissora para o isolamento de compostos com ação an-
titumoral.

potencial para produção de um antiBiótico

A Fração 2 apresentou efeito antibacteriano para as classes 
de bactérias: Gram-positiva e Gram-negativa. Apresentou baixo 
efeito citotóxico celular, demonstrando seu potencial para produ-
ção de um antibiótico com ação para as duas classes de bactérias 
avaliadas, que não apresenta toxicidade para humanos. No perfil 
biotecnológico, a Fração 2 representa uma fonte promissora para 
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diferentes concentrações testadas no ensaio realizado. Porém, a 
Fração 2 não apresentou efeito citotóxico frente à linhagem de ln-
caP utilizada no ensaio de mts, em nenhuma das concentrações 
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INTRODUÇÃO

O desenvolvimento de medicamentos fitoterápicos vai desde 
a identificação da espécie vegetal, a avaliação, a análise das 

atividades farmacológicas, toxicológicas, microbiológicas e bio-
lógicas, a determinação de critérios de qualidade até chegar a sua 
produção farmacêutica em maiores escalas.1

Euphorbia: E. hirta, E. hyssopifolia e E. thymifolia L. (EU-
PHORBIACEAE). Disertação de Mestrado, Programa de 
Pós-Graduação em Recursos Naturais do Semiárido, Uni-
versidade Federal do Vale do São Francisco, Petrolina, 2015.

26. TAVARES, E. A.; SOBRINHO, T. S. P.; CASTRO, V. T. N. A.; 
FILHO, J. V.; MILITÃO, G. C. G.; SILVA, T. G.; AMORIM, E. 
L.C. Antiproliferative activity of species of the genus Cni-
doscolus against HT-29, Hep-2 and NCI-H292 cells. Molecu-
lar & Clinical Pharmacology, v. 3, p.55-61, 2012.

27. SOUZA, PÂMELLA GRASIELLE VITAL DIAS DE. AVALIA-
ÇÃO DA AÇÃO ANTITUMORAL DE Cnidoscolus urens EM 
CAMUNDONGOS Swiss. Dissertação de Mestrado, Progra-
ma de Pós-Graduação em Bioquímica e Fisiologia, Universi-
dade Federal de Pernambuco, Recife, 2013.

28. OLIVEIRA Jr, RAIMUNDO GONÇALVES. ESTUDO FITO-
QUÍMICO E AVALIAÇÃO DO EFEITO CITOTÓXICO DE 
Cnidoscolus quercifolius POHL (EUPHORBIACEAE) EM CÉLU-
LAS DE MELANOMA HUMANO. Dissertação de Mestrado, 
Pós-Graduação em Recursos Naturais do Semiárido, Uni-
versidade Federal do Vale do São Francisco, Petrolina, 2017.

29. CORRÊA- PAULA, A. MELO, K. M.; da Silva, A. M.; FERREI-
RA, D. A.; MONTE, F. J. Q.; SANTIAGO, G. M. P.; LEMOS, 
T. L. G.;* BRAZ-FILHO, R.; MILITÃO, G. C. G.; da SILVA, P. 
B. N.; DA SILVA, T. G. Constituintes Químicos e Atividade 
Citotóxica de Cnidoscolus phyllacanthus. Revista Virtual de 
Quimica, v.8, 2016.



154 | avanços em Biotecnologia e Bioprocessos avanços em Biotecnologia e Bioprocessos | 155

consumidores no que diz respeito à comprovação da toxicidade 
e seus reais efeitos farmacológicos.7 O aumento no consumo de 
diferentes produtos à base de plantas medicinais e fatores como 
a precariedade na fiscalização da produção e da venda têm com-
prometido a qualidade desses itens.8

Neste cenário, a caatinga ganha protagonismo tendo em vista 
que é o principal ecossistema existente na região Nordeste, esten-
dendo-se pelo domínio de climas semiáridos, que compreende 
os estados do Ceará, mais da metade da Bahia, Paraíba, Pernam-
buco, Piauí e Rio Grande do Norte, quase metade de Alagoas e 
Sergipe, além de pequenas áreas de Minas Gerais e do Maranhão, 
com um bioma caracterizado por grande variedade de paisagens, 
riqueza biológica e endemismo.9 Esse bioma possui espécies que 
apresentam adaptações à deficiência hídrica e a elevadas tem-
peraturas, entretanto existem poucos estudos sobre o potencial 
biotecnológico de microrganismos dessa região de condições ex-
tremas, havendo a hipótese de que os microrganismos também 
desenvolvem mecanismos de adaptação para sobrevivência às 
condições adversas, assim como as plantas dessa região.10

Vistas a diversidade de formações fisionômicas e a vasta con-
centração de espécies endêmicas encontradas nesse bioma, são de 
grande valia estudos, ações e planos de manejo que sejam imple-
mentados para garantir a existência de espécies ainda não estu-
dadas e que apresentam potencial elevado para diversas pesquisas 
e fins. Vale salientar que o uso e a potencialidade da vegetação são 
bastante variados, dependendo da região onde ocorrem.

Entre as espécies com grande potencial para produção de 
drogas de origem vegetal existentes na caatinga, destacam-se 
as plantas do gênero Erythrina, as quais são extensivamente co-
nhecidas pelo seu potencial farmacológico com base na cultura 
popular, que a utiliza para diversos fins medicinais desde muito 
tempo.11 O gênero Erythrina, por pertencer à família Leguminosae, 

No Brasil, esse tipo de medicamento tem ampla importância 
na economia; do ponto de vista cultural, o país tem uma estimati-
va de mais de 22% das espécies vegetais do planeta2 e, em função 
da grande diversidade, o potencial exploratório do país para ob-
tenção de medicamentos à base de produtos naturais vegetais é 
bastante elevada. A medicina popular já confirma esse direciona-
mento tendo em vista a grande utilização de espécies vegetais na 
cultura popular com eficiência considerável em seus resultados.3

As plantas são uma importante fonte de substâncias bio-
logicamente ativas, pois apresentam constituintes químicos 
conhecidos como metabólitos, que exercem atividades sobre o 
metabolismo de outros organismos,4 podendo ser primários ou 
secundários. Metabólitos primários são descritos como compos-
tos necessariamente ligados à sobrevivência da planta, como, por 
exemplo, dna, rna, açúcares, proteínas e aminoácidos5; os meta-
bólitos secundários são importantes com relação à sobrevivência 
e propagação das plantas, tanto pela defesa contra herbívoros ou 
competidores e patógenos como pela proteção à radiação solar; 
ou ainda como fator de contribuição para a dispersão de pólen e 
sementes.6 Muitas vezes, as substâncias sintetizadas em um ou 
vários órgãos da planta podem atuar como fitoterápicos, ou seja, 
expressar potencialidades terapêuticas.

Apesar dos avanços e da instigação à pesquisa com medica-
mentos oriundos de produtos naturais vegetais, ainda existem 
diversas dificuldades com relação à matéria-prima de origem, 
pois muitas espécies utilizadas como fitoterápico, direta ou indi-
retamente, ainda não possuem dados oficiais que comprovem a 
sua autenticidade; muitas vezes, inúmeras espécies são confun-
didas ou adulteradas pelo fato de, em regiões distintas, serem 
denominadas e conhecidas de formas diferentes, ou seja, falta 
padronização.3 O comércio de plantas nativas medicinais encon-
tradas em feiras livres e mercados também apresenta riscos aos 
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no crescimento em ossos e cartilagens, devido ao distúrbio na 
síntese de compostos elásticos em tecidos mesenquimais e no 
sistema esqueletal).13

Fatores anutricionais como inibidores de proteases e inibido-
res de tripsina também se fazem presentes no gênero Erythrina, 
sendo a principal causa de animais em experimentos alimentados 
com ração crua. Homólogos do inibidor de tripsina da soja foram 
isolados em sementes de eritrinas. Estes compostos são capazes 
de causar depressão no crescimento de animais em estudo; re-
duzir a absorção de enxofre e nitrogênio, quando utilizado em 
rações cruas; interferir na digestibilidade de proteínas de soja em 
roedores; impulsionar hiperplasia e hipertrofia do pâncreas (ex-
cessiva secreção de enzimas); bem como impulsionar a síntese de 
tripsina e quimiotripsina no pâncreas, aumentando a demanda 
de metionina e cisteína.12

Erythrina cristgalli é considerada tóxica devido à presença de 
alcaloides pela via administração parenteral, podendo levar a um 
quadro neurológico de astenia, paresia ou paralisia muscular. Essa 
paralisia é resposta dos alcaloides sobre a acetilcolina, obedecendo 
à sequência seguinte: músculos enervados pelos nervos cranianos, 
músculos do tronco e das extremidades e musculatura respirató-
ria.4 Porém quando os alcaloides de Erythrina cristgalli são absor-
vidos pelo tubo gastrointestinal, são excretados pelos rins de ma-
neira rápida, de modo que, por essa via, não ocorre intoxicação.12

O Nordeste é uma área onde são encontradas árvores da espé-
cie E. velutina. Por ser uma área de escassez hídrica e temperatu-
ras elevadas, os organismos que habitam nesta região apresentam 
potencial excepcional de sobrevivência a adversidades climáticas, 
favorecendo a investigação e o estudo de espécies e metabólitos 
que estes produzem, gerando um grande interesse para a desco-
berta de novas substâncias com atividade farmacológica.

A espécie E. velutina Willd (Fig. 1) se apresenta botanicamente 
com porte arbóreo, aculeada ou espinhenta; normalmente apre-

é bastante notado devido à produção de alcaloides, f lavonoides, 
pterocarpanos, cumarinas, isof lavonoides, triterpenos e esteroi-
des, que apresentam uma elevada utilidade farmacológica, sendo 
as principais fontes de alcaloides tetracíclicos. Informações botâ-
nicas, como aspectos morfológicos e anatômicos, são de extrema 
importância na caracterização de espécies do gênero Erythrina, 
vista a semelhança destas e a denominação popular, que apresenta 
variação de acordo com a região de origem, cultura ou uso, poden-
do ocasionar equívocos que comprometam estudos e/ou produção 
de drogas vegetais.6 Erythrina verna apresenta mesma indicação 
popular e grande semelhança com a E. velutina, porém ocorre em 
diferentes regiões brasileiras. A E. verna está presente na Relação 
Nacional de Plantas de Interesse do sus (renisus) e é empregada 
em associação a outros gêneros durante a produção de três medi-
camentos fitoterápicos ansiolíticos pela indústria brasileira. São 
eles: Maracugina Composta® (Hypermarcas), Calmapax® (delta) e 
Passaneuro® (Bunker). Os fitoterápicos hipnóticos sedativos repre-
sentam 63,73% das vendas totais de medicamentos fitoterápicos 
no Brasil, dos quais 21,67% são os medicamentos acima citados.3

O gênero Erythrina também apresenta aspectos toxicológi-
cos. Ocorre a presença de lectinas que levam a gastroenterites, 
diarreias e náuseas. Alguns aminoácidos que ocorrem livremente 
em leguminosas também trazem efeitos tóxicos a seres huma-
nos, estando concentrados nas sementes, mas podendo ocorrer 
em toda a planta,12 o que causa a limitação desse tipo de vegetal 
no uso como alimento. Dessas substâncias tóxicas, as mais rele-
vantes são os compostos latirogênicos, que estão presentes em 
sementes de algumas espécies de Leguminosae, os quais acarretam 
condições patológicas (latirismo) que podem ocorrer de três for-
mas diferentes: neurolatirismo (paralisia de membros inferiores, 
fraqueza, dificuldades respiratórias e tremores dos músculos), 
angiolatirismo (ruptura da aorta) e osteolatirismo (caracterizado 
por deformações esqueléticas que são relacionadas a desordens 
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A etimologia do nome científico E. velutina tem origem do 
grego erythros, devido a sua coloração avermelhada das inflores-
cências, e velutina, do latim, devido à textura aveludada para o 
epíteto específico oriundo dos indumentos delicados e pelos ma-
cios das folhas. O nome vulgar, mulungu, tem origem africana 
e apresenta como significado pandeiro. Acredita-se que se deve 
ao som produzido pela batida do seu tronco oco.14 Popularmente 
denominada suína, mulungu, canivete, corticeira, eritrina-mu-
lungu e bico-de-papagaio,17 apresenta sinonímia botânica com 
Chirocalyx velutinus Walp., Corallodendron velutinum (Willd.) Kuntze, 
Erythrina aculeatissima Desf., Erythrina splendida Diels.

Na medicina popular, a E. velutina tem destaque pelo uso de 
suas folhas, cascas e frutos. A infusão das cascas é utilizada como 
calmante natural sedativo, indicada para problemas no sistema 
nervoso, como depressão, ansiedade, insônia, epilepsia, estres-
se,18 tosse, bronquite, tratamento de verminoses e hemorroidas;14 
também possui efeito hipotônico, além de estabilizar altos níveis 
de enzimas do fígado. O efeito calmante da planta pode ser bené-
fico a pessoas que sofrem pela abstinência de nicotina ou drogas,17 
bem como a decocção das cascas é usada para precipitar a matu-
ração de abcessos gengivais,19 embora a eficácia e a segurança de 
seu uso ainda não tenham sido confirmadas cientificamente.17 
As folhas são utilizadas em infusões ou através de decocção como 
tranquilizantes, também são indicadas no tratamento de sono-
lência e convulsões.18 Ao fruto seco, é atribuída a capacidade de 
ação anestésica local, sendo utilizada na forma de cigarro.19

Estudos farmacológicos realizados em animais mostram que 
o extrato de E. velutina apresenta atividades espasmolítica, curari-
zante, antimuscarínica e depressora do sistema nervoso central, 
de modo que ocorre compatibilidade com a utilização na medi-
cina popular.17 Os extratos hidroalcoólicos das cascas do caule de 
E. velutina e E. mulungu apresentaram atividade anticonvulsivante 

senta de 10-15m de altura e 80cm de dap (diâmetro à altura do 
peito, medido a 1,30m do solo) na idade adulta; tronco reto, le-
vemente tortuoso, apresenta ramificação dicotômica com copa 
aberta e arredondada; tem comportamento decídua, heliófila, 
ramos e troncos de 40-70cm de diâmetro; a casca mede até 25 
mm de espessura; folhas compostas trifolioladas, flores verme-
lhas ou laranjas ocorrem em fascículos axilares, medindo de 12 
a 20cm de comprimento e com três flores; fruto tipo legume um 
tanto curvo, de ápices e bases agudas, internamente não septado, 
com 1 a 3 sementes de coloração vermelha, que tem sua dispersão 
anemocórica (pelo vento) e zoocórica (por animais); plântulas do 
tipo fanerocotiledonar-epigeal-de-reserva.14,15

FIGURA 1 - erYtHrina velutina Willd

Fonte: apne/cnip

Presente na América Central e do Sul, no Brasil do Nordeste 
até Minas Gerais, possui ampla ocorrência em áreas semiáridas e 
secas,8 ocorrendo de forma natural nos seguintes estados: Bahia, 
Ceará, Maranhão, Paraíba, Pernambuco, Rio Grande do Norte, 
Sergipe e Piauí E. velutina é a única espécie do gênero Erythrina 
que está presente no bioma Caatinga.16
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Das sementes de E. velutina, foi extraída uma lectina que 
incentivou a migração de neutrófilos no peritônio e bolsa de ar 
dorsal em ratos, levando à possibilidade de desenvolvimento de 
medicamentos anti-inflamatórios com base na estrutura de lec-
tinas desse tipo.12 Também das sementes foram extraídos vários 
alcaloides, como hipaforina, um alcaloide indólico,22 além de 
eritralina, 8-oxoeritralina, erisotrina, erisodina, erisovina e gli-
coerisodina.25 De E. velutina, foram isolados os alcaloides (+)-eri-
tralina e a (+)- eritratina; 26 e a avaliação da composição química 
das cascas de E. velutina apresentou os flavonoides faseolidina e 
homoesperetina, sendo que a última ainda não havia sido relatada 
para espécies de Leguminosae27, como também a erivelutinona e a 
3’- O- etilsigmoidina.28

Sendo assim, fica demonstrado que o interesse farmacoló-
gico dos pesquisadores pela E. velutina não é em vão, pois esta já 
é muito utilizada e apresenta resultados benéficos e eficazes na 
medicina popular. Com este embasamento da cultura popular, 
a ciência alia suas tecnologias para que novos fármacos sejam 
desenvolvidos a partir da utilização dessa matéria-prima rica e 
abundante em nossa região. Com bases nos estudos acima cita-
dos, pode-se considerar a E. velutina como uma espécie vegetal 
que tem relevância farmacológica, visto que é provável seu efeito 
tanto sobre a ansiedade quanto sobre a dor, o que impulsiona a 
necessidade de estudos de investigação química com a finalidade 
de compreender melhor o papel de seus constituintes químicos 
nas respostas farmacológicas obtidas.

O estudo dos componentes químicos vegetais denomina-se 
fitoquímica. Com auxílio da purificação por métodos cromato-
gráficos e da identificação por técnicas espectrais, tais como res-
sonância magnética nuclear (rmn), infravermelho (iv), espectro-
metria de massas (em) e espectroscopia nas regiões do ultravioleta 
(uv), juntamente com técnicas como cromatografia em fase ga-

como resposta a um aumento considerável na latência da con-
vulsão no modelo induzido por estricnina, sendo E. velutina mais 
potente que E. mulungu neste aspecto.20

O extrato aquoso das folhas de E. velutina ampliou o tempo 
de sono induzido pelo pentobarbital, não havendo distinção entre 
as doses utilizadas, de maneira dose-dependente, levando a um 
efeito sedativo e hipnótico, porém doses elevadas reduziram a 
atividade motora no campo aberto.21 Esses resultados, em geral, 
são análogos ao Diazepam, que, em doses baixas, atua como an-
siolítico; e em doses mais elevadas, age como relaxante muscular 
e sedativo. Na avaliação do alcaloide hipaporfina, proveniente de 
E. velutina, diante de atividade indutora do sono, foi evidenciado 
que este alcaloide aumentou significativamente os movimentos 
oculares não rápidos (nrem) na primeira hora de tempo de sono 
após a sua administração. O tempo de sono foi aumentado em 
33% em camundongos experimentais em comparação com o do 
controle.22 Este estudo confirmou a propriedade que esta espécie 
vegetal tem na promoção do sono.

No teste de formalina, caracterizado por duas fases, em que 
a primeira é resultado da atividade química direta de fibras afe-
rentes nociceptivas, mielinizadas ou não; e a segunda é resultado 
de mudanças de longa duração provocadas por estímulos danosos 
nos neurônios do colo dorsal da medula, foi possível constatar 
que a inibição foi superior na segunda fase (resposta inflamató-
ria). Portanto os autores sugeriram que o extrato pode produzir 
uma atuação modulatória no nível do snc, que por sua vez possui 
efeitos antinociceptivos.18 E. velutina apresentou atividade anesté-
sica no extrato aquoso das folhas, em que foi demonstrado efeito 
analgésico, cuja eficácia foi correspondente à morfina em um dos 
modelos de indução de dor.23 Santos et al. (2007) demonstraram a 
ação relaxante em ducto deferente de ratos do extrato aquoso de 
folhas de E. velutina.
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Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento 
Tradicional Associado (sisgen) sob número de cadastro add107E. 
As cascas foram higienizadas para que microrganismos que vivem 
nas superfícies (epífitos) fossem eliminados de modo que não hou-
vesse nenhuma contaminação. A lavagem das cascas do caule foi 
realizada com álcool a 70% por 1 minuto, seguida de banho com 
hipoclorito de sódio 3% por 2 minutos, álcool a 70% novamente por 
1 minuto e, para finalizar, foi realizado um banho com água desti-
lada estéril para remover resquícios dos agentes de desinfestação.29

oBtenção do eXtrato etanólico Bruto

O material botânico foi desidratado em estufa com ar circu-
lante, à temperatura média de 45ºC, durante 72 horas. Em segui-
da, o material foi triturado em forrageira obtendo-se 2,72 kg de 
pó. Posteriormente o pó foi submetido à maceração com etanol 
(etoH) a 95%, em macerador de aço inoxidável, por 72 horas, sendo 
este processo repetido por três vezes. A solução extrativa obtida 
foi concentrada em evaporador rotativo sob pressão reduzida à 
temperatura de 40ºC, com objetivo de eliminação do solvente para 
obtenção do extrato etanólico bruto (eeB) (esquema 1).

ESQUEMA 1 - oBtenção do eXtrato etanólico Bruto das cascas do 
caule de e. veluTina

sosa acoplada à espectrometria de massas (cg-em), bem como 
acoplamento da cromatografia líquida de alta eficiência (clae) 
com em e rmn, facilita a melhoria e a otimização das análises, 
visto que as informações e os resultados obtidos sobre a estrutu-
ra dos componentes da matriz vegetal são altamente confiáveis.3 
Para isso, a utilização de técnicas hifenadas é de grande valia, 
pois fornece numerosas informações estruturais dos metabólitos 
antes mesmo do seu isolamento.

Diante da necessidade de um aprofundamento da investi-
gação química motivado pelas poucas informações na literatura 
especializada sobre a presença, interferência ou alterações das 
características químicas, principalmente in natura, das plantas 
medicinais comumente utilizadas, este trabalho tem como obje-
tivo geral caracterizar alcaloides das cascas do caule de E. velutina 
Willd (Fabaceae) por cromatografia líquida e gasosa, acoplada à 
espectrometria de massas através do desenvolvimento de meto-
dologias de extração dos alcaloides, de métodos analíticos para 
cromatografia gasosa e líquida; e propor mecanismos de frag-
mentações para os alcaloides identificados por espectrometria de 
massas e, desta forma, facilitar novas perspectivas para interesses 
farmacológicos/biotecnológicos.

METODOLOGIA

coleta e desinFestação das cascas do caule

As cascas do caule de E. velutina Willd foram coletadas, em 
maio de 2017, na zona rural do município de Serra Branca, estado 
da Paraíba. A identificação botânica foi realizada e uma exsicata 
foi depositada no herbário Prof. Lauro Pires Xavier (jpB) do Centro 
de Ciências Exatas e da Natureza–uFpB, apresentando-se como 
código agra et al. 2554. Este trabalho foi cadastrado no Sistema 
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DESENVOLVIMENTO DE MéTODOS ANALÍTICOS PARA 
IDENTIFICAÇÃO DOS ALCALOIDES DE E. VELUTINA WILLD

análise em cg-em

As frações obtidas foram analisadas em cg-em (cromato-
grafia em fase gasosa acoplada à espectrometria de massas), em 
sistema Shimadzu gcms-qp2010 Ultra, operando em energia de 
ionização de 70 eV, equipado com coluna capilar de sílica fundida 
(30m x 0,25mm d.i.) com fase estacionária rt-sms (0,25µm de es-
pessura do filme). O método cromatográfico em fase gasosa em-
pregado foi desenvolvido utilizando injeção no modo Split (1/10), 
temperatura de injeção 250ºC; o gás carreador usado foi o hélio 
ao fluxo de 1,1 mL/min e o gradiente de temperatura empregado 
foi o seguinte: de 100 a 200ºC a 6ºC/min, 220ºC por 10min, de 220 
a 290ºC a 6ºC/min e, por fim, 290ºC por 11min (Feitosa, 2014). 
O filtro quadrupolo com varredura de m/z de 40 a 400 Da, com 
volume de injeção de 1µL.

As amostras foram preparadas diluindo-as em MeoH (3mg/
mL), seguidas de banho de ultrassom no aparelho usc-1600 da 
marca Unique, para favorecer a solubilização; e por fim, filtradas 
em filtro de pvdF com poro de 0,45 µm de diâmetro.

A identificação das substâncias foi efetuada de acordo com a 
comparação dos espectros de massas (massa molecular e padrão 
de fragmentação) com o banco de dados do sistema cg-em (nist. 
2008) e com espectros e padrões de fragmentação existentes na 
literatura.3,26

eXtração ácido–Base

A extração ácido-base (eaB) foi utilizada para obtenção de 
frações enriquecidas com alcaloides do extrato etanólico de E. ve-
lutina, conforme ilustrado no Esquema 2. Em solução diclorome-
tano (dcm): metanol (meoH) (8:2), foi realizada a solubilização do 
extrato etanólico com auxílio de banho de ultrassom por 20 min. 
Posteriormente, a fração orgânica (F1) foi extraída com solução de 
ácido clorídrico (Hcl) 5% (v/v). Em seguida, a fração aquosa ácida 
foi alcalinizada com nH4oH em volume suficiente para atingir 
pH = 10. Por fim, a fração aquosa foi extraída com dcm (F2). Após 
essa marcha química, a fração enriquecida com alcaloides (Fat) 
obtida foi utilizada nos testes.3

ESQUEMA 2 - eXtração ácido – Base (eaB)
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

identiFicação dos alcaloides eritrínicos por cg-ie-em

Na análise do cromatograma da Fat de E. velutina, foi obser-
vada a presença de 48 picos, dos quais 9 são putativos alcaloides 
eritrínicos no intervalo de tempo de 31 a 38min, também obser-
vados por cg-em3 utilizando a mesma metodologia. Os dados 
obtidos por cg-em da Fat estão na Tabela 1.

TABELA 1–padrão de Fragmentação alcaloides de e. veluTina

Pico Tentativa de identificação Tr (min) m/z (IE-EM) (intensidade)

A Erisodina/Erisovina  
(C18H21NO3) 31,92

299 (37), 284 (36), 269 (27),  
268 (100), 266 (19), 253 (12),  

241 (11), 228 (13), 215 (23)
B Eritrascina (C21H25O5N) 33,29 371 (42), 356 (42), 340 (100), 329 (12)

C Eritralina (C18H19NO3) 33,77 297 (31), 282 (32), 266 (100),  
264 (24), 239 (10), 226 (16)

D Erisovina ou Erisodina 
(C18H21NO3) 34,63 299 (37), 284 (36), 268 (100), 253 

(12), 241 (11), 228 (13), 215 (23)

E
Eritratidina ou  
epieritratidina 

(C19H21NO3)
35,70 331 (2), 300 (13), 273 (50), 272 (15), 

257 (100), 256 (54), 244 (60), 242 (15)

F
Eritratidina ou  
epieritratidina  

(C19H21NO3)
36,33 331 (2), 300 (13), 273 (50), 272 (15), 

257 (100), 256 (54), 244 (60), 242 (15)

G Erimelantina (C18H20O3N2) 36,72 312 (50), 297 (36), 281 (100), 279 
(28), 221 (49)

H Erisotina ou Erisosalvina 
(C18H23NO4) 37,58 317 (10), 286 (11), 259 (46),  

258 (10), 243 (100), 242 (40)

I Erisotina ou Erisosalvina 
(C18H23NO4) 37,88 317 (7), 286 (11), 259 (66),  

258 (10), 243 (100), 242 (40)

De acordo com os fundamentos da espectrometria de mas-
sas, é possível prever padrões de fragmentação de substâncias de 
acordo com seus análogos. Com base nisso, foi possível propor a 
análise dos perfis de fragmentação dos possíveis alcaloides en-

ANÁLISE EM CLAE-IES-EM/EM

Para as análises na clae, foram utilizados água ultrapura 
(purificada em sistema Milli-Q®) acidificada com ácido fórmico 
(0,1%) (solvente A) e metanol grau de pureza clae (tedia®) (solvente 
B). As amostras foram solubilizadas em MeoH (1mg/mL) com au-
xílio de banho de ultrassom (usc-1600 Unique). Por fim, a amostra 
foi filtrada em filtro de pvdF com poro de 0,45 µm de diâmetro.

O equipamento utilizado para as análises de clae-ies-em/em 
foi da marca Shimadzu®, composto por duas bombas de solven-
te lc20ad, autoinjetor sil-20A Ht, detector de arranjo de diodo 
(dad) spd-M20A, desgaseificador dgu-20A 5R e controlador siste-
ma cBm20A acoplado a um espectrômetro de massas com analisa-
dor tipo Ion-Trap modelo AmazonX-Bruker®em modo positivo. A 
coluna utilizada na separação cromatográfica foi uma C18 de fase 
reversa (Kromasil; 250 mm x 4,6 mm x 5 micrómetros).

O método analítico desenvolvido para Fat consistiu em um 
sistema gradiente com os eluentes água acidificada (0,1% ácido 
fórmico) (a) e MeoH (B) com detecção em 245 nm. Assim, o gra-
diente foi iniciado 0-35 min (5-35% B); 35-75 min (35-50% B); 75-140 
min (50-90% B); 140- 141 min (90-100% B), finalizando a corrida 
com uma eluição isocrática de 100% de B a 100% de B de 141 até 160 
min. O volume de injeção foi de 20 µL com fluxo de 0,6 mL/min.

Os parâmetros de aquisição de Ion Trap foram: voltagem do 
capilar–4,5 kV, voltagem da placa offset–500V, pressão do gás 
nebulizador–20 psi, vazão e temperatura do gás de secagem–8 
L/min e 300ºC, respectivamente e modo de ionização positivo. A 
fragmentação na célula de colisão (cid) foi obtida no modo auto-
-em/em com resolução aprimorada para obtenção dos espectros 
em e em/em. Os espectros foram registrados com um intervalo 
entre m/z 100-1000 a cada 2 segundos.
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para distinção das subclasses dos alcaloides eritrínicos, visto que 
ocorrem de forma diferente para ambas as classes.

FIGURA 1–padrão de Fragmentação ie-em para alcaloides eritrínicos 
das suBclasses dienoides (a) e alcenoides (B)

Baseado nos estudos de fragmentação em ie-em para alcaloi-
des eritrínicos e nos padrões de fragmentação com ionização por 
elétrons, discutidas anteriormente neste estudo, foram propos-
tos os mecanismos de fragmentação de alguns íons das vias que 
envolvem reação de rda e clivagem α nas subclasses alcenoides 
e dienoides de acordo com os substituintes ligados ao carbono 2 
(para alcenoides), o que contribuiu para identificação destes alca-
loides na fração alcaloídica do extrato etanólico de E. velutina.3,31,32

Os íons moleculares das substâncias E, F, H e I fragmentam-
se por reação de rda [M•+–58], perdendo uma molécula neutra 
(- 58 u) e originando o cátion radical em m/z 273 (e e F) e m/z 259 (H 
e I). Posteriormente o cátion radical resultante da fragmentação 
do íon molecular fragmenta-se por meio de clivagem guiada pelo 
radical, com perda de um íon hidrogênio radicalar, originando 

contrados na fração de alcaloides totais de acordo com os padrões 
de fragmentação para as subclasses dienoides e alcenoides.26

Deste modo, foi possível perceber que, em sistemas dienoides 
(ligações duplas entre os carbonos 1 e 2, 6 e 7 respectivamente), 
há uma facilidade para ejeção de um elétron, sendo assim a frag-
mentação para este tipo de subclasse ocorre por clivagem α-alílica 
(Fig. 2), dando origem a um íon di-alílico estável, normalmente 
sendo este o fragmento majoritário do espectro (Feitosa, 2014; 
millington et al., 1974). Assim, para ocorrer a formação do pico 
base em um espectro de alcaloides eritrínicos da subclasse die-
noide que apresentam metoxila na posição 3 (r3 = ocH3), ocorre 
uma clivagem α-alílica [M•+–31] do íon molecular com perda do 
radical metóxi nesta posição. Isso pode ser observado na Fig. 2, 
que mostra o padrão de fragmentação de derivados eritrínicos 
da subclasse dienoide de acordo com Amer et al. (1991). Enquanto 
que, para alcaloides eritrínicos da subclasse dienoide que apre-
sentam hidroxila na posição 3 (r3=oH), o pico base do espectro de 
massas se dá devido à fragmentação do íon molecular a partir de 
clivagem α-alílica [M•+–17], perdendo o radical hidróxi, o pode ser 
observado na Fig. 2.3

Para a subclasse alcenoide (ligação dupla entre os carbonos 
1 e 6), a ocorrência da reação retro Diels-Alder (rda) [M•+–58] é 
característica para esses derivados eritrínicos (Fig. 2). Barton e 
colaboradores (1968) e Millington e colaboradores (1974) também 
apresentaram a proposta de fragmentação por reação de rda em 
alcaloides eritrínicos alcenoides. Alguns derivados eritrínicos al-
cenoides por meio da reação de rda geram o pico base do espec-
tro, são exemplos: dihidroerisotrina, eritroculina, eritroculinol e 
eritraulina; enquanto outros geram íons de elevada intensidade, 
porém não o pico base do espectro como, por exemplo, erisotina, 
erisosalvina e eritatidina. O padrão de fragmentação é essencial 
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de fragmentação destas substâncias neste trabalho, bem como3,26 
os alcaloides dienoides deste estudo possuem metoxila ligada ao 
carbono 3; em função disso, sugere-se que sofrem fragmentação 
via clivagem α-alílica [M•+–31], visto que tendem a ejetar elétrons, 
gerando o pico base do espectro de massas.32-34

Para o derivado eritrínico referente ao pico D e A, foi sugerido 
que o íon molecular em m/z 299 fragmenta-se por clivagem α- alí-
lica [M•+–31], com perda do radical metóxi gerando o íon di-alílico 
estável em m/z 268 referente ao pico majoritário do espectro de 
massas. O íon molecular também sofre fragmentação de [M•+–15] 
com perda de metila radicalar para formar o íon em m/z 284 com 
elevada intensidade no espectro de massas.

FIGURA 2–alcaloides eritrínicos identiFicados na Fat do eXtrato de 
e. veluTina
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os íons em m/z 272 (e e F) e m/z 258 (H e I). Esses íons ainda so-
frem fragmentação por meio da perda de uma metila radicalar, 
em função do aumento do comprimento da ligação de C-O.3 Essa 
fragmentação dá origem aos íons majoritários nos espectros de 
massas dos alcaloides encontrados em m/z 257 (e e F) e m/z 243 (H e 
I). Outra proposta de fragmentação ocorre com os íons originados 
pela reação de rda em m/z 273 (e e F) e m/z 259 (H e I), os quais 
também podem perder uma metila radicalar, originando os íons 
de m/z 258 (e e F) e m/z 244 (H e I). Para os isômeros erisotina e 
erisosalvina, a perda da metila radicalar é a da metoxila.

Para a clivagem α, a fragmentação das substâncias E e F ou H 
e I tem início com a ejeção de um elétron do oxigênio da hidroxila 
que está ligada ao carbono 2, caracterizando uma outra via de 
fragmentação. A baixa intensidade dos íons moleculares de eri-
tratidina e seu epímero, erisosalvina e erisotina pode ser justifica-
da pela presença dessa via de fragmentação. A clivagem α dos íons 
moleculares de m/z 331 (e e F) e m/z 317 (H e I) dá origem aos cátion 
radicais em m/z 273 (e e F) e 259 (H e I) por meio da perda de uma 
molécula neutra de 58 u. Posteriormente esses íons radicais po-
dem fragmentar-se por clivagem guiada pelo radical com a perda 
de um hidrogênio radicalar; em função disso, tem-se a formação 
dos íons de m/z 272 (e e F) e m/z 258 (H e I), ou fragmenta-se pela 
perda uma metila radicalar (-15 u) e forma os íons majoritários 
dos espectros em m/z 257 (e e F) e m/z 243 (H e I). Ambos os meca-
nismos citados anteriormente sugerem que, tanto na via iniciada 
por reação de rda quanto por clivagem α, originam-se os mesmos 
íons do espectro de massas dessas substâncias.

Alcaloides dienoides encontrados na fração de alcaloídica de 
E. velutina no pico majoritário do cromatograma, pico D, suge-
rem como sendo erisodina ou erisovina de acordo com o padrão 
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Como proposta para as fragmentações sofridas pelos alcaloi-
des eritrínicos presentes na Fat de E. velutina, tem-se um padrão 
de mecanismos que ocorre de forma intensa para estas substân-
cias, visto que as perdas de H2O, cH3oH, cH3• e co acontecem em 
todos os alcaloides estudados, não necessariamente na ordem cita-
da. Com base nos estudos de fragmentação, foi possível propor as 
fragmentações mais comuns para as substâncias estudadas.3, 35-37

TABELA 2–caracterização dos alcaloides identiFicados na Fat de e. veluTina por clae-ies-em-em

identiFicação dos alcaloides eritrínicos por clae-ies-em

A caracterização estrutural dos alcaloides encontrados na Fat 
do extrato etanólico de E. velutina realizada por clae-ies-em no 
modo de ionização positivo (ies+) é apresentado na Tabela 2. Os 
constituintes da Fat foram identificados com base no padrão de 
fragmentação destes comparados com os obtidos na literatura, 
assim foi possível sugerir a presença de 23 possíveis alcaloides 
eritrínicos.

Composto Tr(min)/(Pico) Fórmula molecular [M+H]+ MSn (m/z) Tentativa de identificação Referência

1 17,8 (1) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisotina ou Erisosalvina 3
2 19,5 (2) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisotina ou Erisosalvina 3
3 19,5 (2) C18H24NO5 334 316, 284, 256, 302 Hidroxierisosalvina ou hidroxierisotina 26
4 20,5 (3) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisotina ou Erisosalvina 3
5 20,5 (3) C18H24NO5 334 316, 284, 256, 302 Hidroxierisosalvina ou hidroxierisotina 26
6 21,3 (4) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisotina ou Erisosalvina 3
7 21,3 (4) C18H24NO5 334 316, 284, 256, 302 Hidroxierisosalvina ou hidroxierisotina 26
8 22,3 (5) C18H24NO4 318 300, 286, 268 Erisotina ou Erisosalvina 3
9 22,3 (5) C18H24NO5 334 316, 284, 256, 302 Hidroxierisosalvina ou hidroxierisotina 26

10 23,8 (6) C18H22NO4 316 298, 284, 266 Erisotinona, erisosalvinona, eritroculinol, eritratina e epieritratina 3
11 23,8 (6) C18H20NO3 298 266, 251 Eritralina 3
12 24,3 (7) C18H20NO3 298 266, 251 Eritralina 3
13 24,3 (7) C18H22NO4 316 298, 284, 266 Erisotinona, erisosalvinona, eritroculinol, eritratina e epieritratina 3
14 25,5(8) C18H20NO3 298 266, 251 Eritralina 3
15 25,5 (8) C18H22NO4 316 298, 284, 266 Erisotinona, erisosalvinona, eritroculinol, eritratina e epieritratina 3
16 27,3 (9) C18H22NO3 300 268, 253, 225 Erisovina ou erisodina ou eritramina 3
17 30,5 (10) C18H22NO4 316 298, 284, 266 Erisotinona, erisosalvinona, eritroculinol, eritratina e epieritratina 3
18 31,4 (11) C18H22NO4 316 298, 284, 266 Erisotinona, erisosalvinona, eritroculinol, eritratina e epieritratina 3

19 33,7 (12) C21H26NO5 372 340 Eritrascina 26

20 33,7 (12) C18H20NO4 314 282, 267 Erisotrina ou 8-oxoerisodina 3
21 36,5 (13) C18H19NO4 296 281, 264 Eritrinina 3
22 38,3 (14) C20H26NO4 344 329, 312 Eritroculina ou eristemina 3

23 39,1 (15) C19H24NO5 346 331 Eritratina n-oxido 26
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FIGURA 3–alcaloides eritrínicos identiFicados na Fat de e. veluTina 
por clae-ies-em
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Para isso, foi utilizada como exemplos a fragmentação dos 
alcaloides hidroxierisosalvina e erisodina. Estes foram selecio-
nados porque, em suas fragmentações, é possível demonstrar as 
perdas mais frequentes em alcaloides do gênero Erythrina. Para 
o alcaloide erisodina, ocorre a perda de uma molécula de cH3oH 
(32 u) de acordo com o mecanismo proposto por Stévigny e cola-
boradores (2004) com a formação de um epóxido, formando o íon 
em m/z 268, seguido da perda de metila radicalar para formação 
do íon em m/z 253; e por fim, ocorre a perda de um co, gerando 
o íon em m/z 225. Estes são mecanismos comuns para alcaloides 
aporfínicos.37,38

A fragmentação proposta para o alcaloide hidroxierisosalvina 
tem início com a perda de uma molécula de H2O (18 u), gerando 
o íon em m/z 316 por meio de rearranjo remoto de hidrogênio,36 
seguido da perda de uma molécula de cH3oH (32 u), formando o 
íon em m/z 284, seguido da perda de co com a formação do íon em 
m/z 256.37 Outra via de fragmentação do íon molecular em m/z 334 
ocorre para geração do fragmento em m/z 302, a partir da perda 
de uma molécula de cH3oH (32 u). Estes são mecanismos comuns 
para alcaloides aporfínicos. Todos os compostos tentativamente 
identificados estão na Fig. 3.
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2. Newman DJ, Cragg GM. Natural Products as Sources of New 
Drugs from 1981 to 2014. J Nat Prod. 2016 79: 629-61.

3. Feitosa LGP. Caracterização dos alcaloides eritrínicos de 
Erythrina verna. [dissertation]. [Ribeirão Preto (SP)]: Univer-
sidade de São Paulo, 2014. 124 p.

4. Merlugo L. Análise cromatográfica, constituição química 
em alcaloides e avaliação do potencial hipotensor de extra-
tos vegetais obtidos de espécies de Erythrina. [dissertation]. 
[Uruguaiana (RS)]: Universidade Federal do Pampa, 2015. 69 
p.

5. Kerbauy GB. Fisiologia Vegetal. Rio de Janeiro: Guanabara 
Koogan, 2004. 469 p.

6. Martins-Da-Silva RCV. Coleta e Identificação de espécimes 
botânicos. Belém Empresa Brasileira de Pesquisa Agrope-
cuária (EMBRAPA), 2002, 40 p.

7. Schenkel EP et al. Plantas tóxicas. In: Simões CMO, Schen-
kel EP; Gosmann G., Mello, JCP, Mentz LA, Petrovick PR. 
Farmacognosia – Da planta ao medicamento. 6ª edição. 
Florianópolis: Editora da UFSC, 2007. cap. 37, p. 959-993.

8. Silva MMB. Estudo farmacognóstico de Erythrina velutina 
Willd (Fabaceae). [dissertation]. [Recife (PE)]: Universidade 
Federal de Pernambuco, 2012. 71 p.

9. IBAMA. Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recur-
sos Naturais Renováveis. Ecossistemas. Caatinga. [Intenet] 

CONCLUSÕES

A combinação da ionização por impacto de elétrons com a 
ionização por eletrospray, juntamente com os dados de espectro-
metria de massas, permitiu a identificação de 9 possíveis alcaloi-
des eritrínicos por meio cg-ie-em e de 23 possíveis alcaloides nas 
análises por clae-ies-em, presentes na fração de alcaloides totais 
do extrato das cascas do caule de E. velutina. Os resultados obtidos 
pela combinação dos dados cromatográficos, unidos à espectro-
metria de massas, permitiram a identificação das substâncias 
citadas neste trabalho sem a necessidade do seu isolamento, de 
acordo com os padrões de fragmentações previamente descritos 
na literatura, bem como o mecanismo de fragmentação sofrido 
pelos alcaloides eritrínicos.

Dessa forma, o presente estudo foi de grande valia para o 
conhecimento do arsenal de constituintes químicos da espécie e 
a obtenção de dados químicos de marcadores do gênero Erythri-
na, uma espécie muito utilizada na medicina popular pelas suas 
atividades no snc, porém pouco estudada. Apesar de as subs-
tâncias mencionadas neste trabalho já terem sido descritas na 
literatura, este estudo contribuiu evidenciando que esta espécie 
apresenta alcaloides com potencial ansiolítico, antinociceptivo e 
anticonvulsivante, visando a estudos mais detalhados para tra-
balhos posteriores.
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INTRODUÇÃO

A s regiões Norte e Nordeste do Brasil possuem grande des-
taque no que diz respeito ao cultivo de frutas tropicais, que 

suportam as variações climáticas presentes nos estados produto-
res e apresentam potencial para o desenvolvimento de produtos 
com valor agregado1.

Uma dessas frutas é a seriguela (Spondias purpurea), que é ori-
ginária da América Central, também conhecida como ceriguela, 
ciriguela, entre outras denominações; e pertence à família das 
Anacardiaceae. O gênero Spondias apresenta um elevado destaque 
comercial por produzir frutas de sabor agradável, encontradas 
no mercado principalmente na forma in natura ou como polpa2.

É caracterizada por ser um fruto de coloração vermelho-es-
curo, quando está madura, e apresenta sabor agradável, com ele-
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e substrato em produto (YP/S), como mostrados respectivamente 
nas Equações 1, 2 e 314.

Equação (1)

Equação (2)

Equação (3)

Industrialmente é essencial ter o conhecimento dos dados 
cinéticos de um processo fermentativo, pois é possível analisar os 
perigos, os pontos críticos do processo e determinar o tempo de 
vida útil do produto12. A importância também está no fato de que, 
quando o processo é realizado em escala laboratorial, é possível 
ampliá-lo para nível industrial, realizando esta ampliação através 
das comparações das variáveis quantitativas do processo entre as 
duas escalas14.

Quando o mosto, após o processo fermentativo, passa pelo 
processo de destilação, tem-se como produtos bebidas destiladas, 
também conhecidas como aguardentes. Através da destilação do 
mosto fermentado ou da destilação alcoólica simples do fruto, é 
possível obter uma aguardente com aspectos diferenciados e mar-
cantes. Características como sabor, aroma e todos os elementos 
formados durante o processo fermentativo devem ser preservadas 
no produto15.

vado nível de aceitação no mercado3,4, por ser rica em açúcares. 
Essa quantidade vai aumentando de acordo com a maturidade da 
fruta. Entre esses açúcares, glicose, frutose e sacarose são encon-
trados em maior quantidade5.

O fruto possui bastante valor nutritivo por apresentar em sua 
composição 6,70% de açúcares redutores, 1% de amido, 70,22% de 
rendimento médio de polpa, 21,25°Brix, 0,62% de acidez titulável 
(ácido cítrico), com índice de maturação de 34,32 e pH 3,446,7. A 
seriguela apresenta, em sua composição, carboidratos, fósforo, 
ferro, vitaminas A, B e C, e metabólitos secundários, como os 
compostos fenólicos8,9.

As frutas que apresentam maiores teores de açúcares podem 
ser utilizadas para a produção de bebidas fermentadas, desde que 
contenham teores de sais, umidade e nutrientes adequados para 
o processo fermentativo10. A fermentação ocorre por meio de mi-
crorganismos, principalmente leveduras e bactérias. As leveduras 
desempenham uma função essencial para o desenvolvimento de 
um fermentado de frutas11. Tal microrganismo atua convertendo 
o açúcar da fruta em álcool etílico, gás carbônico e outros elemen-
tos secundários, que são formados durante o processo fermenta-
tivo em parcela variada e contribuem para a qualidade do fermen-
tado12. Através do estudo cinético dos processos fermentativos, 
é possível determinar alguns parâmetros importantes, como a 
velocidade em que um substrato é consumido, a formação do pro-
duto e, no caso de processos que ocorrem por meio de leveduras, 
é obtido o conhecimento da velocidade de crescimento celular e 
como a levedura pode influenciar o processo fermentativo13.

As concentrações dos componentes do meio de cultivo, em 
um determinado tempo de processo, podem ser relacionadas en-
tre si, fornecendo os fatores de conversão de substrato em con-
centração celular (YX/S), concentração celular em produto (YX/P) 
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matéria-prima

Para a realização do trabalho, foram utilizados cerca de 4,0 
kg de polpa de seriguela, obtidos em estabelecimento comercial 
situado no município de Campina Grande-pB, tendo em vista a 
dificuldade em obter o fruto in natura durante o período de desen-
volvimento da pesquisa. O material ficou armazenado em conge-
lador até o início do trabalho.

microrganismo

O microrganismo utilizado foi a levedura Sacharomyces cerevi-
siae – fermento biológico comercial em pó, sendo este o respon-
sável por metabolizar os açúcares anaerobicamente.

mosto: preparo e correções

A polpa da fruta foi processada em um liquidificador domés-
tico (da marca Arno), com o uso de 750,0 mL de água mineral 
para cada kg de polpa, adquirindo-se 7,8 L de mosto para os 4,0 
kg de polpa. O volume total do mosto passou por um processo de 
aquecimento até o início da ebulição, seguido de uma filtração, 
em filtro de tecido, para remoção das partículas sólidas de ta-
manhos maiores. Em seguida, foi realizada a chaptalização, um 
processo utilizado para correção da quantidade de açúcar pre-
sente no mosto por meio da adição de sacarose, quando o açúcar 
contido no fruto não se encontra na quantidade adequada para 
atingir a graduação alcoólica mínima desejada para o fermenta-
do23. Foi realizada a análise do brix inicial do mosto por meio do 
refratômetro aBBe de bancada, modelo Q767B da marca Quimis; 
e em seguida, foram adicionados 850g de açúcar cristal ao volume 

A aguardente é um produto caracterizado por possuir uma 
elevada graduação alcóolica16, sendo este elevado teor de etanol 
um diferencial das bebidas fermento-destiladas com relação ao 
fermentado de fruto17. As aguardentes de frutas são conhecidas 
como fermento-destiladas, tendo como principais componentes 
a água e o etanol18.

Existe uma diversidade enorme de matérias-primas que 
são utilizadas para a produção de bebidas destiladas. No Brasil, 
as matérias-primas são selecionadas pela presença de açúcares 
ou amido, seja de origem animal ou vegetal, cujas substâncias 
por meio da ação das leveduras são quebradas e convertidas em 
etanol19,20. A aguardente de cana-de-açúcar é conhecida como ca-
chaça e possui graduação alcoólica variando de 38 a 54% a 20°C21. 
Já as aguardentes provenientes de frutos devem possuir um teor 
alcoólico de 36 a 54% a 20°C22.

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma bebida 
fermentada utilizando como substrato a polpa da seriguela, por 
ser uma fruta que apresenta elevados teores de açúcar; durante 
o processo, realizar a análise cinética da fermentação alcoólica, 
comparando os resultados obtidos quando se conduz o processo 
em dois tipos de reatores, um com agitação e outro sem agitação; 
e em seguida, realizar a destilação do fermentado para obtenção 
da aguardente de seriguela, com o propósito de desenvolver um 
produto que apresente potencial para a comercialização.

MATERIAL E MéTODOS

O trabalho foi conduzido no laboratório de Biotecnologia do 
Centro de Desenvolvimento Sustentável do Semiárido da uFcg, 
entres os meses de dezembro de 2017 e abril de 2018.
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O processo fermentativo realizado em modo descontínuo 
com agitação ocorreu no reator agitado por meio de dois impe-
lidores, no qual foi inoculado 1200 mL do mosto com 6g da leve-
dura (5 gL-1). O inóculo foi realizado em câmara de fluxo laminar, 
mantendo toda a assepsia do processo. Após o término do inóculo, 
o reator foi ligado para dar início ao processo fermentativo. Um 
recipiente de vidro contendo água foi conectado ao reator, por 
meio de uma mangueira, para impedir a entrada de ar durante a 
liberação de gás carbônico que ocorre no processo fermentativo. 
A fermentação ocorreu sob uma agitação de 350 rpm. A cada 2 ho-
ras, alíquotas de 10 mL do mosto eram retiradas em uma seringa 
para determinação da concentração celular, do °Brix e do pH do 
mosto por um período de 24 horas. Após esse período, as amostras 
eram retiradas, a cada 12 horas, até o término do processo.

Para a condução do processo sem agitação, foi utilizada como 
reator uma garrafa pet, com capacidade de 10 L. Na parte infe-
rior, foi instalada uma torneira para coleta de amostras do mosto, 
como apresentado na Fig. 2:

FIGura 2–reator utilizado no processo Fermentativo sem agitação

total do mosto, alcançando-se um teor de sólidos solúveis totais 
de 16°Brix.

A próxima etapa da preparação do mosto foi a correção do 
pH. Por meio da utilização do pHmetro digital pH 2600 da marca 
Instrutherm, foi realizada a visualização do pH do mosto de se-
riguela após a chaptalização. Em seguida, para redução da acidez 
do mosto, foi utilizada uma solução de hidróxido de sódio (naoH) 
a 0,2 M.Após as etapas de correção, o mosto foi autoclavado a 
121°C e 1 atm, por 30 minutos, em Erlenmeyers e no reator de 
bancada, para garantir a assepsia do processo.

Fermentação alcoólica

Nesta etapa, foram realizados dois processos em batelada, 
sendo um com agitação e outro sem. Para a fermentação com agi-
tação, utilizou-se o reator de bancada com capacidade de 1,2 L, da 
marca tecnal modelo Biotec-C (Fig. 1).

FIGura 1–reator utilizado no processo Fermentativo com agitação
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consumo do suBstrato

Para determinação do teor de sólidos solúveis totais (tss) ex-
pressos em °Brix, foi utilizado o refratômetro de bancada (abbe 
eeq90006B), previamente calibrado. A partir do resultado obtido, 
foi calculada a concentração de sacarose do mosto expressa em 
gramas de sacarose por litro de mosto, com base na Equação (5)25:

Equação (5)

produção de etanol

A determinação do teor de etanol do fermentado foi realizada 
utilizando-se dados coletados com o refratômetro, que mede o 
°Brix. A partir desta medida, foi estimada a concentração de ál-
cool etílico por meio da conversão do valor em °Brix, apresentado 
pelo refratômetro, para %aBv (mL de álcool por 100 mL de solu-
ção), utilizando-se a ferramenta disponível em: http://onebeer.
net/refractometer.shtml. O cálculo se baseia nas relações entre a 
quantidade de sólidos solúveis, presentes no início e ao término 
do processo, e a densidade do meio. Para um menor teor de só-
lidos solúveis, a solução apresenta uma menor densidade, o que 
indica um maior teor de etanol.

determinação do rendimento e da produtividade

A fermentação alcoólica pode ser representada pela equação 
química:

C12 H22 O11 + H2O → C6H12O
6 
+ C6H12O6 → 4C2 H5oH + 4co2 + Energia

O inóculo foi preparado em câmara de fluxo laminar, adi-
cionando um volume de 6L do mosto com 30g da levedura (5g 
de levedura por L de mosto). O mosto permaneceu no reator por 
7 dias, em temperatura ambiente. Durante este período, foram 
determinadas as concentrações de células e de sólidos totais em 
°Brix, além do pH do meio reacional. Inicialmente, alíquotas de 
10 mL foram coletadas a cada 2 horas nas primeiras 24 horas. Nos 
demais dias, foi coletada apenas uma amostra a cada 24 horas.

PARâMETROS CINéTICOS DO PROCESSO FERMENTATIVO

Para a obtenção dos parâmetros cinéticos do processo fer-
mentativo, os resultados obtidos por meio da coleta das alíquotas 
de 10mL, em intervalos de tempo definidos, foram utilizados.

crescimento celular

A concentração de células foi determinada a partir da filtra-
ção a vácuo das amostras em papel em filtro, sendo os papéis pre-
viamente submetidos a secagem em estufa a 50°C por 24 horas 
para determinação da sua massa (m1). O papel filtro contendo as 
células retiradas também passou por um processo de secagem em 
estufa a 55°C por 24 horas. Após a secagem, com o auxílio de uma 
balança analítica, foi possível determinar a massa do conjunto 
(papel + células) (m2). Os cálculos para obter a massa celular (X), 
em gramas por litro, para cada amostra filtrada foram realizados 
através da Equação (4)24.

Equação (4)
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gen Scientific. Processo foi realizado com o objetivo de atingir 
um produto livre ao máximo de impurezas, promovendo a sedi-
mentação das partículas mais espessas. Logo após a separação, o 
fermentado foi armazenado em garrafas pet de 1,5 L, que foram 
acondicionadas em geladeira.

destilação

A destilação foi realizada com o auxílio de um destilador ar-
tesanal, formado por um sistema de aquecimento, composto por 
uma chapa da marca Logen, a caldeira do destilador, sendo uma 
panela de pressão com capacidade para 4,5L; e o sistema de res-
friamento, composto por um balde e uma mangueira conectada a 
uma torneira e a uma serpentina de condensação feita com tubo 
de cobre. Um béquer foi utilizado para a coleta do destilado e um 
densímetro alcoômetro (alcoolômetro Gay-Lussac-Incoterm), 
para determinação do teor alcoólico.

Foram coletados os 10% iniciais, referentes à fração cabeça. A 
fração coração foi obtida de acordo com o teor alcoólico desejado, 
sendo este correspondente a 41%. O volume restante, que corres-
ponde à fração cauda, foi descartado.

resultados e discussão

O processo fermentativo utilizando polpa de seriguela como 
substrato foi conduzido em reatores em batelada, com e sem agi-
tação. O fermentado obtido quando o processo foi realizado com 
agitação apresentou uma cor mais escura com a presença de tur-
bidez, como se observa na Fig. 3(a); por outro lado, o produto obti-
do no reator em batelada sem agitação apresentou uma coloração 
mais clara e uma aparência menos turva, conforme apresentado 
na Fig. 3(b).

A partir da estequiometria da reação e conhecendo-se a den-
sidade do etanol, é possível determinar a concentração de etanol 
máxima teórica (qt). Com os dados coletados durante o processo, 
pode-se determinar a concentração de etanol experimental (qe). 
Os resultados, expressos em (g/L), foram encontrados por meio 
da utilização das Equações (6) e (7):

Equação (6)

Equação (7)

Para determinar o rendimento (r) e a produtividade (p), fo-
ram utilizadas as Equações (8) e (9), respectivamente, em que Qe 
= concentração de etanol experimental (gL-1), Qt = máxima con-
centração de etanol teórica (estequiométrica) (gL-1), e t = tempo 
de fermentação (h).

Equação (8)

Equação (9)

CENTRIFUGAÇÃO

Ao término do processo fermentativo, foi realizada a centri-
fugação do fermentado com o uso da centrífuga da marca Lo-
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de substrato (°Brix) e da produção de etanol (%aBv) em função 
do tempo de fermentação. Para este modo de operação, o mosto 
permaneceu no reator por 89 horas.

FIGURA 4–representação do perFil cinético da produção do 
Fermentado de seriguela em reator com agitação

Verifica-se, durante o processo fermentativo com agitação, 
que a fase de adaptação celular ocorreu até a oitava hora de fer-
mentação, quando o crescimento celular foi mais lento; sendo que 
durante esse período, a concentração celular variou de 24,5 a 37,0 
gL-1. A fase de transição, em que ocorre o início da reprodução, 
seguiu até as 16 horas de processo fermentativo, havendo um au-
mento gradual do crescimento, sendo alcançada uma concentra-
ção de 82,5 gL-1. O elevado crescimento celular dessa fase ocorre 
devido à grande quantidade de substrato presente no meio e à au-
sência de inibidores27. Em seguida, ocorreram o declínio e a morte 
celular, em que se obteve uma concentração de 20,9 gL-1 como valor 
final. A fase de declínio indica a perda da capacidade de divisão 
celular, o que leva a uma elevada taxa de morte da levedura28.

FIGURA 3–Fermentado de seriguela oBtido no processo com (a) e sem 
agitação (B)

Essa cor turva geralmente surge pela presença de proteínas, 
também conhecida como “nuvem proteica”. Essas proteínas vão 
sendo desnaturadas e formando agregados proteicos insolúveis 
durante todo o processo fermentativo, o que pode gerar a turbidez 
presente na amostra26.

cinética dos processos Fermentativos em Batelada com e 
sem agitação

Por meio do estudo cinético de uma fermentação, é possível 
construir as curvas de cinética e adquirir os parâmetros que per-
mitem avaliar o desempenho do processo. Além disso, é possível 
observar a velocidade em que o substrato está sendo consumido 
e a formação do produto em função do tempo, bem como o cres-
cimento celular e a influência da levedura utilizada no processo13.

Na Fig. 5, é apresentada a curva cinética do processo fermen-
tativo com agitação. Através da análise desta curva, é possível 
compreender os perfis de crescimento celular (gL-1), de consumo 
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tando gradativamente em função do tempo de fermentação, até 
a estabilização decorridas 20 horas, apresentando um valor final 
de 8,78%aBv. Valores próximos foram encontrados para outros 
fermentados de frutos, relatados na literatura. Em um estudo da 
obtenção do fermentado à base de jambolão e do caldo de cana-de-
-açúcar, com fermentação realizada em recipientes de vidro com 
capacidade para um litro, foi observado um teor alcoólico médio, 
para cinco tratamentos, de 8%aBv31. Em outros estudos, foi en-
contrado para o fermentado de jabuticaba o valor de 12 %aBv32, 
sendo o mesmo valor obtido para o fermentado de cajá33. Essas 
diferenças ocorrem em função da quantidade, inicial e final, de 
açúcar presente em cada processo fermentativo31.

Na Fig. 6, é apresentada a curva cinética do processo fermen-
tativo sem agitação. Para este modo de operação, o mosto perma-
neceu no reator por 88 horas.

FIGURA 5–representação do perFil cinético da produção do 
Fermentado de seriguela em reator sem agitação

Em estudo sobre a fermentação do mosto de cagaita, foi ve-
rificado que a fase lag ocorreu entre o início do processo até a 5ª 
hora, em que ocorre o período de adaptação do microrganismo. A 
segunda fase, caracterizada pela transição e pelo início do cresci-
mento celular, ocorreu entre a 5ª e a 12ª hora; e a fase exponencial 
(log) situou-se após as 12 horas28, sendo este comportamento um 
pouco diferente do observado na Fig. 5.

O consumo do substrato ocorreu de forma rápida até as 16 
horas de fermentação, o que permite afirmar que a levedura uti-
lizada no processo se adaptou ao meio. Em seguida, o substrato 
apresentou tendência a atingir uma concentração constante, ve-
rificando-se um decaimento mais lento, provavelmente devido ao 
aumento da concentração de etanol no meio, o que inibe a atuação 
do microrganismo. No final do processo, o fermentado atingiu 
um valor de 6,0° Brix, equivalente a 62,225 gL-1 de sacarose, sen-
do que esse resultado foi obtido através da conversão do teor de 
sólidos solúveis para sacarose, aplicando a Equação 5. Esse rápi-
do decaimento do teor de sólidos solúveis no início do processo 
indica que, no mosto, estão presentes altas quantidades de açú-
cares fermentáveis, que favorecem o processo fermentativo29. É 
importante a verificação da velocidade em que o substrato está 
sendo consumido, pois através desses valores é possível analisar 
e controlar a qualidade e a eficiência do processo30.

Em outro estudo, os pesquisadores encontraram valores em 
torno de 5,0°Brix para o fermentado de ata (fruto também conhe-
cido como pinha); e entre 5,4 e 6,5ºBrix para a fermentação do 
mosto de mangaba, sendo estes valores próximos aos apresenta-
dos no presente estudo. As fermentações, em ambos os processos, 
foram conduzidas em vasilhames de aço inox, sob temperaturas 
de 18 a 21°C, pelo período de 21 dias29.

Com base no monitoramento cinético, a produção de etanol 
foi verificada e o teor de etanol, expresso em %aBv, foi aumen-
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Comparando-se os dois processos, representados nas Fig. 5 
e 6, podemos verificar que, ao operar sem agitação, o consumo 
de substrato levou mais tempo para iniciar e, consequentemen-
te, a formação do produto (etanol) também, diferenciando-se do 
processo ocorrido com agitação em que, nas primeiras horas, o 
substrato já estava sendo consumido e o produto gerado, manten-
do-se constante ao longo do processo. Com relação ao crescimen-
to celular, foi visto que, no processo com agitação, foi necessário 
um maior tempo até alcançar o ponto de máxima concentração 
de células (16 horas), diferenciando-se do processo ocorrido sem 
agitação, cujo pico ocorreu com 10 horas de processo.

Essas diferenças no tempo em que ocorrem o consumo de 
substrato, a formação de produto e o crescimento celular podem 
estar relacionadas a diferentes fatores, como o modo como o pro-
cesso está sendo conduzido, a levedura utilizada no processo, o 
modo de preparo do mosto fermentativo, entre outras causas. 
Como neste trabalho foi utilizado o mesmo mosto com as mesmas 
características para os dois processos fermentativos, bem como 
a mesma levedura, fica evidenciado que a diferença ocorreu pelo 
modo como o processo foi conduzido, notando-se que o processo 
ocorrido com agitação apresentou um melhor desempenho com 
relação ao tempo gasto para a geração do produto.

Durante a coleta de dados para a obtenção dos parâmetros 
cinéticos, também se verificou o pH do meio reacional. Para pro-
cessos fermentativos de frutas, valores de pH entre 3 e 5 são con-
siderados bons para a qualidade do fermentado; e a faixa ótima, 
onde ocorre maior produção de etanol, está entre 4,5 e 529,35. Na 
Fig. 6, são apresentados os valores de pH, por tempo de fermen-
tação, para os dois modos de operação.

O crescimento celular para o processo em batelada sem agi-
tação ocorreu de forma exponencial até as 12 horas de fermen-
tação. Após este tempo, houve um decaimento do crescimento 
celular em função da morte das células presentes do meio. Das 
22 às 24 horas de processo, houve um aumento de concentração 
celular. Isso pode ter sido ocasionado devido ao consumo de al-
gumas frações de células, em fase de morte celular, por algumas 
células vivas ainda presentes no mosto, sendo assim utilizadas 
para multiplicação34.

A diminuição do teor de açúcares presentes no mosto ocorre 
em função da atuação do microrganismo inoculado no meio, con-
vertendo este substrato em etanol e dióxido de carbono. As análi-
ses de teor de sólidos solúveis expressos em °Brix para o processo 
realizado sem agitação mostraram que os valores permaneceram 
estáveis até as 8 horas de fermentação, e isso pode ter ocorrido 
provavelmente em decorrência da falta de homogeneização do 
sistema. A partir da décima hora, foi ocorrendo um decréscimo 
em função do tempo de fermentação, sendo observado um ele-
vado desprendimento de gás carbônico no sistema do reator e, 
consequentemente, maior formação do produto. O processo fer-
mentativo foi finalizado quando o mosto apresentou um valor 
constante de 6 °Brix, decorridas 88 horas de fermentação.

O teor alcoólico para o processo sem agitação apresentou-se 
constante até as 8 horas de processo fermentativo, possivelmente 
porque, durante esse período, o consumo de substrato do meio 
serviu para multiplicação celular e, consequentemente, não ocor-
reu geração de produto em quantidades que se pudesse quanti-
ficar. A produção de etanol iniciou na décima hora de fermenta-
ção, seguida de um acréscimo constante até o valor estabilizar em 
8,78% aBv, no tempo de 24 horas.
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PARâMETROS CINéTICOS DO PROCESSO FERMENTATIVO

Nas Tabelas 1 e 2, são apresentados os resultados obtidos com 
relação à concentração de etanol experimental (qe), concentração 
de etanol máxima teórica (qt), rendimento, produtividade e fator 
de conversão de substrato em produto (Y P/S) para os dois tipos de 
reatores utilizados no processo fermentativo.

TABELA 1- concentração teórica e eXperimental de etanol para os 
dois reatores

Qe (gL-1) Qt (gL-1)

69,27 87,99

TABELA 2 – parâmetros cinéticos da Fermentação alcoólica para os 
dois reatores.

Processo Rendimento (%) Produtividade (gL-1h-1) YP/S

Com agitação 78,72 3,46 0,66

Sem agitação 78,72 2,88 0,66

Os valores de rendimento em produto observados para os 
processos de fermentação alcoólica de seriguela foram iguais para 
os dois reatores, sendo obtidos 78,72%. Estes valores de rendi-
mentos indicam que aproximadamente 80% do açúcar disponível 
nos processos foram transformados em álcool etílico.

Já a produtividade, que expressa a quantidade de etanol pro-
duzido por hora, apresentou valores diferentes, de acordo com 
o modo de condução. No processo em batelada com agitação, a 
produtividade foi maior, sendo de 3,46 g.L-1h-1, enquanto na ba-
telada sem agitação, o valor foi de 2,88 gL-1h-1. Um valor elevado 
para este parâmetro indica a produção de uma maior quantidade 

FIGURA 6 – pH do mosto de mangaBa durante o processo Fermentativo, 
realizado em Batelada com e sem agitação

Avaliando a Fig. 6, verifica-se que houve um decréscimo do 
pH seguido de uma estabilização dos valores em ambos os pro-
cessos. Os valores de pH, ao final da fermentação, foram de 4,30 
e 4,15, para os processos com agitação e sem agitação, respectiva-
mente, sendo que estes valores se encontram dentro da faixa de 
pH considerados adequados para o desenvolvimento deste tipo de 
processo. Resultados semelhantes foram observados na obtenção 
de fermentado de ata (fruto conhecido como pinha), sendo obser-
vado um pH final variando de 4,07 a 4,1929.

Podemos observar que, mesmo a faixa de pH do mosto es-
tando fora do valor considerado ótimo para o crescimento da 
levedura, não ocorreu inibição do crescimento celular nos dois 
processos. Isso pode ter ocorrido devido à levedura utilizada no 
processo apresentar tolerância a valores de pH levemente mais 
ácidos, ou pode estar associado à existência de leveduras já pre-
sentes no mosto antes da inoculação28.
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8,78%aBv de etanol, enquanto no processo descontínuo sem agi-
tação a duração foi de 24 horas, para produzir a mesma quantida-
de de etanol. Do ponto de vista econômico, levando em conside-
ração a energia necessária para o funcionamento do reator com 
agitação, pode-se avaliar a possibilidade de escolher a utilização 
do processo em reator sem agitação, uma vez que o fermentado 
apresentou as mesmas características, sendo que a diferença de 
tempo necessário para isso foi de apenas 4 horas.

destilado

Os produtos de ambos os processos fermentativos apresenta-
dos anteriormente foram misturados e o volume total foi utiliza-
do para realização de um processo de bidestilação para obtenção 
da aguardente de seriguela. A bidestilação consiste em fazer duas 
destilações sucessivas para obtenção de um produto com maior 
qualidade e teor alcoólico desejado38.

No início do processo, o fermentado com o teor alcoólico de 
8,78% (v/v) e um volume de 3,20L passou pela primeira destilação 
obtendo-se um volume de 1L de destilado com uma graduação 
alcoólica de 25% em volume. Nessa primeira destilação, o teor 
alcoólico apresentou-se abaixo do valor mínimo exigido pela le-
gislação brasileira vigente, publicado no Decreto nº 6.871, de 4 de 
junho de 200922, e apresentou uma cor azulada. Essa cor azulada 
é possivelmente ocasionada pela presença de cobre, material de 
construção da tubulação por onde o condensado é coletado, que 
é um dos compostos que mais desqualifica a bebida38.

Foi realizada uma segunda destilação do volume de 1,0L para 
melhorar a qualidade da aguardente, separando-se as frações ca-
beça, coração e cauda. Foram coletados 10% iniciais, correspon-
dentes à fração cabeça da destilação, equivalentes a 50,00 mL. A 
fração coração foi coletada até a obtenção da graduação alcoólica 

etanol por hora, o que é vantajoso, visto que o processo pode ser 
encerrado mais rapidamente. Nesse estudo, foi observado que 
quanto maior o tempo de processo, menor a produtividade.

Pesquisadores estudaram a elaboração de um fermentado de 
melancia em um processo realizado em batelada e encontraram 
rendimento de 94% e produtividade de 1,65 gL-1h-1 25. Em outro 
estudo, pesquisadores produziram fermentado de morango em 
reator operando em batelada com agitação e obtiveram produti-
vidade de 0,1336 gL-1h-1 36. Essas variações nos valores dos parâ-
metros cinéticos podem ser decorrentes de vários fatores, como 
levedura utilizada no processo, modo de operação do reator, tem-
peratura, tempo de operação e substrato utilizado37.

O rendimento em produto (Yp/S), encontrado na fermenta-
ção de polpa de seriguela, foi igual a 0,66. Esse resultado pode 
ser explicado pela provável produção de outras substâncias como 
álcoois superiores, acetaldeídos e ésteres, também pela inibição 
das leveduras por causa do alto teor de etanol final no mosto fer-
mentado e devido ao crescimento das leveduras, que consomem 
boa parte da sacarose existente no mosto.

O resultado obtido foi semelhante ao encontrado na pro-
dução do fermentado de melancia em reator operando em ba-
telada, sendo obtido um rendimento em produto de 0,6525. Já os 
resultados encontrados na elaboração do fermentado do fruto de 
mandacaru foram um pouco inferiores ao desse trabalho, sendo 
observado um rendimento em produto de 0,46137.

Analisando os dados apresentados na Tabela 2, podemos 
afirmar que o processo de fermentação alcoólica que ocorreu de 
forma descontínua com agitação apresentou melhor desempenho 
em comparação ao processo que ocorreu no reator descontínuo 
sem agitação, visto que sua produtividade 3,46g.L-1h-1 foi superior. 
Esse resultado foi alcançado devido à duração do processo, sendo 
necessário menor tempo de operação, 20 horas, para produzir 
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da algaroba, a graduação alcoólica foi de 40%aBv, mesmo valor 
obtido neste estudo39. Estudando a destilação do fermentado do 
abacaxi, pesquisadores alcançaram uma concentração alcoólica 
de 43%aBv, utilizado um volume de fermentado de 13,5L e uma 
graduação alcoólica inicial do fermentado de 9,6%aBv40. O valor 
de 45%aBv foi encontrado para o destilado de carambola41. Estes 
resultados evidenciam a possibilidade de aplicar os processos de 
fermentação e destilação para obtenção de produtos com valor 
agregado.

CONCLUSÃO

Os fermentados de seriguela obtidos utilizando os dois dife-
rentes reatores operados em batelada, com e sem agitação, apre-
sentaram o mesmo teor alcoólico: 8,78%aBv. Com isso, pode-se 
afirmar que, independentemente da agitação do meio, a levedura 
Saccharomyces cerevisiae utilizada é adequada para o processo de 
fermentação alcoólica do mosto de seriguela.

Os rendimentos para os dois processos foram iguais e altos, 
alcançando-se o mesmo valor, de 78,72%. As produtividades fo-
ram diferentes, sendo obtido valores de 3,36 gL-1h-1 e 2,88 gL-1h-1, 
para os processos com e sem agitação, respectivamente, eviden-
ciando que o processo com agitação permite alcançar um produto 
com graduação alcoólica maior, se o tempo de processo for fixado.

A bidestilação do fermentado de seriguela proporcionou a 
produção da aguardente de seriguela com 40% de graduação al-
coólica, sendo que este valor se encontra dentro dos limites exi-
gidos pela legislação vigente, proporcionando um meio de apro-
veitar o fruto gerando um produto de valor agregado.

desejada do destilado, sendo alcançado o teor de 41%, obtendo-
se um volume de 520,00mL. O restante, correspondente à fração 
cauda do destilado, foi descartado. O destilado passou por um 
processo de filtração a vácuo para remoção de algumas partícu-
las sólidas. Após a filtração, a aguardente obteve uma graduação 
alcoólica final de 40% (v/v) e apresentou a cor transparente, con-
forme pode ser visto na Fig. 7.

FIGURA 7–aguardente de seriguela com graduação alcoólica de 40% 
(v/v), oBtida no processo de Bidestilação

Os resultados apresentados mostraram que a aguardente 
produzida apresentou teor alcoólico dentro dos parâmetros exi-
gidos pela legislação brasileira de bebidas23. Valores semelhantes 
foram encontrados em outros trabalhos de fermentação alcoólica 
de frutos seguida da destilação. Para a aguardente obtida a partir 
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INTRODUÇÃO

A utilização de produtos naturais data da época das sagradas 
escrituras e do Papiro de Ebers, que descreve inúmeras dro-

gas de origem vegetal e animal1. A papoula (papaver somniferum) é 
um exemplo desses registros de espécie, apresentando poder anal-
gésico e tendo como princípio ativo a morfina2. Após a elucidação 
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Estudos fitoquímicos da M. urundeuva mostraram a presen-
ça de chalconas diméricas e taninos9, chalconas diméricas deno-
minadas Urundeuvina A, B e C10, além de componentes voláteis 
como monoterpenos (z)–β-ocimeno e Δ3-careno, limoneno, mir-
ceno, α-pineno e (e)-β-Ocimeno11 e uma grande quantidade de 
compostos fenólicos presentes nas cascas12.

Bastante utilizada na medicina popular, é considerada uma 
das principais plantas medicinais da região Nordeste, sendo in-
dicada como anti-inflamatória, cicatrizante no tratamento de 
feridas, em úlceras gástricas, vaginites e hemorroidas13. Alguns 
estudos vêm sendo realizados a fim de identificar e compreender 
as suas propriedades farmacológicas e aplicação no tratamento 
de diversas doenças, confirmando seu uso pela medicina popular.

Diante disso, torna-se necessário que estudos sobre a com-
posição química de plantas medicinais sejam realizados na busca 
por novos compostos, a fim de contribuir para um melhor apro-
fundamento do conhecimento químico da espécie Myracrodruon 
urundeuva Fr. Allemão. Logo, este trabalho teve como objetivo 
identificar a composição química por Espectrometria de Massas, 
propor a fragmentação destes compostos identificados e avaliar a 
atividade antioxidante e a determinação do teor de fenóis totais 
da espécie coletada na região da caatinga no Cariri Paraibano.

METODOLOGIA

oBtenção do material Botânico, trituração e eXtração 
por solvente

As cascas de M. urundeuva foram coletadas na zona rural do 
município de Serra Branca-Paraíba região que envolve o bioma 
Caatinga, a fim de caracterizar os metabólitos secundários pre-
sentes. As cascas foram acondicionadas em sacos plásticos com 

estrutural da morfina, diversos outros compostos foram descober-
tos, como vimblastina (velban®) e vincristina (oncovin®), extraídas 
da Catharrantus roseus; e taxol, extraído da casca da Taxus brevifolia, 
exemplos de quimioterápicos para o tratamento do câncer3.

Apesar de existirem outros métodos de descoberta de me-
dicamentos, os produtos naturais ainda se mostram bastante 
promissores na busca por novas drogas. Nos últimos 34 anos 
(1981-2014), 30% dos medicamentos utilizados em países indus-
trializados são obtidos de plantas ou derivados dos metabólitos 
secundários das plantas. Por exemplo, dos medicamentos anti-
cancerígenos aprovados, 49% são obtidos de produtos naturais 
ou derivados diretamente destes4.

A caatinga apresenta-se como uma fonte promissora para a 
descoberta de novos produtos naturais, visto que é um bioma ex-
clusivamente brasileiro, ou seja, a maior parte do seu patrimônio 
biológico não é visto em nenhum outro lugar do planeta5. A caa-
tinga é extremamente heterogênea, os contrastes físicos e climá-
ticos propiciam o aparecimento de diferentes tipos de formações 
vegetais. É tachada como um ambiente pobre em espécies e com 
baixo grau de endemismo, o que certamente é reflexo do pouco 
conhecimento sobre a região6. A enorme variabilidade presente 
nesse bioma e a escassez de estudos nos fazem pensar que regiões 
menos exploradas ou inexploradas podem estar associadas a no-
vas entidades químicas7.

A Myracrodruon urundeuva Fr. Allemão, pertencente à família 
Anacardiaceae, é conhecida vulgarmente no Brasil por urundeúva, 
aroeira, aroeira-preta, aroeira do cerrado, aroeira-do-sertão, en-
tre outros. Na caatinga, esta árvore atinge de 5 a 20m de altura e 
cerca de 30 a 60cm de dap (diâmetro a altura do peito). No Brasil, 
a sua ocorrência natural se dá nos estados do Ceará e São Paulo e 
está presente em todos os estados do Nordeste, além dos estados 
do Espírito Santo, Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas 
Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo, Tocantins e Distrito Federal8.
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mico a 0,1% v/v) e solvente B (metanol). O volume de injeção foi 
de 20 µL e fluxo de solvente de 0,6mL/min.

potencial antioXidante e teor de Fenólicos totais

DeTerminação Do poTencial anTioxiDanTe in viTro: méToDo De 
SequeSTro Do raDical livre 2,2-DiFenil-1-picrilhiDrazila (Dpph)

Realizou-se com base no método descrito na literatura,15 com 
adaptações. Foi utilizado 1mg de eeB diluído em MeoH, com con-
centrações entre 15 e 27 µg/mL, todas em triplicata. A leitura foi 
realizada em espectrofotômetro uv-Visível (uv-2550, Shimadzu) 
em comprimento de onda de 517 nm. A determinação da porcen-
tagem de atividade antioxidante (%aa) foi feita através da Equa-
ção 1:

Em que:
Ac: Absorbância do controle negativo;
Aa: Absorbância da amostra;
Ab: Absorbância do branco.
Para o cálculo da ci50, utilizou-se a equação da reta, em que 

foi substituído o valor de y por 50 para obtenção da amostra com 
capacidade de reduzir em 50% o dppH. A substância referência/
padrão utilizada foi o ácido ascórbico.

Teor De FenóiS ToTaiS

A quantificação de fenóis totais foi realizada pelo método Fo-
lin-Ciocalteu a 10%, com adaptações16: 1mg do eeB foi utilizado e 
diluído em solução hidrometanólica (1:1 v/v) e realizaram-se as 

identificação do local e data. As amostras vegetais foram lavadas 
em água corrente e secas em estufa com recirculação de ar a 45 
°C durante 72 h. Uma exsicata foi depositada no Herbário Lauro 
Pires Xavier – jpB da Universidade Federal da Paraíba sob o código 
jpB 36081.

Após seco, o material foi submetido à trituração em forragei-
ra, obtendo-se 2.22 kg de pó vegetal. Posteriormente, o pó vegetal 
das cascas de M. urundeuva foi macerado com etanol (etoH) a 95%, 
em recipiente de aço inoxidável, por 120 horas para a primeira 
extração; e 72 horas nas duas extrações seguintes, realizadas a fim 
de obter uma maceração exaustiva. A solução extrativa obtida foi 
concentrada em evaporador rotativo sob pressão reduzida a 40ºC 
para obtenção do Extrato Etanólico Bruto (eeB). Em seguida, 5g 
do eeB foram dissolvidos em 100mL de metanol (meoH) e 100 mL 
de hexano para obtenção de uma solução metanólica e hexânica, 
respectivamente, sob agitação mecânica para dissolução total14.

análises em clae-ies-em/em

A caracterização dos constituintes químicos foi realizada por 
Espectrometria de Massas (em) de baixa resolução: 1mg da solu-
ção metanólica foi solubilizada em 1mL de MeoH. Posteriormente 
a amostra foi filtrada com filtro pvdF de 0,45 µm e analisada por 
Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (clae). As análises de 
clae-ies-em/em foram realizadas utilizando um uFlc (shima-
dzu®), com detector de arranjo de diodo (dad) spd-M20A acopla-
do a um Espectrômetro de Massas com ionização por eletrospray 
e analisador do tipo “Ion trap” (amaZon X–Bruker®), em modo 
negativo.

Para a separação cromatográfica, utilizou-se uma coluna de 
fase reversa C18 (Kromasil; 250 mm x 4,6 mm x 5 micrómetros) 
com gradiente de eluição: solvente A (água Mili-Q® e ácido fór-
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dos picos para cada substância identificada no cromatograma da 
Fig. 1, mostrando todas as substâncias identificadas no tempo de 
0 min a 70 min.

FIGURA 1– cromatograma de íons totais identiFicados oBtido por ies 
no modo negativo com identiFicação dos picos correspondentes aos 

compostos identiFicados

QUADRO 1–compostos identiFicados por clae-ies-em/em do eXtrato 
metanólico das cascas do caule de myracroDruon urunDeuva

Tempo de 
retenção (Tr) 
(min)/ (Pico)

[M-H]- Fragmentos 
MS/MS (%)

Fórmula 
molecular

Substância 
sugerida Referência

4.3 (1) 635
MS2: 483 (65); 465 
(100); 423 (19); 313 
(22); 271 (8); 235 

(4); 169 (5)
C27H24O18 Trigaloil 

Glicose 17; 18

10.5 (2) 169 125 (5) C7H6O5 Ácido gálico 17; 19

16.4 (3) 483
MS2: 331 (54); 313 
(100); 271 (92); 211 

(73); 169 (18)
C20H20O14 Digaloil 

Glicose 17; 18;19

17.3 (4) 483
MS2: 331 (56); 313 
(57); 271 (100); 211 

(19) / MS3: 169 
(100)

C20H20O14
Digaloil 
Glicose 

isômero I
17; 18;19

diluições para as concentrações escolhidas de 90, 135 e 150 µg/mL. 
A leitura foi realizada usando o equipamento espectrofotômetro 
uv-Visível (uv-2550, Shimadzu) com comprimento de onda em 
765nm.

A curva de calibração foi preparada com a solução padrão de 
ácido gálico, nas concentrações de 7,5 a 150 µg/mL. Por meio da 
equação de regressão linear da curva de calibração calculou-se o 
teor de fenóis totais. Em que y representa a absorbância medida 
e x representa a concentração de equivalentes de Ácido Gálico, 
sendo expressa em miligramas equivalentes de ácido gálico por 
grama de extrato (mg eag/ g de amostra).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

caracterizações dos metaBólitos secundários do 
eXtrato metanólico das cascas de mYracrodruon 
urundeuva por clae-ies-em/em

A caracterização dos constituintes químicos do extrato me-
tanólico das cascas de M. urundeuva foram analisadas por clae-
-ies-em/em. Na Fig. 1, está representado o cromatograma dos 
íons identificados, obtido por Ionização por Eletrospray no modo 
negativo (ies-). Os compostos foram identificados com base nos 
padrões de fragmentação obtidos por espectrometria de massas 
de baixa resolução e comparados com dados na literatura, sen-
do desta forma possível sugerir putativamente a estrutura de 42 
compostos. No Quadro 1, estão representados os dados de Tempo 
de retenção (tr), fórmula molecular, massa molecular (ms), massa 
dos fragmentos (ms/ms) dos compostos identificados por claeies-
-ms/ms do extrato das cascas de M. urundeuva. Os números entre 
parênteses, presentes na coluna do Tr, referem-se à identificação 
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Tempo de 
retenção (Tr) 
(min)/ (Pico)

[M-H]- Fragmentos 
MS/MS (%)

Fórmula 
molecular

Substância 
sugerida Referência

34.3 (15) 635
MS2: 483 (39); 465 
(100); 423 (72); 313 
(20); 271 (12); 169 

(25)
C27H24O18

Trigaloil 
Glicose 

isômero III
17; 18

38.4 (16) 441 MS2: 289 (100); 
245 (12) 137 (20) C22H18O10 Catequin 

galato 18;20

40.5 (17) 197 MS2: 169 (7); 124 
(2) C9H10O5 Galato de etila 18

42.0 (18) 441 MS2: 289 (100) C22H18O10
Catequin 

galato 
isômero I

18;20

45.5 (19) 515
MS2: 353 (100); 
335 (12); 300 (1); 

191 (88)
C25H23O12 Dicafeoil ácido 

químico 21;22

48.1 (20) 523 MS2: 413 (17); 387 
(100); 251 (9) C30H20O9 Urundeuvina B 

ou D ou F 17

50.0 (21) 539
MS2: 521 (8); 403 

(100); 385 (58); 
293 (15); 267 (8); 

251 (7)
C30H20O10Urundeuvina E 

ou H 17

50.3 (22) 515
MS2: 353 (100); 
335 (5); 300 (11); 

191(2)
C25H23O12

Dicafeoil ácido 
químico 

isômero I
21;22

50.7 (23) 523 MS2: 413 (17); 387 
(41); 251 (10) C30H20O9

Urundeuvina 
B ou D ou F 
isômero I

17

51.5 (24) 539
MS2: 521 (4); 403 

(100); 293 (7); / 
MS3: 267 (100)

C30H20O10Urundeuvina E 
ou H isômero I 17

52.1 (25) 541
MS2: 523 (26); 413 
(8); 405 (100); 387 

(85); 251 (3)
C30H22O10 Urundeuvina 

G 17

52.4 (26) 300
MS2: 283 (31); 256 
(100); 229 (71); 185 

(37); 173 (3)
C14H6O8 Ácido 

elágico 18

Tempo de 
retenção (Tr) 
(min)/ (Pico)

[M-H]- Fragmentos 
MS/MS (%)

Fórmula 
molecular

Substância 
sugerida Referência

18.4 (5) 483
MS2: 331 (84); 313 
(67); 271 (100); 211 

(42); / MS3: 169 
(100)

C20H20O14
Digaloil 
Glicose 

isômero II
17; 18;19

20.0 (6) 483
MS2: 331 (100); 

313 (57); 271 (75); 
211 (48); / MS3: 

169 (100)
C20H20O14

Digaloil 
Glicose 

isômero III
17; 18;19

21.2 (7) 483
MS2: 331 (84); 313 
(55); 271 (100); 211 

(51); / MS3: 169 
(100)

C20H20O14
Digaloil 
Glicose 

isômero IV
17; 18;19

23.7 (8) 483
MS2: 331 (67); 313 
(100); 271 (49); 211 

(22); / MS3: 169 
(100)

C20H20O14
Digaloil 
Glicose 

isômero V
17; 18;19

25.8 (9) 483
MS2: 331 (47); 313 
(100); 271 (49); 211 

(31); / MS3: 169 
(100)

C20H20O14Digaloil glicose 
isômero VI 17; 18;19

27.8 (10) 483
MS2: 331 (47); 313 
(73); 271 (100); 211 

(33); 169 (22)
C20H20O14

Digaloil 
Glicose 

isômero VII
17; 18;19

29.1 (11) 635
MS2: 483 (89); 465 
(100); 423 (43); 313 
(38); 271 (25); 235 

(5); 169 (22)
C27H24O18

Trigaloil 
Glicose 

isômero I
17; 18

31.1 (12) 483
MS2: 331 (4); 313 
(13); 271 (12); 169 

(4)
C20H20O14

Digaloil 
Glicose 

isômero VIII
17; 18;19

32.4 (13) 483 MS2: 331 (2); 313 
(8); 271 (8); C20H20O14

Digaloil 
Glicose 

Isômero IV
17; 18;19

32.8 (14) 635
MS2: 483 (40); 

465 (100); 423 (13); 
313 (14); 169 (6)

C27H24O18
Trigaloil 
Glicose 

isômero II
17; 18
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Tempo de 
retenção (Tr) 
(min)/ (Pico)

[M-H]- Fragmentos 
MS/MS (%)

Fórmula 
molecular

Substância 
sugerida Referência

59.9 (38) 525
MS2: 507 (19); 431 
(13); 415 (44); 389 

(100); 371 (30)
C30H22O9

Matosina ou 
Urundeuvina J 

isômero V
17

60.0 (39) 523 MS2: 413 (18); 387 
(100); 251 (14) C30H20O9

Urundeuvina 
B ou D ou F 
isômero III

17

60.7 (40) 525
MS2: 507 (18); 431 

(7); 415 (45); 389 
(100); 371 (67)

C30H22O9
Matosina ou 

Urundeuvina J 
isômero VI

17

64.9 (41) 539
MS2: 521 (2); 429 
(17); 403 (90); 385 

(5) ;/ MS3: 267 
(100); 251 (2)

C30H20O10
Urundeuvina E 
ou H isômero 

III
17

68.9 (42) 523 MS2: 413 (6); 387 
(100); 251 (3) C30H20O9

Urundeuvina 
B ou D ou F 
isômero IV

17

Na primeira coluna, os números entre parênteses referem-se aos picos no cromatograma da Fig. 1.

O Composto 1, com Tr em 4,3 min, foi identificado de acordo 
com o pico do íon molecular desprotonado em m/z 635 [M-H]. Os 
dados da literatura sugerem nesta massa a estrutura do Trigaloil 
glicose17;18, tendo como principais fragmentos gerados a partir do 
pico íon base, em m/z 483, 313 e o fragmento 169 gerado a partir do 
íon em m/z 465 correspondentes a perdas neutras e consecutivas 
de unidades de galoil (152 Da) e galato. A proposta foi justificada 
por meio da reação de Rearranjo Remoto de Hidrogênio a partir 
do íon 635 para perdas de unidades de galoil, e o fragmento em 
169 justificado pela perda da unidade glicosídica de 144 a partir do 
fragmento em 313. A proposta de fragmentação está representada 
na Fig. 2. Os compostos 11 (tr 29,1 min), 14 (tr 32,8 min) e 15 (tr 34,3 
min) foram considerados isômeros do Composto 1, apresentando 
o mesmo íon molecular e mesma proposta de fragmentação.

Tempo de 
retenção (Tr) 
(min)/ (Pico)

[M-H]- Fragmentos 
MS/MS (%)

Fórmula 
molecular

Substância 
sugerida Referência

53.1 (27) 541
MS2: 523 (23); 413 
(11); 405 (100); 387 

(56); 251 (2)
C30H22O10 Urundeuvina 

G isômero I 17

53.3 (28) 525
MS2: 507 (20); 431 

(11); 415 (37); 389 
(100); 371 (73); 353 

(26); 237 (42)
C30H22O9 Matosina ou 

Urundeuvina J 17

53.7 (29) 539
MS2: 521 (1); 403 

(72); 387 (100); 
267 (1); 251 (26)

C30H20O10
Urundeuvina E 

ou H 
isômero II

17

54.1 (30) 523
MS2: 413 (28); 

387 (100); 369 (8); 
251(11)

C30H20O9
Urundeuvina 
B ou D ou F 
isômero II

17

54.5 (31) 525
MS2: 507 (15); 431 
(5); 415 (40); 389 

(100); 371 (64); 353 
(27); 237 (2)

C30H22O9
Matosina ou 

Urundeuvina J 
isômero I

17

55.1 (32) 541
MS2: 523 (6); 413 
(5); 405 (37); 387 

(16); 251 (2)
C30H22O10 Urundeuvina 

G isômero II 17

55.7 (33) 525
MS2: 507 (21); 431 
(11); 415 (44); 389 

(100); 371 (32); 353 
(2); 237 (47)

C30H22O9
Matosina ou 

Urundeuvina J 
isômero II

17

56.6 (34) 541
MS2: 523 (80); 413 

(24); 405 (100); 
387 (61); 251 (1)

C30H22O10 Urundeuvina 
G isômero III 17

57.2 (35) 525
MS2: 507 (22); 431 
(13); 415 (44); 389 

(100); 371 (46); 353 
(39); 237 (48)

C30H22O9
Matosina ou 

Urundeuvina J 
isômero III

17

58.1 (36) 541
MS2: 523 (29); 413 
(11); 405 (100); 387 

(63); 251 (3)
C30H22O10 Urundeuvina 

G isômero IV 17

58.4 (37) 525
MS2: 507 (100); 
431 (83); 415 (58); 
389 (43); 371 (36); 

353 (2)
C30H22O9

Matosina ou 
Urundeuvina J 

isômero IV
17



224 | avanços em Biotecnologia e Bioprocessos avanços em Biotecnologia e Bioprocessos | 225

FIGURA 3–proposta de Fragmentação do íon em m/z 169

O Composto 16 no Tr, em 38,4min, apresentou espectro de 
massas com o pico do íon molecular desprotonado em m/z 441 
[M-H]-. De acordo com a literatura, sugerimos putativamente que 
a estrutura é consistente com o Catequin galato; pelo padrão de 
fragmentação, apresentou o íon em m/z 289 a partir do íon base, 
com perda de uma unidade de galiol explicado a partir de uma 
reação de Rearranjo Remoto de Hidrogênio, como representado 
na Fig. 4. O Composto 18 no Tr, em 42,0min, foi identificado como 
isômero do Composto 16, apresentando o mesmo íon em m/z 441 
e mesma fragmentação, corroborando os dados da literatura18;20.

FIGURA 4–proposta de Fragmentação do íon em m/z 441
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FIGURA 2 – molécula desprotonada

Na Fig. 2, observamos ainda o fragmento 3 apresentando 
uma molécula desprotonada em m/z 483 [M-H]- correspondente 
a um Digaloil17;18;19, e sua fragmentação com perdas neutras e uni-
dades de galato (170 Da) gerando o Monogaloil Glicose em m/z 313 
[M-H]-, formando por fim o ácido gálico em m/z 169 [M-H]-. Os 
Compostos de 4 (tr 17,3 min) a 10 (tr 27,8 min), 12 (tr 31,1 min), 13 
(tr 32,4 min) foram identificados como isômeros do Composto 3, 
apresentando a mesma fragmentação em m/z 483.

O Composto 2 no Tr, em 10,5 min, apresentou espectro de 
massas com pico do íon molecular desprotonado em m/z 169 [M-
H]-. Pesquisas na literatura sugerem a estrutura como sendo o 
ácido gálico. A sugestão foi realizada de acordo com a fragmen-
tação formada a partir do íon base, apresentando íon fragmento 
em m/z 125 formado pela perda de co217;18. A proposta de frag-
mentação está representada na Fig. 3.
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19, pois apresentou mesmo íon em m/z 515 e mesmo padrão de 
fragmentação.

FIGURA 6 – proposta de Fragmentação do íon em m/z 515

O Composto 20 no Tr 48,1 min apresentou um espectro de 
massas com o pico do íon molecular desprotonado em m/z 523 
[M-H]-. De acordo com a literatura17, a estrutura pode ser consis-
tente com a de uma Urundeuvina B ou D ou F. Não foi possível 
afirmar a quais substâncias refere-se a estrutura encontrada nes-
te trabalho, visto que na literatura existem três compostos com 
estruturas que apresentam a massa de 523 e fragmentação em 
comum, logo seria necessária uma análise mais detalhada, como 
o isolamento e a análise por rmn. De acordo com o padrão de 
fragmentação que apresentou o íon em m/z 387, a partir do íon 
base, sendo esta a fragmentação de maior intensidade e explicada 
a partir de uma reação de Rearranjo Remoto de Hidrogênio com 
migração de carga para a Urundeuvina B (Fig. 7) e por uma reação 
de Retro Diels-Alder para as Urundeuvinas D (Fig. 8) e F (Fig. 9), 
todas as três estruturas apresentam perdas de -136.
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O composto 17 no Tr, em 40,5 min, apresentou um espectro 
de massas com o pico do íon molecular desprotonado em m/z 197 
[M-H]-. De acordo com a literatura, sugerimos putativamente que 
a estrutura consiste com o Galato de Etila, o padrão de fragmen-
tação apresentou íon em m/z 169 a partir do íon base, com perda 
de um grupo etil explicado a partir de uma reação de Rearranjo 
Remoto de Hidrogênio, e o íon 124 originado a partir do fragmen-
to 169 com perda de uma unidade de co2, como representado na 
Fig. 5, corroborando assim os dados presente na literatura18.

FIGURA 5–proposta de Fragmentação do íon em m/z 197

O Composto 19 no Tr, em 45,5 min, apresentou um espectro 
de massas com o pico do íon molecular desprotonado em m/z 515 
[M-H]-. De acordo com a literatura, sugerimos putativamente que 
a estrutura consiste com o Dicafeoil Ácido Químico, de acordo 
com o padrão de fragmentação, que apresentou o íon em m/z 
353 a partir do íon base, com perda de um grupo de ácido cafeico 
[M-H-162] explicado a partir de uma reação de Rearranjo Remoto 
de Hidrogênio, seguido de outra perda do grupo de ácido cafeico 
[M-H-162] também explicada por uma reação de rearranjo remo-
to de hidrogênio, gerando o íon da molécula desprotonada em 
m/z 191 (Fig. 6), corroborando os dados da literatura21;22. O Com-
posto 22 com Tr em 50,3 foi considerado isômero do Composto 
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FIGURA 9–proposta de Fragmentação do íon em m/z 523 – urundeuvina F

Os Compostos 23 (tr 50,7 min), 30 (tr 54,1 min), 39 (tr 60,0 
min) e 42 (tr 68,9 min) foram considerados isômeros do Compos-
to 20, pois apresentam mesma massa com íon desprotonado em 
523 [M-H]- e mesma fragmentação.

O Composto 21 no Tr 50,0 min apresentou espectro de mas-
sas com pico do íon molecular desprotonado em m/z 539 [M-H]-. 
De acordo com a literatura, sugerimos putativamente que esta 
massa corresponde à estrutura da Urundeuvina E ou H. Não foi 
possível afirmar a qual das duas substâncias sugeridas pertence 
a massa encontrada neste trabalho, visto que ambas são encon-
tradas na literatura e apresentam a mesma massa de 539 e mesma 
fragmentação, sendo necessária uma análise mais detalhada.

A proposta de fragmentação para Urundeuvina E e H está 
representada nas Fig. 10 e 11, respectivamente. O padrão de frag-
mentação apresentou o íon em m/z 403 a partir do íon base, sendo 
esta a fragmentação de maior intensidade e explicada a partir de 
uma reação de Rearranjo Remoto de Hidrogênio com migração de 
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O Composto 25 no Tr 52,1 min apresentou espectro de massas 
com pico do íon molecular desprotonado em m/z 541 [M-H]-. Com 
base na literatura,17 esta massa corresponde à estrutura da Urun-
deuvina G, uma chalcona17. A sugestão foi realizada de acordo 
com a fragmentação formada a partir do íon base, apresentando 
como principal fragmentação e de maior intensidade o íon frag-
mento em m/z 387 explicada a partir de uma reação de Mc Lafferty 
com uma perda de -136 e -18 Daltons (Fig. 12). Os Compostos 27 (tr 
53,1 min), 32 (tr 55,1 min), 34 (tr 56,6 min) e 36 (tr 58,1 min) foram 
considerados isômeros do Composto 25 por apresentar mesma 
íon em m/z 541 e mesmo padrão de fragmentação.

FIGura 12–proposta de Fragmentação do íon em m/z 541–urundeuvina g

O Composto 26 no Tr 52,4 min apresentou espectro de massas 
com pico do íon molecular desprotonado em m/z 300 [M-H]-. Su-
gerimos putativamente que a estrutura é consistente com o ácido 
elágico, de acordo com o padrão de fragmentação que apresentou 
o íon em m/z 256 a partir do pico íon base, com perda de -44 cor-
respondente a um co2 e uma outra fragmentação gerando o íon 
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FIGURA 14–proposta de Fragmentação do íon em m/z 525 – matosina

FIGURA 15–proposta de Fragmentação do íon em m/z 525–urundeuvina j

determinação do potencial antioXidante in viTro: método de 
sequestro do radical livre 2,2-diFenil-1-picrilHidrazila (dppH)

O resultado da atividade antioxidante do eeB foi obtido por 
meio da curva de calibração e expresso por meio da média ci50 

HO

HO

OH

O

O

OH

O OH

OH - 136
Retro Diels- Alder

HO

HO

OH

O OH

OH

Produto

OH

O

O
- 136

m/z 525

m/z 389H
-

OHO

O

OH
OH

O
O

OH

OH

- 136
Retro - Diels - Alder

OHO

O

OH
OHOH

Produto

OH

O
O

- 136

m/z 525 m/z 389
H

-
H

-

em m/z 229 originado da perda de -27 correspondente a um co 
(Fig. 13). Tal sugestão vai de encontro com a literatura18.

FIGURA 13–proposta de Fragmentação do íon em m/z 300

O Composto 28 no Tr 53,3 min apresentou espectro de mas-
sas com pico do íon molecular desprotonado em m/z 525 [M-H]-. 
Com base em pesquisas realizadas na literatura, sugerimos esta 
massa como sendo da estrutura da Matosina ou da Urundeuvina 
J, ambas classificadas como chalconas. Não foi possível sugerir 
com clareza qual seria das duas substâncias, pois ambas possuem 
o mesmo íon em m/z 525 e padrões de fragmentação também 
bastante semelhantes.

A sugestão foi realizada com base na fragmentação obtida a 
partir do pico íon base, apresentando íon em m/z 389, sendo essa 
a principal fragmentação e o íon de maior intensidade, gerando 
uma perda de -136 explicada por uma reação de Retro Diels-Alder 
(rda). A proposta de fragmentação, tanto para a Matosina como 
para a Urundeuvina J, está representada nas Fig. 14 e 15 respec-
tivamente. Os Compostos 31 (tr 54,5 min), 33 (tr 55,7 min), 35 (tr 
57,2 min), 37 (tr 58,4 min), 38 (tr 59,9 min) e 40 (tr 60,7 min) foram 
considerados isômeros do Composto 28 por apresentar mesmo 
íon em m/z 525 e mesmo padrão de fragmentação. Estes dados 
vão de encontro com os dados da literatura 17.

O

OH

O

O O

OH

OHO

- 44

m/z 300 m/z 256 m/z 229

- 27
O

O

O

O

OH
O

O
OH

O

OH

H
- H

-

O



234 | avanços em Biotecnologia e Bioprocessos avanços em Biotecnologia e Bioprocessos | 235

determinação do teor de Fenólicos totais

Para a quantificação do teor de fenóis totais do eeB de M. 
urundeuva, construiu-se uma curva de calibração com o padrão 
ácido gálico nas concentrações de 7,5; 15; 105; 135 e 150 µg/ml, e 
realizou-se a interpolação dos valores de absorbância obtidos das 
amostras testadas. Através da equação de regressão linear do pa-
drão ácido gálico, obtivemos a equação da curva de calibração y = 
0, 006x–0, 029 e o coeficiente de correlação (r2), que foi de 0,998.

Com o auxílio da equação da reta, calculamos o teor de fenó-
licos totais em mg eag/g de extrato e obtivemos uma alta concen-
tração de compostos fenólicos de 387,49 ± 15,09 mg eag/g de eeB, 
valor este muito maior que os encontrados na literatura para a 
mesma espécie, a saber: no estudo das cascas de M. urundeuva co-
letadas na região da caatinga, o teor de fenóis foi de 46,44 ± 07,05 
por mg de extrato26. Ao analisar o teor de fenóis totais pelo méto-
do de Folin-Ciocalteu das folhas e cascas do caule de M. urundeuva, 
os autores obtiveram um teor de fenóis de 194 mg eag/g do extrato 
metanólico das folhas e de 193 mg eag/g dos extratos metanólicos 
das cascas do caule27. Em outro estudo da aroeira com extratos de 
acetona-água e metanol-água, os autores obtiveram valores de 
teor de fenóis de 43,8mg eag/g e 37,7mg eag/g, respectivamente. 
Os autores observaram ainda por clae uma grande quantidade 
de taninos, como ácidos gálicos e elágicos, além de flavanonas e 
flavanóis, porém em concentrações menores12.

Sendo assim, com base na literatura e nos resultados obti-
dos neste trabalho, é notório o alto teor de compostos fenólicos 
encontrados para a espécie de M. urundeuva, demonstrando o seu 
potencial antioxidante.

± epm (erro Padrão da Média), utilizando como padrão o ácido 
ascórbico (aa).

Obtivemos um valor da ci50 do eeB de 18,76 ± 2,18µg/mL, 
apresentando um valor próximo ao obtido pela substância padrão 
(aa), que apresentou ci50 de 16, 34 ± 1,94 µg/ml. Além disso, obser-
vamos que, mesmo em baixas concentrações de eeB, obtivemos 
uma porcentagem de atividade antioxidante acima de 30% para a 
menor concentração (15 µg/ml); e para a maior concentração de 27 
µg/ml, observamos uma porcentagem de atividade antioxidante 
em torno de 70%, ressaltando assim o potencial antioxidante do 
eeB de M. urundeuva.

A porcentagem de atividade antioxidante corresponde à 
quantidade de dppH consumida pelo antioxidante, logo a ci50 
representa a quantidade de compostos antioxidantes capazes de 
reduzir em 50% o dppH, ou seja, quanto menor o valor da ci50 
maior será sua capacidade de consumo de dppH e sendo assim 
maior sua atividade antioxidante23.

Ao avaliar a atividade antioxidante pelo método dppH do ex-
trato etanólico das cascas de M. urundeuva, os autores obtiveram 
um valor de ci50 789 µg/mL24. Na avaliação da atividade antioxi-
dante do extrato etanólico das cascas de aroeira preta, os autores 
obtiveram uma ci50 de 116,50 µg/mL25. Dessa forma, os resulta-
dos observados no presente trabalho apresentam valores de ci50 
menores que os dados já relatados na literatura, indicando assim 
um potencial antioxidante. Alguns estudos atribuem a atividade 
antioxidante à presença de composto fenólicos, que vêm desper-
tando interesse por propriedades redutoras e inibitórias, desem-
penhando uma função importante no sequestro de radicais livres, 
bem como neutralizando-os23.
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presentes na espécie. O teor de compostos fenólicos, bem como a 
atividade antioxidante, apresentou bons resultados e até valores 
superiores de teor de fenóis (387,49 ± 15,09 mg eag/g de eeB) e 
potencial antioxidante (ci50 = 18,76 µg/ml de eeB), quando com-
parados com dados na literatura para a mesma espécie.

É necessário ainda que estudos fitoquímicos sejam realiza-
dos a fim de descobrir e isolar possíveis novas substâncias, visto 
que esta espécie está inserida em uma região com características 
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INTRODUÇÃO

O cerrado e a caatinga são dois dos biomas mais importantes 
que compõem o território brasileiro, representando cerca de 

35% de toda a sua extensão. O potencial de extração desses biomas 
é sem precedentes, sendo flores, folhas, sementes e frutos apenas 
algumas das inúmeras fontes de matéria-prima que podem servir 
à população¹.

Presente tanto na caatinga como no cerrado, encontra-se 
a mangabeira (hancornia speciosa) – planta nativa brasileira que 
ocorre nas regiões Sudeste, Centro-Oeste, Norte e Nordeste². A 
mangabeira apresenta um porte não muito alto, copa de forma 
inconstante, tronco bem envergado, rugoso e com muitas rami-
ficações, ramos lisos e de cor vermelha. Seus frutos são do tipo 
baga, sendo seus formatos e tamanhos variáveis, circulares ou 
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tempo e o crescimento cada vez maior dos estudos sobre o tema, 
foi esclarecido e denominado o termo fermentação, processo no 
qual acontece a reprodução de um microrganismo, originária 
de uma fonte rica em nutrientes, com o intuito de adquirir um 
bioproduto. Vários ramos da indústria se beneficiam da fermen-
tação, causando um impacto significativo na sociedade. Como 
exemplos, podem ser citadas as indústrias químicas e farmacêu-
ticas. Na área alimentícia, destacam-se a produção de queijos, io-
gurtes e bebidas. Mesmo com uma enorme variedade de produtos 
sendo originados por esses processos, um dos mais utilizados é a 
fermentação alcoólica6.

A fermentação alcoólica é a conversão de um substrato, o açú-
car, através de uma levedura em um metabólito, o álcool etílico. 
Comumente é utilizada a levedura Sacharomyces cerevisiae, a qual 
realiza o processo de fermentação de açúcares com o intuito de 
conseguir energia química suficiente para sobreviver, fazendo 
com que o etanol seja um produto gerado nesse processo. Para 
se alcançar um bom desempenho, é necessário que a levedura, o 
principal fator constituinte de uma fermentação alcoólica, apre-
sente certas qualidades que a validem como apta para o processo, 
entre eles, um bom rendimento, certa resistência e estabilidade, 
assim como ter tolerância ao álcool7.

Para uma melhor compreensão da fermentação, recomen-
da-se que seja realizada uma avaliação da cinética do processo. A 
análise cinética basicamente tem início no estudo da evolução dos 
valores de concentração de um ou vários componentes do siste-
ma de cultivo, em razão do tempo de fermentação. São definidos 
como componentes o microrganismo (ou biomassa), os produtos 
do metabolismo e os nutrientes ou substratos que fazem parte do 
meio de cultura8.

Em uma dada fermentação, acontecem muitas transforma-
ções simultâneas, nas quais as células crescem, se desenvolvem 

elipsoidais, de cores amarelo ou verde, contendo uma polpa ama-
rela, bem doce, que, por sua vez, é bastante rica em vitaminas³.

O fruto, conhecido como mangaba, é constituído de 77% de 
polpa, 12% de semente e 11% de casca. Com um sabor caracte-
rístico e altamente apreciado pela população, contém elevado 
conteúdo de sólidos solúveis, ligado a alta acidez. Os números 
pertencentes à quantidade de açúcar em relação aos sólidos solú-
veis totais são próximos de 77%, e 59% de açúcares redutores em 
relação aos totais4.

No ano de 2015, a produção de mangaba atingiu o número de 
663 toneladas. Do seu total na produção nacional, os estados da 
Paraíba e Sergipe representam 53%4. Com a ocorrência de certa 
variação de ano após outro, dependendo da época, a frutifica-
ção da planta se dá de forma irregular. Ainda assim, a coleta dos 
frutos se dá em uma época definida, geralmente entre os meses 
de outubro e abril¹. Para se ter uma boa qualidade na colheita 
dos frutos, avaliam-se as condições de desenvolvimento que tem 
importância na fase pós-colheita. Se colhidos antes de atingirem 
total maturação, prejudicam seu processo de amadurecimento, 
comprometendo a qualidade do produto final. A colheita de frutos 
completamente maduros diminui sua vida útil, causando proble-
mas de transporte e manuseio, por consequência da baixa resis-
tência física, havendo perdas de grande quantidade de frutos5.

Devido a sua composição e disponibilidade, o fruto da man-
gabeira apresenta-se como uma alternativa no desenvolvimento 
de bioprodutos de alto valor agregado, com boas características 
sensoriais e maior tempo de vida de prateleira, podendo ser uti-
lizado como matéria-prima em processos de conversão, como os 
processos de fermentação e destilação.

Os processos fermentativos vêm sendo utilizados desde a An-
tiguidade, mesmo não havendo o conhecimento necessário em 
relação ao entendimento de como se davam as reações. Com o 
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sempre um melhor produto e sua expansão diante da população. 
Assim, a otimização de produtos é de suma importância para a 
manutenção e o aumento do setor do mercado de bebidas12. O uso 
de frutas como o principal elemento para a produção de bebidas 
alcoólicas é uma alternativa a reduzir as perdas consideráveis de 
frutos na lavoura. Também surge como uma alternativa ao consu-
midor, que está em busca de produtos e sabores diversificados13.

A destilação é o fenômeno referente à separação de compo-
nentes de uma mistura devido a uma diferença de pressão de va-
por. Toda substância com determinado ponto de ebulição é volátil 
e possui um determinado valor de pressão de vapor, que, por sua 
vez, é dependente da temperatura14. Um processo de destilação 
separa os componentes com base em sua volatilidade. Os com-
postos mais voláteis, como metanol e o acetaldeído, são destila-
dos primeiramente na fração “cabeça”; já os menos voláteis, como 
os álcoois superiores, são destilados posteriormente nas frações 
“coração” e “cauda”. A parte de interesse fica por conta do coração, 
correspondente a cerca de 85% do volume total do destilado15.

Com isso, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o 
comportamento cinético no desenvolvimento de uma bebida fer-
mentada a partir da polpa da mangaba, conduzindo o processo 
em batelada sem agitação, determinando os valores dos parâme-
tros cinéticos; e, em seguida, realizar a produção do destilado.

MATERIAL E MéTODOS

O trabalho foi conduzido no laboratório de Biotecnologia do 
Centro de Desenvolvimento Sustentável do Semiárido da uFcg, 
entre os meses de junho e julho de 2018.

e morrem, substâncias das mais variadas são consumidas pelos 
microrganismos e produtos resultantes do metabolismo são lan-
çados no meio. Tratando-se da fermentação alcoólica, os mais 
importantes fatores a serem estudados são as alternâncias das 
concentrações de células, de substrato e de concentração de etanol 
com o tempo. Algumas outras substâncias, como o gás carbônico 
(co2) ou outros nutrientes, também podem ser estudados9.

O estudo cinético dos processos fermentativos requer o 
entendimento e o uso de parâmetros que facilitem a análise da 
produção de células e produção da substância desejada, como o 
etanol. Fazem parte desses parâmetros o rendimento do produto 
(Yp/S) e o fator de conversão de substrato em biomassa (YX/S), 
determinados por meio das Equações (1) e (2):

 Equação (1)

 Equação (2)

Em que P0 e Pt são as concentrações (gL-1) inicial e final do 
etanol; Xt e X0 as concentrações (gL-1) inicial e final de células, e 
S0 e St as concentrações (gL-1) inicial e final de sacarose, respecti-
vamente10.

Um fruto que contenha certos níveis de umidade, açúcar e 
nutrientes que satisfaçam as leveduras é desejável como elemen-
to essencial para fabricação de bebidas fermentadas, que poste-
riormente possam ser destiladas11. A indústria de alimentos está 
à procura de novidades na área de bebidas e sabores, buscando 
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FIGURA 1–processo de aquecimento do mosto

Em seguida, foi realizada a chaptalização, um processo no 
qual, para atingir o grau alcoólico desejado, se faz necessária a 
adição de açúcar ao mosto para permitir a correção deste compo-
nente16. Foi realizada a análise dos sólidos solúveis totais de cada 
um dos béqueres contendo o mosto, através do refratômetro aBBe 
de bancada modelo Q767B da marca Quimis, sendo verificados 
teores iniciais de 5 e 6 °Brix, para a primeira e a segunda fermen-
tação, respectivamente. Após isso, foi realizada a chaptalização, 
havendo o acréscimo de açúcar cristal no mosto, alcançando-se 
um teor de sólidos solúveis totais de 17° Brix.

A próxima etapa da preparação do mosto foi a correção do 
pH. Por meio da utilização do pHmetro digital pH 2600 da marca 
Instrutherm, foi realizada a visualização do pH do mosto de man-
gaba já após a chaptalização. Em seguida, para redução da acidez, 
foi utilizada uma solução de hidróxido de sódio (naoH) a 0,2 M.

O volume total, após as correções, foi autoclavado a 121°C e 1 
atm, por 15 minutos, em Erlenmeyers. Em seguida, foi realizada 

matéria-prima

Foram utilizados cerca de 8,0kg de polpa de mangaba, obti-
dos em estabelecimento comercial situado no município de Cam-
pina Grande-pB, tendo em vista a dificuldade em obter o fruto in 
natura durante o período de desenvolvimento da pesquisa. O ma-
terial ficou armazenado em congelador até o início do trabalho.

microrganismo

O microrganismo utilizado foi a levedura Sacharomyces cerevi-
siae – fermento biológico comercial em pó, sendo este o respon-
sável por metabolizar os açúcares anaerobicamente.

preparo do mosto e correções

A polpa da fruta foi processada em um liquidificador domés-
tico (da marca Arno), com o uso de 500 mL de água mineral para 
cada quilo de polpa, adquirindo-se o mosto. A aplicação do mosto 
se deu em duas etapas. Inicialmente, foram utilizados 4 kg de 
polpa, para obtenção dos dados cinéticos da fermentação. Poste-
riormente, procedeu-se da mesma forma com os 4 kg restantes. 
Na segunda fermentação, não foi realizado o acompanhamento 
dos parâmetros, apenas foram reproduzidos todos os métodos 
utilizados na primeira fermentação.

Com o mosto obtido, foi realizada a filtração com o auxílio 
de um filtro de tecido para impedir que partículas maiores esti-
vessem presentes no meio reacional. Após devidamente filtra-
do, transferiu-se para dois béqueres de 5000 mL. Em seguida, os 
recipientes, contendo o mosto, foram aquecidos até o início da 
ebulição da solução.
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°Brix, além do pH do meio reacional. Inicialmente, alíquotas de 
10 mL foram coletadas a cada 2 horas, nas primeiras 24 horas. 
Nos demais dias, foram coletadas apenas uma amostra, a cada 
24 horas.

parâmetros cinéticos do processo Fermentativo

Para a obtenção dos parâmetros cinéticos do processo fer-
mentativo, foram utilizados os resultados obtidos por meio da 
coleta das alíquotas de 10mL, em intervalos de tempo definidos.

crescimento celular

A concentração de células foi determinada a partir da filtra-
ção a vácuo das amostras em papel em filtro, sendo os papéis pre-
viamente submetidos a secagem em estufa a 50°C por 24 horas 
para determinação da sua massa (m1). O papel filtro contendo as 
células retiradas também passou por um processo de secagem em 
estufa a 55°C por 24 horas. Após a secagem, com o auxílio de uma 
balança analítica, foi possível determinar a massa do conjunto 
(papel + células) (m2). Os cálculos para obter a massa celular (X), 
em gramas por litro, para cada amostra filtrada foram realizados 
através da Equação (3)18.

Equação (3)

consumo do suBstrato

Para determinação do teor de sólidos solúveis totais (tss) ex-
pressos em °Brix, foi utilizado o refratômetro de bancada (abbe 

uma nova filtração, de modo a deixar o mosto em condições ideais 
de fermentação. Por fim, realizou-se novamente a esterilização 
em autoclave, em condições similares à realizada anteriormente; 
e após resfriamento, foi possível dar início à fermentação.

Fermentação alcoólica

Para a condução desse processo, foi utilizado como reator 
uma garrafa pet, com capacidade de 10 L. Na parte inferior, foi 
instalada uma torneira para coleta de amostras do mosto, como 
apresentado na Fig. 2:

FIGURA 2–reator utilizado no processo Fermentativo sem agitação

Fonte: ramos (2018)17

O inóculo foi preparado em uma câmera de fluxo laminar, 
adicionando um volume de 5 L do mosto e 27 g da levedura (5,4 g 
de levedura por L de mosto). O mosto permaneceu no reator por 
7 dias, em temperatura ambiente. Durante este período, foram 
determinadas as concentrações de células e de sólidos totais em 
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máxima teórica (qt). Com os dados coletados durante o processo, 
pode-se determinar a concentração de etanol experimental (qe). 
Os resultados, expressos em (gL-1), foram encontrados por meio 
da utilização das Equações (5) e (6):

Equação (5)

Equação (6)

Para determinar o rendimento (r) e a produtividade (p), fo-
ram utilizadas as Equações (8) e (9), respectivamente. O rendi-
mento expresso em (%) e a produtividade em (gL-1h-1):

Equação (7)

Equação (8)

Em que Qe = concentração de etanol experimental (gL-1), Qt = 
máxima concentração de etanol teórica (estequiométrica) (gL-1), 
e t = tempo de fermentação (h).

centriFugação

Ao término do processo fermentativo, foi realizada a centri-
fugação do fermentado, com o uso da centrífuga da marca Lo-

eeq90006B), previamente calibrado. A partir do resultado obtido, 
foi calculada a concentração de sacarose do mosto expressa em 
gramas de sacarose por litro de mosto, com base na Equação (4)10:

Equação (4)

produção de etanol

A determinação do teor de etanol do fermentado foi realizada 
utilizando-se dados coletados com o refratômetro, que mede o 
°Brix. A partir desta medida, foi estimada a concentração de ál-
cool etílico por meio da conversão do valor em °Brix, apresentado 
pelo refratômetro, para %aBv (mL de álcool por 100 mL de solu-
ção), utilizando-se a ferramenta disponível em: http://onebeer.
net/refractometer.shtml.

O cálculo se baseia nas relações entre a quantidade de sólidos 
solúveis, presentes no início e ao término do processo, e a densi-
dade do meio. Para um menor teor de sólidos solúveis, a solução 
apresenta uma menor densidade, o que indica um maior teor de 
etanol.

determinação do rendimento e da produtividade

A fermentação alcoólica pode ser representada pela equação 
química:

C12 H22 O11 + H2O → C6H12O6 + C6H12O6 → 4C2 H5OH + 4CO2 + Energia

A partir da estequiometria da reação e conhecendo-se a den-
sidade do etanol, é possível determinar a concentração de etanol 
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da apresentou uma boa recuperação do produto, apresentando 
uma tonalidade mais escura. Na segunda fermentação, realiza-
da para adquirir um volume adicional de fermentado, visando 
a posterior obtenção do destilado, apresentou cor mais clara e 
elevada turbidez, com significativa perda volumétrica, na etapa 
de centrifugação.

Essa redução no volume do fermentado obtido, bem como 
a maior turbidez, pode ter relação com uma possível entrada de 
oxigênio no reator, que pode ter interferido na geração do etanol 
pela levedura. A fermentação alcoólica é impedida na presença 
de elevadas concentrações de oxigênio, processo conhecido como 
“Efeito Pauster”. Este fenômeno está relacionado ao estado fisio-
lógico da célula, sendo que ocorre na maioria dos casos nas leve-
duras que não estão na fase de crescimento, nas quais acontece 
diminuição considerada do consumo específico de glicose19.

FIGURA 3– Fermentado oBtido ao Fim dos processos Fermentativos. ao 
centro e à direita, corresponde a primeira Fermentação; à esquerda, 

a segunda.

gen Scientific. Processo foi realizado com objetivo de se atingir 
um produto livre ao máximo de impurezas, promovendo a sedi-
mentação das partículas mais espessas. Logo após a separação, o 
fermentado foi armazenado em garrafas pet de 1,5 L, que foram 
acondicionadas em geladeira.

destilação

A destilação foi realizada com o auxílio de um destilador ar-
tesanal, formado por um sistema de aquecimento, composto por 
uma chapa da marca Logen, a caldeira do destilador, sendo uma 
panela de pressão com capacidade para 4,5L, e o sistema de res-
friamento, composto por um balde e uma mangueira conectada a 
uma torneira e a uma serpentina de condensação feita com tubo 
de cobre. Um béquer foi utilizado para a coleta do destilado e um 
densímetro alcoômetro (alcoolômetro Gay-Lussac-Incoterm) para 
determinação do teor alcoólico.

Inicialmente, um volume de 3L de fermentado passou por 
uma primeira destilação, obtendo-se um volume de 1,1L de desti-
lado. Em seguida, realizou-se uma segunda destilação do volume 
de 1,1L, em que se procedeu à separação das frações cabeça, co-
ração e cauda do destilado. Foram coletados os 10% iniciais, refe-
rentes à cabeça. A fração coração foi obtida de acordo com o teor 
alcoólico desejado, sendo este correspondente a 41%. O volume 
restante, correspondente à fração cauda, foi descartado.

resultados e discussão

Os processos fermentativos utilizando polpa de mangaba 
como substrato foram realizados em um reator em batelada, sem 
agitação. O mosto fermentado obtido durante a primeira batela-



256 | avanços em Biotecnologia e Bioprocessos avanços em Biotecnologia e Bioprocessos | 257

Nas primeiras horas da fermentação, houve um reduzido 
crescimento celular, sendo este irregular. Com isso, é possível 
considerar que, até oitava hora de fermentação, houve a adapta-
ção do microrganismo ao meio, variando a concentração celular 
durante esse período de 97,38 gL-1 a 97,73 gL-1. Entre 8 e 14 horas, 
ocorreu um elevado incremento na concentração celular, sendo 
este período caracterizado como a fase exponencial de cresci-
mento, com a concentração celular alcançando, nesse período, 
o máximo de 159,85 gL-1. A glicose se metaboliza junto ao etanol, 
quando as células se mostram com uma enorme velocidade, com 
um tempo de geração entre 1 e 7 horas21.

Após esse período, houve uma redução acentuada da massa 
celular e isso pode ser atribuído à taxa de morte celular. Houve 
redução até o valor de 38,83 gL-1. Nessa fase, há mais células mor-
tas no meio do que células ativas. Essa fase se perpetua até que a 
população seja reduzida a uma pequena fração de células da fase 
anterior, ou até mesmo que desapareça completamente8. Entre 
70 e 75 horas, a concentração celular sofreu um leve aumento. É 
possível que esse pequeno crescimento tenha ocorrido devido ao 
consumo de algumas frações de células, em fase de morte, por 
células vivas ainda presentes no mosto, sendo assim utilizadas 
para multiplicação22.

Durante a coleta de dados para a obtenção dos parâmetros 
cinéticos, também se verificou o pH do meio reacional. O pH con-
siderado ideal em uma fermentação é próximo de 4,523. Já o pH 
ideal para a produção de etanol fica entre os valores de 4,5 e 524. 
Na Fig. 5, são apresentados os valores de pH, por tempo de fer-
mentação.

cinética do processo Fermentativo

O estudo cinético de um processo de biotransformação é fun-
damental, porque permite a aquisição de conhecimento básico 
do processo. A cinética de biotransformação está associada com 
a velocidade de consumo de substrato e de surgimento de produ-
to, mais especificamente se tratando de processos fermentativos 
utilizando leveduras, também com a velocidade de crescimento 
celular e o efeito que estas sofrem por interferência das condições 
do meio em processo20.

Na Fig. 4, é possível observar o comportamento cinético do 
crescimento celular (gL-1), consumo de substrato (°Brix) e produ-
ção de etanol (%aBv) em função do tempo da fermentação, para o 
processo que foi conduzido em batelada e sem agitação.

FIGURA 4–perFil cinético da produção do Fermentado em Função do 
tempo no processo de Fermentação alcoólica realizado no reator 

sem agitação
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conversão de substrato em produto (yp/S), no processo fermen-
tativo estudado.

TABELA 1– concentração teórica e eXperimental de etanol

Qe (gL-1) Qt (gL-1)
83,16 98,89

TABELA 2– parâmetros cinéticos da Fermentação alcoólica

Rendimento (%) Produtividade (gL-1h-1) YP/S
84,01 0,866 0,70

O rendimento do processo foi de 84,01%, o que, baseado em 
resultados obtidos por outros autores, pode ser considerado um 
bom rendimento, pois isso indica que mais de 80% da sacarose 
disponível foi transformada em álcool etílico. Já a produtivida-
de alcançada foi de 0,866 gL-1h-1, e esse valor indica que houve 
a necessidade de um tempo maior para atingir a quantidade de 
produto desejada, sendo inferior ao encontrado em estudos se-
melhantes.

Ao estudar a produção de fermentado de melão, foi alcança-
do rendimento de 90,54% e produtividade de 7,563 gL-1h-1, sendo 
estes valores bem superiores aos obtidos no presente trabalho27. 
Ao desenvolverem bebidas fermentadas de seriguela e cupuaçu, 
pesquisadores encontraram rendimentos um pouco menores que 
os apresentados na fermentação do mosto de mangaba, em estu-
do, sendo observados 54% para o cupuaçu e 68% para a seriguela. 
As produtividades foram semelhantes às encontradas nesta pes-
quisa, com valores de 0,59 gL-1h-1 e 0,68 gL-1h-1, respectivamente28.

O rendimento em produto (yp/S) da fermentação utilizando 
polpa de mangaba foi de 0,70. Esse resultado pode ser compreen-

FIGURA 5–pH do mosto de mangaBa durante o processo Fermentativo, 
realizado em Batelada sem agitação

Pela análise da Fig. 5, é observado um decréscimo conside-
rável do valor do pH. A partir da vigésima hora de fermentação, o 
pH se mantém constante, porém não por todo o processo. Depois 
de 70 horas de fermentação, o pH aumentou um pouco e termi-
nou o processo com valor final de 4,84, um pouco acima do valor 
ideal para estes processos, mas dentro da faixa recomendada para 
produção de etanol e de acordo com o encontrado na literatura. 
Em outro estudo semelhante, pesquisadores encontraram o pH 
final em mosto de mangaba no valor de 3,0825. Em outro caso, foi 
observado pH final de 3,10 para o fermentado de umbu26.

PARâMETROS CINéTICOS DO PROCESSO FERMENTATIVO

Nas Tabelas (1) e (2), são apresentados os resultados obtidos 
para a concentração de etanol experimental (qe), máxima concen-
tração de etanol teórica (qt), rendimento, produtividade e fator de 
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Ao fim deste processo, com as frações cabeça, corpo e 
calda devidamente separadas, foi obtido um volume de 800 mL 
de destilado com graduação alcoólica de 41% (v/v) e aparência lím-
pida, conforme apresentado na Fig. 6.

FIGURA 6–aguardente de mangaBa com graduação alcoólica de 41% (v/v)

O teor alcoólico obtido nesta etapa permite afirmar que o 
destilado obtido se encontra com este parâmetro dentro da faixa 
requerida pela legislação brasileira de bebidas31. Valores próxi-
mos foram encontrados também em trabalhos semelhantes por 
outros autores. Na produção de aguardentes de banana e abacaxi, 
foram observados, respectivamente, os teores alcoólicos de 42% 
(v/v) e 40,4% (v/v)30. Em outro caso, porém, com a produção de 
uma aguardente também de banana, obteve-se um grau alcoólico 
de 36°gl32. Outros pesquisadores produziram aguardente de jabu-
ticaba, através da casca e da borra do fermentado de jabuticaba, 
obtendo um teor alcoólico de 39°gl33. Esses resultados mostram 
que a aplicação dos processos de fermentação e de destilação po-
dem ser utilizados para evitar o desperdício de frutos, que muitas 

dido por uma série de fatores que influenciam o processo, como a 
inibição dos microrganismos devido ao alto teor de etanol no fim 
do processo, por exemplo. Outros fatores de extrema importân-
cia são a produção de níveis consideráveis de álcoois superiores, 
acetaldeídos e ésteres, como também crescimento significante 
de leveduras, que absorvem grande maioria da sacarose presente 
no mosto.

Em estudos realizados com o fermentado do suco de melão, 
pesquisadores obtiveram um valor um pouco abaixo, sendo este 
(yP/S) de 0,4627. Em outro estudo, ao ser produzido um fermentado 
alcoólico de melancia, observou-se um rendimento em produto 
de 0,65, mais próximo ao valor encontrado no presente trabalho10. 
Essas variações apresentadas nos valores dos parâmetros cinéti-
cos podem ser explicadas por diversos fatores, dentre eles tipo 
de levedura utilizada no processo, modo de operação do reator, 
temperatura, tempo de operação, substrato utilizado e outros29.

DESTILADO

Ao final de duas bateladas, desenvolvidas replicando todas as 
condições de operação, os fermentados produzidos foram mistu-
rados, com o intuito de acrescentar volume e permitir a realização 
do processo de destilação, visando obter o destilado de manga-
ba. Na primeira destilação, a aguardente obtida apresentou apa-
rência bastante turva, sendo necessário que houvesse uma nova 
destilação, mais conhecida como bidestilação. A bidestilação é 
um processo que consiste em promover duas destilações em se-
quência, podendo ser efetuadas no mesmo alambique. Com essa 
técnica, é possível a obtenção de uma bebida mais padronizada, 
com qualidade diferenciada das aguardentes feitas com apenas 
uma destilação30.
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Ciências Agrárias. 2013; 36 (1): 31–40.
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ção]. [Goiânia (GO)]: Universidade Federal de Goiás; 2017. 
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html
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vezes não têm o uso adequado, além da possibilidade de obtenção 
de produtos com valor agregado.

CONCLUSÃO

Ao fim do processo fermentativo, o teor alcoólico do fermen-
tado de mangaba foi de 10,54%aBv, concluindo-se, por meio da 
análise cinética, que o comportamento ao longo do tempo de 
processamento foi o esperado, com formação do produto, por 
meio do consumo de substrato e variação na concentração celular, 
conforme as fases estabelecidas para este tipo de fermentação. A 
partir da análise cinética, verificou-se também o rendimento e a 
produtividade, sendo alcançado um bom rendimento de 84,01%; 
e uma produtividade baixa, com valor de de 0,866 gL-1h-1, o que 
indica que, nas condições estudadas, se faz necessário um tempo 
maior para atingir a produção desejada.

A bidestilação do fermentado de mangaba permitiu a pro-
dução de 500 mL da aguardente de mangaba com graduação al-
coólica de 41% (v/v), sendo que este valor se encontra dentro dos 
limites permitidos pela legislação vigente.
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INTRODUÇÃO

A ricina faz parte do grupo de proteínas inativadoras de ribos-
somos (rips) do tipo 2, que possui como principal característi-

ca a presença de cadeias polipeptídicas divididas em cadeia A e ca-
deia B. A cadeia A é uma toxina com capacidade de inibir a síntese 
de proteínas e a cadeia B, uma subunidade com função de facilitar 
a entrada da cadeia A no interior da célula, de forma a unir-se a 
glicoproteínas e glicolipídeo contendo galactosídeos1 (Fig. 1).

FIGURA 1–visão tridimensional da molécula de ricina

Fonte: pdB-2aai.
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em alguns raros casos, de tentativa de assassinato. Nestes casos, 
quando percebida a intoxicação, é necessário tratamento imedia-
to para preservar a vida do paciente e evitar complicações.

O modo como a ricina entra na célula através da membrana 
celular, alcança os ribossomos e proporciona uma atividade ini-
bidora na síntese de proteínas é um processo complexo5. A ricina 
entra por endocitose na célula, em grande parte através de sítios 
de ligação da galactose, ocorrendo ligação oportunista por meio 
da cadeia B para componentes de superfície, que possuem um 
terminal de galactose; após a sua entrada, ocorre a separação da 
cadeia A e da cadeia B da ricina5. Uma vez no interior da célula, a 
ricina é internalizada pelos endossomos, uma parte das molécu-
las da ricina é reciclada e retorna para fora da membrana, outra 
parte é transportada por endossomos tardios para ser degradada 
por lisossomos, e uma pequena parte da ricina absorvida é trans-
portada para o complexo de Golgi2.

Do complexo de Golgi, a ricina é transportada para o retículo 
endoplasmático e, por último, é transportada para o citosol, sendo 
que todo esse processo ocorre de forma lenta, mas apenas um 
número pequeno de moléculas é suficiente para causar a morte 
celular3. Após o processo de absorção e o contato com os ribos-
somos, a cadeia A da ricina promove a remoção de uma adenina 
específica (despurinação) da porção 28S do ácido ribonucleico 
ribossomal que está na subunidade 60S, impedindo a ligação do 
fator de alongamento 2 e a síntese de proteína6.

sintomas clínicos de intoXicação

A grande maioria das informações disponíveis sobre intoxi-
cação por ricina são de relatos de casos de intoxicação pela inges-
tão de semente de mamona e casos de testes in vivo, que são feitos 
em ratos de laboratório2. A intoxicação por ricina pode apresentar 

A ricina é uma fitotoxina presente nas sementes de mamo-
na (ricinus communis L., família Euphorbiaceae), uma planta que 
se originou na África, mas atualmente encontra-se distribuída 
em vários locais do mundo para fins industriais e ornamentais2. 
Mesmo a ricina sendo uma das principais proteínas encontradas 
nas sementes de mamona, ela representa apenas 2% do peso da 
semente, sendo que o óleo da mamona representa a maior par-
te deste peso (60% do peso da semente) e os 38% restantes são 
compostos solúveis presentes, que incluem aglutininas de Ricinus, 
praticamente um dímero de ricina, mas muito menos tóxico, e 
também diversas proteínas menores1.

A ricina se destaca entre as toxinas mais letais encontradas 
em plantas, visto que uma dose letal de ricina em humanos é su-
postamente de 5-10 mg/kg por injeção, enquanto a ingestão tem 
uma dose letal na ordem de 1 a 20 mg/kg. Além disso, a ricina 
é muito mais fácil de se obter do que outros agentes biológicos 
considerados de alta capacidade letal, como o antraz e a toxina 
botulínica, pois sua obtenção e refinamento requer somente o 
conhecimento básico de técnicas laboratoriais3.

A ricina é classificada como um agente de prioridade da Ca-
tegoria B pelos Centros dos Estados Unidos para Controle e Pre-
venção de Doenças (cdc), sendo um dos agentes biológicos com 
uma das maiores toxicidades conhecidas. Essa toxina pode entrar 
em contato com o indivíduo por diferentes rotas de intoxicação, 
incluindo injeção, ingestão (alimentos e água contaminados) e 
inalação (exposição a aerossóis), sendo que todos eles represen-
tam uma grande ameaça do ponto de vista do bioterrorismo 4.

Diante dessas informações, deve-se salientar a periculosi-
dade que representa tal toxina. Entretanto, a maioria dos casos 
de intoxicação ocorre por ingestão acidental quando se trata de 
crianças e animais domésticos; e em casos de ingestão intencio-
nal por adultos, geralmente é feita por motivos de suicídio ou, 
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Ainda existem casos de intoxicação cutânea, entretanto, para 
que isto ocorra, é necessário o contato com a ricina por longos 
períodos de tempo e em grande quantidade, sendo esse tipo de 
intoxicação raro. A detecção da ricina no corpo de um paciente 
intoxicado é essencial para o tratamento, visto que o tratamen-
to imediato poder salvar uma vida. O diagnóstico da intoxicação 
pela ricina pode ser feito por meio de testes clínicos e por detecção 
de ricina no sangue e nos fluidos corporais por meio de ensaio 
imunoenzimático (elisa)1, por radioimunoensaio, por cadeia de 
polimerase reação (pcr) e por fluorescência resolvida no tempo 
imunoensaio (trF)3.

tratamento da intoXicação por ricina

Como foi dito, o tratamento para intoxicação contra a rici-
na é um tratamento de suporte, visando à retirada da toxina do 
organismo antes que ela cause dano fatal. O tratamento consiste 
no uso de carvão ativado ou lavagem gástrica, que é usado para 
impedir a absorção da toxina pelo sistema gastrointestinal10. O 
tratamento com a lavagem gástrica é susceptível a remoção de 
uma quantidade significativa de ricina, assim é importante que 
seja feito pelo menos 1 hora após a ingestão da toxina3. Além des-
ses tratamentos, também pode ser feita a indução ao vômito, su-
cralfato, dieta suave, intensa fluidoterapia intravenosa e terapia 
eletrolítica, a depender da ocorrência.

Existem tratamentos em desenvolvimento para a intoxicação 
por ricina, os quais podem ser divididos em três tipos distintos: 
imunização passiva pós-exposição, tratamento pós-exposição 
com moléculas pequenas e imunização profilática. Todos esses 
novos tipos de tratamentos possuem suas desvantagens, mas o 
primeiro e o segundo apresentam como desvantagem o fato de 
que somente são eficazes se aplicados nos pacientes algumas ho-

diferentes sintomas, dependendo da via de acesso, da quantidade 
de ricina absorvida, da concentração e do tempo decorrido entre 
o diagnóstico e o tratamento da intoxicação. Os sintomas da in-
toxicação por ricina normalmente se assemelham aos sintomas 
de várias doenças comuns7.

Em casos da entrada da toxina por via digestiva, o apareci-
mento dos primeiros sintomas da intoxicação pela ricina ocorre 
entre 1 a 6 horas após a ingestão, entretanto existem casos em 
que a ocorrência destes sintomas pode aparecer entre 15 e 45 mi-
nutos. Os sintomas mais frequentes são vômito, dor abdominal, 
diarreia2, perda do apetite, hematêmese, ataxia, sialorreia, de-
cúbito, taquicardia6, hipotensão, hepatite, pancreatite, nefrite, 
lesão miocárdica, edema cerebral e supressão da medula óssea3.

Os sintomas de intoxicação pela ricina são um reflexo dos 
danos que esta substância causa no corpo. O dano causado pela 
ingestão de ricina pode ser devastador8, pois, após a ingestão do 
extrato da mamona, a ricina começa a danificar o sistema gas-
trointestinal, causando sérios danos, levando à desidratação e a 
grave dano visceral. Este dano pode ser explicado pelo fato de a 
ricina ingerida danificar o epitélio intestinal e, desta forma, afetar 
os vasos sanguíneos e linfáticos, alcançando o fígado e o baço.

Nos poucos casos registrados de absorção de ricina por via 
inalatória, os pacientes afetados apresentaram os seguintes sin-
tomas: congestão nasal e de garganta, urticária, pressão torácica 
e broncoespasmos,3 febre, dor torácica, tosse, dispneia, náusea e 
artralgia2.

No grupo de controle para teste de vacinas antirricina, os ca-
mundongos apresentaram lesões macroscópicas, principalmen-
te, nos pulmões e linfonódulos traqueobrônquicos; além disto, 
tiveram edema perivascular e alveolar grave, bem como uma 
infiltração neutrofílica misturada com um número pequeno de 
macrófagos dentro e ao redor dos bronquíolos terminais9.
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Utilizando informações provindas do Banco de Dados de Pro-
teínas (pdB–Protein Data Bank). Neste experimento, foi utilizada a 
molécula da entrada 2aai, que contém a estrutura cristalográfica 
da ricina.

METODOLOGIA

A técnica de docking molecular foi escolhida para este traba-
lho. Docking molecular é a representação computacional de um re-
conhecimento molecular, que ocorre entre o ligante e a proteína; 
tal representação simula os vários métodos de encaixe possíveis 
entre a proteína e o ligante, além de mostrar as formas como são 
tratadas a colocação do ligante, possibilitar a exploração do espa-
ço conformacional, representar as interações de ligante e proteína 
e a estimativa da possibilidade de afinidade de ligação.

Os métodos de docking molecular se dividem em duas classes 
de métodos distintos: o proteína-ligante e o proteína-proteína. O 
sistema de docking molecular é composto de duas etapas, sendo a 
primeira um algoritmo de busca conformacional que possibilita 
o envolvimento de todos os graus de liberdade do ligante; já a 
segunda etapa tem como função pontuar e ranquear as possíveis 
posições espaciais para um determinado composto. Neste estudo, 
foi utilizado o docking do tipo proteína-ligante.

minimização de energia

Para otimização da geometria molecular e das condições ter-
modinâmicas, foi necessário que a estrutura passasse por uma 
minimização de energia, visto que a quantidade de resíduos em 
regiões favoráveis foi considerada insuficiente para a obtenção 
dos resultados desejados, de forma que não seria possível obter 
resultados com a qualidade necessária. A minimização de energia 

ras depois da intoxicação e antes do aparecimento dos primeiros 
sintomas; já o terceiro possui como desvantagem o fato de ser de 
difícil fabricação e não funcionar sempre como o esperado7.

Uma desvantagem que pode ser encontrada no caso do uso 
de moléculas inibidoras de ricina é que, em sua maioria, são com-
postos sintéticos com capacidade de inibir a toxicidade da rici-
na, entretanto podem não ser seguros para o uso10. Além disso, 
muitos destes inibidores não demonstraram muita eficácia em 
tratar a intoxicação pela ricina [11]. O uso de moléculas inibidoras 
apresenta o desafio de encontrar moléculas adequadas para um 
tratamento contra a intoxicação pela ricina, este problema pode 
ser resolvido pelo uso de moléculas que podem ser encontradas 
no nosso dia a dia.

Algumas das substâncias naturais que possuem a capacida-
de de inibição da ricina estão presentes no leite, como a lactose e 
a galactose, que, em teste in vitro, provaram que podem reduzir a 
disponibilidade da ricina para as células, inibindo assim a sua ativi-
dade biológica, mas estes efeitos dependem da concentração tanto 
das moléculas de ricina quanto das moléculas inibidoras10. A lactose 
provoca a inibição da ricina por meio da ligação das suas moléculas 
às da ricina, desta forma reduzindo a ligação da ricina com os re-
ceptores presentes na superfície da célula e aumentando a taxa de 
dissociação da ricina dos receptores celulares12. Este tipo de inibição 
pode ocorrer com a galactose, visto que a ricina liga-se a carbonos 
na superfície celular, que contém receptores de galactose 13.

Outra molécula natural que provou ter uma boa capacidade 
de inibir a ação da ricina foi a baicalina, uma flavona derivada 
principalmente das raízes da Scutellaria baicalensis 14, que interage 
com a cadeia A da molécula de ricina por redes de pontes de hi-
drogênio e interações de força eletrostática, proporcionando uma 
inibição da ação tóxica da ricina, fazendo com que a cadeia A pas-
se por um processo de formação de oligômeros, sendo uma forma 
de inibição da ricina diferente dos demais inibidores relatados [11].
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de cúbica de volume 126 x 126 x 126 Ä, de modo que a molécula 
de ricina estivesse no centro da grade cúbica e todas as possíveis 
ligações que pudessem ocorrer fossem feitas pela simulação de 
docking. Para este experimento, foi escolhido o algoritmo genérico 
Lamarckiano (lga) e os parâmetros escolhidos para a simulação 
foram de 10.000 réplicas, as quais possuíam análises de energia 
a cada 1.500.000 e 27.000 gerações.

O tamanho populacional escolhido manteve as taxas de mu-
tação em 150 e de crossing-over foi de 0.02 e 0.8, respectivamente. 
O docking gerou 10 conformações ranqueadas por energias distin-
tas para cada molécula utilizada. As conformações obtidas foram 
organizadas, coletadas e analisadas através do uso dos recursos 
disponibilizados pela opção Autodock tools. As conformações que 
demonstraram energia de ligação “negativa alta” ou em condições 
com energia de ligação “negativa” situadas ente -0,5 e -3, além 
de possuírem um alto potencial de inibição, foram selecionadas.

TABELA 1– compostos para simulação de DockinG

Nome Estrutura Fórmula Acesso Base de dados

Baicalin (3) C21H18O11 12153569 ZINC

Baicalein 7- 
glucuronide C21H18O11 4349040 ZINC

Baicalin (4) C21H18O11 59736941 ZINC

Baicalin C21H18O11 3943903 ZINC

Fonte: Banco de dados zinc (http://zinc.docking.org).

é uma técnica que usa algoritmos e outros métodos computa-
cionais para melhorar a qualidade do modelo. Para isso, os al-
goritmos e métodos computacionais buscam conformações que 
possuem uma menor perturbação entrópica entre as possíveis 
conformações, desta forma aumentando o número de resíduos 
em regiões favoráveis.

Para a realização da minimização de energia do modelo pro-
posto, foi utilizado o servidor Yasara (www.yasara.org/minimiza-
tionserver.htm). Após a minimização, o modelo final passou pelo 
processo de validação.

DockinG molecular

 → Preparação do receptor (ricina)
O receptor (macromolécula) utilizado para as simulações de 

docking foi o modelo tridimensional refinado da ricina (2aai) (Fig. 
1), o qual foi nomeado de ric_end. O arquivo foi convertido de 
.pdb para .pdbqt e foram adicionados e assinalados parâmetros 
de carga Kollman, assim como hidrogênios foram adicionados à 
estrutura.

 → Mineração e preparação dos ligantes
Para a realização do experimento de docking, foram selecio-

nadas moléculas que tiveram a capacidade inibidora comprovada 
na literatura, sendo estas: lactose, galactose e baicalina (tabela 1). 
As coordenadas atômicas destes ligantes foram adquiridas por 
meio de arquivos .mol2 disponíveis na base de dados Zinc (zinc.
docking.org). Os ligantes foram assinalados com parâmetros de 
carga Gasteiger, de forma que os seus arquivos foram convertidos 
para .pdbqt, para possibilitar seu uso no programa Autodock 1.5.6.

Os experimentos de simulação de docking foram realizados 
com o uso do programa Autodock 1.5.6, o qual possuía uma gra-
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FIGURA 2– Baicalina ligada à molécula ricina. vermelHo: ricina. 
amarelo: resíduos do sítio ativo. azul: ligante.

A Tabela 3 mostra os melhores resultados obtidos a partir 
do docking molecular do ligante Baicalin 3 com a molécula ricina. 
Esse ligante é um dos isômeros da molécula de Baicalin. Assim 
como o isômero mostrado anteriormente, o Baicalin 3 pode reali-
zar ligação espontânea com facilidade, visto que sua energia de li-
gação foi apresentada como “negativa”; desta forma, mostra como 
a capacidade deste isômero de proporcionar uma ligação sem que 
ocorra uma interferência externa é alta, não necessitando de aju-
da para realizar uma ligação, pois a ligação entre a molécula alvo 
e o ligante propulsiona que ambas as moléculas obtenham esta-
bilidade. As altas constantes de inibição sugerem que o compos-
to seja viável como inibidor, e a energia intermolecular negativa 
indica uma estabilidade do complexo proteína-ligante. A Fig. 3 
mostra a ligação entre a molécula alvo e o ligante.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

resultados do DockinG entre isômeros da Baicalin com a 
ricina

Com a obtenção da molécula refinada, a realização do docking 
molecular obteve resultados satisfatórios, mostrando a eficiência 
de alguns inibidores citados na literatura. Os resultados do doc-
king molecular podem ser vistos na Tabela 2.

TABELA 2– resultados dos melHores compleXos oBtidos através do 
DockinG molecular do ligante Baicalina (3) com a ricina

Nome Energia de ligação 
(kJ/mol)

Constante de 
inibição (μM)

Energia intermolecular 
(kcal/mol)

Baicalin
(conformação 1) -5,3 129,24 -7,99

Baicalin
(conformação 2) -4,73 342,55 -7,41

Baicalin
(conformação 3) -4,65 388,64 -7,34

Pode-se notar a facilidade que o ligante possui em formar 
ligações com a molécula receptora, visto que a energia de ligação 
foi “negativa”, ou seja, o ligante tem alta afinidade com a molé-
cula alvo. As constantes de inibição apresentaram baixos valores, 
na ordem de micromolares, o que faz com que os ligantes sejam 
considerados eficazes na inibição da ricina, devido à capacida-
de de estabelecer ligações espontâneas com a ricina. A energia 
intermolecular propulsiona uma ligação mais firme e duradou-
ra, possibilitando que a molécula e o ligante não se desliguem 
por variações, que pode acontecer no decorrer do tempo. A Fig. 2 
mostra a ligação entre a molécula alvo e o ligante, apresentando 
o complexo Ricina-Baicalina.
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e constante de inibição satisfatória. Entretanto a conformação 1 
apresentou resultados muito abaixo do desejado, tornando-a não 
viável para ser utilizada como inibidora. Na Fig. 4, observa-se a 
interação entre a Baicalina 7 gluturode com a ricina.

TABELA 4–resultados melHores oBtidos através do DockinG 
molecular do ligante Baicalina 7 gluturode com o receptor ricina

Nome Energia de ligação 
(kJ/mol)

Constante de 
inibição (μM)

Energia intermolecular
(kcal/mol)

Baicalin 7 
gluturode

(conformação 1)
-3,26 4,08 -5,94

Baicalin 7 
gluturode

(conformação 2)
-4,86 273,18 -7,55

Baicalin 7
gluturode 

(conformação 3)
-4,43 564,41 -7,12

FIGURA 4–DockinG entre Baicalin 7 gluturode e ricina. vermelHo: 
ricina. amarelo: sítios de ligação entre ricina e o ligante. azul: ligante

TABELA 3–resultados melHores oBtidos através do DockinG 
molecular do ligante Baicalina 3 com a ricina

Nome Energia de ligação 
(kJ/mol)

Constante de 
inibição (μM)

Energia intermolecular 
(kcal/mol)

Baicalin 3
(conformação 1) -4,95 237,37 -7,63

Baicalin 3
(conformação 2) -4,7 360,75 -7,38

Baicalin 3
(conformação 3) -4,93 244,47 -7,61

FIGURA 3–Baicalina 3 ligada à ricina. vermelHo: ricina. amarelo: 
sítios de ligação entre ricina e o ligante. azul: ligante.

Os resultados apontados na Tabela 4 apontam os melhores 
resultados alcançados no docking molecular entre o ligante balca-
lin-7-gluturode, sendo este um isômero da molécula de baicalin, 
e a molécula ric_end. Os resultados revelaram que, assim como 
os demais isômeros de baicalin, este apresentou tanto energia 
de ligação “negativa”, que proporciona uma ligação espontânea 
entre o ligante e molécula alvo, quanto energia intermolecular 
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FIGURA 5–DockinG entre Baicalin 4 ligada à ricina. vermelHo: ricina. 
amarelo: resíduos do sitios de ligação. azul: ligante

É importante ressaltar que a ricina é uma toxina que provoca 
a inibição da síntese proteica, a qual, após a entrada na célula via 
endocitose, provoca a morte da célula por inativação dos ribos-
somos, e com isso inibe a produção de proteínas pela célula15. Por 
possuir esta característica, a maioria dos inibidores e formas de 
tratamentos desenvolvidos visam impedir a entrada da ricina na 
célula, de modo a interferir nos sítios de ligação entre a célula e o 
ligante10. Mas a forma de inibição do baicalin não visa impedir a 
molécula de ricina de entrar na célula, pois não tem como alvo os 
sítios de ligação presentes na cadeia B, os quais são responsáveis 
pela ligação da ricina à célula, mas possuem como alvo sítios de 
ligação da cadeia A, interferindo diretamente com a toxina.

A Baicalina e seus isômeros foram escolhidos após a verifi-
cação na literatura, mostrando possuir baixa toxicidade para o 

A Tabela 5 mostra os melhores resultados obtidos através do 
uso do docking molecular do ligante nomeado como Baicalin 4, 
sendo este, assim como os anteriores, um isômero da molécula de 
baicalin e a molécula ric-end. Este ligante, assim como os demais 
isômeros de baicalin utilizados anteriormente, apresentou valores 
de energia de ligação que tornam a ligação espontânea possível 
com relativa facilidade, além de valores de constante de inibição 
mais elevados do que os demais isômeros, entretanto somente 
em duas conformações, sendo a conformação 2 a que apresentou 
a menor constante de inibição ainda considerada viável. No caso 
da energia intermolecular, este apresentou valores próximos dos 
valores encontrados nos demais isômeros de baicalin.

TABELA 5–resultados melHores compleXos oBtidos através do 
DockinG molecular do ligante Baicalin 4 com o receptor ricina

Nome Energia de ligação 
(kJ/mol)

Constante de 
inibição (μM)

Energia intermolecular
(kcal/mol)

Baicalin 4
(conformação 1) -4,34 654,49 -7,03

Baicalin 4
(conformação 2) -5,47 97,94 -8,7

Baicalin 4
(conformação 3) -4,19 846,0 -6,88

No geral, a Baicalin 4 apresentou resultados satisfatórios 
como inibidor, provando sua eficácia, assim como mostrado na 
literatura, e tornando-o possível inibidor em potencial para a in-
toxicação por ricina. A Fig. 5 mostra a ligação entre a molécula 
alvo e o ligante.
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vistos neste trabalho, o que é evidenciado em estudo prévio11, no 
qual foi notado que o baicalin se liga à cadeia A da ricina e é po-
sicionado em interfaces positivas altamente carregadas. Desta 
forma, liga duas cadeias A da ricina relacionando-as por um eixo 
helicoidal cristalográfico, diminuindo assim drasticamente o nú-
mero de sítios ativos presentes na toxina, transformando-as em 
oligômeros menos ativos.

Entretanto, a eficiência demonstrada no docking molecular 
pode ser alterada no experimental, visto que o baicalin possui 
uma baixa solubilidade em água e uma baixa biodisponibilidade 
via oral16. Desta forma, a via de administração pode alterar a efi-
ciência do baicalin na inibição da ricina, de modo que, em expe-
rimentos práticos, podem ocorrer resultados que podem diferir.

Entretanto os resultados obtidos pelo docking molecular mos-
traram que, sem a realização de uma ligação entre suas cadeias A 
de moléculas de ricina, existe a ocorrência de uma forte inibição, 
de forma que, mesmo sem a interação de diferentes moléculas de 
ricina, a inibição é possível. A eficiência da molécula de baicalin 
como inibidor é viável, pois tanto em estudos laboratoriais quanto 
em testes computacionais este ligante demonstrou ótimos resul-
tados, os quais o tornam um incrível inibidor em potencial para 
o tratamento da intoxicação por ricina.

Os dados obtidos neste estudo podem ser úteis para estudos 
futuros in silico, tais como estudos de dinâmica molecular, simu-
lações quânticas, design racional de fármacos, etc. Alterações 
nestes isômeros podem ser também realizadas com o intuito de 
desenvolver análogos destes isômeros da baicalina que potencia-
lizem a atividade de inibição da ricina.

Experimentos in vivo e in vitro também são necessários para 
confirmar as evidências computacionais aqui obtidas. Os isôme-
ros da baicalina, ou algum análogo, podem ser uma opção de tra-
tamento. Estas moléculas podem ser alvos de desenvolvimento de 

organismo, pois é preciso um limite alto para chegar a uma dose 
fatal16. A característica apresentada o torna viável como inibidor, 
pois não seria viável seu uso se não apresentasse essas caracte-
rísticas, visto que o ligante não pode ser capaz de causar dano às 
células; e pelo fato de possuir baixa toxicidade, sua administração 
torna-se mais fácil e segura.

Os resultados obtidos com o docking molecular podem ser 
vistos como uma constatação da eficiência do Baicalin como 
inibidor da ricina, por meios computacionais. Estes resultados 
também podem ser explicados pelo efeito que a molécula de bai-
calin demonstrou sobre a ricina em testes de laboratório, os quais 
demonstraram um mecanismo de ação complexo através de sua 
ligação com a ricina11.

Na literatura, o baicalin mostrou capacidade de inibição 
deste ligante e foi notado que possui a capacidade de induzir a 
toxina presente na cadeia A para formação oligômeros. Assim o 
baicalin exerce proteção direta conta a ricina, além de interferir 
na cristalização da cadeia A da ricina11. Esta capacidade pode ser 
percebida nos resultados do docking pela energia de ligação, a qual 
mostra uma relativa facilidade para a ocorrência de uma ligação 
espontânea. Tal energia mostra que a ligação do baicalin com a 
molécula de ricina é uma ligação estável, de forma que isto pode 
mostrar que, para ambas as moléculas, a ligação é favorável. Além 
disso, as energias intermoleculares apresentadas nos resultados 
demonstraram uma ligação forte entre a molécula da ricina e a do 
baicalin, podendo ser um indicativo de que a reação, além de ser 
termodinamicamente favorável, possui ligações fortes e duráveis.

Pelo fato de a baicalina possuir uma forma de ligação dife-
renciada da galactose e da lactose, que serão apresentados neste 
estudo, podemos dizer que este tipo de ligação diferenciada in-
fluencia o comportamento dessa molécula. Isso possibilita uma 
forma de inibição completamente distinta dos demais inibidores 
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