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Cultura de células e tecidos: estudo tedrico para elaboragao e
construgao de laboratoério de cultivo celular e Bioensaio in Vitro

Bruno Carlos Teixeira da Silva'; Cyntia Esposti Veloso Machado'; Roberto de
Oliveira Magnago'

1 — UniFOA, Centro Universitario de Volta Redonda, Volta Redonda, RJ.
brunocarlos@outlook.com

RESUMO

O cultivo de células de origem animal € uma técnica aplicavel em todas as areas da
Saude e Ciéncias Biologicas que desenvolvam pesquisas experimentais relacionadas
a interacao celular ou produtos obtidos a partir da atividade das células. O presente
estudo visa descrever a implementagdo de um laboratério de cultivo de células
visando a realizagdo de experimentos e testes de validagdo. A metodologia foi
realizada por meio de busca em bancos de dados da Scielo, Google Académico, livros,
repositorios de instituicbes de pesquisa e em centros de recursos biologicos
baseando-se na ISO 17025 e guias de inspegdao em bancos de células. Diversos
fatores devem ser analisados quando se planeja elaborar um laboratério para cultura
de tecidos e deve ser adequado conforme a ISO 17025, visto sua utulizagdo em
bioensaios. A instalacdo deve permitir o fluxo de pessoas e matérias e garantir
fornecimento de ar filtrado continuo. O espaco fisico é influenciado pelo numero de
funcionarios, tamanho dos equipamentos e do tipo de trabalho a ser executado. A
necessidade por equipamentos relaciona-se com o tipo de atividade exercida e do
orcamento disponivel, sendo que influenciam na eficiéncia da técnica, no tempo de
resposta e na qualidade dos dados obtidos.

Palavras-chave: Cultura de células. Laboratério. ISO 17025. Bioensaio in vitro.

Infraestrutura laboratorial.

1 INTRODUGAO

O cultivo de células de origem animal pode ser empregado em todas as areas
de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, principalmente em setores da Biotecnologia que

desenvolvam pesquisas experimentais que busquem uma simulagdo de um sistema
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biolégico para avaliagdo de resposta celular, interagdo com patégenos ou obtencgéo
produtos provenientes da atividade celular. A técnica é viavel e aplicavel em diversos
tipos de pesquisas como para analises de atividade intracelular e extracelular, bem
como para o desenvolvimento de modelos experimentais in vitro. (ALVES;
GUIMARAES, 2010; DOS SANTOS, 2015).

Assim, o presente estudo visa descrever a elaboragdo e instalagdo de um
laboratdrio para cultivo de células de origem animal, bem como para a realizagdo de

experimentos e testes de validagao.

2 METODOLOGIA

Para a metodologia foi realizada uma vasta revisao bibliografica em trabalhos
disponiveis em banco de dados da Scielo, Google Académico, repositorios de
instituicdes de pesquisa, livros e em centros de recursos biolégicos. O levantamento
de dados foi baseado nas normas da ISO 17025 e guias de inspegao em bancos de

células. No presente estudo nao foi utilizado critérios para exclusao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.1.Infraestrutura laboratorial

Diversos fatores devem ser analisados quando se planeja elaborar um
laboratdrio de cultivo adequado a ISO 17025, visto que pode ser usado para testes in
vitro. A estrutura pode ser construida ou haver a conversao de salas em um ambiente
apropriado. Em caso de conversao, o local deve ser escolhido de forma a se evitar
restricdbes quanto a limitacbes do fluxo de trabalho (FRESHNEY, 2005; ALVES;
GUIMARAES, 2010, ABNT, 2017; ANVISA, 2017).

O laboratério necessita de uma area para lavagem e esterilizagao, uma para o
preparo de meios de cultivo, outra para incubacao e observag¢ao das culturas e uma
area para a manipulacado das culturas. A instalacdo deve permitir um fluxo de ar
filtrado continuo e uma distribuicao funcional das diversas dreas dentro do laboratério
a fim de se facilitar o deslocamento do pessoal, fluxo de materiais e acomodacgao dos

equipamentos que permita acesso facil a limpeza e descontaminacgao. A area para a

ISBN: 978-65-88877-34-0 editora.unifoa.edu.br 6
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manipulacao de culturas deve ser preferencialmente um local fechado, muito limpo e
com cabines de fluxo de ar laminar estéril, CSB classe Il (OMS, 2004; ALVES;
GUIMARAES, 2010; ANVISA, 2017).

Idealmente o laboratério precisa funcionar em um ambiente com pressao
positiva em relagao as salas vizinhas. Em alguns casos, quando se trabalha com
material bioldgico de origem humana, pode ser necessario que o ambiente esteja sob
pressao negativa. Para satisfazer as duas situagoes, a estrutura laboratorial pode ter
uma sala adjacente com presséao positiva. Entradas de ar e extratores devem ter suas
localizagdes bem definidas, o ar pode entrar continuamente por meio de uma planta
central ou por um ar condicionado (FRESHNEY, 2005).

O espaco fisico do laboratério depende do tipo de trabalho a ser executado, o
tamanho dos equipamentos e o nimero de funcionarios. O chao deve ser coberto com
material a prova de poeira, como material de vinil, e com um leve decaimento direcionado
ao exterior da sala de cultivo. As bancadas, de cor branca ou cinza, devem ser de material
impermeavel, com resisténcia a acidos, alcalis, solventes e calor moderado. As portas
devem ser largas o bastante para a passagem de equipamentos e o teto com espaco
suficiente para instalagao de dutos quando necessario. O fornecimento de energia deve
ser projetado para um consumo triplicado durante a vida util do laboratério (OMS, 2004;
FRESHNEY, 2005; ALVES; GUIMARAES, 2010; ANVISA, 2017).

O maior espaco deve se destinar ao cultivo das células, sendo suficiente para
acomodar as cabines de seguranga bioldgica, centrifuga, incubadoras, microscépios,
reagentes e vidrarias. A area de lavagem, preparacao e esterilizagao deve ser instalada
em um segundo maior espago. O terceiro para armazenamento de material e o quarto
para incubacéo (Tabela 1) (FRESHNEY, 2005).

ISBN: 978-65-88877-34-0 editora.unifoa.edu.br 7
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Tabela 1 - Instalagdes para o cultivo de células.

Caracteristicas minimas Caracteristicas desejaveis Adicoes lteis
Area esterilizada, silenciosa e sem . CO; canalizado e ar

. Ar filtrado. o
trafego. comprimido.
Separado do biotério e laboratérios Bancada de servi¢o adjacente a . _

. S X Depésito para plasticos.
microbioldgicos. area de cultura.
Area de preparacéo. Sala de preparagdo separada. Sala de contencao.
Area de lavagem. Sala de esterilizagdo separada.  Tanque de N liquido.

Armazenamento de cilindro

Sala do microscépio.
separado.

Espago para incubadora.

Areas para armazenamento:
Liquidos e quimicos em temperatura
ambiente ou 4 °C - 20 °C;

Artigos de vidro em prateleiras;
Plasticos em prateleiras;

Itens pequenos em gavetas.

Cilindros de CO..

Espaco para geladeira e congelador
de N; liquido.

Linha de vacuo.

Fonte: Adaptado de Freshney, 2005.

Toda a estrutura laboratorial pode ser instalada em uma ou duas salas de acordo
com a demanda do trabalho. Um laboratério pequeno e independente pode ser
concebido para o trabalho de duas ou trés pessoas (Figura 1). Nesse caso se faz
necessario a criagdo de um gradiente de esterilidade com a area limpa para manuseio
de material esterilizado localizada em uma extremidade, enquanto as areas de lavagem
e esterilizagdo em outra extremidade mais préxima da porta (FRESHNEY, 2005).

Ja uma sala destinada exclusivamente para o desenvolvimento das culturas
com uma sala adjacente para preparo de materiais, lavagem, esterilizacao e
armazenamento se torna uma melhor opgdo por oferecer protegdao contra
contaminacgoes, além de permitir a manipulagao de material biolégico humano (Figura
2) (FRESHNEY, 2005).

ISBN: 978-65-88877-34-0 editora.unifoa.edu.br 8
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Figura 1 - Laboratorio pequeno para cultivo de células e tecidos.
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Figura 2 - Laboratdrio adjacente a esquerda e laboratério exclusivo para cultivo
celular a direita.
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4 EQUIPAMENTOS E INSUMOS

A definicdo de necessidade por um equipamento no laboratério de cultura de

células é subjetiva, dependendo da atividade realizada e do orgamento disponivel, mas

influencia na economia de tempo, na eficiéncia técnica, na qualidade dos dados
obtidos e na capacidade analitica (Tabela 2) (FRESHNEY, 2005).

Tabela 2 - Equipamentos para cultivo de células.

Equipamentos basicos

Equipamentos uteis

Adicionais

Cabine de seguranca bioldgica

Contador celular

Congelador de baixa
temperatura

Incubadora imida com CO2

Bomba peristaltica

Medidor de condutividade

Incubadora regular

Pipetadores

Osmometro

Selador de saco de

Cilindros de CO2 Medidor de pH .
polietileno
Balancga Forno para esterilizagao Computador
Autoclave Estufa para secagem Contador de col6nia
Refrigerador Termdmetros Centrlfuga de alta
capacidade
Freezer Microscopio Camera digital e monitor

Freezer de N2

Carrinho de servigo

Microscopios

Microscopio invertido

Fornecimento de CO2 canalizado

Dimensionador de células

Pia regular e pia para imersao

Esterilizador para plasticos

Lavador de pipeta

Resfriador de taxa
controlada

Purificador de dgua

Centrifuga de bancada

Agitador magnético

Camara de Neubauer

ISBN: 978-65-88877-34-0
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5 CONCLUSOES

O cultivo de células de origem animal se prova uma técnica em constante
inovagao e que contribui com resultados seguros. Podendo ser aplicada em diversas
areas de estudos, o investimento na implementagcdo de um laboratério para cultivo e
testes in vitro possibilita uma gama de estudos e permite o desenvolvimento de novos
produtos provenientes da atividade celular ou relacionados ao comportamento das
células quando expostas a elementos adversos, bem como na autonomia para testes

de validacdo de itens destinados a saude.
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ISO 10993-5: Estudo Teodrico da Metodologia Aplicada em Testes de
Citotoxicidade in Vitro por Teste de Extragao

Bruno Carlos Teixeira da Silva'; Cyntia Esposti Veloso Machado'; Roberto de
Oliveira Magnago'

1 — UniFOA, Centro Universitario de Volta Redonda, Volta Redonda, RJ.
brunocarlos@outlook.com

RESUMO

Os testes de biocompatibilidade in vitro representam a primeira linha de testes para
se avaliar a citotoxicidade de uma amostra. Visto a importancia e rigor técnico, se faz
necessario um estudo acerca da metodologia detalhando as técnicas utilizadas. A
metodologia foi realizada por meio de busca em bancos de dados da Scielo, Google
Académico, livros, repositorios de instituicdes de pesquisa e em centros de recursos
biolégicos baseando-se na ISO 10993 para testes de citotoxicidade in vitro de
biomateriais aplicaveis na area da saude. A linhagem celular CCL 1 (NCTC clone 929)
da ATCC, é citada como uma linhagem estabelecida e pode ser cultivada
principalmente em meio MEM, combinado com soro animal e suplementagdes. O
teste por extragao visa expor as células cultivadas ao extrato produzido a partir da
amostra e posteriormente avaliar a atividade celular. A citotoxicidade é determinada
a partir da observagao do crescimento celular e da morfologia das células. Uma
avaliagao quantitativa pode ser empregada com o uso de corantes vitais que, quando
diluidos, penetram na célula e servem como parametro avaliativo para leitura em
espectrofotometro. Para que o teste de biocompatibilidade seja executavel, se faz
necessaria uma estrutura laboratorial adequada e com controles que impegam
provaveis contaminagoes.

Palavras-chave: ISO 10993-5. Bioensaio in vitro. Teste de Citotoxicidade. Teste por

Extracdo. Biomateriais.

ISBN: 978-65-88877-34-0 editora.unifoa.edu.br 13
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1 INTRODUGAO

Os testes in vitro de citotoxicidade correspondem a primeira linha de testes
realizados em itens destinados a salde e por meio da cultura de células de mamiferos
torna-se possivel a observagao do comportamento da amostra em uma simulagéo do
ambiente fisiolégico (NARAYAN, 2009).

Visto sua importancia na area de biotecnologia para a avaliagdo de
biocompatibilidade e por ser um teste padronizado, torna-se necessario um estudo
acerca dos procedimentos empregados e detalhamento das técnicas para que sua

reproducdo seja realizada de forma integra, segura e assertiva.

2 METODOLOGIA

Para a metodologia foi realizada uma vasta revisao bibliografica em trabalhos
disponiveis em banco de dados da Scielo, Google Académico, repositorios de
instituicbes de pesquisa e desenvolvimento de teste de citotoxicidade in vitro, bem
como de centros de recursos bioldgicos. Levantamento baseado na ISO 10993-5 para
testes de citotoxicidade in vitro de itens aplicaveis na area da saude. No presente

estudo nao foi utilizado critérios para exclusao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.2. Cultivo de fibroblasto - NCTC clone 929

A 1SO 10993-5 define o uso de linhagens celulares estabelecidas e fornecidas
por centros de recursos bioldgicos. A linhagem celular CCL 1 (NCTC clone 929) da
ATCC - American Type Culture Collection, proveniente de tecido conjuntivo areolar e
adiposo de ratos, é um dos exemplos citados pela norma (1SO, 2009; ATCC, 2021).

Indica-se que o0 meio ideal para o cultivo dessa linhagem de seja realizado em
Meio Minimo Essencial de Eagle em combinagao com 10% de soro fetal equino (ATCC,
2021). Mas também sdo possiveis outras combinag¢des entre meios de cultivo e soros
de origem bovina, e suplementagdes (BCRJ, 2021; DSMZ, 2021; JCRB, 2021).

Atingindo uma confluéncia de até 70% em relagao as proporgdes do recipiente

de cultivo, empregam-se enzimas proteoliticas para a realizagdo de suspensao

ISBN: 978-65-88877-34-0 editora.unifoa.edu.br 14
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celular. O meio de cultivo deve ser desprezado e a monocamada lavada com solugao
de tampao fosfato (PBS) sem célcio e magnésio. A tripsina EDTA pode agir por um
periodo de 5a 15 min a 37 °C, visto sua agao inespecifica. Com a segregacao celular,
a solugcao enzimatica deve ser trocada por meio de crescimento. Uma aliquota deve
ser coletada para se avaliar a concentracao e viabilidade celular (DE ALMEIDA, 2013;
ATCC, 2021).

1.3. Bioensaio in vitro por contato com extrato
A metodologia do bioensaio deve ser escolhida de acordo com as propriedades
da amostra e da sua proposta de uso. No teste por contato com extrato utiliza-se um
veiculo de extracdo para solubilizar os componentes lixiviaveis, sendo o meio de
cultivo com soro o mais indicado visto sua caracteristica anfipatica, além de suportar
o crescimento celular. As condi¢goes de extragdao devem simular ou exagerar as
condi¢cdes de uso do material a ser testado, seguindo sua proposta de uso. O volume
do liquido a ser usado para a extragao € determinado de acordo com a area de
superficie da amostra (Tabela 1) (ISO, 2009, 2012).

Tabela 1 - Areas de superficie padrdo e volumes de liquido de extracao.

Espessura Razao de extracao Exemplos de formas de materiais
mm
6 cm2/mi Pelicula, lamina, superficie tubular.
<05
Superficie tubular, placa, pequenos itens
05210 3 em?/mL moldados.
3 cm2/mL Itens maiores moldados.
>1,0
1.25 cm?/mL Fechos elastoméricos.
>1,0
P, pellets, espuma, itens moldados nao
Sélidos de formato irregular 0.2.g/mL absorventes.
0,1 g/mL Membranas, téxteis.

Materiais de baixa densidade

Fonte: Adaptado de 1SO, 2012.

O tempo e temperatura de extragdo podem variar, periodos prolongados ou
reduzidos a 37 °C podem ser aceitos, desde que simulem o uso ou casos de potencial

risco. ExtragGes por menos de 4 horas ndo sdo aceitas (ISO, 2009).

ISBN: 978-65-88877-34-0 editora.unifoa.edu.br 15



FOA o_ XV Coloquio

rvyryy

As extracbes devem ocorrer em meio agitado e os extratos usados
imediatamente apds a preparagao a fim de se evitar qualquer alteragdo na composigao.
Nao deve ser processado por qualquer método de remocgao de particulas, bem como o
pH néo deve ser ajustado. Quaisquer alteragoes, produ¢cdo em meio estatico, remogéao
de particulas ou ajuste no pH, devem ser justificadas (1SO, 2012).

Com as células em suspensao constante, o recipiente para o teste pode ser
semeado em uma concentracdo entre 2,5 x 10° células/mL e 3,5 x 10° células/mL e a
incubacéo a 37 °C com 5% de CO2 (ROGERO et al., 2003; DE CAMPOS JUNIOR, 2015).
Com a monocamada ocupando 80%, as células podem ser expostas ao extrato. Em
volumes iguais, troca-se o meio de cultivo pelo extrato em concentragao original ou
diluido. Também se faz necessaria uma avaliagdo com o branco e com os controles
positivos e negativos (IS0, 2009).

A citotoxicidade pode ser determinada apds o periodo adequado de incubacgéo,
cercade 24hem 37 °C com 5% de CO». Por esta metodologia sdo possiveis avaliagdes

qualitativas e quantitativas a cerca da citotoxicidade da amostra. (ISO, 2009).

1.4. Determinagao da citotoxicidade

Os métodos avaliativos podem ser agrupados de duas formas: qualitativa e
quantitativa. A avaliacao qualitativa engloba observagdes quanto a integridade da
célula. A norma sugere uma classificacdo agregando valores de 0 a 4 de acordo com
as alteragcbes observaveis em todas as células expostas ao tratamento com os
extratos (Tabela 2). A avaliagdo quantitativa da biocompatibilidade visa medir o
quanto o crescimento da cultura foi inibido (ISO, 2009).

O parametro mais utilizado durante a avaliagdo quantitativa é a viabilidade
celular com o uso de corante vital pelo método NRU, onde se utiliza o corante vermelho
neutro. O corante pode ser adicionado ao recipiente de cultivo apds o periodo de
incubacao apropriado com os extratos da amostra. Troca-se o extrato por um novo
meio de cultivo contendo a solugéo de 50 pg/mL de vermelho neutro. Cerca de 3 ou 4
h de incubagdo em condigbes apropriadas para as células, o corante pode ser
removido, e a cultura lavada com tampao fosfato-salino e mais uma lavagem com
solugéo de 1% de CaCl, em formaldeido 50%. Uma solugéo de acido acético pode ser
adicionada e permanecer em agitagao por 10 min para que o corante seja removido

das células. Com o vermelho neutro retido na solugdo homogénea, o recipiente pode
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seguir para leitura em espectrofotometro em 540 nm. O branco deve ser usado como
referéncia (ROGERO et al., 2003; 1SO, 2009).

Tabela 2 - Graduacao morfolégica qualitativa da citotoxicidade dos extratos.

Avaliar Reatividade Condicdes de todas as culturas

0 Nenhum Granulos intracitoplasmaticos discretos, sem lise celular,

sem reducdo do crescimento celular.

1 Pouco Até 20% das células sdo redondas, fracamente aderidas e
sem granulos intracitoplasméaticos, ou mostram alteracdes
na morfologia; ocasionais células lisadas; ligeira inibicdo do
crescimento.

2 Suave Até 50% das células sdo redondas, sem granulos
intracitoplasmaticos, sem lise celular extensa; até 50% de

inibicdo do crescimento.

3 Moderado Até 70% das camadas de células contém células
arredondadas ou sdo lisadas; camadas de células néao
completamente destruidas, mas mais de 50% de inibi¢cdo do

crescimento.

4 Forte Destruicdo quase completa ou completa das camadas de

células.

Fonte: 1SO, 2009.

1.5. Avaliagao da biocompatibilidade
Para se determinar a biocompatibilidade do material testado, é preciso
estabelecer a concentragcdo que inibe 50% do crescimento celular, o ICs0 (ABREU,
2008). Apos a leitura das solugdes, e os valores de densidade Optica obtidos, se faz
necessario que se calcule a porcentagem de viabilidade celular. Em uma avaliagcéo
que se estabelece uma reducéo de mais de 30% da viabilidade celular, é considerado
gue o produto € citotoxico (Tabela 3) (ISO, 2009).
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Tabela 3 - Escala de citotoxicidade.

Viabilidade celular (%) Citotoxicidade
90 Nao toxico.
80 a 89 Levemente toxico.
50a79 Moderadamente toxico.
1a49 Severamente téxico.
0 Toxico.

Fonte: Adaptado de Heggendorn et al., 2020.

4 CONCLUSOES

Para que o cultivo de células de animais e os bioensaios de validagdo sejam
executaveis e confidveis, se faz necessdria uma andlise quanto a estrutura
laboratorial. Necessitam de extrema precisdao, bem como de controle interno no
tocante a contaminacgao, principalmente da agua e ar, por microrganismos como
fungos. O desenvolvimento dessa e de outras técnicas de bioensaio para validagao de
produtos destinados a saude implicam na autonomia técnica, bem como incremento

da capacidade cientifica.
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RESUMO

Desde o principio da agricultura até a urbanizacao contemporanea, o ser humano foi
perdendo o contato cotidiano que tinha com as plantas. A perda dessa proximidade
com o Reino Vegetal, atrelado a outros fatores histéricos, culturais, educacionais e
biolégicos, foi responsavel pelo surgimento do fendmeno chamado Cegueira
Botanica, definido pela incapacidade de perceber as plantas ao redor, e pode trazer
prejuizos para a vida em geral. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo
realizar o diagndstico do fenbmeno, bem como sua incidéncia, nos cursos de
graduacao em Ciéncias Biologicas, através da participagdo do corpo discente e
docente em um questionario virtual. Com a aplicagao do questionario, foi verificado
que uma pequena fragdo dos alunos e professores dos ditos cursos sofrem de
sintomas de Cegueira Botanica, porém essa taxa ja é suficiente para alertar para a
necessidade de mudanca frente ao cenario atual de desastres ambientais, que pode
ser conseguido a partir da conscientizagdo das pessoas sobre a importancia das
plantas ao seu redor.

Palavras-chave: Botanica. Cegueira Botanica. Conscientizagao.

1 INTRODUGAO

O inicio da agricultura e domesticagcdo de plantas na Pré-Historia, mais
especificamente no Periodo Neolitico, trouxe um dos maiores e mais significativos
avancgos para a humanidade: a descoberta de que as plantas poderiam ser cultivadas
gerou uma disponibilidade maior de alimentos e possibilitou que os grupamentos
humanos deixassem de ser ndmades e se tornassem sedentarios, fixando sua

moradia em um unico local, fato que favoreceu o desenvolvimento de ferramentas e
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de outras atividades, como a pecudria posteriormente (VIEIRA, 2019) (NEVES,
BUNDCHEN, LISBOA, 2019).

Com a urbanizacao no Brasil a partir da década de 50, iniciou-se uma transicao
gradual das pessoas, de seus trabalhos e de suas atividades de convivio diario com
plantas para as cidades, configurando assim o éxodo rural. As rotinas mais agitadas,
0s espacgos cada vez mais urbanizados e as mudancas no cotidiano afastaram as
pessoas desse convivio, que foi diminuindo a cada geracgao, dificultando a passagem
de conhecimentos sobre esses organismos dentro da familia. Tudo isso foi
responsavel pelo advento da Cegueira Botanica, termo criado por Wandersee e
Schussler (1999) e que consiste na incapacidade que muitas pessoas tém de
perceber a existéncia de plantas no ambiente.

A Cegueira Botanica impede o reconhecimento da importancia dos organismos
vegetais para a biosfera e para as atividades humanas cotidianas, dificulta a
apreciagdo de seus aspectos estéticos e causa uma classificagcdo popular
equivocada de que as plantas sao inferiores aos animais, fazendo com que elas sejam
consideradas um cenario para a vida em geral, e ndo um ser vivo propriamente dito.
Além dos fatores histéricos e culturais, existem também os fatores bioldgicos
relacionados a visdo, que consegue processar dados de apenas uma pequena
porcentagem de toda a imagem captada pelos olhos humanos. Dentre essa parcela
de dados processados, o cérebro humano geralmente foca nos elementos moveis,
coloridos, de formas diferentes e com potencial perigo para o individuo, descartando
muitas vezes as plantas por serem organismos fixos ao substrato, com coloragao e
forma constantes na maior parte de seu ciclo de vida e que nao oferecem risco de
ataque ou perigo direto (WANDERSEE, SCHUSSLER, 1999).

Esse fendbmeno também permeia o campo académico, uma vez que grandes
intelectuais e governantes - como Machado de Assis, José Bonifacio de Andrade e
Silva, Dom Pedro | e Dom Pedro Il — tinham amplos conhecimentos sobre plantas até
o inicio do século XIX (SALATINO, BUCKERIDGE, 2016). Porém, no campo educacional
atual, existe certo “descaso” com as disciplinas de Botanica: professores,
principalmente do Ensino Fundamental e Médio, costumam focar suas aulas na

Zoologia, e o pouco tempo de estudo que resta para as plantas acaba desestimulando
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seus alunos a seguirem uma graduagao voltada para essa area (URSI, 2017) (NEVES,
BUNDCHEN, LISBOA, 2019).

Dado o exposto, o objetivo do presente trabalho é diagnosticar e verificar a taxa
de ocorréncia da Cegueira Botanica dos cursos de Graduacao em Ciéncias Bioldgicas
(Bacharelado e Licenciatura) do Centro Universitario de Volta Redonda - UniFOA -
campus Olezio Galotti, assim como confirmar as possiveis causas para o fendmeno

avaliando o interesse e o conhecimento prévio do participante sobre plantas.

2 METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado no Centro Universitario de Volta Redonda
(UniFOA - campus Olezio Galotti, localizado no bairro Trés Pogos, no municipio de
Volta Redonda - RJ, e contou com a participagao dos cursos de Graduagdo em
Ciéncias Bioldgicas (Bacharelado e Licenciatura). Para o diagndstico e posterior
verificagao da taxa de ocorréncia da Cegueira Botanica neste trabalho, foi elaborado
um questionario exclusivo para o corpo discente e docente desses Cursos.

O questionario foi desenvolvido utilizando a plataforma online e gratuita do
Google® Formularios e, para que pudesse ser distribuido e respondido, foi submetido
ao Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos - CEP do UniFOA, sendo
aprovado com o numero CAAE 30407620.4.0000.5237, discriminado no Parecer
Consubstanciado do CEP de numero 3.994.774.

0 questionario conta com uma breve descricao das informacdes basicas sobre
o trabalho, precedidos de uma segao contendo o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido - TCLE, feito seguindo uma das exigéncias do CEP e fornecendo
informacdes sobre a possibilidade de participagdo na pesquisa -, uma se¢ao com a
identificacdo dos participantes, uma secdao com a andlise de imagens relacionadas
ao tema, e uma se¢ao com questdes sobre os conhecimentos prévios do participante
sobre Botanica.

0 questionario foi disponibilizado para as turmas dos cursos de graduacdo em
Ciéncias Bioldgicas através de um link e de um QR Code e foram aceitas respostas

do dia 5 de fevereiro de 2021 até o dia 20 de maio de 2021. Foi aceita somente uma
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resposta por pessoa e as perguntas eram discursivas e de multipla escolha. O link do

questionario encontra-se a seguir: <https://forms.qgle/t5fkzU9VUAZidzTS6>.

ApOs o término da aplicacdao dos questionarios, esses tiveram seus dados
armazenados na plataforma de formularios e em planilhas do Microsoft® Excel. Para
se fazer o diagndstico pretendido, foram levadas em conta se as respostas continham
informacodes sobre plantas ou ndo. Dessa forma, foi atribuido um sistema de pontos:
cada resposta de cada participante valia 1 ponto, sendo que esse ponto poderia ser
computado para as perguntas que indicavam que a pessoa possuia Cegueira
Botanica ou para as perguntas que indicavam que a pessoa nao possuia Cegueira
Botanica. No final, foram somados os pontos, e a partir desses valores foi feita uma
média das pontuagdes obtidas em cada se¢ao de perguntas para verificar sua taxa
de ocorréncia nos cursos de Ciéncias Bioldgicas e nos demais cursos de Graduagao
do campus Olezio Galotti. Tais passos foram feitos tanto para corpo discente quanto
docente e para os participantes totais da pesquisa a fim de se obter o diagndstico da
Cegueira Botanica, bem como verificar sua taxa de incidéncia e se ha diferenga na
ocorréncia do fenébmeno entre as diferentes areas do conhecimento da graduagao

dos participantes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds o final da divulgagao dos questionarios, foram contabilizadas 62
respostas. Na primeira se¢do dos questionarios dos cursos de Ciéncias Bioldgicas,
uma pessoa nao aceitou o TCLE e encerrou o questionario, sendo que as outras 61
aceitaram e responderam todas as perguntas.

A segunda segao do formulario consistia na identificagdo dos participantes,
dentre os quais havia 57 alunos e quatro professores, que apontaram como areas de
maior interesse em sua formagdo em Biologia, em ordem decrescente, Zoologia,
Ecologia e Meio Ambiente, Botanica, Genética, Biologia Forense, Analises Clinicas,
Biologia Celular, Microbiologia, Licenciatura, e Paleontologia.

Para a terceira secao de andlise de imagens, foram incluidas fotografias de
organismos vegetais, fungos e animais vertebrados e invertebrados. De acordo com

essas respostas, os alunos e professores das Ciéncias Bioldgicas apresentaram, em
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média, uma taxa de 38% de indicativos para a Cegueira Botanica, sendo que cerca de
62% dos entrevistados ndo apresentavam indicios do fenémeno.

A ultima secao, com as questdes sobre conhecimentos prévios acerca de
Botanica, indicou que 26% dos discentes e docentes das Ciéncias Biolégicas tém a
ocorréncia de sintomas, enquanto 74% nao apresentam indicativos do fenébmeno.

ApOs a analise dos resultados, as respostas foram compiladas em um grafico
de colunas (Grafico 1) a fim a apresentar os percentuais de participantes com

indicativos ou ndo de Cegueira Botanica.

Grafico 1 - Taxa de ocorréncia de Cegueira Botanica nos Cursos de Ciéncias

Bioldgicas
® [Indica Cegueira Botanica N&o indica Cegueira Botanica
0,
90% 82,5%
80%
70% 66% 68%
60%
50%
40% 34% 32%
30%
20% 17,5%
0%
Discentes Docentes Geral

Fonte: Prépria da autora

A partir dos dados contidos no Grafico 1, foi possivel realizar o diagnéstico
pretendido nos cursos de Ciéncias Biologicas, nos quais 34% do corpo discente tém
indicativos para a Cegueira Botanica e 66% nao o tem; 17,5% dos professores tem
sintomas do fendbmeno , enquanto 82,5% nao. No geral, englobando tanto corpo
discente quanto docente, 32% dos participantes puderam ser diagnosticados com
Cegueira Botanica, sendo que 68% nao o puderam ser. Tal pesquisa é significativa no
cenario atual devido aos crescentes numeros relacionados a desastres ambientais
gerados pela diminuicdo da cobertura vegetal, como incéndios, desmatamento,

extincao de espécies, deterioragao e invasao de ecossistemas - esse sendo um dos
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responsaveis pelo contato do ser humano com patégenos, como o SARS-CoV-2,
causador da atual pandemia de COVID-19 -, e pode influenciar na forma que as
pessoas percebem os vegetais ao seu redor, uma vez que o diagndstico da Cegueira
Botanica pode destacar a necessidade de conscientizacdo popular sobre a

importancia do Reino Vegetal para a manutengao da biosfera (MAIA, 2020).

4 CONCLUSOES

Conclui-se que é possivel diagnosticar a presenca da Cegueira Botanica nos
cursos de Graduagao em Bacharelado e Licenciatura em Ciéncias Biolégicas no
campus Olezio Galotti - UniFOA, porém sua incidéncia ndao abrange a maioria dos
alunos e professores. Somente 34% do corpo discente apresenta indicios de Cegueira
Botanica, e apenas 17,5% do corpo docente apresenta sintomas para o fenomeno.
Dessa forma, no ambito geral, foram diagnosticadas 32% pessoas que com a
Cegueira Botanica dentro dos Cursos de Bacharelado e Licenciatura em Ciéncias
Bioldgicas do campus Olezio Galotti — UniFOA.

Também pode-se concluir que ha uma diferenca entre as taxas de ocorréncia
do fendbmeno entre corpos discente e docente dos referidos Cursos, uma vez que 0s
alunos - os quais ainda estao iniciando seus estudos na area da Biologia - apresentam
uma incidéncia de Cegueira Botanica maior que seus respectivos educadores. Assim,
€ necessario que haja um maior incentivo para estudos na area de Botanica, de forma
a auxiliar no maior cuidado com a questao ambiental, principalmente por parte dos
Bidlogos, cuja atuacao profissional é pautada, em grande parte, pela conscientizagcao

da necessidade de se preservar o meio ambiente.
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RESUMO

Dentre as espécies que compdes a avifauna brasileira, a familia Psittacidae
(Psittaciformes) é a que possui 0 maior nimero de espécies ameacadas de extingao.
Essa familia é representada por aves conhecidas como periquitos, araras, papagaios,
maracanas e jandaia. No Brasil, os estudos sobre endoparasitos de aves silvestres
estdo em expansao, porém ainda insuficientes em relagao a diversidade da avifauna
brasileira. O presente trabalho tem o objetivo de registar a ocorréncia do nematoide
Ascaridia hermaphrodita em um espécime de Amazona aestiva e ampliar o registro
geografico de ocorréncia desse nematoide. Em novembro de 2020, um espécime de
Amazona aestiva, proveniente de um recinto do Zooldgico Municipal de Volta
Redonda, veio a ébito e foi submetido ao exame necroscépico para elucidagao da
causa mortis. Apds analise preliminar foi observado a presenca de varios nematoides
no trato digestério da ave e identificados como Ascaridia hermaphrodita (Nematoda:
Ascaridiidae).

Palavras-chave: Parasitologia. Doengas das Aves. Nematoda.

1 INTRODUGAO

A avifauna brasileira esta entre as mais ricas em nimero de espécies do
planeta (SILVEIRA, STRAUBE, 2008; FRANCISCO, MOREIRA, 2012; PIACENTINI et. al.,
2015). Essa diversidade também é um indicativo de que, enquanto hospedeiros, tais

organismos alberguem uma significativa riqueza parasitaria. Especificamente as
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infecgOes parasitdrias constituem um importante fator na biologia da conservacgao
dos vertebrados e sdo determinadas por uma variedade de fatores, incluindo os
aspectos ecoldgicos, bioldgicos (ciclo de vida) e os filogenéticos. Além das questdes
supracitadas, as infecdes parasitarias que afetam as aves silvestres, importam nao
so pela frequéncia com que ocorrem, mas também pela potencialidade de estarem
relacionadas as graves infecdes ou até mesmo a morte de consideravel parte da
avifauna presente em uma regido densamente parasitada (MUNIZ-PEREIRA, VIEIRA,
LUQUE, 2009; LEUNG, KOPRIVNIKAR, 2016; FECCHIO et. al., 2018).

A prevaléncia de tais infeccbes, especialmente das endoparasitoses, esta
diretamente relacionada ao comportamento, nutricdo e desenvolvimento reprodutivo
das aves silvestres, causando déficit na densidade populacional (COSTA, et. al.,
2010). Destarte, podemos considerar que as infecgdes parasitarias sdo uma das
principais patologias observadas em aves silvestres mantidas em cativeiro (PUERTA,
URBINA, GONZALEZ, 2009). Sendo considerado um risco para salde dessas espécies
de organismos, pois a situagado de estresse pelo cativeiro atrelada a alimentagao
inadequada as tornam mais afetadas e susceptiveis as infegdes sistémicas (MELO,
et. al., 2019; CLAUDINO, et. al., 2017).

Dentre todas as espécies que compobes a avifauna brasileira, a familia
Psittacidae (Psittaciformes) é a que possui o maior nimero de espécies ameacgadas
de extingdo. Essa familia é representada por aves conhecidas como periquitos,
araras, papagaios, maracanas e jandaia. De colorido exuberante e alta proximidade
de contato com os humanos, essas aves apresentam altas taxas de criagdo em
cativeiro (SILVEIRA, STRAUBE, 2008; PIACENTINI et. al., 2015; COSTA et. al., 2018).
Dentre os representantes dessa familia destacamos a espécie Amazona aestiva o
papagaio-verdadeiro tem uma ampla distribuicdo no Brasil, incluindo parte do
nordeste, sudeste e centro-oeste. Além da Mata Atlantica, a espécie ocorre na
Caatinga, no Cerrado, no Pantanal e no Chaco, caracterizados por sua
heterogeneidade e alta sazonalidade. O papagaio-verdadeiro demanda atencgao
especial devido a intensa captura ilegal de ovos e filhotes, em toda a sua area de
distribuicdo natural. Sua popularidade e ampla distribuicdo pelo Brasil faz com que

esta seja a espécie do Plano de Acao Nacional para Conservacao das Espécies
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Ameacadas (PAN — Papagaios) com o maior niumero de individuos apreendidos no
trafico ilegal de aves silvestres (BRASIL, 2020).

No Brasil, os estudos sobre endoparasitos de aves silvestres estdao em
expansao, porém ainda insuficientes em relacao a diversidade da avifauna brasileira.
Dentre esses podemos destacar os estudos realizados por Vicente et. al. (1995) com
nematoides parasitos de aves, por Muniz-Pereira, Vieira, Lugue (2009) com helmintos
parasitos de vertebrados e por Hofstatter e Guaraldo (2015) com o levantamento
parasitolégico de aves provenientes dos zooldgicos dos Estados de Sao Paulo e
Parana. Além disso, destacamos os estudos realizados por Melo et. al. (2013), Santos
et. al. (2015), Ayres et. al. (2016) e Claudino et. al. (2017) com estudos de parasitos
de aves do nordeste; com Costa et. al. (2010) na regido sudeste e por Snak et. al.
(2014) e Boll, Marques e Alievi (2017) com estudos na regido sul do Brasil.

O presente estudo tem o objetivo de registar a ocorréncia do nematoide
Ascaridia hermaphrodita em um espécime de A. aestiva e ampliar o registro

geografico de ocorréncia desse nematoide.

2 METODOLOGIA

Em novembro de 2020, um espécime de Amazona aestiva, proveniente de um
recinto do Zoolégico Municipal de Volta Redonda, Rio de Janeiro, veio a ébito e foi
submetido, pelo médico veterinario responsavel, ao exame necroscopico para
elucidagcao da causa mortis. Apds analise preliminar foi observado a presenca de
varios nematoides no trato digestério da ave. Para fixacdo e conservagao dos
espécimes de nematoides de A. aestiva foi utilizado etanol 70°GL. A clarificagao dos
espécimes de nematoides foi realizada através da solugao de Lactofenol e colocados
entre lamina e laminula de vidro para visualizagdo das estruturas (MONTEIRO, 2011).
ApOs a identificagcdo os espécimes novamente foram conservados em etanol 70°GL.
Os espécimes de nematoides foram identificados segundo Vicente et. al. (1995),
Hodov4, Barus e Tupac (2008) e Claudino et. al. (2017) O presente estudo foi
submetido e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do UniFOA, com o
Parecer N° 005/2021.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, um espécime de papagaio-verdadeiro Amazona aestiva foi
necropsiado. O mesmo estava parasitado por 161 espécimes de nematoides,
coletados no trato digestério de A. aestiva (Foto 1). Os nematoides foram
identificados como Ascaridia hermaphrodita (Nematoda: Ascaridida: Heterakoidea:

Ascaridiidae).

Foto 1. Espécime de Amazona aestiva parasitado por Ascaridia hermaphrodita.

Fonte: Rafaela Pereira Pedroso

Os psitacideos sao frequentemente acometidos por endoparasitos e destes,
os nematoides tem se destacado como os de maior importancia (AYRES, et. al,
2016). A presenca desse grupo de parasitos em psitacideos tem sido registrada em

varios paises da América do Sul. Tais estudos foram realizados por Acuna et. al.
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(2007) no Chile; por Puerta, Urbina e Gonzalez (2009) no Peru; por Baltazar (2018) no
México e por Berkunsky et. al. (2019) na Argentina. Segundo Siqueira et. al. (2021),
ascaridiase ocasiona por A. hermaphrodita € uma doenca parasitaria comum em
papagaios-verdadeiros. Essa doenca pode ocasionar perda de peso, anorexia,
obstrucao intestinal e até 6bito, em casos de elevada carga parasitaria, das aves
(AYRES, et. al., 2016; CLAUDINO et. al., 2017; SIQUEIRA, et. al., 2016, 2017). Além
disso, 6bitos de Amazona aestiva foram associados as les6es e migragdes erraticas
de A. hermaphrodita (SIQUEIRA, et. al., 2021).

4 CONCLUSOES

O presente estudo amplia o registro de ocorréncia de Ascaridia hermaphrodita

em Amazona aestiva.
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RESUMO

Os parasitos de peixes marinhos constituem importantes indicadores ecoldgicos
para estudo dos ecossistemas aquaticos. Entre abril e setembro de 2021, foram
necropsiados 10 espécimes da corvina Micropogonias furnieri (Desmarest,
1823)(Sciaenidae) e 5 espécimes do congro rosa Genypterus brasiliensis Regan, 1903
(Ophiidae). Os peixes foram adquiridos nas peixarias da cidade de Volta Redonda e
levados ao laboratério de Zoologia do UniFOA, onde foram realizadas as necropsias.
o presente estudo tem o objetivo de identificar e estudar quantitativamente os
parasitos de duas espécies de peixes marinhos comercializados no municipio de
Volta Redonda, Rio de Janeiro, Brasil. Os espécimes de M. furnieri e G. brasiliensis
mediram 32,8 + 5 (30 - 46) e 454 + 4,5 (41 - 53) cm de comprimento total,
respectivamente. Todos os espécimes de M. furnieri e G. brasiliensis estavam
parasitados por pelo menos uma espécie de metazoario. Um total de 122 espécimes
de parasitos de M. furnieri foi coletado, com abundancia média de 12,2 + 7,8. No caso
de G. brasiliensis foram coletados 139 espécimes de parasitos com abundancia
média de 27,8 + 23,3. Em ambos os hospedeiros, os nematoides foram os mais
prevalentes e abundantes.

Palavras-chave: Metazodrios parasitos. Peixes marinhos. Micropogonias furnieri.

Genypterus brasiliensis.

1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, os estudos sobre os parasitos de peixes, ou
ictioparasitologia, tem aumentado significativamente. Na maioria dos casos tais estudos

envolvem peixes comercializados para alimentagao humana, com importancia comercial,
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e com potencial de uso na piscicultura, dulcicola ou marinha. Além disso, assim como os
demais vertebrados, os peixes possuem fauna parasitaria prépria constituida de
incontaveis espécies de ectoparasitos e endoparasitos. Sendo assim, na ictioparasitologia
€ possivel a realizagcdao de estudos sobre a interagcao parasito-hospedeiros, sobre os
aspectos epidemioldgicos, bioldgicos e ecoldgicos do parasitismo, de biodiversidade,
sobre o0 uso de parasitos como bioindicadores de estoques pesqueiros e de qualidade
ambiental aquatica (LUQUE, 2004; LUQUE, CORDEIRO, OLIVA, 2010; POULIN et. al., 2010;
AMARANTE et. al., 2016; EIRAS, VELLOSO, PEREIRA JR., 2016; LUQUE et. al,, 2016).
Segundo Soares e Luque (2016), o uso de parasitos como marcadores bioldgicos oferece
uma abordagem robusta para determinar a estrutura de estoques dos organismos
aquaticos. Um outro aspecto importante relacionado a tematica é sobre os estudos
referentes as zoonoses transmissiveis por peixes (ACHA, SZYFRES, 2003; PAVANELLI et.
al,, 2015; FERREIRA et. al., 2020).

No Brasil, além das zoonoses ja naturalmente difundidas e conhecidas, como
a toxoplasmose e o complexo teniase-cisticercose (ROSSI, et. al., 2014), por grande
parte da populagao e das autoridades sanitarias, mais recentemente, passaram a ser
mencionadas, também, aquelas ligadas ao consumo de peixes crus. Sao as
chamadas zoonoses transmissiveis pelos peixes processados sem o devido
cozimento e consumidos na forma de sushi, sashimi e ceviche ou mesmo pela
ingestdo de pequenos peixes vivos (PAVANELLI et. al., 2015).

Sendo assim, visando contribuir com a ampliagcdo do conhecimento sobre
parasitos de peixes marinhos, o presente estudo tem o objetivo de identificar e
estudar quantitativamente os parasitos de duas espécies de peixes marinhos

comercializados no municipio de Volta Redonda, Rio de Janeiro, Brasil.

2 METODOLOGIA

Entre abril e setembro de 2021, foram necropsiados 10 espécimes da corvina
Micropogonias furnieri (Desmarest, 1823)(Sciaenidae) e 5 espécimes do congro rosa
Genypterus brasiliensis Regan, 1903 (Ophiidae), fotos 1 e 2, respectivamente. Os
peixes foram adquiridos nas peixarias da cidade de Volta Redonda. Uma vez obtidos,

os peixes foram acondicionados em caixas de isopor contendo gelo, para assegurar
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boas condigdes da coleta dos parasitos e protegé-los durante o transporte até o
laboratério de Zoologia do UniFOA, onde foram realizadas as necropsias. Os peixes
foram medidos. Todos os érgaos e cavidades do corpo foram examinados a procura
de parasitos. A superficie do corpo, narinas, raios das nadadeiras e canais
mandibulares também foram examinados a procura de monogenéticos, hirudineos,
copépodes e isOpodes. A coleta, registro e processamento dos helmintos e
crustaceos parasitos foram realizadas de acordo com os procedimentos indicados
por Eiras, Takemoto e Pavanelli (2000). A terminologia ecoldgica usada foi a

recomendada por Bush et al. (1997).

Foto 1. Espécime de Micropogonias furnieri

Foto: Os autores

Foto 2. Espécime de Genypterus brasiliensis

Foto: Os autores
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espécimes de Micropogonias furnieri e Genypterus brasiliensis mediram
32,8 +5(30 - 46) e 45,4 + 4,5 (41 — 53) cm de comprimento total, respectivamente.
Todos os espécimes de M. furnieri e G. brasiliensis estavam parasitados por pelo
menos uma espécie de metazoario. Um total de 122 espécimes de parasitos de M.
furnieri foi coletado, com abundancia média de 12,2 + 7,8. No caso de G. brasiliensis
foram coletados 139 espécimes de parasitos com abundancia média de 27,8 + 23,3.
Em ambos os hospedeiros, os nematoides foram os mais prevalentes e abundantes
(Tabela 1.). Além disso, os nematoides apresentaram os maiores valores de
intensidade média, 11,8 + 5 e 258 + 22,4, para os hospedeiros M. furnieri e G.

brasiliensis, respectivamente.

Tabela 1. Prevaléncia e abundancia média dos metazoarios parasitos de
Micropogonias furnieri e Genypterus brasiliensis.

Hirudinea Monogenea Digenea Nematoda
Hospedeiro
P(%) AB P(%) AB P(%) AB P(%) AB
Micropogonias
o 20 0,306 60 19+24 30 05+08 80 95+6,7

furnieri

Genypterus

60 2123 100 2581224

brasiliensis

P(%): prevaléncia; AB: abundancia

Embora os resultados obtidos no presente estudo sejam incipientes, foi
possivel verificar similaridade entre os estudos realizados por Alves e Luque (2001) e
Alves, Luque e Paraguassu (2002), com Micropogonias furnieri e Genypterus
brasiliensis, respectivamente. Em ambos os estudos supracitados os nematoides

foram o grupo de parasitos mais prevalente.

4 CONCLUSOES

Estudo em fase preliminar. Foi observado que para ambos os hospedeiros

estudados os nematoides foram os parasitos dominantes na fauna parasitaria.
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RESUMO

O hibisco detém inumeras utilidades, como na area ornamental, gastronémica e
medicinal, destacando seus efeitos antioxidantes, diurético e hipotensor. Entretanto,
ainda existem limitagGes na exploragao relacionada aos efeitos anti-inflamatoérios.
Com isso, essa pesquisa consistiu na avaliagdo do efeito anti-inflamatério do
Hibiscus rosa-sinensis L. em modelo experimental in vivo. Para a pesquisa foi utilizado
o extrato aquoso de hibisco vermelho nas concentracdes de 12,5% e 25% antes e apos
a inducao da inflamagdao na pata de roedores. Todos os animais produziram
inflamacgao, sendo que os tratados previamente com o extrato aquoso apresentaram
edema menor que os tratados apds a reagao inflamatéria. Nao houve diferenga
significativa entre as concentragdes dos extratos. Porém os animais tratados a 12,5%
apresentaram redugao do edema primeiro que o grupo de 25%. Nao foi observado
nenhum efeito colateral nos animais tratados. Isso mostra que o extrato do hibisco
apresenta efeitos anti-inflamatorios e que este produto precisa ser mais explorado
para producao de novos farmacos naturais para a populagao.

Palavras-chave: Hibisco. Formalina. Inflamacao. Efeito anti-inflamatério.

1 INTRODUGAO

Nao se sabe como as primeiras plantas terrestres surgiram, mas acredita-se
que foi um grupo de algas verdes denominados Chlorophyta que apresentavam
genotipo e fendtipo bem diverso, permitindo sua sobrevivéncia em areas pantanosas
sujeitas a periodos alternados de inundagdo e seca. Estima-se que pelo menos a
metade das espécies nativas possua alguma propriedade medicinal, entretanto nem
1% foi estudada adequadamente (MARTINS et al., 2003) (apud MESSIAS; et al).
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O Hibiscus rosa-sinensis pertencente a familia Malvaceae, é conhecido como
Mimo-de-vénus ou Hibisco-da-China e pode atingir, em média, de 3 a 5 metros de altura.
E uma planta nativa da China, encontrada em regides tropicais, e detém vérias
finalidades, como alimenticia, ornamentacdes, bebidas e fitoterdpicos. (LORENZI et
al., 2008; FELIPPE; TOMASI, 2004) (apud SILVA, A. B; WIEST, J. M. C; HELOISA, H. C.)

Levando em consideracao seus efeitos fitoterapicos, MANOKARI & MAHIPAL
(2017), destaca seu potencial anti-inflamatério, além de efeitos antibacterianos,
cicatrizacao de feridas, antidepressivos, cardiaco e antioxidantes.

Os anti-inflamatérios sao medicamentos que impedem, amenizam e
minimizam os sintomas comuns da inflamagédo, como edema, calor, rubor e dor.
Desta forma, o uso de anti-inflamatoérios torna-se bastante frequente no dia a dia da
populagao, pois proporciona uma melhora clinica e evita que o quadro clinico piore.
Porém, vale ressaltar que o uso indiscriminado destes farmacos pode acarretar
efeitos colaterais, direcionando a uma resisténcia bacteriana ao medicamento,
provocando complicagdes mais graves ou reducdo e inviabilizagcdo do efeito
esperado.

Diante disso neste presente trabalho temos como objetivo analisar os efeitos
anti-inflamatorios em diferentes concentragdes do extrato de hibisco em um modelo
experimental in vivo sob a influéncia de um edema na pata de ratos, induzido por

formalina a 1% comparado ao tratamento com ibuprofeno

2 METODOLOGIA

Para esta pesquisa foram utilizados 35 ratos machos Rattus novergicus da
linhagem Wistar, com aprovac¢ao pelo CEUA do UniFOA sob o numero 003/2020. A
execucdo da pesquisa seguiu as normas preconizadas do CONCEA (Conselho
Nacional de Controle de Experimentacao Animal) e dos laboratérios do UniFOA.

0 edema foi induzido na regido subplantar da pata direita através da aplicagao
de 0,1 mL de formalina a 1%, diluido em NaCl 0,9%. Apds a aplicacao, analisamos o
efeito da inflamagao por 1 hora, em intervalos de 5, 15, 30, 45 e 60 minutos apds
aplicagao, medindo o edema formado e as mudangas no comportamento dos animais

como reducado do movimento, mexidas no focinho, lambida no local de aplicagéo e
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pieloerecao, caracterizando sinais de dor. Parte dos animais foram tratado, sendo
acompanhados até 90 minutos para avaliacao dos efeitos tardios e comparados aos
grupos controles (animais que induziram inflamacgéo e ndo foram tratados e animais
que foram tratados sem inflamagao).

Para a composicao do extrato aquoso de hibisco, utilizou-se 200g de flores
desidratadas de H. rosa-sinensis para 1 litro de agua destilada, sendo mantido a
100°C por 15 minutos e ajustados para as concentragdes de 12,5 e 25%.

Os animais foram divididos em 2 baterias de experimentos, sendo 4 grupos na
primeira bateria e 3 grupos na segunda bateria, com 5 animais cada. Dentre eles, 1
controle negativo e 2 controles positivos com tratamento por 1 mg/Kg de ibuprofeno

foram determinados (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Relagdo entre os grupos e suas atividades experimentais na bateria 1.
Tratamento induzido 30 minutos antes da indugao de edema por formalina.

Grupos  Controle Atividade experimental
1 Negativo Receberam formalina sem nenhum tratamento
2 Positivo Receberam formalina e tratamento com ibuprofeno

Receberam formalina e tratamento de extrato aquoso de
hibisco a 12,5%

3 Tratamento

Receberam formalina e tratamento de extrato aquoso de

hibisco a 25%

4 Tratamento

Tabela 2 - Relagao entre os grupos e suas atividades experimentais na bateria 2.
Tratamento induzido 30 minutos depois da indu¢do de edema por formalina.

Grupos  Controle Atividade experimental

1 Negativo Receberam formalina sem nenhum tratamento

2 Positivo Receberam formalina e tratamento com ibuprofeno

3 Tratamento Receberam formalina e tratamento de extrato aquoso de hibisco
a12,5%

4 Tratamento Receberam formalina e tratamento de extrato aquoso de hibisco
a25%
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os animais apresentaram uma reac¢ao inflamatoria por aproximadamente 60
minutos, 0 que permitiu uma janela terapéutico neste intervalo. Os animais pré
tratados com extrato aquoso de hibisco a 12,5% (grupo 3) apresentaram uma redugao
do edema apds trinta minutos da indugao da inflamacgao. Ja os animais tratados com
extrato de hibisco a 25% (grupo 4) apresentaram a redugdo a partir dos 45 minutos, o
gue mostra que os efeitos anti-inflamatérios podem ser dose dependente. Porém os
efeitos anti-inflamatérios das duas concentracdes apresentaram reducao do edema
maior que os animais tratados com ibuprofeno (grupo 2) (Gréfico 1).

Os animais tratados com extrato aquoso de hibisco a 25% (grupo 4)
apresentaram estabilidade no tamanho do edema apds administrag@o do extrato. Ja
os animais tratados com extrato a 12,5%, a estabilidade durou 30 minutos apds a
administragao do extrato (grupo 3), o que pode sugerir que o efeito pds inflamatério
seja dose dependente, necessitando de nova administragdo para manutencao do
efeito (Grafico 2). Os animais tratados com ibuprofeno 1mg/Kg apresentaram
aumento do edema que se estabilizou por até 45 minutos apds a inflamagao,
apresentando aumento do edema apos este periodo, o que nao foi observado no
extrato de hibisco (grupo 2). Ao avaliar o tempo de 30 minutos e 60 minutos, os
animais tratados apos indugao de inflamagao apresentaram uma redugao de 7% no
edema, quando comparado ao grupo tratado previamente. Porém na concentragao de
25% a reducao foi de 3%, o que mostra os efeitos anti-inflamatérios podem estar

associados a dose tratada (Grafico 3 e 4).
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Grafico 1 — Andlise do edema das patas dos animais tratados trinta minutos antes
da inducao da inflamacgao por formalina a 1% em regiao subplantar. Grupo 1:
animais que receberam NaCl 0,9% (n:5); grupo 2: animais que receberam ibuprofeno

1mg/Kg (n:5); grupo 3: animais tratados com extrato de hibisco aquoso a 12,5%

(n:5); grupo 4: animais tratados com extrato de hibisco aquoso a 25%(n:5).
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Grafico 2 - Andlise do edema das patas dos animais tratados trinta minutos antes
da indugao da inflamagao por formalina a 1% em regiao subplantar. Grupo 1:
animais que receberam NaCl 0,9% (n:5); grupo 2: animais que receberam ibuprofeno
1mg/Kg (n:5); grupo 3: animais tratados com extrato de hibisco aquoso a 12,5%
(n:5); grupo 4: animais tratados com extrato de hibisco aquoso a25% (n:5).
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Grafico 3 — Analise comparativa do tamanho do edema da pata dos animais
tratados com extrato de hibisco trinta minutos antes e ap6s a indugéo da
inflamacao. A coluna equivale a média dos grupos, enquanto a barra equivale ao
erro padrao.
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Grafico 4 — Andlise comparativa do tamanho do edema da pata dos animais
tratados com extrato de hibisco sessenta minutos antes e ap6s a indugéo da
inflamagéao. A coluna equivale a média dos grupos, enquanto a barra equivale ao
erro padrao.
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A analise histopatoldgica dos tecidos mostrou migragao celular sugestiva da
reacao inflamatdria, porém nos animais tratados este processo foi menor quando

comparado aos animais controles, inclusive com o grupo que recebeu ibuprofeno.

4 CONCLUSOES

Conforme os resultados apresentados, o presente trabalho permite concluir
que o uso do Hibiscus rosa-sinensis L. detém efeitos anti-inflamatérios consideraveis
quando testados e comparados a determinados medicamentos anti-inflamatorios.

Apds os experimentos conseguimos identificar bons resultados nos grupos
controle com a indugao do ibuprofeno, ocasionando uma redugéo significativa em
comparagao ao grupo tratado com o extrato de hibisco a 25%, porém, vale destacar
que a concentracao 12,5% atingiram um resultado melhor no que se diz respeito ao
edema e rubor das cobaias. Futuros estudos sao necessarios para identificagao da
limitacdo de dosagem por conta da citotoxicidade que o Hibiscus rosa-sinensis L.

pode apresentar em altas concentragoes.
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RESUMO

A espécie Hibiscus rosa-sinensis, popularmente chamada de hibisco, é amplamente
conhecida no Brasil por suas flores grandes de coloragao avermelhada. Dentre seus
usos, podemos citar a ornamentacgao, a culinaria, cerimonias ritualisticas e seu uso
medicinal e fitoterdpico, detendo efeitos antibacterianos, antidepressivos,
antioxidantes, de cicatrizagao de feridas e cardiacos. Com isso, esta pesquisa teve
como objetivo a avaliagao dos efeitos antibacterianos do extrato aquoso de H. rosa-
sinenses em 4 concentragoes distintas (12,5%, 25%, 50% e 75%) frente
Staphylococcus aureus, uma das principais bactérias causadoras de infecgbes em
seres humanos. A bactéria foi cultivada em meio BHI, diluida em série de 10" a 108, e
cultivada em 16 placas de petri com agar nutritivo, com e sem extrato aquoso de
hibisco, sendo executado em triplicada para cada concentragéo distinta. A avaliagdo
foi feita através da contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) em 24, 48 e
72 horas apés o cultivo do microrganismo, com determinagao da média e erro padrao
para analise estatistica. Os resultados obtidos foram baseados nas analises das
amostras com diluicdes em 107 e 108, onde a concentragédo de 12,5% obteve maior
inibicdo bacteriana para a diluicdo de 107, com 54,21% de redugéo de UFC'’s, enquanto
a concentracdo de 25% foi a mais eficaz para a diluicdo de 108, com redugéo de
86,82%. Desta forma, concluimos que esta espécie vegetal detém potencial
bacteriostatico frente a S. aureus, inibindo seu crescimento in vitro. Levando em
consideragao que o extrato é de origem natural e a planta é de facil acesso pela
populagao, esse estudo possui grande relevancia, servindo como base para novas
pesquisas, visto que ainda se faz necessario mais estudos sobre o0 mecanismo de
acao antibacteriana do H. rosa-sinensis.

Palavras-chave: Hibisco. Staphylococcus aureus. Efeito antibacteriano.

Biotecnologia. Botanica.
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1 INTRODUGAO

A espécie Hibiscus rosa-sinensis, popularmente chamada de Mimo de Vénus,
Hibisco-da-China, Hibisco-tropical ou apenas de Hibisco, € amplamente conhecida no
Brasil por suas flores grandes de coloragdo avermelhada (CORDEIRO; 2020).

Apesar de nativo da China e Asia Tropical, o Mimo de Vénus ja obteve registros
em todos os continentes do mundo, exceto na Antartida (CABI; 2019). Atualmente
possui distribuicdo em todo o territério brasileiro gracas ao seu rapido crescimento e
adaptacao, sendo de facil acesso e identificagcao pela populagdo (DORNELES; 2017).

O uso paisagistico e ornamental do H. rosa-sinensis é extremamente
significativo em nosso pais e nho mundo, além de ser utilizada na alimentacdo e em
cerimonias ritualisticas (SILVA, et al; 2016 e CORDEIRO; 2020). Seu uso medicinal e
fitoterapico também é de grande interesse para a populacdo, detendo efeitos
antibacterianos, antidepressivos, antioxidantes, de cicatrizagdo de feridas e
cardiacos (DORNELES; 2017).

Segundo MANOKARI & MAHIPAL (2017), seus efeitos fitoterapicos também
incluem: alivio de cdlicas menstruais, indugdo ao aborto, auxilio no parto e alivio de
dores de cabega, febre, inflamagao, problemas respiratérios, infecgcdes de pele,
disturbios digestivos, entre outros. Além disso, suas folhas e flores podem ser
utilizados como antisséptico para furinculos e ulceras.

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos
antimicrobianos que o extrato de hibisco (H. rosa-sinensis) pode induzir no

crescimento bacteriano de Staphylococcus aureus.

2 METODOLOGIA

A pesquisa teve carater experimental in vitro, e foi realizada no Centro
Universitdrio de Volta Redonda - RJ (UniFOA), no periodo de margo a outubro de 2021.

Para o preparo do extrato aquoso, utilizou-se 100 gramas de flores
desidratadas de H. rosa-sinensis e 50 ml de agua destilada estéril, mantendo a
solugcao em banho maria a 100 °C por 15 minutos. O liquido foi esterilizado por filtro
de papel e filtro de seringa com porosidade 0,22 pm. Em seguida, o extrato foi dividido
em 4 grupos de concentragdes distintas: A (12,5%); B (25%); C (50%) e D (75%).
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A bactéria utilizada no experimento, S. aureus (GRAM POSITIVO), foi cultivada
em meio BHI num primeiro momento, permanecendo 24 horas na estufa a 37
°C. Paralelamente, esse meio foi diluido em série de 10" a 108, e 16 placas de petri
com meio Agar Nutritivo foram cultivadas com 1 ml do meio liquido produzido, sendo
8 placas sem o extrato e 8 placas com 15 pl de extrato de hibisco. O experimento foi
executado em triplicata para cada concentracao distinta de extrato.

Os tubos e as placas foram posteriormente armazenados por 72h na estufa a
37 °C, e todos os procedimentos foram manipulados na capela de fluxo laminar,
evitando a contaminacao das amostras por agentes externos. A avaliacao foi feita
através da contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) em 24, 48 e 72 horas
apo6s o cultivo da bactéria, com determinagdo da média e erro padrao para analise

estatistica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram baseados nas analises das amostras com
diluicbes em 107 e 108, pois apresentavam melhor visualizagdo para contagem das
colbnias bacterianas.

A média de crescimento bacteriano de 24 a 72h apds o cultivo da bactéria e

seu erro padrao podem ser observados nos graficos 1, 2, 3 e 4 a seguir.

Grafico 3 — Percentual médio e erro padrao de crescimento de unidades formadoras
de colonias (UFC) do Grupo A (12,5%) na diluicdo de 107 e 108, em 24, 48 e 72h.

GRUPO A (12,5%) - DILUICAO 10’ GRUPO A (12,5%) - DILUICAO 10?
25,00 7,00
6,00
500
15,00 400
10,00 300
2,00 ‘I

1.00

—

24h 48h Ll

Sem Hibisco @ Com Hibisco Sem Hibisco @ Com Hibesco

Fonte: Banco de Graficos
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Grafico 4 - Percentual médio e erro padrao de crescimento de unidades formadoras
de colénias (UFC) do Grupo B (25%) na diluicdo de 107 e 108, em 24, 48 e 72h.

GRUPO B (25%) - DILUIC]-'\O 107 GRUPO B (25%) - DlLUICZ\O 10*
60,00 30,00
50,00 25,00 =
40,00 T 20,00
30,00 15,00 I
20,00 T T 10,00
10,00 L 5,00 l
r T
0,00 0,00 .
24n 48h 72h 24h 48h 72h
= Sem Hibisco Com Hibisco ® Sem Hibisco Com Hiblsco

Fonte: Banco de Graficos

Grafico 5 - Percentual médio e erro padrao de crescimento de unidades formadoras
de colonias (UFC) do Grupo C (50%) na diluigdo de 107 e 108, em 24, 48 e 72h.

GRUPO C (50%) - DILUICAO 10’ GRUPO C (50%) - DILUICAO 10®
2500 30,00
20,00 2500 =
20,00 ‘ T

15,00 1 . I

| 15,00 1 ; {
10,00 16D . |
500 5,00
0,00 0,00

24h 48h 72h 24h 48h 72h
® Som Hibisco Com Hibisco = Sem Hibisco Com Hibisco

Fonte: Banco de Graficos

Grafico 6 — Percentual médio e erro padrao de crescimento de unidades formadoras
de colénias (UFC) e Erro Padrao do Grupo D (75%) na diluicdo de 107 e 108, em 24,

48 e 72h.
GRUPO D (75%) - DILUICAO 107 GRUPO D (75%) - DILUICAO 10%
35,00 16,00
30,00 T 14,00
25,00 | 12,00
20,00 1300
15,00 w(,]
T T [ 6,00
10,00 400
5,00 2,00 i - < T
0,00 0,00
24h 48h 72h 24h 48h 72h
= Sem Hibésco Com Hibisco ® Sem Hibisco Com Hibisco

Fonte: Banco de Graficos
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Para a diluicdo de 107, a concentracdo de 12,5% obteve os melhores resultados,
com uma média de reducao de bactérias de 54,21%, seguida pela concentracao de
25%, com 52,12% de reducao. As concentracoes de 75% e 50% obtiveram reducdes
de 47,44% e 38,35%, respectivamente.

Para a diluicdo de 108, a maior média de reducdo bacteriana foi observada pela
concentracao de 25%, com reducao de 86,82%, seguida pela concentragao de 75%,
com reducao de 74,77%. As duas ultimas colocagdes ficam com as concentracdes
de 25% e 50%, com respectivos 71,27% e 24,24% de reducao.

Além disso, para ambas dilui¢des, o indice de maior reducao bacteriana foi

estabelecido em 72h apds o cultivo da bactéria (Tabela 1).

Tabela 2 - Percentual de Redugdo de Unidades Formadoras de Col6onias (UFC) de 24
a 72h, nas diluicoes de 107 e 108, comparativo com e sem extrato aquoso de hibisco.

Dilui¢do 107 Dilui¢do 108

Grupos
24h 48h 72h Média 24h 25h 72h Média

Grupo A (12,5%) 4583% 5395% 62,86% 5421% 57,89% 7845% 7747% 71,27%

Grupo B (25%)  47,50% 53,39% 5546% 52,12% 89,02% 87,14% 8431% 86,82%

Grupo C (50%) 29,11% 41,83% 4411% 3835% 2241% 24,65% 2567% 24,24%

Grupo D (75%)  39,74% 49,26% 53,32% 47,44% 64,30% 84,09% 7592% 74,77%

Fonte: Banco de Tabelas

No estudo realizado por SILVA, et al (2019), investigou-se a agdo antibacteriana
do extrato metanoico e etanoico de H. rosa-sinensis frente as espécies bacterianas
Escherichia coli, S. aureus, Listeria monocytogenes e Streptococcus agalactiae. O
extrato apresentou acao inibitéria satisfatéria para a bactéria L. monocytogenes
(concentracgao inibitéria minima de 250 pg/mL), enquanto S. aureus apresentou certa
resisténcia bacteriana (concentragao inibitéria minima de 2000 pg/mL). Entretanto,
nado ha neste experimento um controle de influéncia do diluente alcodlico frente ao

crescimento bacteriano.
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Ja os estudos realizados por MAK, et al (2013) obtiveram inibigao seletiva de
crescimento bacteriano satisfatorio para S. aureus utilizando extrato aquoso de H.
rosa-sinensis pelo método de difusdao de disco em agar, na concentracao de 100
mg/mL (zona de inibi¢do variou de 9 a 14 mm). Porém, E. coli e L. monocytogenes ndo

obtiveram efeitos inibitorios.

4 CONCLUSOES

Os resultados deste experimento foram satisfatorios, com redugao bacteriana
significativa (>50%) de S. aureus por H. rosa-sinensis, que na literatura é descrito com
potencial bacteriostatico, inibindo o crescimento bacteriano in vitro. A concentragao
de 12,5% de hibisco obteve maior inibicdo de UFC para a diluigcdo de 107, enquanto a
concentragdo de 25% foi a mais eficaz para a diluicdo de 108. Ja a concentragéo de
50% obteve a menor redugao para ambas diluigdes.

Esse estudo é de grande relevancia cientifica, visto que o extrato aquoso de
hibisco pode atuar como auxiliador da promogéao da saude e bem estar comunitario,
pois sendo de origem natural e de facil acesso pela populagao, sugere resultados
benéficos ao organismo, diminuindo o desenvolvimento de efeitos maléficos quando
comparados aos compostos quimicos.

Contudo, esse estudo serve como base para novas pesquisas, levando em
consideracao que ainda se faz necessario mais estudos sobre o mecanismo de agao

antibacteriana do H. rosa-sinensis.
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RESUMO

O presente projeto de pesquisa buscou avaliar as propriedades fisico-quimicas das
cascas de Café Ardbica (Coffea arabica). Sabe-se que estas propriedades influenciam
na qualidade e possuem relagdo com os aspectos nutricionais e sensoriais da bebida.
Devido a grande producdo e ao grande consumo de café no pais, 0 numero de
residuos processuais gerado é da ordem de toneladas diariamente. Estes residuos,
em sua ampla maioria, sdo descartados indevidamente sem controle ambiental, com
pouca exploragao, e com baixo valor agregado desde o inicio do processo de descarte
até seu destino final. Os objetivos principais do projeto foram: determinar a
Composicdo Centesimal (umidade, extrato etéreo, cinzas, fibras) da casca de café;
determinar a Acidez de amostras de café verde cultivadas na regidao de Pedra Bonita
— MG; correlacionar a acidez titulavel e teores de acidos clorogénicos totais dos graos
verdes com a qualidade das bebidas; e correlacionar a intensidade da acidez,
adstringéncia e sabor verde com a qualidade das bebidas. Este trabalho possui uma
relevancia ambiental e um carater sustentavel muito grande, pois as cascas de café
que foram utilizadas sao descartadas de maneira inapropriada no meio ambiente, na
sua maioria, sao até mesmo queimadas gerando passivos imensos para nosso
ecossistema. A metodologia aplicada seguiu as normas propostas pela AOAC (2010),
o protocolo recomendado pela IAL (2008) e os métodos de Adolfo Lutz. Os resultados
parciais encontrados em todos os ensaios se equiparam aos valores citados na
literatura, sendo necessario o aprofundamento do estudo.

Palavras-chave: Café Arabica. Qualidade. Composigao Centesimal. Acidez.
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1 INTRODUGAO

O café, por ser uma bebida desejada e estar presente no dia-a-dia de muitos
brasileiros, o presente trabalho, buscou por objetivo, compreender as propriedades
fisico-quimicas do café e sua relacao aos aspectos em torno da qualidade, valores
nutricionais e sensoriais da bebida. A cafeicultura possui uma fragilidade e sua
perenidade diretamente influenciadas pelas condi¢des do clima, pelo ciclo produtivo
e pelos cuidados dispensados aos cafezais (RAMALHO et al., 2013). Estes fatores
influenciam na qualidade e preferéncias dos consumidores da bebida, o que pode
impactar nas questdes econdmicas causando déficits nas rendas de pequenos e
médios agricultores.

Devido a grande produgao e consumo de café no pais, os numeros de residuos
processuais, somam-se a toneladas, sendo descartadas indevidamente ou com
pouco valor para seu destino final (CONAB, 2014), o que originou um trabalho paralelo
a este em que se pretendeu trazer uma aplicagao tecnoldgica dentro da construgao
civil utilizando as cascas de café.

O cafeeiro € uma planta que pertence a familia Rubiacea e ao género Coffea. A
espécie C. arabica L. é originaria das regides montanhosas da Abissinia, que
compreende hoje a regido Sudoeste da Etiépia (SOCCOL, ET AL.; 1999).

Cada tipo de café possui caracteristicas préprias que combinam acidez,
dogura, corpo e aroma (SOCCOL, ET AL.; 1999). Os cafés torrados, por exemplo, em
diferentes torras, dispdem de alguns acidos organicos capazes de interferir na acidez
da bebida.

Dentre os principais componentes do grao de café verde mencionados por
Clarke e Macrae (1989), destacam-se: a agua, carboidratos, lipideos, compostos
nitrogenados, minerais e acidos.

0 teor de umidade dos graos esta diretamente relacionado com o tempo, forma
e local de armazenamento. Teores elevados de umidade favorecem maior
desenvolvimento de microrganismos e mudancgas da cor. O teor de umidade maximo
recomendado para o armazenamento é de 12,5 % (RAMALHO et al,, 2013). Os
carboidratos estédo presentes no grao na forma de polissacarideos (40 -50 %, em base
seca) e como acglcares de baixo peso molecular (8,2 - 8,3 %, em base seca) que

incluem tri, di e monosacarideos redutores e nao redutores. Alguns carboidratos
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derivados de substancias como a pectinatambém estdo presentes. Entre os agucares
de baixo peso molecular a sacarose esta em maior concentragao, na faixade 5a 8 %
(base seca) (CLARKE; MACRAE, 1989). Os lipideos do café verde representam cerca
de 15 % do grdo (base seca) e situam-se principalmente no endosperma. Além de
triacilglicerois, estao presentes ésteres de diterpenos, ésteres de esterois, ésteres de
acidos graxos e esterdis (CLARKE; MACRAE, 1989). O conteddo médio de minerais no
café verde é de 4 % (base seca), sendo o potassio o principal constituinte (40 % do
total de minerais). Outros minerais também presentes séo o célcio e magnésio, além
de tragos de elementos ndo metalicos como o fésforo (CLARKE; MACRAE, 1989).

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café. A producgéo de 42,5
milhdes de sacas beneficiadas (de 60 kg), no periodo da safra de 2006/2007, foi
equivalente a producgao de outros seis paises juntos: o Vietna, Colombia, Indonésia,
Etidpia, india e México (Abic 2009). Esse projeto justifica-se pela necessidade de um
destino mais nobre as toneladas de residuos de graos de café oriundos dos
processamentos, cujo interesse econdmico € irrelevante para a cafeicultura, podendo
ainda apresentar-se como fonte de poluicdo ambiental quando descartados
inadequadamente, ou ainda, afetar a qualidade do produto final tanto no sabor quanto

no aroma da bebida.

2 METODOLOGIA

As andlises fisico-quimicas, a composi¢ao centesimal assim como o teor de
acidez, foi analisada no Laboratério de Ciéncias de Tecnologia de Alimentos (L.21) do
UniFOA, conforme os procedimentos n°® 984.25 para teor de umidade; n® 925.51 para
cinzas totais; n°® 920.152, propostos pela AOAC (2010), e o protocolo recomendado
pela IAL (2008) para teor de proteina e lipidios. Para andlise de acidez, foi também
seguido o método de Adolfo Lutz (IAL 2008), utilizado para determinacdo da
concentragao de acidos clorogénicos totais.

Analise de Umidade - Primeiramente, as amostras foram lavadas e secas em
centrifuga Britania de 12 Kg, que foi adquirida, facilitando a trabalhosa etapa e
servindo de recurso para proximas pesquisas. Além disso, foram pesados cadinhos

previamente secos em estufa de secagem marca Quimis, durante 8h a 105 °C.
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Posteriormente, pesadas as cascas em 10 g e colocada no cadinho, foi realizada a
secagem por 12h a 105 °C. Colocado em dessecador até temperatura constante e
pesado novamente. O calculo da diferenca entre cadinho e cadinho + amostra, resulta
na porcentagem de umidade da amostra.

Analise de Extrato Etéreo — Foram pesados os baldes de fundo chato apos 8h
de estufa a 105 °C. Apos a vidraria atingir temperatura ambiente no dessecador,
foram colocadas em cartucho de celulose 3g de casca de café. A extragao ocorreu
por 2h no aparelho Soxhlet para lipidios com utilizacao de 150 ml de éter de petréleo,
por método a quente. Posteriormente, o solvente foi evaporado em capela de
exaustao e colocado em estufa por mais 3h, novamente resfriado em dessecador e
pesado.

Andlise de Cinzas - A capsula primeiramente foi submetida ao mesmo
tratamento térmico que as anadlises anteriores, pesada apos o resfriamento e
adicionado 2g de matéria seca e desengordurada. A incineragao deu inicio no bico de
Bunsen e foi concluida na mufla marca Nova Instrumentos. O residuo mineral fixo foi
obtido por incineragcdo em torno de 550 °C por 12h. Apds resfriamento em
dessecador, a cédpsula + cinza foi calculada.

Andlise de Fibras — Foi utilizado um cadinho poroso com |a de vidro e
submetendo-o a estufa por 8h a 105 °C, resfria-se 0 mesmo em dessecador e anota
seu peso constante. Em seguida foi pesado 0,5 g de amostra seca e desengordurada
em um baldo de fundo redondo e acrescentada a solugao estoque para digestao acida
(17,5 mL de &cido acético; 0,5 mL de acido tricloroacético e 1,2 mL de acido nitrico).
A digestao foi realizada em aparelho de Kjelhdal dentro da capela de exaustao;
método em que a fibra bruta compreende fragdes de celulose e lignina insollveis em
acido. As amostras foram lavadas com agua destilada quente e assim retornadas
para a estufa por mais 8h a 105 °C. Apds resfriamento, foi realizado uma nova
pesagem.

Analise de Acidez — Para a andlise de acidez, foram tomadas 10g de cascas
em um erlenmeyer de 250 mL de boca larga, foi adicionada agua destilada até o a
marca de 50 mL. Apés homogeneizacao, o liquido foi filtrado utilizando o papel filtro

Whatman n°1. Retirou-se uma aliquota de 5 mL do filtrado e transferiu-a para um outro
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erlen. A titulacdo foi realizada com NaOH 0,1 N e fenolftaleina como indicador. A

acidez total foi expressa em mL de NaOH 0,1N / 100 g de amostra em base seca.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de composicao centesimal apresentados no quadro 1 sao
parciais realizados em triplicata, apresentando-se apenas a média e referentes a
primeira safra adquirida em janeiro de 2021. Foram comparados com os trabalhos de
Xavier (2015) e Moura (2019).

Quadro 1 — Comparagao das Analise de Composi¢ao Centesimal

Andlise Este trabalho (%) Xavier, et al.; 2015 (%) | Moura, 2019 (%)
Umidade 2,00 2,98 3,72%

Cinzas totais 5,67 4,77 3,40

Extrato Etéreo 14,42 15,80 4,79

Fibras 12,98 10,08 10,47

Proteinas Ainda aguardando analise 11,26 11,12
Carboidratos Ainda aguardando analise 67,47 67,37

Fonte: (Os Autores, 2021)

Os teores de umidade estdo proximos encontrados na literatura e estdo
inclusives muito satisfatorios, pois altos teores de umidade favorecem o maior
desenvolvimento de microrganismos e mudangas de cor. As analises de cinzas e
fibras foram superiores aos de outros autores. Isto pode sugerir um terreno com
maior presenca de minerais no solo ou uma forma diferente de torra que propicia a
menor alteracdo das caracteristicas dos grdos. Os valores de extrato etéreo se
aproximam aos de Xavier, et al (2015) e sobressaem ao valor encontrado por Moura
(2019), indicando presenca de lipideos que ndo se perderam nas etapas iniciais de
desde a colheita até a analise.

As anadlises de proteinas e carboidratos serdo realizadas posteriormente

juntamente com as outras amostras.
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A andlise de acidez também foi realizada em triplicata da mesma safra em que
se deu os ensaios de composicao centesimal, o resultado obtido mediante média

aritmética foi comparado aos valores encontrados na literatura, conforme o quadro 2.

Quadro 2 — Comparacgao entre os valores de acidez

Acidez Titulavel Este trabalho g/100) | Xavier, et al.; 2015 (g/100) | Moura, 2019 (g/100)

mL de NaOH/100g 4,95 6,31 582

Fonte: (Os Autores, 2021)

A acidez encontrada foi préximo aos valores encontrados na literatura estando
um pouco abaixo. Este fato pode ser entendido devido ao fato do Café Arabica ser
mais fino e devido a altitude em que foi plantado, pois graos produzidos em regides
com até 1.000 metros de altitude, tendem a apresentar-se menos doces quando
comparados aos cultivados em altitude média de 1.200 metros, o que resulta em

notas citricas, de chocolate, noz ou baunilha.

4 CONCLUSOES

Os resultados parciais sugerem que o periodo de chuva em janeiro e a altitude
da regidao das amostras poderao influenciar nos resultados. As anadlises realizadas
apresentaram valores proximos aos encontrados na literatura para todos os ensaios
até o momento, sendo necessario um aprofundamento e maior comparagao com as
préoximas amostras que ainda serao analisadas e que apresentam periodos diferentes

de colheita.
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