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Apresentacao

O Servico Nacional de Aprendizagem Industrial - SENAI, com a missdo de
promover a educacao profissional e tecnoldgica, a inovacéo e a transferéncia de
tecnologias industriais, contribuindo para elevar a competitividade da industria
brasileira, tem assumido buscar solu¢Ges para demandas socialmente definidas de
qualificacdo, P&D e inovacéo tecnoldgica. Nesse contexto, os projetos de P&D
tornam-se uma importante possibilidade de transferéncia de tecnologia para os
diversos setores produtivos que fazem uso da biotecnologia em seus processos
produtivos. No campo da inovacéo, o Programa SENAI de Inovacao busca integrar
a rede de servigos tecnoldgicos dos centros da entidade as demandas da indUstria
brasileira. Essa acdo conjunta vem permitindo uma nova abordagem da producdo
e difusdo do conhecimento para a competitividade nacional.

A inovagdo tecnologica € a introducdo no mercado de um novo produto ou
processo, ou de uma versdo melhorada de um produto ou processo existente
e, de forma geral, compreende: (1) as atividades internas e externas de
Pesquisa e Desenvolvimento (P&D), (2) a aquisicdo externa de P&D e outros
conhecimentos externos, (3) o projeto industrial e (4) outras preparacdes técnicas
para a producdo e a distribuigdo. Inovacao tecnolégica, portanto, pode ser vista
como sindnimo de geracdo de riquezas para uma regido, especialmente para seus
segmentos produtivos, e para a sociedade e suas entidades privadas e publicas. As
atividades de P&D englobam a pesquisa em ciéncias basicas e aplicadas visando
obter novas aplicagdes inovadoras, a instalacdo de novos processos, sistemas e
servicos, e ainda a melhora substancial do que j& existe ou est4 instalado, com
base no conhecimento disponibilizado através das pesquisas basica e aplicada.

A Revista Processos Quimicos (RPQ) chega ao seu Décimo Volume
apresentado, como Artigo Convidado, o texto Desenhos de Novos Compostos
com Potencial Atividade Biologica que descreve uma importante ferramenta
para o desenvolvimento de novos candidatos a inibidores da enzima
acetilcolinesterase. Os seguintes temas sdo abordados nos Artigos Gerais:
imobilizacdo enzimética, isolamento e identificagdo de flavondides e anélise do
desempenho de inibidores de corrosdo. Todos os temas sdo relevantes para o
setor produtivos a fim a Quimica Industrial. Na Sec¢do de Opinido, temos trés
textos: SENAI: Resultados e Viséo de Futuro; Contribuicdo da FATEC SENAI
Roberto Mange para o Desenvolvimento Tecnoldgico; e Inovacao Tecnoldgica.
Fica evidente que a trajetéria da RPQ corrobora e fortalece a atuacdo do SENAI
alinhada como a Inovacdo Tecnoldgica.

Francisco Carlos Costa
Diretor da FATEC SENAI RM






Artigo Convidado

Desenhos de Novos
Compostos com Potencial
Atividade Bioldgica

Ricardo Gargano, Alexandre A. N. Paula, Luiz A. S. Romeiro, Erica
C. M. Nascimento, Alessandra S. Kiametis, Maria L. Santos, Newton
G. Castro, Luciana C. Nascente & Jodo B. L. Martins

Neste trabalho apresentamos um estudo sobre novos candidatos a inibidores da enzima
acetilcolinesterase obtidos a partir dos lipideos fendlicos ndo-isoprenoides do liquido da casca da
castanha de caju (Anacardium occidentale). Foram investigados, através do calculo de estrutura
eletronica, Padrbes de Estruturas Moleculares (PEM) composto por 15 moléculas derivadas do
cardanol (PEM2) com os grupos substituintes O-metila, O-acetila, O-(N,N-dimetilcarbamoila),
N,N-dimetilamina, N,N-dietilamina, pirrolidina, piperidina e N-benzilamina em seu carbono
benzilico. As propriedades eletronicas, tais como energias (HOMO, LUMO, HOMO-1, LUMO+1
e derivados), distribuicdes de cargas (anel benzénico, oxigénio 56, carbono 11, nitrogénio das
aminas secundarias, entre outras), foram obtidas usando os niveis de célculos RHF e B3LYP
com os conjuntos de fungdes de base 6-31G, 6-31G(d), 6-31+G(d),6-311G(d,p) 6-311G(2d,p)
e 6-311+G(2d,p). Os resultados obtidos revelam que os derivados do PEM2, formadas com as
substituicOes acetila, N,N-dimetilformamida, N,N-dimetilamina e pirrolidina, sdo as estruturas que
mais se correlacionam com o farmaco amplamente utilizado como inibidor da acetilcolinesterase
contra a doenga de Alzheimer (rivastigmina).

Palavras-chave: Inibidores da Acetilcolinesterase, Analise de Componentes Principais, Doenca
de Alzheimer, Cardanol.

Inthis work, we have studied new potential candidates of acetylcholinesterase (AChE) inhibitors
designed from cardanol, a non-isoprenoid phenolic lipid of cashew Anacardium occidentale nut-
shell liquid. From electronic structure calculations, we investigated fteen molecules derivative
from cardanol (PEM2) with the methyl, acetyl, O-(N,N-dimethylcarbamoyl), N,N-dimethylamine,
N,Ndiethylamine, piperidine, pyrrolidine, and N,N-methylbenzylamine substitute groups.
Electronic properties such as energies (HOMO, LUMO, HOMO-1, LUMO+1 and derivatives) and
charge distributions (charge of aromatic ring, charge of C ,, charge of O, and charge of nitrogen),
were performed using both Restricted-Hartree-Fock and B3LYP methods with the following
basis sets: 6-31G, 6-31G(d),6-31+G(d),6-311G(d,p) 6-311G(2d,p) and 6-311+G(2d,p). The
obtained results show that PEM2 derivatives (formed with acetyl, O-(N,N-dimethylcarbamoyl),
N,N-dimethylamine and pyrrolidine groups) are the structures that were better correlated to and
represent possible AChE inhibitors against Alzheimer disease.

Palavras-chave: Acetylcholinesterase Inhibitors, Principal Component Analysis, Alzheimer
Disease, Cardanol.
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Introducdo

O aumento da expectativa de vida da populacéo
brasileira nas ultimas décadas tem contribuido para
maior prevaléncia no diagnostico de casos da doenca
de Alzheimer (DA), considerada a principal causa de
deméncia entre pessoas de faixa etdria acima dos 65
anos de idade (com faixas de 50% a 60% dos casos)*
(forma esporadica) e até mesmo em pessoas Mmais
jovens, de forma precoce de 40 anos. Sua natureza
cronica e progressiva e compromete gravemente a
qualidade de vida dos portadores. Com a evolucao da
doenca, hd um declinio cognitivo continuo, instalando-
se multiplas perturbacdes, incluindo memoria, atencéo,
aprendizado, pensamento, orientagdo, compreensdo,
calculo, linguagem e julgamento. O comprometimento
dessas fungdes vem normalmente acompanhado, e
ocasionalmente precedido, por deterioracdo do controle
emocional e comportamento social.

A deméncia interfere nas atividades do dia-a-dia do
paciente, tais como: atividades fisioldgicas, vestimenta,
alimentacdo e higiene pessoal entre outras. A DA também
compromete gravemente a relacdo do paciente com a
familia, pois muitas vezes o paciente ndo reconhece seus
familiares, que acaba por ser uma das causas de abandono
e transferéncia destes pacientes para asilos de idosos.
Segundo dados de projecdo do IBGE para o periodo de
1980-2050?, o Brasil possuira cerca de 18,6 milhGes de
pessoas em 2009 com mais de 60 anos de idade. Estimativas
de 2001® mostram que 4, 6% da populagcdo com mais de
60 anos de idade da América Latina apresentam casos de
deméncia onde particularmente a partir dos 75 anos, taxas
bastante expressivas de até 36,7% tem sido encontradas®.
Estima-se que 2% a 4% da populacéo com mais de 65 anos
apresentem DA, aumentando drasticamente com a idade a
partir dos 75 anos®*4,

Do ponto de vista histopatol6gico, a DA consiste em um
disturbio neurodegenerativo caracterizado pela presenca de
placas senis, acimulos esféricos da proteina beta amiloide®,
apresentando atrofia e degeneracdo dos neurdnios
colinérgicos subcorticais, principalmente aqueles na parte
basal do prosencéfalo (nucleo basal de Meynert), que
conferem inervacao colinérgica a todo cortex cerebral>2.

Bioguimicamente, a DA é uma patologia decorrente
da reducdo dos niveis de acetilcolina (ACh) no processo
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sinaptico, diminuicdo da neurotransmissdo colinérgica
cortical e, em menor extenséo, a diminuicdo de outros
neurotransmissores como noradrenalina, dopamina,
serotonina, glutamato e substancia P% %, A hipotese
colinérgical*®® ¢é a teoria bioquimica mais aceita
mundialmente e a primeira formaracional de tratamento,
para esta neuropatologia. Ela consiste na restaura¢do do
nivel do neurotransmissor ACh encontrado em baixas
concentracfes no cérebro de pacientes portadores da
DA. Esta restauracao pode ser feita através da inibi¢do
reversivel das colinesterase, acetilcolinesterase (AChE)
e butilcolinesterase (BChE), enzimas que naturalmente
catabolizam a acetilcolina liberada no processo de
neurotransmissdo*? 2,

Entre os agentes quimicos com perfil anti-colinesterasico
que apresentaram resultados promissores para o tratamento
da DA encontram-se os inibidores da acetilcolinesterase
(AChEI), a exemplo da tacrina (Cognex), donepezil
(Aricept), fisostigmina e o produto natural galantamina
(Reminyl), recentemente aprovado pelo FDA (do inglés
“Food and Drog Administration”) (Fig. 1). A tacrina foi o
primeiro farmaco sintético aprovado pelo FDA, entretanto,
devido aos sérios efeitos colaterais provocados, sua
utilizagdo esta sendo bastante limitada®.

Figura 1. Inibidores da acetilcolinesterase (AChE).

Abuscapor novas entidades quimicas Uteis tratamento
DA tem recebido grande atencdo da Fisica e Quimica
Medicinal. Entretanto, poucas entidades superaram as
etapas de ensaios pré-clinicos e clinicos. As estratégias
de modificacdo estrutural de prot6tipos naturais e/ou
hibridizacdo molecular tem sido muito exploradas e ja
lograram alguns protétipos mais eficientes (mais seletivos
e menos toxicos) que os farmacos comerciais'2°,

No &mbito de uma linha de pesquisa que visa 0
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emprego dos lipideos fenolicos ndo isoprenoides do
cajueiro (Anacardium occidentale), como matéria-prima
na preparagao de compostos com maior valor agregado,
0 presente estudo objetiva a utilizagdo destes lipideos
fendlicos ndo isoprendides do liquido da casca da
castanha (LCC), na obtencdo racional de novos agentes
terapéuticos inibidores da enzima AChE, candidatos
Uteis ao tratamento da DA.

O cajueiro, Unica espécie cultivada e de maior dispersdo
do género, pode ser em diversos ecossistemas do nordeste
brasileiro, principalmente nas zonas costeiras, fazendo
parte da vegetacdo de praias e dunas e nas formacdes de
restinga. Apesar de cultivada em mais de vinte paises,
em termos de importancia sua exploracdo restringe-se ao
Brasil, india, Vietnd, Tanzania, Indonésia, Mocambique e
Guiné-Bissau, sendo a producédo brasileira cerca de 19%
em relacdo a mundial. O principal centro de diversidade do
género Anacardium € a regido amazonica (florestas imidas,
matas de galeria e cerrado), com um centro secundario de
diversidade nos cerrados (Planalto Central)*. O cultivo
do cajueiro representa para 0 Nordeste uma atividade de
elevada importancia econdmica e social, com uma area
plantada estimada em 680 mil hectares e uma producéo de
150 mil toneladas de castanha de caju que proporciona uma
exportacdo da ordem de 30 mil toneladas de améndoas,
gerando divisas de 140 milhdes de ddlares, tendo os
estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do Norte como 0s
mais representativos em termos de produc&o.

No processo de industrializacdo da castanha de
caju para obtencdo da améndoa, fonte rica de proteinas
e componentes graxos, isola-se o LCC, um material
de grande interesse como matéria-prima na fabricacéo
de inseticidas, germicidas, antioxidantes, isolantes
térmicos, material de atrito, plastificantes, tensioativos,
tintas, vernizes entre outros?-, Recentemente, o LCC
tem sido utilizado como aditivo para combustiveis e
lubrificantes®. Em funcdo da exceléncia de mercado para
a améndoa, esse subproduto do processamento industrial
da castanha de caju é um importante produto da pauta
de exportacdo do Brasil. Entretanto, devido os precos
irrisorios praticados pelo mercado de exportagdo por
vezes torna-se rejeito da cajucultura?t. O LCC é um 6leo
viscoso e acre que compreende 25% do peso do fruto
in natura, sendo uma das fontes mais ricas de lipideos
fendlicos ndo isoprendides, tais como acidos anacardicos,
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cardois, cardanois e metilcardéis?®®. Do ponto de vista
quimico, os lipideos fendlicos do LCC configuram-
se como uma matéria-prima versatil para uma série de
transformagdes quimicas, devido & natureza dualistica
- carater aromatico e aciclico -, aliado a existéncia de
diversos grupos funcionais no anel aromatico e maltiplas
instauracdes na cadeia alifatica em C-8 (Fig. 2).

Figura 2. Lipideos fendlicos ndo isoprenoides constituintes do LCC.

Os derivados fendlicos do LCC constituem um
sistema bioforico natural compreendendo caracteristicas
eletronicas e hidrofébicas, as quais sdo requisitos
estruturais relevantes ao reconhecimento molecular
pela enzima acetilcolinesterase (AChE). Em adigdo,
esses lipideos fendlicos sdo susceptiveis a uma série de
transformacdes quimicas.

A importancia industrial do LCC é refletida
em centenas de patentes internacionais e trabalhos
publicados, envolvendo a sua caracterizacao e utilizacao.
Essa versatil matéria-prima vem sendo empregada
em diversos projetos de pesquisa com resultados
promissores?-3,  Recentemente, foram solicitados
pedidos de patente nacional e internacional para derivados
GUteis como absorvedores de radiacéo ultravioleta a partir
do LCC, cuja titularidade da propriedade intelectual é
compartilhada entre a UCB, a UnB e a UFRJ®* %,

Os compostos-alvo foram planejados a partir da
estratégia de hibridacdo molecular de inibidores da
enzima AChE de forma a gerar um novo padréo molecular
pertencente a essa classe terapéutica.

O PADRAO MOLECULAR 2

O padrdo molecular 2 (PM2) envolve a hibridacéo
molecular entre a subunidade farmacoforica primaria da
rivastigmina (a) e a subunidade farmacoforica secundaria
que compreende a cadeira alquilica lateral do acetato de
espectalina (b) (Fig. 3).

Revista Processos Quimicos 11



Artigo Convidado

Figura 3. Planejamento estrutural de novos candidatos a AChEI do tipo
PM2.

De modo a avaliar o perfil de reconhecimento
molecular dos novos derivados foram planejadas algumas
séries variando-se o padrdo de substituicdo do grupo R para
a hidroxila fendlica do cardanol bem como variacdo das
aminas secundarias que compreende o reconhecimento
molecular pelo residuo Trp84. Quanto aos substituintes
do grupo fenolico foram planejadas trés séries com:
metila, acetila e N,N-dimetilcarbamoila. Considerando
as aminas secundérias foram selecionadas aminas
aliciclicas e heterociclicas tais como N,N-dimetilamina,
N,N-dietilamina, pirrolidina e piperidina, visando
estudar a liberdade conformacional destes compostos e
aminas aromaticas como a N-metilbenzilamina, a qual
apresenta um grupo aromatico que pode interagir com o
residuo Trp84 (W84) ou Phe330 (F330) (Fig. 4) através
de interacBes T ou empilhamento®.

A partir dessas variantes planejadas do cardanol seréa
feito um estudo de caracterizacdo de padrdes em relacdo
a rivastigmina, um inibidor potencialmente ativo da
AChE, para uma caracterizacao das possiveis estruturas
no tratamento de DA. Este estudo se baseia no célculo
das propriedades eletrénicas, tais como HOMO, LUMO,
GAP(HOMO-LUMO), carga, calor de formacéo entre
outras dos derivados do cardanol e da rivastigmina
usando o nivel de calculo Hartree-Fock-Restrito® e
varias bases diferentes, a partir de estruturas otimizadas
com método semi-empirico PM3% provenientes da
aproximacdo NDDO. A partir da comparacdo dos
resultados obtidos dos derivados do cardanol com os
da rivastigmina sera possivel: identificar quais grupos
substituintes mais contribuirdo para tornar analogos

12 Revista Processos Quimicos

do cardanol inibidores potencialmente ativos para o
reconhecimento molecular pela AChE, minimizando os
possiveis efeitos indesejaveis.

Figura 4. Esquema da AChE mostrando a triade catalitica.

O Problema Molecular

Para descrever quanticamente um sistema molecular
constituido por N elétrons e M nucleos, via equacdo de
Schrédinger estacionaria e sem correcdes relativisticas,
podemos recorrer ao hamiltoniano (em unidades atbmicas):

N N 1 M 1 N M ZA
— 2 2
Hﬁ_;ﬁvi_;zmv“‘_gza (1)
i= =1 i=1 A=1 y

NIN O MM,
MDD D IDIE

i=1 j>i Y  A=1 B>A

onde os indices i e j referem-se aos elétrons, e os indices A
e B, aos nucleos. As massas dos elétrons sdo indicadas por
m,, e as massas dos nlcleos, por M,. As distancias entre
dois ndcleos, entre um nlcleo e um elétron, e entre dois
elétrons sao, respectivamente, indicadas por R g, r, e r,.

Infelizmente, a interacdo elétron-nucleo é forte, e
por isso ndo pode ser desprezada. Desta forma, o termo
STl Yo, 4, na expressdo (1) ndo nos permite
separar 0 hamiltoniano em uma parte eletronica e outra
nuclear, o que tornaria possivel escrever a fungao de onda
da molécula como um produto de duas fun¢des de onda:
uma nuclear e uma eletronica.

A equacdo de Schrddinger molecular, com a
hamiltoniana (1), é praticamente impossivel de ser
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resolvida sem aproximagdes, mesmo utilizando métodos
numericos. Entretanto, sabemos que os nucleos sdo
muito mais massivos que os elétrons, e por isso, estes
Gltimos movem se muito mais rapido que os primeiros.
Assim, podemos tornar paramétrica a dependéncia em
F do termo ZZ— na expressdo (1) e, entdo, propor a
seguinte aprommagao para a funcdo de onda completa:

—

(7, R) = o(T; R)(R), @

onde @(?;I_%)) representa a funcdo de onda eletrénica,
dependente apenas parametricamente das coordenadas
nucleares, e 5(1_{’) representa a fungdo de onda nuclear. A
equacdo (2) é conhecida como expangdo adiabatica.

Substituindo a expressdo (2) na equacdo (1) e
considerando que V.¢(7, R) ¢ V36 Sejam iguais a zero,
podemos desacoplar a equacdo de Schrddinger, com
a hamiltoniana (1), em duas outras: uma eletrénica, e
outra nuclear. Este desacoplamento é conhecido como
Aproximacdo de Born-Oppenheimer (A.B.O.). Dentro
da A.B.O. a equacdo eletrdnica e dada por:

N-1 N

N M N
Y VY A S L 7R = Aol TR, (3)

A=1 i= Ai =1 j>i Tij

onde ¢>(T};R_j) e e(Ru) sdo, respectivamente, a fungdo de
onda eletrénica e sua correspondente energia eletronica,
para uma molécula cujos nicleos encontram-se numa
determinada configuracéo &,.

Acexpressdo (3) € aequacao de Schrodinger eletronica
independente do tempo, que deve ser resolvida para cada
configuragdo nuclear, fornecendo-nos um conjunto de
fungdes de onda eletrdnicas e suas respectivas energias
eletrénicas.

A equagdo nuclear € dada por:

{Z ar VA V| R BB, @

onde
M-1 M

SDIDIE SN TINNO

A=1 B>A
constitui a superficie de energia potencial (SEP), que é
obtida a partir de um ajuste das energias eletronicas para
uma forma analitica.
A expressdo (4) é a equagdo de Schrodinger nuclear
independente do tempo. Suas solugéo 5(7?5) descrevem a
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vibragdo, a rotagdo e a translacdo de uma molécula.

Assim, 0 movimento dos nudcleos de uma molécula
é regido pela SEP. Esta traz informacdes sobre o
potencial de interacdo entre os nlcleos e sobre a energia
eletrénica. Na secdo seguinte, serdo descritos de forma
resumida as duas metodologias utilizadas para resolver
a equacao de Schrondiger eletrdnica para os derivados
do cardanol e a rivastigmina.

SOLUCAO DA EQUACAO DE SCHRODINGER
ELETRONICA

Existem na literatura varios métodos para resolver
a equacdo de Schrodinger eletronica®. Nesta se¢do,
descreveremos de forma sucinta somente dois principais
métodos que utilizamos neste trabalho: Hartree-Fock-
Restrito e B3LYP. A equacdo de Hartree-Fock (6) é
uma equacdo nado-linear, visto que o operador de Fock
depende de suas autofuncbes (deve ser resolvida de
forma iterativa) e é dada por

F(r) (1) = e (7). 6)

Introduzindo um conjunto de K conhecidas fun¢des
de base {¢.(7)|p=12,...,K} e expandindo o0s
desconhecidos orbitais moleculares numa expansao linear,
obtemos a seguinte equacédo de Hartree-Fock-Roothaan®

X
Gi= Cuthy i=12.. . K @)
p=1

em que, C, sdo os coeficientes das K funcdes de bases a
serem determinadas.

Se o conjunto {yu} fosse completo, esta seria uma
expansdo exata, e qualquer conjunto completo {wu}
poderia ser utilizado. Infelizmente, este é sempre restrito,
por razdes praticas computacionais, as K fungdes de
base sdo um conjunto finito. Como tal, é importante
escolher uma base que ira proporcionar, tanto quanto
for possivel, uma expansdo suficientemente “exata”para
orbitais moleculares {¢pi}, particularmente, para o0s
orbitais moleculares {pi} que estdo ocupados em |D0
> e determinar o estado fundamental da energia E,.
As fungBes mais utilizadas para estudos de sistemas
moleculares sdo as funcdes do tipo gaussianas, que séo
definidas pela equacédo 8, como:
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b(,y, 2), = Raly™z"e " (8)

em que, I, m e n sdo nimero inteiros que combinados
representam as funcdes do tipo s, p, d e f, r =(x2+ y2 +
7%)*2 e x € uma constante de normalizagdo.

Nosso problema do calculo orbitais moleculares
de Hartree-Fock se reduz ao célculo dos coeficientes
de expansdo Cui. Podemos obter uma matriz Cui que
substitui a expansao linear da Eq. (7) na equacao Hartree-
Fock (6) temos

K K
1)2(‘#11)#(1) = EiZQnL’/‘u(l), (9)

Multiplicando (1) pelo lado esquerdo e integrando, nos
transformamos a equagcéo diferencial numa equagéo matricial
ZC,,Z/dnzv W _e,EC,,,/rlvu D, (10)
tomando S., = [dryi(1)v,.(1), uma matriz hermitiana
(assumimos as funcdes de bases {wu} ortogonais), e a
matriz r,, = [ driys(1) £(1)4,(1), também Hermitiana.
Reescrevendo a equacdo de Hartree-Fock na forma
matricial, temos:

EK: FuCui =€ f:swcw i=1,2,..., K (11)
ou de forma mais compacta como
FC =&SC. (12)

O método utilizado na resolugdo da equacdo (12) €
o chamado método do Campo Auto-Consistente®. Esse
método consiste em calcular, a partir de uma escolha inicial
arbitraria de um conjunto de orbitais de spin moleculares yi,
o potencial Hartree-Fock v visto por cada elétron e entdo
resolver a equagdo (6). Com esse novo conjunto de orbitais
de spin moleculares repete-se o procedimento, de forma
interativa, até que seja encontrado um valor que convirja a
densidade de eletronica e/ou a energia do sistema®,

A esséncia da aproximacdo de Hartree-Fock esta no
fato de considerarmos que cada elétron de um atomo, ou
de uma molécula, interage com 0s outros por meio de um
campo médio. Utilizando esta aproximacao é possivel
obter até 99% da energia do estado fundamental no
calculo de estrutura eletrobnica molecular. Para a obtencéo
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do restante dessa energia, de extrema importancia no
estudo de muitas propriedades quimicas das moléculas,
¢ necessaria a utilizacdo de métodos mais precisos, que
incluam os efeitos da correlagdo eletrdnica. Entretanto,
a importancia da aproximacgao de Hartree-Fock ndo se
reduz, ja que a maioria dos métodos utilizados na busca
dessa energia restante tem a método Hartree-Fock como
ponto de partida (métodos pos Hartree-Fock).

Além do método Hartree-Fock, utilizamos o método
do funcional de densidade na aproximacdo B3LYP. Este
funcional densidade na aproximagdo B3LYP# ¢ um
método hibrido que utiliza a aproximacéo de Hartree-Fock
para expressar a troca e formulas da teoria do funcional
densidade para a correlacdo de troca. Esse funcional é
composto pelo funcional de Becke, composto por trés
parametros de Becke®?, que tem termos para a troca e
correlagdo oriundos de outros funcionais e da teoria de
Hartree-Fock, juntamente com o funcional de correlacéo de
LYP (Lee, Yang e Parr)®, que € a correlacdo ndo-local do
funcional, incluindo termos de correlac&o local e nédo local.

Andlise de Componentes
Principais

O problema de muitos dados é comum em diversas
areas da ciéncia e tecnologia, onde encontramos sistemas
com muitas variaveis, em que todas precisam ser
analisadas. O homem possui capacidade de realizar este
tipo de andlise, uma vez que toda nossa aprendizagem
esta relacionada com a capacidade cerebral de identificar,
isolar, associar objetos concretos e conceitos de forma
a definir padrBes. Essa capacidade humana € tema de
pesquisas em varias areas da ciéncias. Bons exemplos
sdo redes neurais* e a inteligéncia artificial®.

Para um estudo de dados multivariados, existem
inimeras técnicas disponiveis na literatura®, desta forma
é necessaria uma escolha cautelosa, pois cada método
tem suas peculiaridades que podem trazer dificuldades na
analise final dos dados. Existe uma diferenga marcante
entre os métodos, que podem ser classificados em dois
grupos: os das “variavel-dirigidas” onde o relevante,
durante a analise, é a relacdo entre as variaveis, e 0s
“individuo-dirigidas” que aborda principalmente as
relagdes entre os individuos.

O papel principal da analise multivariada é reduzir
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a grande quantidade de dados para um nimero menor
de parametros significativos, para fornecer uma viséo
estatisticamente privilegiada do conjunto de dados. Por
exemplo, em um composto organico, Sd0 necessarios
diferentes tipos de dados para determinacdo de algum
processo de atividade bioldgica, como as energias dos
orbitais LUMO e HOMO, a densidade de estados, o calor
de formagdo, etc. Entdo, para realizar uma analise, nos
perguntamos: quais desses dados sdo, ou nao, relevantes
para 0 processo? Para isso, escolhemos um método
estatistico de analise multivariada, como a analise de
componentes principais (PCA do inglés “Principal
Component Analisis™)% ®.

Para examinar as relagdes entre um conjunto de
varidveis correlacionadas, transformamos o conjunto
de varidveis originais para um conjunto de variaveis
ndo correlacionadas, chamadas componentes principais
(PC do inglés “principal components”). A técnica para
obter as componentes principais € chamada PCA.
As componentes principais sdo obtidas em ordem
decrescente de importancia, pois a primeira componente
¢ a combinacdo linear das varidveis com maior variancia
nos dados originais.

A PCA foi desenvolvida por Karl Pearson inicio
do século XX®2, e aperfeicoada em 1930 por Harold
Hotelling e colaboradores®®. Em resumo, 0 objetivo
desta técnica € verificar se algumas poucas componentes
principais respondem pela maior parte das variaveis
originais. Se isso ocorre, a dimensionalidade efetiva
do problema é drasticamente reduzida se comparada
com a dimensionalidade original. Em outras palavras,
muitas das variaveis originais estavam correlacionadas.
Assim poucas componentes sao realmente significativas,
podendo ajudar-nos na melhor compreensao dos dados
que serdo Uteis nas analises subsequentes, uma vez que
trabalharemos com um ndmero muito menor de dados.

CALCULO DAS COMPONENTES PRINCIPAIS E
SUAS RESPECTIVAS VARIANCIAS

Vamos descrever 0 nosso conjunto de dados constituido
por N individuos (estruturas) caracterizados por M
variaveis (propriedades das estruturas) do tipo medidas
quantitativas. Este grupo de dados conduz a um quadro
de partida dissimeétrico X cujo termo geral x__representa o
valor tomado pela m-ésima variavel no individuo n.
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Tabela 1. Matriz do conjunto de dados iniciais. As linhas representam
os individuos (individuos n) e as colunas as variveis (variaveis m).

Variavel 1 Variavel 2 --- Varidvel M
Individuo 1 1] T192 e T
Indiwviduo 2 To1 T99 s ToMm
Individuo N TN1 TN2 e TN M

Frequentemente € necessaria uma modificacdo do
quadro de partida, quando a dispersdo das variaveis é
muito diferente ou quando as varidveis diferem quanto a
sua natureza sendo expressas em unidades de medida ndo
comparaveis. Para ultrapassar este problema vamos fazer
um tratamento dos dados iniciais, reduzindo as variaveis,
ou seja, tornando elas adimensionais com média nula e
variancia unitaria.

O termo geral do conjunto de dados modificado, é
dado por:

_ Tom = T, (13)
Om
Onde x € a média aritmética dos valores tomados
pela variavel me ¢_ € o desvio padrdo da variavel m.

Ynm

—_— Zi}v:l Lnm 14
Lot o, (14

Ty =

Z:Y: (J;nm - Tm)z 15
By e (15)

Om =
A partir deste tratamento inicial dos dados podemos
chegar a matriz de covariancia C(Y), encontrada a
partir do produto da matriz transposta YT pela matriz Y,
formando uma matriz simétrica com ordem MxM.

COY ) atxnr = Yaren Yvsen, (16)
assim temos,
C(Y)=YTY 17)
€11 G2 - CGMm
C(Y) _ C?l 0?2 CZ.M (18)
CMm1 Cm2 ** CMM

O termo geral da matriz de covariancia fica:
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N — .
Cmm! = Z ( - m) < e s >’ (19)
Om Om!

n=1
ondec__,param#nT, representaacovarianciada variavel
m com a variavel mi param =ni representa a variancia da
variavel m.

A matriz C(Y) capta as correlacdes entre todos os pares
de variaveis possiveis. Os termos da diagonal principal de
C(Y) sdo a variancia de um tipo particular de variavel.
Quanto maior os valores da diagonal principal maior sera
a nossa variancia, que é uma medida da sua dispersao
estatistica, indicando quéo longe em geral os seus valores
se encontram do valor esperado. Os termos de fora diagonal
de C(Y) sdo os termos da covariancia (covariancia é
definida como uma medida de como duas varidveis variam
conjuntamente) entre os termos da medicao. Quanto menor
o valor de um termo de fora da diagonal principal menor
serd a correlagdo entre duas varidveis. Entdo temos que
maximizar os termo da diagonal principal e minimizar os de
fora dela, como as covariancias ndo podem ser negativas,
entdo o 6timo dessa situacdo e diagonalizar estd matriz.
Para fazer isto da maneira mais fécil, o0 método escolhido
por PCA é considerar que a matriz P (matriz formada pelas
componentes principais) é formada por vetores de base
ortogonais. Ou seja, a matriz P e uma matriz ortogonal.
Para encontrarmos P, basta calcularmos os autovetores
da matriz C(Y) onde cada autovetor so os coeficientes de
uma PC relacionada a um autovalor que é a variancia desta
componente principal. Entdo para termos a componente
de maior relevancia basta encontrar o autovetor do maior
autovalor. Numa visdo mais simples, funciona como uma
rotacdo generalizada para alinhar a base com a maxima
variancia do eixo.

CP=VP, (20)

A matriz P, de dimensdo MxM, contém M vetores
dispostos em colunas, cada um com comprimento M, que
representam os M autovetores da matriz de covariancia C.
Os autovalores e autovetores estéo ordenados e pareados. O
m-ésimo autovalor corresponde ao m-ésimo autovetor. Vamos
reordenar os autovalores e autovetores mantendo a mesma
relacdo entre eles. Colocando a matriz V, dos autovalores, em
ordem decrescente de autovalor. Assim teremos,

Variancia da PC1 0 A 0
0 Variancia da PC2 - - - 0

(21)
0 0 - Variancia da PCM
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onde Variancia da PC1 >Variancia da PC2 >
>Variancia da PCM. Mantendo a mesma relacéo para a
matriz P, teremos,

P P12 0 Pim

p— l’.21 1{22 1)%;11 (22)

Py Pym2 - PMM
onde os elementos de cada vetor coluna da matriz P sdo
os coeficientes de uma PC. Assim temos,

\PC1 PC2 -+ PCM

Peso da varidvel 1| p1y pr2 -+ pim
Peso da varidvel 2 | poy paa -+ Pomr (23)
Peso da variavel M| pyy pye -+ Pum

entdo o termo geral de uma PC é construido a partir
dos autovetores,

M

PCm' = Z Ymm! ¥ P « (24)

m=1

Resultados e Discussoes

Nesta segdo, descrevemos 0s primeiros resultados
tedricos, via célculos de estrutura eletronica, de candidatos
a inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE)
planejados a partir dos lipideos fenélicos ndo isoprendides
do cajueiro (anacardium occidentale). Para tanto,
otimizamos as geometrias, via métodos semi-empiricos
PM3 e AM1 (do inglés “Austin Model 1”)*, incluindo a
analise conformacional para determinar as geometrias de
menor energia, das séries obtidas variando-se o padrdo de
protecdo da hidroxila fendlica do cardanol (substituinte
“R”da figura 5) com grupos metila (1), acetila (2) e N,N-
dimetilcarbomoila (3), bem como as variagdes contendo
aminas secundarias como substituintes no carbono benzilico
da cadeia lateral (substituinte “W”da fig 5). Nesta secdo,
consideramos 5 aminas secundarias: N,N-dimetilamina
(1), N,N-dietilamina (2), pirrolidina (3), piperidina (4) e
N-benzilamina (5), como demostrado na figura 5.

O grupo aromatico presente nesta Ultima variacao
podera desempenhar importante papel no reconhecimento
molecular pelo residuo Trp84 ou Phe 330 da enzima.
As estruturas foram construidas, pré-otimizadas e
submetidas a uma andlise conformacional utilizando
0 programa CaChe®, que fornece um mapeamento
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da SEP das estruturas estudadas. A Figura 6 mostra o
mapeamento da estrutura formada colocando no radical
“R” N,Ndimetilcarbomoila e em “W”a pirrolidina.

Figura 5. Representacdo esquematica dos possiveis candidatos a
inibidores da enzima AchE, obtidos a partir dos lipidios fenélicos ndo
isoprendicos do cajueiro.

A partir deste mapeamento, selecionamos as
geometrias de menor energia para as 15 estruturas
representadas na Figura 5. Em seguida, estas geometrias
foram reotimizadas (partindo das mesmas conformacdes
de minimo obtido via CaChe®) utilizando o método
HartreeFock-Restrito e as funcbes de base 6-31G,
6-31G(d), 6-31+G(d) e 6-311G(d,p). Todos estes calculos
foram realizados via pacote computacional Gaussian98%.
Utilizando estas novas conformacdes determinamos,
também via Gaussian98, as propriedades eletronicas
tais como HOMO-1 (pendltimo orbital com energia
mais alto ocupado), HOMO (orbital com energia mais
alto ocupado), LUMO (orbital com energia mais baixa
desocupado), LUMO+1 (segundo orbital com energia
mais baixa desocupado), as cargas dos nitrogénios
contidas nos radicais "R”e "W”(fig. 5) dos derivados do
cardanol, além do calor de formagéo (via método semi-
empirico) destas séries. A partir destas propriedades
calculamos outras propriedades como; GAP (LUMO
-HOMO), L1-H1 (LUMO+1 - HOMO-1), H-H1 (HOMO
-HOMO-1) e L1-L (LUMO+1 - LUMO). Os resultados
obtidos para estas propriedades foram comparados
com os resultados que obtivemos isoladamente para
0 padréo rivastigmina, um inibidor ativo, a procura de
correlagbes que nos permitam encontrar um padréo
para a classificacdo dessas drogas quanto as suas
atividades. Neste processo comparativo, verificamos que
os resultados da classificacdo sdo muito similares. No
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entanto, a base 6-311G(d,p) serad usada na distingdo dos
inibidores, pois foi a que forneceu a menor energia para
todas as estruturas.

Figura 6. Mapeamento da SEP da estrutura formada colocando no
radical “R”N,Ndimetilcarbomoila e em “W”a pirrolidina, utilizando o
pacote computacional Cache.

Com o objetivo de facilitar a identificacdo das 15
moléculas propostas, utilizamos uma notagdo para estas
moléculas (CA_R_W), baseada nos radicais ligados, nas
posicbes “R”e “W”do ndcleo central (fig. 5) formado
pelo cardanol. Desta forma, pegando como exemplo o
simbolo CA 1 1 que indica a molécula obtida ligando
os radicais metila e N,N-dimetila nos radicais “R”e “W”,
respectivamente, no nucleo central do cardanol. A Tabela
2 mostra as 15 notacGes das moléculas estudadas.

Primeiramente, tentamos realizar uma analise binaria
das propriedades eletrdnicas sem uso direto do método
PCA. Algumas moléculas se agrupam com a rivastigmina,
em relacdo a certas propriedades eletrnicas. Antes de
discutimos essas analises observemos as relagdes entre
0s orbitais, a primeira, Figura 7, apresenta a contribuicdo
para a diferenca LUMO+1 - HOMO-1 contra LUMO+1.
Notamaos, a partir deste grafico, que as duas propriedades
agrupamas estruturas (6), (8), (11) e (13) a (16), separando
elas das restantes. Indicando que as propriedades dos
eixos do gréafico funcionem como fator de distincéo entre
os inibidores ativos e inativos da AChE.

A Figura 8 representa as energias da diferenca
LUMO+1 -LUMO contra a do HOMO. Neste grafico,
podemos novamente notar que as estruturas (6), (8) e
(13) se localizam préximo a (16), mostrando também que
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as propriedades dos eixos auxiliam na distingdo. Também
observamos que a molécula (11) se encontra um pouco
distante do aglomerado préximo a rivastigmina, mas do
lado inverso de onde se encontram as outras estruturas
que estdo fora do aglomerado.

Figura 7. Contribuicdo para a diferenca LUMO+1 -HOMO-1 vs
LUMO+1, para os derivados do cardanol e rivastigmina.

Ao utilizarmos o método de reconhecimento de
padrbes PCA, reduzirmos o nimero de propriedades que
sdo mais relevantes a sele¢do das moléculas, ou seja, as
que mais se correlacionam com a da rivastigmina. Além
disto, este método auxilia na classificacdo através da
separacdo das estruturas em um conjunto de variaveis
ndo correlacionadas (PC) que sdo formadas pelas
propriedades eletronicas originais. As PCs sdo obtidas
em ordem decrescente de importancia, pois a primeira
componente é a combinagdo linear das propriedades
eletrbnicas com maior variancia.

A partir das 7 propriedades eletrdnicas inicialmente
determinadas, fizemos estudos sistematicos, considerando
a variancia e o peso das mesmas e concluimos que as
PCs podem ser escritas em termos de 4 propriedades
eletrénicas descritas na tabela 3.

Figura 8. Contribuicdo para a diferenca LUMO+1 -LUMO vs HOMO,
para os derivados do cardanol e rivastigmina.
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A analise de como a variancia dos dados se distribui
sobre as PCs pode ser vista na Figura 9. Desta figura
podemos notar que as duas principais componentes, PC1
e PC2 sdo responsaveis, respectivamente, por 78, 34% e
16, 23% dos dados, totalizando 94, 57%. Este fato, que se
faz necessario para que se tenha uma boa confiabilidade
nos dados sobre PCA.

Tabela 2. Nomeclatura das 15 estruturas derivadas do padrdo molecular
2. Notagdo utilizada para a substituicdo do hidrogénio a partir do grupo
de fenolicos cardanol (R1 na 5) e carbono da cadeia lateral (R2 na
Figura 5). CA representa cardanol.

Notacéo Estrutura Nomenclatura Estrutura
01 CAal 09 CA b 4
02 CA a2 10 CA_b_5
03 CA_ a3 11 CAc 1
04 CA a4 12 CAcc2
05 CA a5 13 CAc3
06 CA_b_1 14 CAc 4
07 CA_b_2 15 CAc5
08 CA b 3 16 rivastigmina

Nesta primeira parte dos resultados, comparamos as
propriedades eletronicas (energias dos HOMO, LUMO,
HOMO-1, LUMO-1 e seus derivados) dos lipideos
fendlicos modificados contra a rivastigmina, usando
métodos semi-empiricos e RHF. Em seguida novas
propriedades foram incluidas, como por exemplo a carga
do anel aromaético, carga do oxigénio 56, do carbono
11 e do nitrogénio pertencente ao radical R2, usando o
nivel de calculo B3LYP com as func@es de bases 6-31G,
6-31G(d) e 6-311+G(2d,p).

Tabela 3. Peso das propriedades eletronicas que formam as PCs.

PC1 PC2 PC3

HOMO-1 0,5526519 -0,1651031 -0,181517
LUMO+1 0,426917 0,7834858 -0,3924858

AP -0,4860612 0,5929316 0,3480295
H-H-1 05254161 0,8557445 0,8317944

Estas propriedades, tendo em conta efeitos de
correlacdo, foram utilizadas na PCA. A fim de melhorar
esta analise, os PCs foram obtidos em um modelo
tridimensional PCA. Portanto, estes resultados B3LYP
complementam nosso estudo discutido anteriormente.
Além disso, estes resultados podem melhorar o
conhecimento das propriedades importantes para a
inibicdo da AChE.
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Desta forma, foi proposto um conjunto de moléculas
AChEI com base em uma substituicdo do hidrogénio
a partir do grupo de fendlicos cardanol (R1 na Figura
5), por grupos, tais como (a) metil, (b) acetil, e (c) N,
N-dimetilcarbamonila, bem como as substituicdes no
benzilicos carbono da cadeia lateral (R2 na Figura 5)
por aminas secundarias, (1) N,N-dimetilamina (2),
N,N-dietilamina (3) pirrolidina, (4) piperidina, e (5)
N,Nmetilbenzilamina. As variacbes obtidas a partir
das substituicBes rendeu quinze estruturas de cardanol
derivados. A tabela 2 mostra a notagcdo usada para 0s
compostos derivados do cardanol utilizados neste trabalho.

Figura9. Distribuicéo da variancia e porcentagem da variancia nas PCs.

Geometrias destas quinze estruturas, bem como
rivastigmina foram tomadas a partir do resultado
otimizado da secdo anterior® usando os métodos semi-
empiricos AM1 e PM3. Andlise conformacional da
energia minima foi feita utilizando-se o mapas da
superficie de energia potencial (Fig. 6). Estas estruturas
minimas foram totalmente otimizadas e os procedimentos
para este estudo utilizou as seguinte etapas:

e Calculos single point das propriedades eletronicas, ou
seja, calculos das duas energias de orbitais moleculares
mais altos ocupados E(HOMO) e E(HOMO-1), as
duas energias de orbitais moleculares mais baixos
desocupados E(LUMO) e E(LUMO+1), carga dos
anéis aromaticos, carga do C 11 (C-C11), carga do
056 (C-056) e carga do nitrogénio pertencente ao
grupo R2 (C-NR2) (ver Figura 5 para a notagdo). Estes
célculos foram realizados utilizando método B3LYP
com grupo de fungdes de base: 6-31G, 6-31G (d) e
6-311+G(2d,p).

e A partir destes dados das propriedades eletrdnicas
derivamos outras propriedades GAP [E(LUMO) —
E(HOMO)], GAP+1 [E(LUMO+1) — E(HOMO-1)],
AH-1 [E(HOMO) - E(HOMO-1)] and AL+1
[E(LUMO+1) — E(LUMO)].
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Todos estes calculos foram também realizados
utilizando o programa computacional Gaussian03%. Para
comparar as propriedades eletrénicas obtidas a partir
dos quinze derivados do cardanol com a rivastigmina,
utilizamos novamente o método PCA.. Este método, como
ja mencionado, reduz o ndmero inicial de parametros
estabelecidos (propriedades eletrénicas) para 0s mais
relevantes no que diz respeito a capacidade de selecionar
compostos que sao mais semelhantes com a rivastigmina.
O dados do PCA foram redirecionadas, tornando elas
adimensionais com média nula e variancia unitéria.
Este procedimento foi utilizado a fim de eliminar efeitos
artificiais, onde algumas propriedades eletrénicas com
um grande valor poderia dominar a anlise.

O préximo passo foi analisar cada propriedade
dos quinze derivados com o objetivo de selecionar
0S compostos que mais se correlacionam com a
rivastigmina. Também analisamos as relagdes entre pares
de propriedade dos quinze compostos. Esta Gltima analise
foi importante para produzir as mais relevantes variaveis
em relacdo a rivastigmina. Por exemplo, a Figura 10
mostra a contribuicéo de E(LUMO-1) versus C-N_, para
os derivados do cardanol e rivastigmina.

Figura 10. Contribuicdo da E(LUMO-1) versus C-N_, para o0s
derivados do cardanol e rivastigmina. Propriedades calculadas
utilizando o método B3LYP com a funcéo de base 6-311+G(2d,p) dos
derivados do padrao molecular 2

A partir destes dados preliminares, as varidveis
eletronicas utilizadas para o calculo de PCA foram
refinadas e, em seguida, classificadas em componentes
principais (PCs) em ordem de importancia. A primeira
componente € uma combinacdo linear das propriedades
eletronicas com a maior variancia dos dados em relagéo as
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outras. Os valores para as propriedades estudadas retirado
das quinze estruturas foram muito préximos para todos
0s conjuntos de base considerados. Consequentemente,
apresentamos os resultados apenas do conjunto da funcéo
de base mais extensa 6-311+G(2d,p), a fim de representar
melhor os resultados finais.

O orbital HOMO-1 da rivastigmina em B3LYP/6-
311+G(2d,p), utilizando geometria otimizada AM1
(Figura 11) mostra a principal contribuicdo dos orbitais
n dos anéis aromaticos. A mesma contribuicdo do
orbital HOMO-1 foi encontrada para todas as estruturas
calculadas, ou seja, as contribuicdes estdo centradas
principalmente no fragmento analogo a rivastigmina para
todos os compostos.

Figura 11. Geometria otimizada da rivastgmina. O orbital HOMO—-1 da
rivastigmina para o nivel B3LYP/6-311+G(2d,p).

A Tabela 4 apresenta os resultados das energias
HOMO-1, HOMO, LUMO e LUMO+1, e também das
cargas do anel benzénico, C,,0,,,e N_, dos derivados
do cardanol e rivastigmina. Um estudo sistemético de
todas as propriedades foi realizado considerando a
analise binaria, PCs e peso da variancia calculada dos
dados. A Figura 10 mostra os derivados do cardanol
(tabela 2) CA c_1 e CA_c_3 como 0s que mais se
assemelham a rivastigmina para E(LUMO-1) contra
C-N,,-

Inicialmente, usamos todas as propriedades
de todas as estruturas na andlise de PCA. Entdo
excluimos algumas destas propriedades a partir desta
analise tentando encontrar as mais relevantes. Isto
permitiu-nos encontrar as trés propriedades mais
importantes divididas em trés casos, chamado caso I,
Il e Il (Figura 12). Identificamos que os descritores
E(HOMO-1), E(LUMO+1) e C-O56 sdo comuns aos
trés casos. Elas parecem ser as principais propriedades
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para uma boa agregacdo entre as estruturas melhores
correlacionadas com a rivastigmina. Além dessas
propriedades também identificamos C-NR2, usado
nos casos | e Ill, LUMO, usado nos casos Il e Ill, e
AL+1, usado no caso Il, como descritores aptos. A
Tabela 5 apresenta a variacdo de cada componente
(PC1, PC2 e PC3), com seu respectivo percentual. No
caso |1, tivemos o maior valor em porcento para PCl e
tivemos o melhor percentual acumulado de variancia,
quase 97,5%, para as trés primeiras PCs nos casos | e
Il. A Tabela 6 mostra os pesos das propriedades mais
importantes para as trés primeiras componentes.

Tabela 4. Valores da estrutura eletrénica E(HOMO-1), E(HOMO),
E(LUMO), E(LUMO+1), carga do anel, C-C11, C-O,, e C-NR2 dos 15
compostos derivados do cardanol e rivastigmina (16).

energia dos orbitais (eV) carga
somo-1t HOMO LUMO rumosi| anel  C; Oss Npo
01 -6,13 -5,74 -0,37 -0,15| 0,20 0,35 -0,38 -0,46
02| -6,16 -545 -0,38 -0,11] 0,22 0,15 -0,36 -0,64
03| -6,18 -543 -040 -0,09 | 0,29 -0,08 -0,35 -0,43
04) -6,11  -5,50 -0,35 -0,12 | 0,21 0,31 -0,38 -0,62
05/ -6,11  -5,77 -049 -0,35| 0,04 040 -0,35 -0,45
06| -6,77 -581 -0,55 -0,50 | 0,28 041 -0.54 -0,47
07} -6,50 -581 -0,78 -0,36 | 0,27 0,33 -0,52 -0,70
08} -6,83 -553 -0,56 -0,51 | 0,35 0,15 -0.54 -0,47
09 -6,67 -5,54 -0,50 -0,42 ] 0,29 035 -0,54 -0,59
10| -6,80 -5,87 -0,59 -0,58 | 0,34 031 -0,54 -041
11 -6,76  -5,80 -049 -048 | 0,21 048 -043 -0,46
12| -6,62 -556 -0.34 -028 | 0,19 046 -045 -0,73
13| -6,78 -545 -0,51 -045 ]| 0,34 -0,10 -0,44 -0,42
14| -6,59  -5,50 -0,39 -0,26 | 0,21 0,26 -0,44 -0,65
15| -6,67 -5,69 -0.61 -0.57 | 0.33 0,05 -043 -0,35
16| -6,64 -599 -049 -044 | 0,19 033 -0,39 -042

Encontramos a partir da analise PCA (Figura
12), as estruturas que melhor se correlacionam com
rivastigmina sdo os dimetilcarbamatos 11 (CA C 1) e
13 (CA_C_3) para todos os trés casos estudados. Estes
resultados indicaram quais substituintes mais provaveis
para os potenciais candidatos para o desenvolvimento
de inibidores da AChE para o tratamento da DA apartir
do cardanol.

As previsdes da analise foram entdo avaliados
experimentalmente para a série de dimetilcarbamatos
11-15. Os compostos foram sintetizados a partir do
cardanol como hidrocloretos, utilizando métodos
padrBes. A inibicdo da enzima foi testada como
descrito anteriormente, exceto que o purificado da
AChE a partir do E. electricus foi usado em vez de
tecido homogeneizados. Os compostos 11-13 inibiram

Jul / Dez de 2011



a AChE como descrito na concentracdo-dependente
(Figura 13), ao passo 14 e 15 mostraram pouca
atividade, inibindo a enzima pelo menos 25% a 100%
uM. O dimetilamino 11 foi o mais potente, com uma
IC50 de 50,0uM, seguido de perto pelo pirrolidina
13 (84,3uM) e do dietilamino 12 (251,1uM). Assim,
0 procedimento PCA selecionou corretamente os dois
compostos mais potentes da série.

Figura 12. Gréficos dos casos I, Il e Ill da separacdo das estruturas
derivadas do cardanol e rivastigmina com as duas ou trés PCs mas
relevantes.

Tabela 5. Variancia, porcentagem e acumuldado da porcentagem nos
casos |, Il 'and 111 das PC1, PC2 e PC3 obtidos com PCA.

CASO |
Variancia |Porcentagem|Acumulativo
PC1 39,35 65,59 65,59
PC2 16,48 27,47 93,06
PC3 2,65 4,41 97,47
CASO 11
Variancia |Porcentagem|Acumulativo
PC1 51,00 68,00 68,00
PC2 16,46 21,95 89,95
PC3 5,87 7.82 97,77
CASO Il
Variancia |Porcentagem|Acumulativo
PC1 47,01 62,68 62,68
PC2 16,50 22,00 84,68
PC3 8,13 10,84 95,52
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Segundo a literatura®-%? a rivastigmina atinge o
fundo do sitio ativo do gorge, onde ela interage com o
residuo da Ser200 da triade catalitica Ser200-His440-
Glu327 através do seu agrupamento carbamoila,
enquanto os aromaticos e 0s grupos de amoénio dirigem
se para interagir com a conservagao de residuos Trp84
(adjacente a triade catalitica) e um segundo residuo
aromatico (Phe330), que parecem estar envolvidos
com aromaticos de cation-m ou interacdo hidrofébica.
Através de um mecanismo comum de inibi¢do, o
grupo carbamoila é reversivelmente ligado ao sitio
ativo da serina, enquanto o grupo livre ((-)-S3-[1-
(dimetilamino)-etil]fenol (NAP)) que é um competitivo
inibidor da AChE permanece ativo no gorge. Bar-On e
colaboradores demonstraram que o grupo de fenol da
NAP esta distante da ligacdo de hidrogénio para interagir
com a espinha dorsal do residuo Gly118, enquanto
grupos aromaticos e metil tornam-se aromaticos-
hidroldgicos e as interagdes n-m com Trp84 e Phe330¢.

Tabela 6. Peso das propriedades eletrbnicas E(HOMO-1),
E(LUMO+1), C-056, C-NR2, E(LUMO) e AL+1 das PC1, PC2 e PC3
dos casos I, Il and 111, obtidos com PCA.

CASO 1 CASO 11 CASO III
PC1|PC2|PC3|PC1|PC2|PC3|PC1|PC2|PC3
E(HOMO-1)|0,58|0,12 | 0,61 | 0,51 |-0,15|-0,22| 0,50 | 0,10 |-0,52
E(LUMO+1) | 0,59 |-0,17| 0,13 | 0,52 |-0,04| 0,44 | 0,54 |-0,18|-0,10

C-Os5 0,51 | 0,44 |-0,72| 0,46 | 0,23 |-0,74| 0,47 | 0,43 |-0,09
C-Np» 0,230,871 0,30 -0,20{ 0,88 0,05
E(LUMO) 0,36 | 0,66 | 0,43 | 0,44 | 0,03 | 0,84
AL+1 0,36 |-0,69] 0,18

Considerando a possibilidade de que os derivados
do cardanol sdo capazes de penetrar profundamente
até chegar ao fundo do sitio ativo do gorge, da
mesma forma que a rivastigmina, e tendo em conta
os resultados descritos por Sterling e colaboradores®
(que mostrou que a atividade da AChEI é 30 vezes
maior que da N,N-dimetilcarbamoila - analogo da ri-
vastigmina em comparagdo com o agrupamento N,N-
etilmetilcarbamoila), esperamos que haja um melhor
acesso dos residuos da Ser200 para 0s agrupamentos
N,N-dimetilcarbamoila CA_c_1 (11) e CA_C_3 (13).

A fim de avaliar a influéncia dos sitios hidrofébicos,
bem como a liberdade de conformacdo do agrupamento
de amonio, a dimetilamina (11) e a conformacédo bis-
homologa da pirrolidina (13) destes grupos foram
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selecionados. Neste caso, 0 aumento de uma regiao
hidrofobica na pirrolidina € esperado para interagir os
residuos Trp84 e Phe330 melhor com dimetilamina, salvo
se houver uma restricdo estérico na regido adjacente ao
triade catalitica e que delimita o volume acessivel ao
grupo pirrolidino. No que diz respeito aos alifaticos ao
longo cadeia lateral, era esperado que ficasse ao longo
do gorge, onde sdo possiveis interacdes complementares
hidrofobicas/aromaticos dos residuos aminoacidos.

Figura 13. Curvas de inibi¢do da acetilcolinesterase para selecionados
derivados do cardanol. Simbolos sdo meios +SD(n = 3) de E. electricus
da velocidade maxima (V ) de reagdo da AChE em relagdo ao
controle (sem inibidor). O solvente teve efeitos negligenciaveis nas
concentracdes testadas. As linhas mostram a fungao regressdo para o
padréo sitio Unico completo do modelo de inibicdo. Figura do artigo
produzido pelo grupo®

Por outro lado, Castro e colaboradores® utilizando
um acoplamento flexivel nos experimentos salientou que
derivados do natural alcaléide piperidina (—)-espectalina
ndo eram susceptiveis de interagir com o sitio ativo da
triade, possivelmente devido ao volume longo da cadeia
lateral de alifaticos. De modo semelhante, se 0s volumes
da longa cadeia lateral dos alifaticos de CA ¢ 1 (11) e
CA_c_3 (13) ndo permitirem os derivados de alcangar o
fundo do sitio ativo, elas podem ser capazes de interagir
de forma similar ao espectalina ou mesmo donepezil®® por
interacOes aromaticas cation-n e -7 dos grupos de aménio
e 0S agrupamentos aromaticos com os residuos aromaticos
do meio Phe330, Trp84 até a garganta Trp279 do sitio
ativo ou no sitio anibnico periférico (SAP), enquanto
sdo esperadas as ligacbes de hidrogénio de ocorrer
com espinha dorsal dos grupos carbamato e aménio
dos aromaticos e hidrofébicas e ligacoes de hidrogénio
doadores dos residuos do SAP, por exemplo, Tyr70, Tyr121
e Trp279, e Phe288, Phe290, Phe331, Arg289 e Ser286
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acima da SAP, na parte superior do gorge, bem como
moléculas de agua®. Uma vez que as paredes do gorge séo
forradas predominantemente por cadeias laterais residuos
aromaticos, interacdes hidrofobicas a partir da longa
cadeia alifatica destes derivados cardanol, espera-se que
se-jam uma contribuicéo significativa para a identificacéo
pela AChE e modulagdo das suas atividades.

Conclusbes

Neste trabalho apresentamos, célculos de estrutura
eletronica envolvendo 15 moléculas derivadas do
cardanol, e da rivastigmina com o objetivo principal
de utilizar os lipideos fendlicos ndo isoprendides do
cajueiro como matéria prima para obtencdo racional
de novos candidatos a inibidores da enzima AChE.
Para tanto foram utilizados os métodos HartreeFock-
Restrito e B3LYP e as fungdes de base 6-31G, 6-31G(d),
6-31+G(d), 6-311G(d,p), 6-311G(2d,p) e 6-311+G(2d,p).

A partir das estruturas propostas fizemos uma
analise binaria das propriedades eletrbnicas e
verificamos uma maior correlacdo das estruturas (6),
(8), (11) e (13) com a rivastigmina. Esta indicacdo de
correlacdo destas estruturas ocorre para maioria das
propriedades quando analisadas duas a duas. Além da
anélise binaria foi feito um estudo de PCA, onde foi
possivel diminuir o namero de propriedades eletrénicas
iniciais para as propriedades mais relevantes, que foram
HOMO-1, LUMO+1, GAP e a diferenca HOMO -
HOMO-1, a partir destas propriedades construimos as
PCs e conseguimos selecionar as estruturas que mais
se correlacionavam com a rivastigmina, que novamente
foram as estruturas (6), (11) e (13), além da estrutura
(8). Assim sendo, das duas analises podemos concluir
que as estruturas (6), (8), (11) e (13) foram as que mais
se correlacionam com a rivastigmina.
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Artigos Gerais

Imobilizacao Covalente na
Superficie de Silica Gel da
Enzima p-1,3-Glucanase
Produzida por Trichoderma
Harzianum

Fernando A. Silva, Edésio F. C. Alcdntara & Valdirene N. Monteiro

Neste trabalho, o suporte utilizado para imobilizar a enzima p-1,3-glucanase foi a
silica gel (Si-OH) com area superficial (S,.,) de 466,0 m>.g*, volume (V) e diametro
médio de poros (D) de 0,803 cm3.g* e 6,89 nm, respectivamente. A silica foi modificada
via reacéo de silanizagdo com os grupos 3-aminopropiltrimetoxisilano (£Si-NH,), seguida
de funcionalizagdo com glutaraldeido (G) (2,5% v/v) (ESi-NH-G). A enzima f-1,3-
glucanase (extrato bruto) produzida por Trichoderma harzianum, na concentracdo de
0,069 mg.cm de proteina total, foi imobilizada covalentemente ao suporte funcionalizado
com glutaraldeido (ESi-NH-G-Enzima), obtendo-se 0,512 mg de proteina imobilizada
por grama de ZESi-NH-G. Os ensaios enzimaticos de atividades especificas forneceram
2,30 U.mg* para a enzima imobilizada e de 1,88 U.mg para a enzima livre.

Palavras-chave: $-1,3-glucanase, imobilizacao, silica gel.

In this work, silica gel (£Si-OH) with surface area (S,,), pore volume (V) and
average pore diameter (D) of 466.0 m%.g?, 0.803 cm?.g* and 6.89 nm, respectively,
was used as support to immobilize p-1,3-glucanase enzyme. Silica gel was modified
through silanization reaction with 3-aminopropiltrimetoxisilano (=Si-NH,). After
that, functionalization was perfomed with glutaraldehyde (G) (2.5%) (ESi-NH-G). A
-1,3-glucanase enzyme native extract was produced by Trichoderma harzianum with
overall protein concentration of 0.069 mg.cm=. The enzyme was immobilized through
covalent links on the support functionalized with glutaraldehyde (£Si-NH-G-enzyme),
producing 0.512 mg of immobilized enzyme per gram of £Si-NH-G. Enzymatic assays
showed specific activity of 2.30 U.mg* and 1.88 U.mg* for immobilized and free
enzymes, respectively.

Keywords: -1,3-glucanase, enzyme immobilization, silica gel.
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Introducdo

As enzimas sdo catalisadores biolégicos, formadas
por aminoacidos, que participam de um grande nimero
de reacBes metabdlicas que ocorrem nos seres Vivost.
Atuam de forma a acelerar a velocidade de uma reacdo
bioquimica, reduzindo a energia de ativacdo sem, no
entanto, alterar a constante de equilibrio ou a energia livre
da reacdo. Como a enzima ndo é consumida na reacao,
sua acdo catalitica é semelhante a dos catalisadores
inorganicos. O que se distingue de um catalisador
quimico comum, é a sua capacidade de catalisar uma
reacdo sob condic¢des suaves, como em solucBes aquosas
a temperatura e pressdo normais, com consequente
diminuicdo do risco de desnaturacdo térmica dos
compostos termolabeis.

Com a compreensdo da natureza das enzimas e do
seu potencial catalitico, houve uma ampliagdo do campo
de utilizacdo industrial, tal como para a producdo de
alimentos, cerveja, téxteis e produtos farmacéuticos.
A quimica continua a ser o sustentaculo para a solucéo
dos mecanismos envolvidos na catalise enzimatica2.
Convencionalmente, as reacBes enzimaticas sao
conduzidas em processos de batelada onde se incuba
a mistura do substrato com a enzima sollvel e no fim
do processo, esta € separada do produto por meio de
desnaturacdo térmica ou variacdo dréstica de pH, devido
a inviabilidade econdmica de se recuperar a enzima ativa
livre (em solucdo) para posterior reutilizagdo. Assim
apesar das vantagens cataliticas das enzimas livres em
relagdo aos catalisadores quimicos, as mesmas ndo tém
sido amplamente utilizadas nos processos industriais
devido, principalmente: i) a baixa estabilidade; ii) ao
elevado custo de obtencdo; iii) a dificuldade de separacéo
da mistura reacional (substrato/produto) para uso
continuo, pois sao moléculas hidrosoltveis®.

Tem-se observado nas UGltimas décadas, que as
enzimas industrialmente utilizaveis representam um
mercado global da ordem de 340 milhdes de dolares
para uma producdo de 70.000 toneladas/ano, sendo que
os dois principais setores de aplicacdo sdo: a industria
de transformacdo do amido e a indistria de detergentes.
Observa-se também, que estes dois segmentos industriais
sdo responsaveis por 70% do mercado mundial de
enzimas, sendo que 0s 30% restantes, sao representados
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por aplicacdes na indUstria alimenticia onde se utilizam:
proteases, pectinases, amilases e outras enzimas®.

Tabela 1. Enzimas utilizadas em diferentes segmentos industriais®.

Segmento Industrial Enzima Aplicacédo
Remocéao
de manchas,
Proteases,
Detergentes lavagem e

Amilases, Celulase AN
clarificacdo de

cores

liquefacéo
do amido;
sacarificacdo
e conversao
da glicose a
frutose.

Amilase,
Alcool combustivel | Amidoglucosidase,
Glucose isomerase

Coagulacéo do
leite (formulas
Proteases, infantis),
Amilases, Lactases, | queijo, remogo

Alimentos Trasnsglutaminase, | da lactose,
Lipoxigenase branqueamento
e amolecimento
do péo, etc.
Amilase, Tratamento
B-glucanase, de sucos
Bebidas Acetolactato N
; maturagado de
descarboxilase, .
cervejas,
Lactases
Amolecimento
- Celulase, Amilase, do alggdao,
Textil remogao de
Catalase )
tintas em
excesso
Higiene pessoal e Amiloglicosidase, Atividade

Glicose oxidase,

. antimicrobiana
Peroxidase

beleza

Apesar de suas admiraveis caracteristicas, a
ampliacdo do uso de enzimas tem se deparado com a
barreira econdmica. O custo de purificagdo, mesmo que
parcial, ou ainda da produgdo desses catalisadores tem
barrado seu uso disseminado e, algumas vezes, tornado
seu uso proibitivo em processos industriais®. Dentre
as abordagens utilizadas na Tecnologia Enzimatica na
tentativa de solucionar esses problemas, a Imobilizacéo
de Enzimas desponta como uma das ferramentas mais
versateis. Segundo Cardoso et al., a imobiliza¢do é um
termo genérico empregado para descrever a retencdo
de uma biomolécula no interior de um reator ou de um
sistema analitico.
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Umdos principais fatores que afetam aimobilizacéo
de uma enzima em um suporte € justamente a escolha
ideal do mesmo, visto que, a sua escolha é fundamental
para 0 bom desempenho da enzima imobilizada, pois
um suporte bem selecionado pode aumentar o tempo
de meia-vida da enzima imobilizada, por outro lado,
uma escolha equivocada do suporte pode afetar ndo
somente a sua estabilidade térmica, mas o desempenho
global do sistema’.

A escolha do suporte é tdo importante quanto a
escolha do método de imobilizagdo a ser utilizado em
um determinado sistema®®. Alguns cuidados devem ser
tomados nessa escolha, uma vez que, apés aimobilizagéo,
0 suporte sera o principal constituinte do microambiente
em que a enzima estara imobilizada. Neste sentido, é
aconselhavel que sejam avaliadas algumas caracteristicas
do sistema, que servirdo de guia no processo de escolha
do material mais adequado. Segundo Mendes’, as
principais caracteristicas a serem observadas na selecéo
de um suporte para uma determinada aplicacdo s&o:
area superficial, permeabilidade, insolubilidade, capa-
cidade de regeneracdo, morfologia e composicao,
natureza hidrofilica ou hidrof6bica, resisténcia ao
ataque microbiano, resisténcia mecanica e custo, dentre
outras. Eles podem ser classificados como orgénicos e
inorganicos, e conforme sua morfologia em materiais
porosos, ndo porosos e de estrutura de gel.

Os suportes inorganicos tém a silica e vidros de
poro controlado como seus principais representantes. A
possibilidade de obtencdo de materiais com propriedades
morfoldgicas variadas, tais como didmetros do poro, area
superficial e forma das particulas, somada as propriedades
mecanicas, particularmente, a baixa compressibilidade,
tornaram tais suportes os elementos de escolha para
montagem de reatores para aplica¢fes industriais®.

Neste trabalho, a enzima: -1,3-glucanase produzida
por Trichoderma harzianum, isolado da regido do
Cerrado, foi imobilizada covalentemente na superficie
de silica gel previamente modificada via reacdo com
3-aminopropiltrimetoxisilano, seguidadafuncionalizagéo
com glutaraldeido. No processo de imobilizacdo
enzimatica, foi estudado o efeito da atividade da p-1,3-
glucanase frente ao substrato B-glucana (laminarina).
Uma vez caracterizada a B-1,3-glucanase imobilizada,
exploram-se as potencialidades desta quando comparada
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com a mesma livre (em solugdo), através dos seguintes
pardmetros: i) tempo ideal de imobilizagdo ao suporte;
ii) efeitos de temperatura; iii) efeitos de pH; iv) de
termoestabilidade; v) cinéticos K, 6 e V, e, Vi)
estabilidade a estocagem.

Material e Métodos
ATIVACAO DA SUPERFICIE DE SILICA GEL

A modificacao da superficie envolve a reagdo entre
0s grupos silanéis (OH) da superficie com um agente
modificador apropriado®. A ativagdo da superficie
com a remocdo de moléculas de agua adsorvidas
fisicamente® ou ligadas por ligagdes de hidrogénio,
facilita a reacdo destes grupos silandis com o agente
modificador apropriado.

Cerca de 40,0 g de silica gel 60 (0,063-0,200 mm),
com érea superficial BET na faixa de 460 a 540 m2.g,
foram ativadas através do aquecimento a 150°C em banho
de 6leo, sob vacuo durante 8 h'®2, Apds o tratamento,
passou-se nitrogénio seco e em seguida, a silica foi
guardada em frasco vedado e mantida num dessecador
contendo agente secante como cloreto de calcio anidro e/
ou silica gel com indicador.

MAX?

REACAO DE MODIFICACAO DA SUPERFICIE
DASILICA GEL

Nesta sintese, 0s grupos silandis reagem com o
agente silanizante, 3-aminopropiltrimetoxisilano. Esta
modificacdo da superficie foi efetuada de acordo com
0 método descrito por Vrancken et al.’*, com algumas
alteracdes. Para esta sintese, fez-se a suspenséo de 35,0
g de silica gel em 60,0 cm?® de xileno, em um baldo
de fundo redondo de trés bocas de 500 cm?®, contendo
condensador de refluxo, funil de adicdo e agitador
mecanico. Esta suspensdo foi aquecida em banho de
6leo a 80°C, sob agitacdo, seguindo-se a adigdo de
20,54 g (0,11 mol) de 3-aminopropiltrimetoxisilano,
dissolvidos em 10,0 cm® de xileno. Manteve-se a
mistura reacional sob refluxo a 120°C por 48 h. A
mistura reacional depois de resfriada, foi separada por
filtracdo em funil de placa porosa, sendo primeiramente
lavada com xileno e seguida de sucessivas lavagens
com agua deionizada, etanol, acetona e éter etilico. O
produto obtido 3-aminopropilsilica gel (£Si-NH,), foi
seco a vacuo a 120°C, durante 5 h.
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REACAO DE FUNCIONALIZACAO DA
SUPERFICIE MODIFICADA (ESI-NH,) COM
GLUTARALDEIDO (G)

Areacdo de funcionalizagdo da superficie (2Si-NH,)
com glutaraldeido foi efetuada em dois erlenmeyer de
125 cm3. Em cada um dos erlenmeyer adicionamos 10,0 g
do suporte (2Si-NH,) em seguida adicionamos 40,0 cm®
de solucdo glutaraldeido 2,5 e 5 %, respectivamente, que
foi preparada em solucdo tampédo hidrogenofosfato de
potassio (0,10 mol.dm®) em pH = 7,0, Ambas, misturas
foram colocadas sob agitacdo mecénica de batelada, em
banho termostatizado na temperatura de 25°C, por 1h.
Em seguida, a mistura reacional foi separada por filtracdo
em funil de placa porosa, e lavada com dgua deionizada.
O material ZSi-NH,-G (2,5 e 5 %) foi seco sob vacuo na
temperatura ambiente, durante 2h.

IMOBILIZA(;AO DAENZIMAB-1,3-GLUCANASE
NO SUPORTE FUNCIONALIZADO (2SI-NH_-G)

A imobiliza¢do da enzima f-1,3-glucanase no suporte
funcionalizado =Si-NH,-G (2,5 e 5 %) foi efetuada
adicionando-se 0,5 g do suporte em erlenmeyer de 125
cm?, seguida da adi¢do de 10,0 cm® da solucéo da enzima
f-1,3-glucanase (extrato bruto) contendo 0,069 mg.cm- de
proteina total e 5,0 cm? de solucéo tampéo acetato de sédio
(0,050 mol.dm®) em pH = 4,5. A mistura foi colocada
sob agitacdo mecénica (sistema de batelada) em banho
termostatizado na temperatura de 4°C, por 22 h. Apos
a reacdo de imobilizacdo o suporte contendo a enzima
-1,3-glucanase foi separado da solucdo sobrenadante por
filtracdo em funil de placa porosa, seguida de lavagem com
solugao tamponada em pH = 4,5. Coletou-se as aliquotas do
filtrado e do lavado em frascos vedados e guardadas a 4°C,
para dosar proteina e atividade enzimatica. Em seguida,
o material imobilizado (ZSi-NH,-G-Enzima), foi seco a
vacuo, a temperatura ambiente, durante 1 h e estocado a
seco (na auséncia de solucdo tampédo), em frascos vedados
e guardados na temperatura de aproximadamente 4°C.

Caracterizacdo das Superficies

DETERMINACAO DO TEOR DE NITROGENIO
DE =SI-NH,

O teor de nitrogénio nas amostras de silica modificada
(2Si-NH,), foi determinado quantitativamente pelo
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método de Kjeldhal®®, utilizando um sistema de
microdestilacdo. Nessas analises foram empregadas
cerca de 0,10 g de silica, seguido do tratamento com 2,0
cm?® de &cido sulfirico concentrado, 0,40 g de sulfato de
potéssio, 0,50 g de sulfato de cobre e 3,0 cm® de 4gua
deionizada. Em seguida, deixou-se essa mistura em
digestdo a 250°C, por 8 h. Apds este tempo, a mistura
foi resfriada e transferida quantitativamente para o
microdestilador contendo &4gua deionizada e aquecida. O
sulfato de aménio formado na digestdo foi hidrolisado
com 20,0 cm® de uma mistura de solugdo concentrada de
tiossulfato de sédio 5,0% e hidroxido de sodio 40,0%,
liberando o nitrogénio na forma de aménia, que foi
destilada a vapor e recolhida em frascos com 10,0 cm?® de
uma solucéo de acido bérico a 0,5%, contendo indicador
misto de vermelho de metila e verde de bromocresol. A
amonia presente foi titulada com uma solucdo padrdo
de acido cloridrico (0,010 mol.dm=). As determinacdes
foram efetuadas em triplicata.

DETERMINACAO DA AREA SUPERFICIAL, DO
VOLUME E DO DIAMETRO MEDIO DOS POROS

A determinacéo da area superficial especifica (S.,),
do volume (V) e diametro (D) dos poros da silica gel
(ESi-OH), da silica modificada (=Si-NH,) e da silica
funcionalizada (2Si-NH_-G), foi realizada através da
técnica de adsor¢do de nitrogénio gasoso.

CaracterizacGo da Enzima
B-1,3-Glucanase

Determinacao do tempo ideal de imobilizacéo

No experimento de imobilizacdo de uma enzima em
um suporte, 0 tempo necessario para que o sistema atinja
o equilibrio é um fator importante. Assim procura-se
determinar a quantidade de enzimas ligadas na superficie
do suporte em fungéo do tempo de agitacéo.

Neste sentido fez-se o estudo cinético da imobilizacéo
da enzima B-1,3-glucanase no suporte =ZSi-NH,-G em
funcdo do tempo. Para isso, pesou-se cinco amostras de
0,25 g de suporte funcionalizado ZSi-NH,-G (2,5%), os
quais foram transferidos para erlenmeyers de 125 cm?
em presenca de uma mistura de 5,0 cm?® da solucdo do
extrato bruto contendo 0,069 mg.dm- de proteina total e
3,0 cm?® de solugdo tampdo acetato de sodio (0,050 mol.
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dm=) em pH = 4,5. Em seguida os erlenmeyers contendo
as misturas reacionais foram colocados sob agitacdo
mecanica em banha termostatizado a temperatura de
4°C, variando-se o tempo de agitagdo de 0,5; 1,0; 1,5;
2,0 e 3,0 h. Apds a reagdo de imobilizacdo o suporte
contendo a enzima B-1,3-glucanase imobilizada, foi
separado da solugdo sobrenadante por filtragdo em funil
de placa porosa, lavado com solucdo tamponada em pH
= 4,5 e seco a vacuo, a temperatura ambiente, durante
1 h. Coletou-se as aliquotas do filtrado e do lavado
em frascos vedados e guardadas a 4°C, para dosar a
proteina. Em seguida o material imobilizado (ZSi-NH,-
G-Enzima), foi seco a vacuo, a temperatura ambiente,
durante 1 h e estocado a seco (na auséncia de solucéo
tampao), em frascos vedados e guardados na temperatura
de aproximadamente 4°C.

Ensaios de atividade enzimética da p-1,3-glucanase
livre e imobilizada

As atividades de p-1,3-glucanase livre e imobilizada
foram determinadas utilizando-se solucéo de laminarina
como substrato na concentracdo de 0,5%, em solugdo
tampdo acetato de sodio (50,0 mmol.dm®) pH = 5,0.
Assim, amostras de 50,0 uL da enzima livre e 10,0 mg
da enzima imobilizada foram incubados com 100,0 pL
de solucdo de laminarina a 40°C por 60 min, sendo que
a incubacdo da enzima imobilizada sofreu agitacdo (em
sistema de batelada). A concentracdo de agUcar redutor
liberado da laminarina, foi determinada pelo método do
acido 3,5-dinitrossalicilico (ADNS), utilizando solugdo
de glicose como padrdo, por espectrofotometria de
UV-visivel em A = 550 nm. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para formar 1 pmol de aglcar redutor (A.R.)
em um minuto de reagéo.

Determinacdo do teor de proteina total

As concentracdes de proteina total nas amostras de
enzima livre e imobilizada foram determinadas pelo
método colorimétrico de Lowry et al.’s, utilizando
albumina sérica bovina (BSA-Sigma) como padrao.

Determinagéo do pH 6timo da enzima g-1,3-glucanase

livre e imobilizada
O efeito do pH na atividade de p-1,3-glucanase livre
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e imobilizada foi determinado incubando a enzima livre
e imobilizada em tamp®&es com diferentes valores de pH
que variaram de 2,6 a 3,8 em tampdo citrato de sodio;
de 4,2 a 5,4 em tampao acetato de sédio e de 5,8 a 7,0
em tampao fosfato de sddio, todos na concentragdo de
100,0 mmol.dm=. Os ensaios de atividade da enzima
livre e imobilizada.

Determinacgdo da temperatura 6tima da enzima g-1,3-
glucanase livre e imobilizada

O efeito da temperatura foi determinado incubando
aenzima livre e imobilizada em diferentes temperaturas
e no pH 6timo. As temperaturas testadas foram: 25, 30,
40, 45, 55 e 60°C. Os ensaios da atividade da enzima
livre e imobilizada.

Efeito da temperatura na estabilidade da enzima $-1,3-
glucanase livre e imobilizada

O estudo da estabilidade térmica da enzima livre
e imobilizada foi feito incubando-se amostras da
enzima livre na auséncia do substrato por 90 min nas
temperaturas de 45 e 50°C e da enzima imobilizada na
auséncia do substrato por 150 min nas temperaturas de
40 e 45°C. Aliquotas 50,0 uL e 10,0 mg dessas amostras
foram retiradas em intervalos de 15 min e 0s ensaios para
se determinar as atividades residuais das enzimas, em
ambos os casos foram realizados nas condi¢des 6timas
de temperatura e pH.

Determinagéo dos parametros K, e V, ..

Os parametros cinéticos K|, aparente e V. da
B-1,3-glucanase livre e imobilizada, foram determinadas
nas condicbes 6timas de temperaturas de 50°C para
enzima livre e 40°C para enzima imobilizada e de pH
4,6 para enzima livre e 3,8 para a enzima imobilizada,
respectivamente. Esses pardmetros foram calculados,
através das medidas da velocidade da reagdo do substrato
com a enzima B-1,3-glucanase livre e imobilizada,
variando-se as concentraces iniciais da solucdo do
substrato (laminarina) de 0,1 a 1,2 mg.dm=,

Determinacdo do tempo de estocagem da enzima
imobilizada

A estabilidade da enzima em relacdo ao tempo
de estocagem é um dos parametros de fundamental
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importancia quando se pretende utilizar industrialmente
uma enzima imobilizada. Considerando-se que uma
das grandes vantagens de uma enzima imobilizada,
estd na possibilidade de manter a sua atividade durante
um determinado tempo. Foram feitos estudos para se
verificar a manutencéo da atividade da -1,3-glucanase
imobilizada por um periodo de 60 dias quando estocadas
em frascos vedados e secos (na auséncia de tampéo), na
temperatura de 4°C.

Resultados e Discussao
Teor de nitrogénio na amostra de ZSi-NH,

A analise de nitrogénio do grupo —NH, da superficie
3-aminopropilsilica gel (ZSi-NH,), forneceu uma
porcentagem de 1,76 de nitrogénio. Sabendo-se que esta
superficie modificada apresenta apenas um atomo de
nitrogénio (massa atbmica = 14,0067 g.mol*), podemos
dizer que 1,76x10%/14,0067 = 1,25 mmol de N por grama
de ZSi-NH,, como também sera a quantidade de grupos
3-aminopropil presentes por grama da silica.

Determinacdo da area superficial, do didmetro dos
poros e do volume dos poros

A analise dos resultados da Tabela 2 mostra que
ao efetuar a cobertura da superficie da silica gel (Si-
OH) com os grupos organofuncionais, ocorreu uma
diminuicdo da é&rea superficial como mostram 0s
valores de AS,_,. Essa reducdo de area superficial, ap0s
a modificacéo, é explicada pelo recobrimento dos poros
da superficie pelos grupos organofuncionais, impedindo
assim, o acesso de moléculas de nitrogénio gasoso
durante a medida de &rea. Verificou-se também que
quanto menor for a area superficial especifica (S,.,),
volume (V) e didmetro médio (D) dos poros de uma
silica modificada e/ou funcionalizada em relacdo ao
material de partida, maior sera a quantidade de grupos
ligantes presentes na superficiet’.

Determinacgdo do tempo de imobilizacdo

A partir dos resultados apresentados nos testes de
imobilizacdo da enzima p-1,3-glucanase quando se
variou o tempo de 0,5 a 3 h. Podemos observar que a
medida que aumentamos o tempo de 0,5 a 1,5 h, houve
um aumento significativo na taxa de imobilizacéo,
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ficando evidente que o sistema suporte funcionalizado
com glutaraldeido (2,5%) ainda ndo atingiu o equilibrio
com a enzima B-1,3-glucanase, como atestam os valores
da atividade (U). Ap6s o tempo de 1,5 h de imobilizacéo
da enzima, os valores de atividade (U) se mantiveram
praticamente estaveis (Figura 1). Assim, podemos dizer
que para imobilizar a enzima p-1,3-glucanase no suporte
funcionalizado é necessario um tempo acima de 1,5 h.
Evidenciando uma cinética de imobilizacdo enzimaética,
relativamente rapida para este processo.

Tabela 2. Area superficial especifica (S,); Volume dos poros (V) e
Diametro médio dos poros (D) das superficies

Superficies | S, (M2.g7) | AS . (m2.g™) (cm\3/.g'1) D (hm)
=Si-OH 466,0 0,803 6,89
ESi-NH, 332,0 134,0 0,542 6,53

=ZSi-NH-G

(2,5%) 323,0 9,0 0,470 5,13
=Si-NH-G
(5.0%) 318,0 5,0 0,390 4,90

7,04

6,5 —

4
=}
1

U (umol A.R.min") x10°
o o
o [¢,]
1 1

4,5

r T r T r
05 1,0 15 2,0 2,5 3,0
Tempo de imobilizagdo

Figura 1. Tempo necessario para a reacao de imobilizagéo

Determinagdo de proteina total, concentracdo de
enzima ligada ao suporte e atividade especifica da
p-1,3-glucanase livre e imobilizada

A concentracdo de proteina no extrato bruto
apresentou um valor de 0,069 mg.cm de proteinas totais
e uma atividade especifica de 1,88 U.mg?, para a enzima
livre. A enzima imobilizada apresentou 0,0296 mg.cm
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de proteinas totais e uma atividade especifica de 2,30
U.mg*, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Teor de proteina total, concentracdo de enzima ligada ao
suporte e atividade especifica da B-1,3-glucanase livre e imobilizada

Proteina = Atividade
. Concentragéo pos
Enzima total (mg. (Ma.g) especifica
cm?) 99 (U.mg?)
Livre 0,0690 1,88
Imobilizada 0,0296 0,592 2,30
Filtrado + lavado 0,0394

Efeito do pH na atividade da g-1,3-glucanase livre e
imobilizada

O efeitodo pH naatividade daenzima f8-1,3-glucanase
livre quando comparada com enzima imobilizada na
mesma faixa de pH (2,6 a 7,0), na temperatura 6tima de
50 e 40°C, respectivamente. Na Figura 2, notamos que
0s comportamentos das curvas sao bastante similares
em ambos os casos. Um deslocamento de 0,8 unidades
do pH da enzima livre (pH 6timo 4,6) para o pH da
enzima imobilizada (pH 6timo 3,8), caracterizando um
deslocamento para a regido mais acida, indicando que 0s
sitios ativos da enzima imobilizada encontram-se mais
reativos no pH = 3,8. Isto também pode ser explicado
devido as interagdes secundarias (como a forga ibnica
da solugdo, interacdes polares e ligagdes de hidrogénio)
entre a enzima B-1,3-glucanase e o suporte silica gel.
Observacdes similares para outras enzimas imobilizadas
sdo descritas por varios autores!®1%20,

100 —

—=a&— enzima livre
—— enzima imobilizada

80 —

60 —

40 4

Atividade Relativa (%)

20

pH

Figura 2. Efeito do pH na atividade da B-1,3-glucanase livre e
imobilizada
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Efeito da temperatura na atividade da #-1,3-glucanase
livre e imobilizada

O efeito da temperatura na atividade da enzima
B-1,3-glucanase livre quando comparada coma enzima
imobilizada na faixa de temperatura de 25 a 60°C &
mostrado na Figura 3. O comportamento da curva da
enzima livre exibe uma temperatura 6tima de 50°C, com
atividade relativa acima de 85% entre 40 e 55°C, e para
a enzima imobilizada com atividade relativa acima de
75% entre 25 e 50°C, com temperatura 6tima de 40°C.
A enzima imobilizada apresenta, portanto uma faixa
de temperatura maior, com atividade relativa acima de
75%. Em relacdo a enzima livre houve uma diminuicéo
da temperatura 6tima de 50 para 40°C. Resultados
semelhantes foram encontrados por Cabral et al.?* para
outras enzimas.

—&— enzima livre
—e— enzima imobilizada

100 +

80

60 —

40 4

Atividade Relativa (%)

20

— T T T T T T T T T T T T T 1T 1
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Temperatura (°C)

Figura 3. Efeito da temperatura na atividade da p-1,3-glucanase livre
e imobilizada

Efeito da temperatura na estabilidade da p-1,3-
glucanase livre e imobilizada

As Figuras 4 e 5, mostram a termoestabilidade
da enzima livre nas temperaturas de 45 e 50°C por 90
minutos e da imobilizada nas temperaturas de 40 e 45°C
por 150 minutos. A termoestabilidade da enzima livre
e imobilizada foi calculada pela medida da atividade
residual. Podemos observar que a enzima livre € estavel
a 45°C, pois mesmo ap6s incubacdo por 90 minutos
manteve 55% da atividade inicial. Entretanto a 50°C a
atividade enzimatica decresce rapidamente, perdendo
totalmente a sua atividade ap6s 60 minutos de incubacao.
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Entretanto, podemos observar na Figura 5, que a enzima
imobilizada é estavel tanto a 40 quanto a 45°C, pois
mesmo apos incubacdo por 150 minutos, manteve uma
atividade residual em torno de 50%. Os resultados
acima, sugerem que a termoestabilidade da enzima
-1,3-glucanase imobilizada sobre silica gel, aumenta
significativamente quando comparada com a enzima
livre. Resultados semelhantes tem sido descritos para
varias enzimas imobilizadas'®*. Em geral o processo
de imobilizacdo de enzimas protege a enzima contra a
inativacao térmica®.

110

100

90

80
70
60

50
40
30

Atividade Relativa (%)

10— T T T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tempo (min)

Figura 4. Efeito da temperatura na estabilidade da f-1,3-glucanase
livre

Determinagdo dos parametros cinéticos K, e V
p-1,3-glucanase livre e imobilizada

O valor do K;, encontrado foi de 0,148 mg.cm?® e
V,.ix de 0,159 U.cm?®. O valor de K|, foi maior do que
o valor descrito por Ramon et al.?? para p-1,3-glucanase
de Trichoderma harzianum (0,1 mg.cm?). Os valores
encontrados de K, e V, ., para a enzima imobilizada
foram ligeiramente maiores (K|, foi de 0,154 mg.cm?
e V,,.x de 0,162 U.cm?®) do que para a enzima livre.
Este pequeno aumento dos valores nestes parametros
pode ser devido a influéncia do suporte, por ter uma alta
afinidade pela enzima-substrato. Esta troca na afinidade
da enzima pelo seu substrato é provavelmente, causada
pela mudanca estrutural da enzima introduzida pelo
processo de imobilizacdo e pela baixa acessibilidade do
substrato para o sitio ativo da enzima imaobilizada®. O
aumento dos valores das constantes cinéticas K, e V,, .,
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da enzima imobilizada, tem sido descrito na literatura
para diferentes enzimas por muitos atores?*24%,

110

100~

90~

Atividade Relativa (%)
3
1

- - - — T
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tempo (min)

Figura 5. Efeito da temperatura na estabilidade da f-1,3-glucanase
imobilizada

Determina¢do do tempo de estocagem da enzima
imobilizada

Os resultados obtidos mostram que a enzima
imobilizada quando estocada em frascos vedados a seco
(na auséncia de tampao) na temperatura de 4°C, ap6s 35
dias, manteve 52% de sua atividade residual (proximo
do tempo de meia vida que é de 50%) e, apds 60 dias de
estocagem, manteve 18% de sua atividade residual, com
visto na Figura 6.

100 — [ ]

@
o
1

60~ \

40 —

Atividade Relativa (%)

20+

0 10 20 30 40 50 60
Tempo de estocagem (dias)

Figura 6. Tempo de estocagem da enzima imobilizada na temperatura
de 4°C
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Conclusoes

O suporte silica gel ap6s sofrer modificacdo e
funcionalizacdo deve seus valores de area superficial,
volume dos poro e didmetro dos poros menores em
relagdo a silica gel usada inicialmente. A andlise
elementar de nitrogénio forneceu 1,75% de N por grama
do suporte ZSi-NH,, que permitiu estimar o grau de
modificacdo do suporte, obtendo-se 1,25 mmol de N
(grupos aminopropil) por grama do ZSi-NH,

Aenzima -1,3-glucanase produzida por Trichoderma
harzianum (extrato bruto) na concentracdo de 0,069
mg.cm- de proteina total, foi imobilizada covalentemente
ao suporte funcionalizado com glutaraldeido (ZSi-NH-
G-Enzima), obtendo-se 0,0296 mg.cm de proteina total.
Isto quer dizer 0,512 mg de proteina imobilizada por
grama do suporte =Si-NH-G. Os ensaios enzimaticos
forneceram os valores das atividades especificas (U) da
B-1,3-glucanase de 2,30 U.mg* para a imobilizada e de
1,88 U.mg para a enzima livre.

Evidenciou-se para este processo uma cinética de
imobilizacdo relativamente rapida, atingindo o equilibrio
com o suporte em cerca de 1,5 h. O pH de imobilizacéo
tem grande influéncia na retencdo da atividade
enzimaética. Verificou-se que para a mesma faixa de pH
2,6 a 7,0 a enzima livre apresentou um pH étimo de 4,6,
enguanto que para a imobilizada um pH étimo de 3,8.
Indicando assim, um deslocamento de 0,8 unidade de pH
para a regido mais acida em relacdo ao pH da enzima
livre. O efeito da temperatura na atividade da enzima
B-1,3-glucanase mostrou que a enzima imobilizada
apresenta uma faixa de trabalho mais ampla (25 a 50°C)
com atividade relativa acima de 75%.

O processo de imobilizagdo da p-1,3-glucanase
confere maios efeito de termoestabilidade em relacdo a
enzima livre. Os pardmetros cinéticos obtidos mostraram
que os valores de K, e V,,,, para a enzima imobilizada
sdo ligeiramente maiores do que aquele da enzima livre.

A estabilidade a estocagem da enzima imobilizada
a 4°C, na auséncia de tampdo, durante o periodo de 60
dias, mostrou que a enzima reteve 52% e 18% de sua
atividade residual ap6s 35 e 60 dias, respectivamente.
Portanto, como pode ser observado pelos estudos
realizados neste trabalho, que os conhecimentos sobre as
propriedades de uma enzima imobilizada tendo a silica

Jul / Dez de 2011

como suporte, fornecem perspectivas de novas aplicacoes
destes materiais, para as mais diversas finalidades desde
analiticas as cromatogréficas e as cataliticas que precisam
ser exploradas.
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Dietary and Socioeconomic
Factors Associated with
Iron Concentration in
Humam Colostrum

Renata M. Gongalves, José R. Gongalves & Nélida S. Fornés

Estudo transversal, que objetivou determinar fatores socioeconémicos, de estilo de
vida e nutricionais associados ao ferro do colostro de puérperas. Utilizou-se questionario
socioecondmico e demografico para obter caracteristicas pessoais e de estilo de vida, e outro
questionario de frequéncia de consumo alimentar (QFCA) para avaliacao dietética referente
aos Ultimos seis meses de gestacdo. Coletaram-se amostras de colostro para quantificar o
ferro por espectrometria de absorcéo atdmica por chama. Empregou-se estatistica descritiva,
teste de Mann-Whitney, teste t de Student e coeficiente de correlacdo de Spearman. A média
de ferro de 281,25 pg/L estd compativel com outros estudos, indicando que o colostro é
essencial para o bebé nos primeiros meses de vida. N&o houve associacdes significativas
entre ferro do colostro e varidveis socioecondmicas e nem correlagdo com consumo
alimentar. Tais fatores ndo influenciaram o valor do ferro do colostro.

Palavras-chave: absor¢édo atdbmica; amamentacao; ferro.

Descriptive, cross-sectional study which aimed to determine socioeconomic,
lifestyle and nutritional values of iron associated with human colostrum. It was used
a questionnaire to obtain demographic and socioeconomic characteristics and personal
lifestyle, and another Food Frequency Questionnaire (FFQ) for dietary assessment on
the last six months of pregnancy. Samples were collected from colostrum to quantify
the iron by flame-atomic absorption spectrometry. Descriptive statistics were applied,
besides Mann-Whitney test, Student t test and correlation coefficient of Spearman. The
average iron 281.25 ug/L is consistent with other studies indicating that the colostrum
is essential food for the baby during the first months of life. There were no significant
associations between iron colostrum and socioeconomic variables and dietary intake.
These factors did not influence the amount of iron obtained from the colostrum.

Keywords: atomic absorption; breastfeeding; iron.
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Introduction

Micronutrient deficiencies such as iron, vitamin A
and iodine are considered large public health problems
in many developing countries, causing great damage
to health of people®. These nutrients are important
in maintaining vital bodily functions such as growth,
reproduction, functions antioxidant and immune?.

Among the problems involving micronutrients,
the iron deficiency is the most common nutritional
deficiencies, especially in childhood, affecting children
in the first and second years of life*. Studies conducted
throughout Brazil showed the prevalence of anemia in
children aged 6 months to 5 years, ranging from 36.4%
to 63.0%°5. In twenty day care centers of Sdo Paulo,
the prevalence of anemia was 68.8% in children aged
6 to 75 months’, affecting more than half of the studied
population. In the city of Belo Horizonte, the prevalence
of anemia among children aged 7 to 74 months was
28.8%5. In a study conducted in the city of Goiénia,
the prevalence of anemia among children aged 6 to 24
months was 53.9%°.

During pregnancy, the micronutrient deficience
can cause adverse consequences for health of pregnant
woman and fetal development. During the lactation
period, the nutritional deficiencies of the puerpera may
contribute to maintain low nutrient reserves in the infant,
increasing the chance of nutritional deficiencies in early
life, when there is a higher prevalence of health infantile
problemst®, especially when the baby is being fed
exclusively via breastfeeding.

It is believed that the needs of nutrient iron in the
newborn is mostly covered by the mineral reserves
accumulated during fetal development, especially in
the third trimester of gestation'?. In breastfeeding, the
concentrations of iron in human milk are considered
below is required to satisfy the needs of the baby who
needs special attention. It is recommended for babies
up to 6 months 0.27 mg of iron daily, based on the
consumption of 750 mL of milk per day, as directed by
the Institute of Medicine (IOM)®.

Inequalities were observed in the mineral
composition of breast milk by Oliveira, noting that
the biggest variations to the trace elements occurred in
the stage of mature milk, followed by colostrum and
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after by transition’s milk. In all cases, the variations in
mineral content are greater than 100%. The variation
of iron’s concentration on milk results mainly from the
assumption that the composition of breast milk depends
naturally of the particular nutritional requirements of
term baby?®, demonstrating that even amounts of iron in
the colostrum considered low can meet the need of the
newborn of each mother.

Therefore, it is important to maintain good nutritional
status and health of the pregnant women as a whole,
because part of the maternal condition can be transferred
to the child via colostrum, which probably depends on the
habits of pregnant women and breastfeeding, including
food intake. Since the alimentation can provide adequate
nutrition to mother and fetus, preventing anemia, for
example, investigate the food intake during this phase can
help to check whether factors related with the puerpera’s
lifestyle are related to iron content in colostrum.

Thus, with respect to food intake, some studies have
evaluated the retrospective consumption of pregnant
adolescents!®” and others have checked the food intake
of adult women during pregnancy, compared to post-
partum period®®. But none of these studies attempted to
relate food and nutrient intake in the diet with iron levels
present in human colostrum. Especially in the Midwest
Region of Brazil there are no papers about the subject.

Therefore, knowing that there are few studies in
Brazil to assess the dietary intake of women during
the reproductive period associated with the quantities
of iron from human colostrum awoke us to the need
for more work. Moreover are high the prevalence rates
in iron deficiency, especially among children, being a
public health problem. Having breast milk as the main
food source for infants and considering the relevance
of iron’s colostrum deficiency for the carential
prevention of this element, the aims of this study
were to determine socioeconomic factors, of lifestyle
and nutritionals associated with values of iron in the
colostrum of mothers.

Methods

Cross-sectional ~ descriptive study. The target
population studied was comprised of eighty puerperium
women hospitalized in rooming in care public Maternity
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Hospital Nossa Senhora de Lourdes from the city of
Goiania, Goias State. For convenience sample, was
followed those inclusion criteria: maternal age no less
than 18 years, mothers with uneventful pregnancy, natural
childbirth, term newborn and that has not belonged to
risk groups and neither were hospitalized in the Neonatal
Intensive Care Unit and those that the colostrum was
easily obtained in the first five postpartum days.There
was no refusal.

Data were collected between July and December
2008, before the data collection the puerpera became
aware of the objectives and procedures of the research
and agreed to participate voluntarily, signing the
Instrument of Consent. The research protocol number
110/2007 was approved by the Ethics Committee of the
Federal University of Goias.

The data collection occurred through direct interviews
and in the presence of the mother and consultation in
records by the principal researcher. A socioeconomic
and demographic questionnaire was applied, obtaining
data such as age, parity, scholarity, income, region lived,
use of nutritional supplements, lifestyle information,
including alcohol consumption and smoking habits. Were
also obtained data from retrospective food intake of the
last six months of pregnancy, through semi-quantitative
questionnaire that was developed and validated by Fornés
et al.’®, the Food Frequency Questionnaire (FFQ) for use
in regional population and low income.

The FFQ?®, containing 127 food items, divided
into twelve groups (milk and derivatives; legumes,
eggs and meat, cereals and derivatives, pasta and
snack foods, sugars and sweets, fruits, vegetables,
fats, spices and condiments, alcoholic beverages, soft
drinks and infusions) with nine frequency categories®
of consumption, namely: never or less than 1 time per
month, 1 time per month, 2-4 times per month, 2-4 times
per week, 5-6 times per week, 1 time per day, 2-3 times
per day, 4-5 times per day and six or more times per
day. Was calculated the average daily intake of nutrients
consumed by the participants through a special program
compiled from several composition tables foods?%, to
meet the demands of the study.

Subsequent to the interviews, the colostrum samples
were obtained by hand milking, proceeding initially the
breast sanitize with deionized water. In this procedure
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were used disposable gloves. The samples corresponded
to 10 ml aliquots of colostrum directly placed in
sterile polyethylene bottles labeled, previously treated
(washed with distilled water, deionized water, nitric
acid solution to 5%, and again washed with deionized
water). The samples were transported in isothermal box
at a temperature of 3° C to 4° C during the way to the
laboratory and frozen at -20 ° C.

The samples preparation for quantitative analysis
of the mineral studied consisted of homogenization of
colostrum, followed by distribution in aliquots of 0.5 ml in
duplicate, as analytical officials standards?. The technique
used was flame-atomic absorption spectrometry, with
equipment Perkin Elmer, brand Aanalyst 200, equipped
with System 2 Electrodeless Descharge Lamps (electric
discharge lamp - EDL System), of the official laboratory
of physicochemical analysis of the National Agricultural
Laboratory in Goias, of the Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply. The detection limit adopted for
this factor was 0.005 pg/L. For each sample, was used the
average calculated from the results of two tests performed.

For the analysis of results took place descriptive
statistics of the data. Categorical variables were
expressed as frequencies and percentages, the
continuous variables, measures of central tendency.
Was evaluated the distribution of continuous variables
by the Kolmogorov-Smirnov test, considered normal
when p > 0.05. The comparison of numerical variables
with normal distribution according to the respective
reference values, was performed by t-Student test. To
compare means between two groups, was applied the
Mann-Whitney test for nonparametric variables and
the Kruskal Wallis test for more than two groups. Was
used the Spearman’s correlation coefficient to measure
the correlation between continuous variables with
non-normal distribution. It was established statistical
significance level of 5% in all analysis. The statistical
package used for analysis was Statistical Package for
Social Sciences (SPSS), version 13.0.

Results

The eighty postpartum women who participated in
the study, 70% were aged between 18 and 25, and 65%
received up to half of the minimum wage jobs they worked

Revista Processos Quimicos 37



Artigo Geral 2

at the time. Single mothers were 36.3% and almost the
same percentage had completed primary education as
maximum level of scholarity (Table 1). The habits of
smoking and alcohol consumption were not common in
most cases, at least during the gestation period.

Table 1. Socioeconomic and lifestyle characteristics of the women of
the Maternity Nossa Senhora de Lourdes (n = 80). Goiania, Goias, 2009.

Participants n %

Total 80 100
Age (years)
18to 25 56 70,0
2510 38 24 30,0
Schooling

Primary Education 28 35,0
Secondary Education 49 61,2
Higher Education 03 3,8

Per capitaincome (MW?)

<Yy 12 15,0
Yato % 40 50,0
%tol 20 25,0
1to2 6 7,5

No mention 2 2,5

Marital status

Single 29 36,3
Married 51 63,7
Smoke habit

Yes 5 6,3
No 75 93,7

Alcoholic beverage
Yes 10 12,5
No 70 87,5

Use of nutritional supplements

Yes 73 91,2
No 7 8,8

Used supplements®
Iron and folic acid 24 30,1
Multivitamin and polimineral 28 35,0
Ferrous sulfate 21 26,1
Not used 7 8,8

20ne Minimum Brazilian Wage = 250 US dollars. * Supplements
reported by participants.
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The mothers reported using nutritional supplements
during pregnancy in 91.2% of the samples for at least
four months. Of these 35% made use of multivitamin and
polimineral supplements, and 30.1% said that used the
compound based on iron and folic acid together. Had an
average of 39 weeks of pregnancy before birth, and an
median of two sons of puerperium women. The average
of weight of birth infants was 3 240.61 g, classified in
term newborns.

The iron content found in colostrum samples varied
widely from one to the other mothers, with an average
of 281.25 pg/L, and median 128.94 ug/L. Values were
above average, considered plausible concentrations of
iron in human colostrum, for example, the value obtained
from a sample of 1 461.35 pg/L.

As regards the frequency of food consumption in
Table 2 contains the most consumed foods reported by
women, expressing those that contributed most to the
nutrient values ingested daily, reported in Table 3. Among
the foods mentioned by the mothers, who were part of
the consumption at least once a day were whole: milk,
beef, rice, French bread, crackers, bananas, oranges,
lettuce, tomato, margarine, vegetable oil, coffee and
soft drinks with sugar. Was perceived that the frequent
consumption of foods rich in carbohydrates and proteins,
which showed average values above to recommended
by the Recommended Dietary Allowances (RDA) Z, in
addition to cholesterol, which is also found in animal
products consumed by women during pregnancy in
greater quantity. It was observed relevant significance
statistical to compare these nutrients with the reference
values of literatura®.

According to the socioeconomic and lifestyle,
women were subdivided into two or more groups to
test possible associations with the nine iron quantified
the colostrum samples analyzed, according to Table 4.
The results were not statistically significant not only for
these examinations, as for the coefficients obtained in
the Spearman correlations made between iron levels in
colostrum and nutrients (Table 5).

Discussion
The variation of iron concentration on human milk
can be found in this study, which was observed values
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ranging from 0.86 to 4184.00 mg/L. Most of the values
obtained showed that the colostrum has considerable
quantities of mineral, probably due to diet of the puerperas
during pregnancy, mainly from ingested meat products,
especially meat and beef liver. The consumption of these
products as well as dairy products, eggs and chicken, also
contributed to the increase of the protein consumed by
pregnant women studied above recommended. Another
autor® found wide variation in results obtained for iron,
however he have used samples of mature breast milk,
which has lower concentrations of some nutrients than
the initial milk (colostrum).

The average levels of iron are similar to other
researches'*?° that have obtained 250 pg/L at 800 pg/L,
showing variability of results among a sample and
other, as observed in this study. They have affirmed?
that postpartum iron concentrations in colostrum is
not associated with maternal mineral status. This was
confirmed in this study, in which there was neither
association of iron in colostrum with the fact of the
puerpera have used or not nutritional supplements
and nor with different types of supplements, based on
iron or iron and folic acid, or still Multivitamin and
Polimineral compounds.

Another study also showed no significant effect
of supplementation during pregnancy on the metal
concentrations in human milk. Thus, despite ingesting
mineral supplements added to the diet neither the
increase of iron intakes and nor the reduction affected
the concentrations in human milk in the case of the study
mentioned, like found in the analysis of this research
with colostrum.

It is observed the same when we tried to correlate
the iron with the intake of nutrients in the diet by the
puerperas during the gestation period, that difference
was not statistically significant. Therefore, although
the proteins, carbohydrates, lipids, vitamins A and
C are found, mostly above the RDA, except the
iron that lies beneath, it is confirmed that really the
supplementation and the increase of these nutrients
intakes not reflect in the concentrations of iron in
colostrum. As other authors this is an expected result
because the concentrations of iron in human milk does
not seem to be influenced by the nutritional iron status
of women who breastfeeds 203031,
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Table 2. Frequency of food consumption by women of the Maternity of
Our Lady of Lourdes (n=80). Goiania, Goias, 2009.

Frequency of Food Consumption (%)

Food Never/ | 274 | 576 | imes | 23
rare times/ | times/ da times/
week | week Y Day

Natural milk 32,5 8,8 3,8 27,5 21,3

Yogurt 18,8 28,8 25 11,3 3,8
Bean 1,3 25 38 10,0 82,4
Beef 5,0 53,8 5,0 75 -

Beef liver 28,8 27,5 2,5 1,3 -

Rice - - - 3,8 96,2
Cassava flour | 28,8 27,5 1,3 16,3 2,5
Simple cake 27,5 32,5 2,5 3,8 1,3
Cracker 18,8 31,3 10,0 213 2,5
French bread 15,0 31,3 6,3 41,3 38
Pasta 5,0 66,3 6,3 338 13
Sweet (Quava) 41,3 15,0 25 338 13
Banana 18,8 26,3 75 35,0 13
Orange 2,5 48,8 12,5 26,3 1,3
Apple 15,0 38,8 8,8 20,0 -

Lettuce 3,8 42,5 12,5 27,5 2,5
Boiled potato | 17,5 52,5 2,5 6,3 -

Boiled beet 27,5 45,0 3,8 25 -

Tomato 25 32,5 13,8 46,2 5,0
Margarine 15,0 15,0 16,3 42,5 6,3
Vegetable oil 2,5 1,3 - 11,3 83,8
Coffe 313 75 38 425 12,5
Soft drink 11,3 26,3 11,3 10,0 -

Juice 31,3 31,3 8,8 16,3 3,8

According to recommendation of the Institute of
Medicine (IOM)® for babies from birth to six months
of age, the newborns of the participants puerperas
ingested the amount of 0.21 mg of iron in 750 mL of
milk received daily from the iron average obtained
in this study. A value close to the one established as
appropriate, that is 0.27 mg/day*®. Therefore, despite
the needs of the newborn be maintained by iron stored*?
during the period of development at the pregnancy,
the human colostrum studied can meet the daily iron
recommendations of the newborn.

It is noteworthy that iron of the colostrum is highly
bioavailable in the infant body®, and even those
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mothers who did not have values close to the indicated,
values constitute the peculiar needs of the children®
because each mother produce the milk on ideal
proportions of nutrients to meet his children, motive
why are explaining the variabilities of concentrations
of this mineral. This demonstrates that individual
differences of iron in colostrum may therefore be due
to the varied needs of each baby. Thus, it is the ideal
food for newborns of this mothers.

Table 3. Nutrient intake and association with the recommendations
of the women of the Maternity Our Lady of Lourdes. Goiania, Goias,
2009.

Values
Variables | Average | median Min. Max. Refe- o
rence?
Macro nutrients

Enery | 461154 | a462,40 | 203707 | 895730 | - -
(Kcal)

Carbo-

hydrate | 706,16 | 703,38 | 331,21 | 132829 | 175 | <0,001
(9)

Lipids (g) | 12447 | 11349 | 4692 | 312,34 B -
Pr?g'" 16579 | 157,06 | 7250 | 337.68 | 60 |<0,001
Micro nutrients
C?:Tc];;m 1314,33 | 1119,27 | 546,74 | 2988,35 | 1200 | 0,109
iron(mg) | 2457 | 2410 | 948 | 6280 30 | <0,001
R?;';)O' 5784,87 | 2562,24 | 401,17 | 32479.94 | 800 | <0,001
vitamin | ya0 40 | 38851 | 8187 | 133719 | 70 | <0001

C (mg)
Fatty acid

Satura- |05 | 3631 | 1243 | 11359 - -
ted (g)
Unsatu-

7156 | 6751 | 2656 | 172,23 - -
rated (g)
Choles-
terol | 521,72 | 380,55 | 101,31 | 104876 | - -
(mg)

+SD = Standard deviation. *RDA (NRC, 1989). *T-Student test for a
sample.

Not only this, but other studies also show that breast
milk is best for the newborn child that foods with infant
formula using in the preparation cow’s integral milk.
Even with the fact of cow’s milk have a average of iron’s
value (0.96 mg/L) higher than human milk, as the value
obtained on the study at Goias state®, being that high
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concentrations of calcium in cow’s milk may decrease
iron absorption, giving signs of anemia to the baby
during the first six months of vida®,.

Table 4. Iron’s colostrum values associated with socioeconomic
and lifestyle of the women of the Maternity Our Lady of Lourdes.
Goiania, Goias, 2009.

. Iron (ng/L)
Variable - p
Average | Median | Cl 95%+
Mother’s age
<20 years 2,07 1,27 0,61-3,53
0,987a
>20 years 2,89 1,17 1,27 -4,52
Rent
<1SM 189,85 | 129,35 | 58,15 -321,54
él\a/ll <3 339,563 | 114,10 | 128,84 550,23 | 0,706b
>3 SM 225,40 | 150,99 | 63,88 — 386,92
N° of children
1 2,59 1,37 1,05-4,14
0,981 a
2 or more 2,77 1,16 0,77 -4,76
Lived in rural zone
Yes 3,14 1,35 1,34 - 4,96
0,445 a
No 1,67 1,09 0,95-2,40
Contaminated area
Yes 2,10 1,27 0,72 -3,48
0,939 a
No 2,81 1,18 1,30-4,32
Smoke habit
Yes 1,14 1,38 0,31-1,97
0,842 a
No 2,79 1,18 1,45-4,13
Use of alcoholic beverage
Yes 5,79 1,49 -3,29 - 14,80
0,206 a
No 2,24 1,16 1,35-3,13
Use of supplements
Yes 2,83 1,23 1,45-4,20
0,399 a
No 1,24 0,96 0,30-2,18
Types of suplements
Fermous | 36473 | 137,42 | 112,24 -617,22
sulfate
Iron and
folic acid 397,54 | 138,50 | 56,36 — 738,72 0.297b
Multivitamin
and 158,21 | 108,78 | 95,76 — 220,66
polimineral

“Test of Mann-Whitney. "Test of Kruskal Wallis. *Cl = 95%
Confidence interval.
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An study found that higher concentrations of
hemoglobin were observed among children who were
exclusively breastfeeded, followed by those who were
predominant breastfeeding pattern®, reaffirming the
theory that babies fed with breast milk rarely show
any sign of anemia. Therefore, there is no clinical
or scientific support for the need of extra iron to the
newborn, in addition to amounts provided by breast
milk of term lactating woman, at least during the first
six months.

Table5. Correlationbetweenironvaluesincolostrum (ug/L) and nutrients
of mothers of the Maternity Our Lady of Lourdes. Goiania, Goias, 2009.

Variables | PP | p
Macronutrientes
Energy (Kcal) -0,007 0,952
Carbohydrate (g) -0,068 0,548
Lipids (g) 0,064 0,572
Protein (g) 0,077 0,499
Micro nutrients
Calcium (mg) 0,026 0,819
Iron (mg) 0,002 0,983
Retinol (ng) 0,113 0,317
Vitamin C (mg) -0,031 0,787
Fatty acid
Saturaded (g) 0,082 0,467
Unsaturated (g) 0,059 0,605
Cholesterol (mg) 0,117 0,301

aCorrelation Coefficient of Spearman.

Regarding income, there was no significant difference
associated with the iron, this result was also observed
among women in other research®. The others factors
socioeconomic, demographic and lifestyle tested showed
no significant associations. Thus, in agreement with other
studies!®2%31 The concentration of iron in human milk
was also did not associate with socioeconomic factors or
to maternal nutritional status of iron. Consequently, the
social and economic factor of puerpera did not influence
on the iron content in colostrum, at least in the way that
they were focused and researched.

Thus, in the present study, the factors evaluated
were not significantly associated with values of iron,
have not been determinative of the concentration of
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this element in colostrum of puerperas assessed.
However, there is evidence that iron levels can be
affected in some way due to the variation found in each
puerpera and on the different studies compared, which
were conducted under various conditions. Because of
this variability in the levels of iron in breast milk, it is
not recommended to use just the quantification of this
mineral to assess the dietetic state of the puerpera and
may be searched other likely factors allied with the
content of this element.

This proposition refers to several other issues
that can justify making further work on the issue in
Brazil and other countries to enable comparisons of
the results, since this study provides important data
as a starting point, confirming that human milk is
always the best food for infants in their first months of
life, supplying the physiological needs of this phase.
Thus, we point out the exclusive breastfeeding like
important measure for prevention of anemia and its
consequences in childhood.
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|dentificacdo do Flavonodide
7,4’-Dimetoxi-Quercentina-
3-O-B-D-Glicopiranosideo
e Avdliacdo da Atividade
Antitumoral dos Frutos

Guilhermina C. Nascimento, Antonio C. S. Menezes & Elizangela P
P Lacerda

Estudos fitoquimicos feitos com diferentes espécies do género Erythroxylum
(pertencente a familia Erythroxylaceae) levaram ao isolamento de varios metabdlitos
secundarios como flavonoides e alcaléides, bem como taninos, terpenos e fenilpropandides
que apresentam atividades anti-oxidantes, anti-cancerigenas, atividade anti-inflamatdria
dentre outras. O presente trabalho teve como objetivo principal realizar o estudo
fitoquimico das frages do extrato metanolico das folhas de Erythroxylum deciduum A.
St.-Hill, visando o isolamento e identificagdo de substancias, bem como avaliar a atividade
antitumoral das células K562 de leucemia mieldide cronica do extrato metandlico dos
frutos de E. deciduum.

Palavras-chave: Erythroxylum deciduum, 7,4’-dimetoxi-quercentina-3-O-4-D-
glicopiranosideo, atividade antitumoral.

Phytochemical studies made with different species of Erythroxylum (belonging to
the family Erythroxylaceae) led to the isolation of several secondary metabolites such
as flavonoids and alkaloids, and tannins, terpenes and phenylpropanoids activities that
have anti-oxidant, anti-carcinogenic, anti-inflammatory activity among other. The present
work was aimed at providing the phytochemical study of fractions of the methanol extract
of leaves of Erythroxylum deciduum A. St.-Hill, aiming at the isolation and identification
of substances, as well as evaluating the antitumor activity of K562 cells from chronic
myeloid leukemia methanol extract of fruits of E. deciduum.

Keywords: Erythroxylum deciduum, antitumor activity, 7,4’-dimethoxy-quercentin-3-
O-f-D-glucopyranoside.
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Introducdo

Estudos fitoquimicos feitos com diferentes espécies
do género Erytthroxylum (pertencente a familia
Erythroxylaceae que é uma das mais representativas
do cerrado brasileiro) levaram ao isolamento de varios
metabdlitos secundarios como flavondides e alcaloides,
bem como taninos, terpenos e fenilpropandides que
apresentam atividades anti-oxidantes, anti-cancerigénas,
anti-inflamatéria dentre outras®22,

Vérias  espécies  Erytthroxylum  possuem
propriedades medicinais, como as populares coca (E.
coca Lamk. e E. novogranatense (D.Morris) Hieron.)
e suas variedades as mais conhecidas e estudadas
devido a presenca de alcaldides em suas folhas®, onde
a cocaina (Figura 1), pode chegar até 2% da folha de
massa seca®, que foi empregada como anestésico local
em pequenas cirurgias®’.

@vi’ufYO

Figura 1. Formula estrutural da Cocaina

Na regido do Alto Rio Grande, MG, Erythroxylum
campestre e Erythroxylum tortuosum vém sendo usados
como fitoterapicos. Suas raizes sdo utilizadas na forma
de infuso como laxante, enquanto a casca do caule da
espécie E. tortuosum € indicada como adstringente
no caso de hemorragias, também na forma de infusc®.
Johnson (1998) identificou nas espécies Erythroxylum
novogranatense var. truxillense e E. coca var. ipadu os
seguintes flavonoides®:

e Taxifolin, presente na fracdo polar do extrato
foliar seco de E. c. var. ipadu (Figura 2), que
apresenta atividades: inativacdo de substancias
citotoxicas e efeito anti-oxidante!, efeito anti-
diabetes?!, efeito anti-oxidante, radicais livres que
protegem a peroxidacdo lipidica, a reducdo do teor
de lipoproteinas de baixa densidade no figado e
soroefeito anti-tumoral®? e efeito anti-mutagénico®,
efeito anti-viral** dentre outros.
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3 4 3 5 7
.E.c.var. TetraAcil |
. OH OH H OH .
ipadu 1 Ramnosil
.E.c.var TetraAcil | TetraAcil |
. H . OH OH .
ipadu 3 Ramnosil | Ramnosil
.E.c.var. TetraAcil | TetraAcil |
. OH . OH OH .
ipadu 4 Ramnosil Ramnosil
.E.c.var TetraAcil | TetraAcil |
i OH i i OH OH
ipadu 5 Ramnosil Ramnosil
.E.c.var. o TetraAcil | TetraAcil | oH TetraAcil |
ipadu 6 Ramnosil Ramnosil Ramnosil

Figura 2. Formula estrutural da Taxifolin

*Quercentina (Figura 3) presente na fracdo polar
do extrato das folhas de E. c. var. ipadu e E. n. var.
truxillense, que apresenta atividade anti-tumoral®?,
atividade anti-inflamatoria®®, bem como atividade anti-
mutagénical®.

OH 4

3 4 3 5 7
. TetraAcil | TetraAcil |
.E. c.var. ipadu 2 . OH H OH .
Ramnosil Ramnosil
E.n.var. . . . .
Ramnosil OH Glucosil OH Acetil Ramnosil

truxillense 1

Figura 3. Formula estrutural da Quercentina

*Fisetina (Figura 4), presente na fracdo polar do
extrato foliar de E. n. var. truxillense, possui atividade
anticarcinogénical’, efeito anti-alérgico, atividade
antioxidante'.
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3 4 3 5 7
. E. n.var. truxillense
2

OEt Ramnosil H Acetil Ramnosil
Figura 4: Formula estrutural da Fisentina

*Kaempferol (Figura 5) encontrado na fragdo polar do
extrato foliar de E. n. var. truxillense, apresenta atividade
anti-inflamatéria’®, atividade antioxidante, antialérgico,
antiistaminico, inibidor de ciclooxigenase®.

3 4 3 5 7

.E.n.var. X
. H OEt Ramnosil H Acetyl Rhamnosyl
truxillense 3

Figura 5. Formula estrutural da Kaempferol

*diidroxikaempferol (Figura 6) verificada na fracdo polar
do extrato foliar de E. n. var. truxillense.

.E.n.var.
. H OEt Rhamnosy! OH Acetyl Rhamnosy!
truxillense 4

Figura 6. Férmula estrutural da Diidroxikaempferol
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Além disso, encontrou-se um novo flavonoide,
Kaempferol ramnosil diglicosilado, isolado das folhas
Erythroxylum coca var. ipadu Plowman, cultivadas na
Amazbnia, denominada kaempferol 4’-O-(ramnosil)-
glucosidio (Figura 7). Atualmente cultivado em areas
colombianas e é Util como marcador taxondmico?.

FluRha
s

k aempteral 4- O-(rammos iy ghu cosidio
26

Figura 7. Kaempferol 4’-O-(ramnosil)-glucosidio

Ja o flavondide glicosilado, foi isolado do caule
de Erythroxylum novogranatense, e esta estrutura
foi elucidada baseada no espectro de massa e RMN-
'H como (+)-catechin 3-O-a-L-ramnopiranosideo.
Numa base semelhante, de produtos quimicos e provas
espectroscopicas, a presenca de ombuin 3-O-rutinoside
foi estabelecida. Além disso, a ocorréncia do biflavondide
procianidina (foi demonstrada pela caracterizagdo de
Bl e B3 como os primeiros representantes do tipo
proantocianidina no género. As estruturas estdo descritas
na Figura 8%,

o OR
MeD o

. 3R'= H.R" = rutencsil
. 4 R' = AC, BT = nutenosil (A%

27,1 R' = H. R = ramncsil
28. 2R’ = AC, R® = ramnosil (ACh

Figura 8. Flavonoide glicosilado do caule de Erythroxylum
novogranatense.

COLODEL et al. (2004) estudaram os aspectos
epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos da intoxicacao
natural pelos frutos de Erytthroxylum deciduum em ovinos
, que ocorreu de janeiro a marco de 2004 no municipio
de Lagoa Vermelha, RS. Os autores verificaram que a
ingestdo espontanea de frutos da planta vinha sendo a
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causa de mortandade dos animais. Além disso, os frutos
administrados por via oral nos ovinos foram toxicos em
dose Unica de 60g/Kg ou quando fracionado em pelo
menos 4 doses de 17g/Kg a cada 12 horas. Os principais
sinais clinicos nos animais intoxicados, natural e
experimentalmente, foram neuroldgicos e caracterizados
por ataxia, hiperexcitabilidade e tremores musculares que
se pronunciavam durante o manejo. Proximo a morte, 0s
ovinos apresentavam dispnéia com respiragdo abdominal
e cianose %,

Como o cancer é uma patologia que representa um
dos principais problemas do mundo, causando temor na
sociedade por ter se tornado um estigma de mortalidade e
dor, viu-se a necessidade de se realizar o estudo da atividade
antitumoral na planta Erytthroxylum deciduum, pois esta
atividade é uma caracteristica do género Erytthroxylum.

Produtos Naturais e
Atividade Anticancerigena

Nos ultimos 20 anos, alguns farmacos introduzidos
na terapéutica, foram fundamentais para o ressurgimento
do interesse nos produtos naturais por parte da inddstria
farmacéutica, com participagdo num mercado que
movimenta cerca de 50 bilhdes de dolares anualmente.
Podendo citar os quimioterapicos para o cancer, como a
vimblastina (31) e a vincristina (32) extraidas da espécie
Cataranthus roseus, drogas utilizadas no tratamento de
tumores hematoldgicos, o etoposideo (33), o teniposideo
(34) e o taxol (35), (Figura 15)%.

Outro exemplo de agente antineoplasico é a
camptotecina (36, Figura 9), isolado por Wall, Wani e
colaboradores em 1966, extraida de uma arvore chinesa,
Camptotheca acuminata 226,

AESPECIE ERYTHROXYLUM DECIDUUM A. ST.-
HIL

A Erythroxylum deciduum, conhecida popularmente
como cocdo, baga-de-pomba, fruta de pomba, concon,
(figuras 10 e 11) é uma arvore de grande porte, podendo
chegar até 8 metros de altura, dotada de copa alongada
e densa. Tronco curto e cilindrico, de 20-35cm de
didmetro, com casca grossa e finamente fissurada de
maneira um pouco obliqua em relacdo ao eixo do fuste.
No Brasil, essa espécie encontra-se do Piaui e Nordeste
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até Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul, em vérias
formagdes vegetais. Também na Argentina e Paraguai '.

N\ o

HO-2 T -0

33. R= Me Etoposideo
34 R=/ i Teniposideo

s

31. R= Me Vimblastina
32. R= CHO Vincristina

O oH

. AcO oH
N <0
= =
Ph’A"I?JH o
o e AN NP

H OH : AcO o
o OCOPh
35. Taxol 36. Camptolecina

Figura 9. Alguns modelos e farmacos antineoplasicos importantes da
terapéutica moderna

Figuras 10 e 11. Fotos de E. deciduum, Campus UEG, Anéapolis.GO,
NASCIMENTO, G. C., novembro de 2006.

E. deciduum floresce dos meses de agosto-outubro
junto com o surgimento de novas folhas. Os frutos
amadurecem de outubro a janeiro. A madeira ¢ indicada
para pequenas obras de construcéo civil, marcenaria leve,
esquadrias, obras de torno e cabo de ferramentas. Os frutos
sdo muitos consumidos por varias espécies de passaros.
A érvore pode ser empregada para arborizagdo de ruas
estreitas e sob redes elétricas. Também recomendada
para reflorestamentos preservacionistas 7.

O presente trabalho teve como objetivo principal
realizar o estudo fitoquimico das fracdes do extrato
metandlico das folhas de Erythroxylum deciduum A. St.-
Hill, visando o isolamento e identificagdo de substancias,
bem como avaliar a atividade antitumoral das células
K562 de leucemia mieldide cronica do extrato metandlico
dos frutos de E. deciduum.
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Materiais e Métodos
Erythroxylum deciduum — coleta

As folhas (979 g) e frutos (75,2 g) da planta
Erythroxylum deciduum foram coletados no més de
novembro de 2006, no Campus da Universidade Estadual
de Goias (UEG) na cidade de Andpolis-GO, Brasil.
Sendo identificados pela Prof* Dré. Mirley Luciene dos
Santos de Biologia, da Unidade Universitaria de Ciéncias
Exatas e Tecnoldgicas da UEG. E as exsicatas do material
vegetal foram depositadas no herbario desta Unidade,
cujos nimeros de tombo sdo 5274, 5275 e 5276.

Obtencéo dos extratos brutos

As folhas foram secas em estufa com circulagdo de
ar a 40°C durante 48h, depois pulverizadas em moinho
de facas. Em seguida colocou-as em erlenmeyers de 2L
e o0 extrato foi extraido a frio com metanol P.A. durante
5 dias, repetindo-se 0 processo por 3 vezes. Ademais 0
solvente foi evaporado em um evaporador rotativo, sob
pressdo reduzida numa temperatura de 40°C, fornecendo
0 extrato bruto metanolico das folhas (EBMF).

Jé& os frutos frescos foram macerados com almofariz
e pistilo, extraidos a frio inicialmente com hexano em
erlenmeyer de 500 mL, durante 5 dias, repetindo-se o
processo por 3 vezes. Apds a extracdo exaustiva com
hexano, o solvente foi evaporado em um evaporador
rotativo, sob pressdo reduzida numa temperatura de
40°C, fornecendo o extrato bruto hexanico das folhas.
Depois, passou-se a extrair com metanol por 5 dias
durante 3 vezes, repetindo-se 0 processo que realizou-se
anteriormente com hexano.

Fracionamento dos extratos brutos com celulose

O extrato metandlico das folhas de E. deciduum
(EDFM) foi fracionado por cromatografia em coluna,
utilizando-se celulose microcristalina D, como fase
estacionaria, com o intuito de se retirar os pigmentos,
e eluentes em ordem crescente de polaridade: hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol. Obtiveram-se
as seguintes fragbes das folhas: hexénicas (EDFM-H),
diclorometanica (EDFM-D), acetato de etila (EDFM-A),
bem como metandlica (EDFM-M)Z,

O método de separacdo utilizado para o isolamento da
substancia foi a cromatografia de adsorcao em silica gel.
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Fracionamento da fracdo metanolica das folhas de E.
deciduum

Da fragdio EDFMM apds ter evaporado todo
o solvente, foi pesado 30,0g, em seguida, esta foi
submetida a cromatografia de adsorcdo em coluna de
silica gel, empacotada com mistura de diclorometano/
metanol (2:8) e eluida com essa mistura de solventes em
polaridade crescente até 100% de metanol. Coletou-se
122 fragBes, reunidas em 07 novas fragdes, de acordo os
Rf observados nas placas de cromatografia em camada
delgada (CCD) ap6s serem reveladas com vanilina.

A amostra EDFMM (31-40 = F-1) foi recristalizada
com metanol P.A., filtrada com pressdo reduzida,
obtendo-se solido amarelo amorfo. Ademais a mesma foi
submetidas a Ressonancia Magnética nuclear (RMN) de
H e 18C.

Teste para alcaloides

Foi realizado teste para verificagdo da presenca
de alcaldides nas fracdes de hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, obtidas das folhas de E.
deciduum, através de cromatografiaem camada delgada
— CCD, utilizando-se fase mdvel Diclorometano/
Metanol 5% e cromatofolhas de aluminio de silica
gel 60 F,,, MERC, em béqueres de 50 mL e como
revelador o o reagente Dragendorff.

Preparacéo da fracdo vegetal e drogas controle para o
teste de atividade antitumoral in vitro e citotoxidade dos
frutos

Para o ensaio de atividade antitumoral e citotoxica
foram pesados 10 mg da fracdo metandlica dos frutos de
Erythroxylum deciduum (EDFrM) a qual foi dissolvida
em 2 mL de meio RPMI 1640 suplementado com Dimetil
sulféxido (DMSOQ) a 0,1 %. Posteriormente a EDFrM foi
submetido a agitacdo vigorosa para dissolucdo completa,
e por fim esterilizado em membranas de 0,22 um. Ap6s a
diluicdo, o pH foi estabelecido em 7,2.

Como drogas controles foram utilizadas Taxol e
Ciclofosfamida que foram dissolvidas em meio RPMI 1640.

LINHAGEM DE CELULAS TUMORAIS,
OBTENCAO E CULTIVO

Para a realizacdo do ensaio biolégico com o método
colorimétrico 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
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brometo de tetrazolium (MTT) foi utilizada a linhagem
tumoral estabelecida K-562 (Leucemia miel6ide cronica).
As células K562 foram cedidas pelo Laboratério de
Genética Molecular e Citogenética da Universidade
Federal de Goias, onde foram cultivadas em meio RPMI
1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal, 2
M L-Glutamina, 1001U/mL de penicilina e 100ug/mL
de estreptomicina a 37°C, 5% CO, segundo protocolo
estabelecido pela Colegdo Americana de Cultura de
Células (ATCC).

Ensaio da atividade antitumoral (leucemia mieldide
cronica da célula K562) com o extrato metandlico dos

frutos de E. deciduum

Para avaliar a atividade citotoxica e anti-tumoral
da fracdo EDFrM foi utilizado o método colorimétrico
(MTT). O principio deste método descrito por Mosman
(1983) consiste em medir indiretamente a viabilidade
celular pela atividade enzimatica mitocondrial das
células vivas, em que as desidrogenases mitocondriais
sdo capazes de agir sobre substratos como o MTT
levando a quebra desta molécula bem como sua reducéo,
produzindo assim o azul de formazan. Para o teste de
reducdo do MTT, 2x10° de células K562 foram semeadas
em microplacas de 96 pocos na auséncia ou presenca de
EDFrM em concentracdes variando de 0,039 a 5 mg. mL™!
ou ciclofosfamida e taxol na concentracdo de 5 mg. mL™.
Ap0s o tratamento as células foram incubadas por 24 h
em estufa a 37°C com atmosfera contendo 5% de CO,. Ao
final do periodo de incubagdo, foi adicionado aos pogos
de cultivo celular 10 uL de MTT na concentracdo de 5
mg.mL*, e seguido 3hs, foram acrescentados 50 pL de
SDS a 10% diluido em HCL/0,01N. A quantificacdo da
densidade 6ptica (DO) foi medida em espectrofotbmetro
utilizando-se filtro de interferéncia de 550 nm.

A andlise de variancia (ANOVA) foi aplicada aos
dados, sendo considerado como diferenca significativa
valores onde o p-value era menor que 0,05 (p<0,05).
Foram considerados significativos percentuais de
citotoxicidade superiores a 30%.

ANALISE ESTATISTICA

A andlise de variancia nos indica que ha uma
diferenca entre as médias, mas ela ndo diz qual média
que difere. Existem procedimentos especificos chamados
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de procedimentos de comparacdo mdltipla, para testar
as diferencas entre as médias especificas seguindo uma
andlise de variancia. Dentre os testes mais conhecidos
destacamos o teste Tukey que, esta baseado na amplitude
total estudada e pode ser usado para comparar todos 0s
pares de contrastes que envolvem diferencas de médias
e foi utilizado para Ensaio da atividade antitumoral
(leucemia mieloide cronica frente a célula K562)%.

Resultados e Discussoes
Resultados da extragéo

Foram obtidos os extratos brutos metandlicos das folhas
EDFM (168,3 g) 17,1% e dos frutos EDFrM (0,7 Q)
0,93% de E. deciduum.

Resultados do fracionamento dos extratos brutos com
celulose

A (Tabela 1) abaixo descreve a quantidade inicial
do extrato metandlico das folhas de E. deciduum, bem
como os valores obtidos das subfragdes: hexanica,
diclorometanica, acetato de etila e metandlica ap6s o
fracionamento com celulose.

Tabela 1. Resultados das particdes do extrato metanélico das folhas de
E. deciduum.

mgi(;rzgffco Fragéo Cadigo Quantidade
Hexano EDFMH 14,99
Folhas Diclorometano | EDFMD 12,29
168,39 Acetato de etila [ EDFMA 3,49
Metanoélico EDFMM 77,49

Fracionamento da fracdo metanolica das folhas de E.
deciduum utilizando-se silica gel

Verifica-se na (Figura 12) as 122 fragdes, reunidas
em 7 novas fracGes com suas respectivas massas, obtidas
de 30,0 g de EDFMM que foi submetida a cromatografia
de adsorcdo em coluna de silica gel, empacotada com
mistura de diclorometano/metanol (2:8) conforme
descrito no procedimento. E interessante ressaltar a
amostra F-1 se apresentou como sélido amarelo amorfo.

Fracionamento, Isolamento e Caracterizacdo dos

Constituintes Quimicos
A fracdo metandlica EDFMM (77,4 g) foi submetida
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a cromatografia em coluna de adsorcdo em silica gel,
com gradientes metanol/diclorometano. Apés as fracoes
serem coletadas em frascos coletores de 10 mL, foram
analisadas, através de CCD e, depois de terem sido
revelados com vanilina, foram reunidas, baseadas nos
seus Rf.

EDFMM
30,0g

Coluna em silica gel
h=24cm

= 16,5cm
FM: CH,Cl, MeOH 2:8
Gradiente de polaridade 122 fr.

1-22 2330 31-40 41-53 51-88 89-105 106-122
14mg 15 mg
16,9 mg 75,2 mg F1 300 mg

371 mg 3mg

Figura 12. Fracionamento da fragdo do extrato metanélico das folhas
de E. deciduum

Logo apos foi feita andlise espectroscopica através
da Ressonancia Magnética Nuclear de *H e °C utilizando
como solvente o DMSO para EDFMM (31-40 F-1).
Depois da interpretacdo dos espectros, identificou-se
o flavonéide 7,4’- dimetoxi-quercentina-3-O-p-D-
glicopiranosideo (F1).

Identificagdo estrutural do flavondide 7,4’-dimetoxi-
quercetina-3-O-g-D-glicopiranosideo (F-1) por RMN
de'HedeC

O solido amorfo amarelo da fracdo polar do extrato
das folhas de E. deciduum foi submetido a analise por
RMN de H e de C. Os resultados desta analise s&o
apresentados a seguir:

No espectro de RMN de *H (F-1, Figura 13, figura
14 e Tabela 2) observou-se na regido de hidrogénios
aromaticos, um duplo dubleto em 6 7,61 ppm referente
ao hidrogénio H-6" (J=2,0 e 9,0 Hz); dubleto em & 7,63
ppm referente ao hidrogénio H-2" (J=2,0 Hz) e em & 6,86
ppm referente ao hidrogénio H-5’ (J= 9,0 Hz). Além de
dois dubletos largos em 6,42 e 6,22 ppm atribuidos aos
hidrogénios H-6 e H-8 respectivamente.

A presenca de multipletos relativos a hidrogénios
carbindlicos, na regido entre & 3,0 e 3,8 ppm e um dubleto
para cada substancia, absorvendo em & 5,5 ppm (J =
7,6 Hz;), atribuido ao hidrogénio anomérico, sugere a
existéncia de unidade de acucar ligado a este flavonoide,
o valor da constante de acoplamento em torno de 7,6 Hz
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entre os hidrogénios H-1" (o)) e H-2” (B) indica um angulo
diedro de 0 — 20° ou 150 — 180 °, entre esses hidrogénios,
0 que sugere que o agUcar esta ligado ao flavondide pela
face B. O espectro de RMN de *C (Figura 15 e Tabela
3) desta substancia, apresenta, sinais com deslocamentos
quimicos proximos a & 177,4 ppm tipico de carbonilas
queladas em flavondides®.

Figura 13. Férmula estrutural do flavondide 7,4’-dimetoxi-quercetina-
3-O-B-D-glicopiranosideo

A ocorréncia de cinco sinais na regido entre é 61,4
e 77,8 ppm, e um sinal em & 101,5 ppm referente ao
carbono anomérico vem confirmar a existéncia de uma
unidade de agucar no flavondide.

Tabela 2. Dados de RMN de *H (400MHz, em DMSO) para o
flavondide F-1

H F-2

6 6,42 d (1,4 Hz)

8 6,22 d (1,4 Hz)

2’ 7,63 d (2,0 Hz)

3’ -

5 6,86 d (9,0 Hz)

6’ 7,61dd (2,0 e 9,0 Hz)
Acucar

1~ 55d (7,6 Hz)
27a6” 3,0-38m
-Ome 3,86 (s)

A unidade do aglcar presente é evidenciada através
dos dados caracteristicos observados no espectro RMN
de **C glicopiranosideo (F-1) esta ligado ao flavondide.
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Além disso, as analises dos espectros de RMN de *H
e BC e posterior comparagdo com os dados descritos
na literatura resultou na identificacdo do flavondide
quercetina-3-0-B-D-glicopiranosideo (F-1) 5.

Figura 14. Espectro de RMN *H do flavonéide F-1 (DMSO, 400MHz)

Resultados do teste de alcaldides nas fracGes de folhas
de Erythroxylum deciduum

O género Erythroxylum é caracterizado pela presenca
de alcaldides e flavondides, constituintes quimicos
provenientes do metabolismo secundario de vegetais. O
teste para verificagdo de alcaldides, utilizando o reagente
de Dragendorf (especifico para alcal6ides), apresentou
resultado negativo para todas as fracGes metandlica,
diclorometénica, hexanica e acetato de etila das folhas
de E. deciduum. Entdo se concluiu que ndo ha presenca
de alcaldides nesta planta, apesar deste metabdlito
secundario ser um marcador taxondmico deste género.
Porém ndo podemos afirmar que nenhuma planta E.
deciduum ndo apresente alcal6ide, pois pode-se inferir
que haja diferenca sazonal ou até mesmo estagdo do ano
na qual a planta foi coletada.

Avaliagao da atividade citotdxica da fragdo metandlica
do extrato dos frutos (EDFrM) de Erythroxylum
deciduum sobre a linhagem tumoral K562

Para analise dos tratamentos observados através
do método colorimétrico MTT, conforme descrito na
metodologia, e das drogas padrdes, foi realizada uma
analise descritiva para se ter indicios da diferenca
entre os tratamentos. Em seguida fez-se uma analise de
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variancia com planejamento aleatorizado com um Unico
fator que comprovasse esta diferenca entre 0s mesmos, e
a partir do teste de Tukey foi possivel comprovar quais
amostras eram realmente diferentes. E foi aceito que o
tratamento possui citotoxicidade significativa somente se
apresentasse valores superiores a 30% 2°.

Figura 15. Espectro de RMN C do flavonéide F-1 (DMSO, 400MHz)

As médias das densidades Oticas (DO) encontradas
na placa realizada através do método MTT, estdo
demonstradas na Tabela 4, juntamente com o percentual
de crescimento e de citotoxidade, conforme concentragdes
da fracdo dos extratos de EDFrM para tratamento sobre as
células K562. Através dos resultados apresentados neste
trabalho, verificou-se que a fragdo metanolica de EDFrM
apresentou citotoxicidade elevada sobre as células
tumorais, quando comparados com o percentual das
drogas controles.

Analisando os resultados apresentados na (Tabela 4),
pode-se dizer que ha indicios de que o taxol apresenta
uma porcentagem de citotoxicidade de 91,74%, ou seja, €
muito eficaz no tratamento de leucemia mieldide cronica.
J4 a ciclofosfamida forneceu um resultado menos
satisfatdrio quando comparada ao taxol e as fragdes dos
extratos de EDFrM, nas concentracfes que variam de
0.62 a 5,0 mg. mL*, pois evidenciou-se uma porcentagem
de 40,3% de citotoxicidade, destruindo uma quantidade
menor de células tumorais.

Os resultados deste teste sdo apresentados na (Figura
16) para a fracdo metanolica dos frutos de Erythroxylum
deciduum nas concentracdes de 0,039 a 5,0 mg.mL*
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sobre a linhagem tumoral do K562, que apresentaram
citotoxicidade elevada sobre as células tumorais, quando
comparados com o percentual dos controles positivos
Taxol (100%) e Ciclofosfamida, na concentragédo 5,0 mg.
mL* E interessante ressaltar que as fragdes dos extratos
nas concentracdes que variam de 0,3 a 5,0 mg. mL*
possuem maior eficiéncia que a ciclofosfamida. Ademais,
pode-se sugerir que as células se mostraram dose-
dependente das fracbes de EDFrM, pois 0 aumento da
citotoxicidade foi diretamente proporcional ao aumento
da concentracdo das mesmas.

Tabela 3. Dados de RMN de **C (100 MHz, em DMSO) para o
flavondide F-1

c Fo Lite ra;;J ;?'ﬁ(SSRéAWAL
C-2 157,1 156,5
C-3 1344 133,7
C-4 178,2 177,6
C-5 161,4 161,3
C-6 98,7 98,8
C-7 165,9 164,2
C-8 92,9 93,6
C-9 157,1 156,5

C-10 105,6 104,2
c-1 123,0 1214
c-2’ 112,1 115,2
Cc-3 146,3 144,8
c-4 150,9 148,5
C-5’ 116,4 116,5
C-6’ 122,1 121,6
c-1~ 101,5 1014
c-2” 74,7 74,3
c-3” 76,9 76,8
c-4” 70,4 70,3
C-5” 77,8 77,5
c-6” 61,4 61,3

Verificou-se também que, quando a concentragdo da
fragdo do extrato de EDFrM aumentava de 0,075 para 5,0
mg.mL?, aumentava-se gradativamente a porcentagem
de citotoxicidade, indicando que h& diferenca relevante
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entre as concentracbes dos mesmos. Porém, como foi
aceito que o tratamento possui citotoxicidade satisfatoria,
somente se apresentasse valores superiores a 30%, as
fracdes com concentracdes de 0,15, 0,0075 € 0,03 mg.mL™*
demonstraram-se ineficazes nesta andlise. Em seguida,
para averiguar se estas diferengas entre os tratamentos
sdo realmente significativas, fez-se a comparagdo entre
as médias dos dados através da analise de variancia, e as
diferencas exatas entre os tratamentos foram quantificadas
através do teste de Tukey, conforme descrito na (Tabela 4).

Tabela 4. Analise de Variancia e Teste de Tukey entre as fragdes
metanolicas e os padroes adotados

Grau de Soma dos Quagr_ado = Valor
Liberdade | Quadrados Médio dep

Tratamento 12 2.68749 0.22396 | 129.77 | <2.2e-16
Amostras mg. mL-1 Diferenca Valor de p
Ciclofosfamida-Taxol-0.7 0,44033 0,0000000
EDFrM 5.0-Taxol-0.75 0,15233 0,0066800
EDFrM 2.5-Taxol-0.75 0,17367 0,0014000
EDFrM 1.25-Taxol-0.75 0,24533 0,0000073
EDFrM 0.62-Taxol-0.75 0,36700 0,0000000
EDFrM 0.3-Taxol-0.75 0,44000 0,0000000
EDFrM 5.0-ciclofosfamida -0,28800 0,0000004
EDFrM 2.5-ciclofosfamida -0,26667 0,0000017
EDFrM 1.25-ciclofosfamida -0,19500 0,0002867
EDFrM 0.62-ciclofosfamida -0,07333 0,6237200
EDFrM 0.3-ciclofosfamida -3,33E-04 1,0000000
EDFrM 2.5-EDFr5.0 0,02133 0,9999800
EDFrM 1.25-EDFr5.0 0,09300 0,2865400
EDFrM 0.62-EDFr5.0 0,21467 0,0000671
EDFrM 0.3-EDFr5.0 0,28767 0,0000004
EDFrM 0.15-EDFr5.0 0,44900 0,0000000
EDFrM 0.075-EDFr5.0 0,47900 0,0000000
EDFrM 0.03-EDFr5.0 0,45367 0,0000000
EDFrM 1.25-EDFr2.5 0,07167 0,6547800
EDFrM 0.62-EDFr1.25 0,12167 0,0554500
EDFrM 0.3-EDFr0.62 0,07300 0,6299600
EDFrM 0.15-EDFr0.3 0,16133 0,0034700
EDFrM 0.075-EDFr0.15 0,03000 0,9993100
EDFrM 0.03-EDFr0.075 -0,02533 0,9998700

Como pode ser visto na (Tabela 5) h& diferenca
significativa entre os tratamentos, pois o valor de p

Jul / Dez de 2011



Tabela 5. Distribui¢ao dos valores de densidade 6tica e suas médias, desvio padréo, coeficiente de variagdo, porcentagem de crescimento e porcentagem de
citotoxidade conforme concentragoes da fragdo do extrato metanélico de E. deciduum sobre células K562, bem como das drogas padrao.

Descrigdo DOl Do2 DO3 Média ;I)D:c?\r/é% c(i:eo\elz(r:;zg;g cre:grggnto citot(cﬁigiedade
Branco (meio) 0,157 0,172 0,174 0,168 0,009 5,542 - -
Meio cell 0,954 0,913 0,905 0,924 0,026 2,845 - -
SDS 10% 0,060 0,066 0,078 0,068 0,009 13,478 - -
Taxol 0.5mg/mL 0,132 0,155 0,129 0,139 0,014 10,258 - 91,74
CiC'OfOSfar;"Iida 05mg/ | 4562 0,577 0,598 0,579 0,018 3,123 - 40,3
EDFrM5.0 mg/mL 0,265 0,317 0,291 0,291 0,026 8,935 26,05 73,95
EDFrM 2.5 mg/mL 0,284 0,323 0,330 0,312 0,025 7,936 28,54 71,46
EDFrM 1.25mg/mL 0,354 0,369 0,429 0,384 0,040 10,335 36,92 63,08
EDFrM 0.62mg/MI 0,515 0,527 0,475 0,506 0,027 5,385 51,13 48,87
EDFrM 0.3 mg/mL 0,641 0,660 0,435 0,579 0,125 21,564 59,66 40,34
EDFrM 0.15mg/mL 0,740 0,732 0,748 0,740 0,008 1,081 78,50 21,50
EDFrM
0.075mg/mL 0,803 0,759 0,748 0,770 0,029 3,779 82,01 17,99
EDFrM 0.03mg/mL 0,719 0,779 0,736 0,745 0,031 4,153 79,05 20,95
apresentou um valor de 2.2x1076, assumindo o nivel _ 120
de significancia de 5%. Além disso, ha evidencia % 1001
que realmente existe diferenca relevante entre as E 801
porcentagens de citotoxicidade, quando se compara 2 %07
o0 taxol com a ciclofosfamida, pois seu valor de p é é :g
(p<0,05). Como também, pode ser averiguado que o taxol ° Wl
difere significativamente das_concentragées da fragéo do ® & O PP d P PP
extrato de EDFrM, que variam de 0,3 a 5,0mg.mL* e /\{59\ &\t@ ((Sgé (&Q‘ & & Q/QQ‘ & <<«°' &
difere da ciclofosfamida em concentracfes da fracdo do ,\04& ¢ © ¢ e @
extrato de EDFrM, que variam de 1.25 a 5,0 mg. mL™. c}°\°

comprovando-se que ha realmente um elevado potencial
anti-tumoral destas fragoes.

Porém, quando se comparam as concentragdes das
fracOes dos extratos de EDFrM de 5,0 mg. mL* com
2,5 e 1,25 mg. mL?, percebe-se que ndo ha diferenca
significativa entre eles, pois 0s mesmos apresentam
valores de p superiores a 5% (p>0.05), ou seja, pode-se
utilizar para destruir as células tumorais a concentragao
de 1,25 mg. mL, j& que esta é semelhante a concentracao
de 5,0 mg. mL* da fracdo do extrato em questéo.

A (Tabela 5) também mostra que ndo existe diferenca
relevante entre as concentragGes 0.3 e 0.62 mg. mL?,
0.075 e 0.15 mg. mL?, 0.03 e 0.075 mg. mL%, pois seus
valores de p sdo muito superiores a 5%.
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Concentraggo (mg.ml ')

Figura 16. Percentual de citotoxicidade da fracdo metandlica in vitro
sobre células tumorais de leucemia miel6ide crénica K562, comparada
com o taxol e a ciclofosfamida.

Mediante esses dados, os testes realizados in vitro
para se verificar o possivel potencial antitumoral da fracéo
metandlica, obtida dos frutos de Erythroxylum deciduum,
revelam ter atividade antineoplasica significativa
frente ao modelo experimental utilizado. Com excecéo
das concentragdes de 0,03 a 0,3 mg . mL* da fracdo
metanolica, as demais concentragdes apresentaram
citotoxicidade acima de 50%.

Assim fica demonstrada a importancia da triagem
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de extratos vegetais quanto as atividades bioldgicas, o
que possibilita aos pesquisadores uma orientagdo no
sentido de utilizar os melhores métodos de extracdo
de substancias com estas atividades em plantas para
posterior isolamento e identificagdo quimica, além de
concentragdes otimizadas para que o extrato tenha sua
maxima eficiéncia contra células tumorais. Até o presente
momento, a literatura apresenta apenas 2 artigos referentes
a esta espécie, ja mencionados na revisdo bibliografica,
porém nenhum sobre estudo dos constituintes quimicos e
possivel potencial citotoxico e antitumoral. Viu-se entdo
a necessidade de realizagdo de mais estudos para se
averiguar os potenciais terapéuticos e citotoxicos que a
planta apresenta e ndo ha dados na medicina popular.

Conclusao

O estudo fitoquimico das folhas de E. deciduum
levou ao isolamento e identificacdo do flavonodide
7,4’-dimetoxi-quercentina-3-O-B-D-glicopiranosideo
obtido da fracdo metandlica (EDFMM) (31-40 F-1),
substancia j& conhecida, mas ndo relatadas nesta
espécie. Estudos da atividade antitumoral (leucemia
mieldide crbnica) demonstraram que ha um elevado
potencial citotéxico das fragdes metandlicas dos frutos
de E. deciduum. Além disso, pode-se dizer que a fragdo
do extrato a 5,0 mg. mL-1 foi mais eficaz que a droga
controle ciclofosfamida na mesma concentragdo, porém
menos eficaz que o taxol. Nao ha presenca de alcaldides
nesta planta, apesar deste metabdlito secundario ser um
marcador taxondmico deste género, logo, pode-se inferir
que haja diferenca sazonal ou até mesmo estacéo do ano na
qual a planta foi coletada.
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Estudo dos Processos de
IntercalacGo de Agua em
Nanosilicatos Sintéticos
Utilizando Radiacao Sincrotron

Luciano Ribeiro, Geraldo J. da Silva, Maria S. P Mundim, Marcelo
H. Sousa, Jon O. Fossum & Kleber C. Mundim

Neste trabalho apresentamos resultados de processos de intercalacdo e difuséo de
agua em argilas sintéticas expansiveis do grupo das Fluorohectoritas utilizando técnicas
experimentais XRD e XAFS do LNLS em Campinas — SP. As argilas podem absorver ou
perder 4gua ocasionando uma mudanca no espagamento das plaquetas. Este processo,
controlado pela temperatura e umidade sugerem estados estaveis de hidratacdo que séo
denominados como zero,1,2 ou mais camadas de agua. A técnica de espalhamento de
raios X de sincrotron (XRD/LNLS) foi utilizada para fornecer informagdes sobre os
diferentes estados puros de hidratacdo, bem como sua coexisténcia, quando movemos
de um estado de hidratacdo puro para outro. As analises foram feitas usando os
programas FEFF, Athena e Artemis seguindo os procedimentos padr@es. Para certos
valores de umidade relativa a temperatura foi um parametro controlado. Os resultados
das transformadas de Fourier dos dados de XAFS mostraram que a primeira esfera de
coordenagao em torno do niquel é do oxigénio e a segunda do niquel, mesmo para uma
situacdo onde a umidade relativa foi mantida em torno de zero e a temperatura variou no
intervalo de 125 °C a 20 °C.

Palavras-chave: Intercalacdo de Agua, Argila, Raios X Sincrotron.

In this work we present the results of intercalation processes and distribution of water
in the synthetic swelling clay Ni-Fluorohectorite by means of experimental techniques
of XRD and XAFS at LNLS, Campinas-SP. The clay absorbs or loses water causing the
distances between the platelets change. This process, which is controlled by temperature
and humidity, yields stable hydration states referred to as having either 0, 1, 2 or more
water layers. Synchrotron X-Ray Scattering technique (XRD/LNLS) was utilized to
furnish information about the different pure hydration states as well their coexistence
when we move from one state to the other. The standard procedure of analysis was
accomplished via the programs FEFF, Athena and Artemis. For some given value of
humidity the temperature was taken as the controlled parameter. The results of Fourier
transformed XAFS data indicates that the first coordination sphere around the nickel is
oxygen and the second one is nickel even for a situation where the relative humidity was
maintained around zero and the temperature varied from 125 °C to 20 °C.

Keywords: Water Intercalation, Clay, Synchrotron X-ray.
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Introducdo

As argilas constituem um dos mais tradicionais
materiais cujas aplicacBes tiveram papel principal na
histéria evolutiva do homem, essencialmente como
material de construcdo e ceramica, e na histéria moderna
através de modificacdes geoldgicas, catalise ou mesmo
como armadilhas para lixo radioativo de alto nivel de
periculosidade. E hoje o seu uso passa por produtos de
beleza até armamentos bélicos. Nenhum outro mineral
atrai tanto interesse ou esta sujeito a tanta pesquisa
quanto a argila, a ponto de alguns proclamarem a argila
como sendo o material do século XXI.

Os geologos compreendem muito bem sua estrutura
geoldgica, eles sabem analisar e conhecer os tipos de
rochas presentes nos locais. Aproximadamente 5 % da
superficie terrestre é formada pelas rochas sedimentares,
rochas formadas a partir de outros tipos de rochas, alguns
exemplos sdo as argilas, a areia, o calcario e outras. As
rochas sedimentares sao formacdes mais recentes, datadas
da era Paleozoica. Diferentemente como as rochas igneas
ou magmaticas e as metamorficas que surgiram na era
Pré-Cambriana e Paleozoéica, respectivamente.

No Brasil, recentemente reservas de petroleo foram
encontradas na camada pré-sal preenchidas pelas rochas
sedimentares que se estende entre o litoral dos estados do
Espirito Santo até Santa Catarina, com profundidades no
mar que variam de 1 a 2 mil metros do leito do mar e entre
4 e 6 mil metros de profundidade no subsolo. A Petrobras
deveréd fazer pogos através de estruturas e formagdes que
realmente pode consistir de uma totalidade de argila.
O processo de perfuracdo de pogos sdo dispendiosos e
caros. A medida que, a broca avanca vdo-se acrescendo
tubos. Normalmente, uma broca tem vida Util de dois
dias de servico. O processo de troca é feito retirando
toda a tubulagdo. Para auxiliar o avango da broca usam
um fluido de perfuracdo que representa uma mistura de
agua, argila, aditivos quimicos e outros produtos. Essa
lama de perfuracdo tem a finalidade de manter a presséo
ideal para a perfuragdo do poco, de modo que ndo haja
um desmoronamento além, também de lubrificar a broca.
O desmoronamento ou entupimento de alguns poc¢os
dessas perfuracdes representam uma perda de tempo e
de dinheiro para a companhia. Dentre as argilas presente
no solo existem aquelas que no processo de perfuragéo se
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hidratam e expandem ao entarem em contato com agua.
Como consequencia podem contribuir para o entupimento
do poco pretolifero. As argilas encontradas na natureza nao
sdo puras o que significa que elas contém varios elementos
quimicos que alteram suas propriedades fisico-quimicas
tornando extremamente dificil sua inclusdo no campo da
pesquisa de novos materiais. Felizmente nos Gltimos anos
com o advento da industria quimica limpa, argilas ou de
maneira mais apropriada, nanosilicatos sintéticos, estao
sendo produzidos em larga escala para uso industrial nas
suas diversa aplicacdes. Do ponto de vista da fisica estas
amostras sintéticas podem ser usadas como modelo fisico
para o estudo de fendmenos universais principlamente no
campo dos fluidos complexos.

Por outro lado, a regido do Cerrado, segundo maior
bioma do Brasil, praticamente 50 % desses sdo cobertos
por latossolos. Que representa um tipo de solo muito
intemperizados, com pequena reserva de nutrientes para
as plantas e teores de fosforo extremamente baixos. A sua
composigdo contem entre 15 e 80 % de argilas. A fracéo
argila destes latossolos séo compostas, principalmente por
caulinita, 6xidos de Fe (goethita e hematita) e 6xidos de
Al (gibbsita). Enriquecer essas argilas, com os elementos
mais comumente incluidos nos fertilizantes comerciais,
tais como, fosforo, potassio, nitrogénio e outros mineriais
sdo utilizados para compensar deficiéncias nutricionais
do solo do Cerrado.

Um dos desafios da ciéncia atual neste campo consiste
emtentar entender os processos difusdo e hidratacéo de dgua
nas argilas como fungdo do ion intercalante, considerando
situagBes distintas de umidade e temperatura. Tais
parametros fisicos permitem ao pesquisador quantificar
modelos que permitam prever situacdes inéditas assim
como poder aplicar estes resultados em situagdes reais,
como por exemplo, para reduzir e controlar erosées com
mais eficiéncia, conseguir prever desmoronamentos e
enriquecer solos com nutrientes.

Nesse sentido, a proposta desse trabalho é mostrar
como as técnicas de difracdo e absorcdo de raios X de
sincrotron podem ser usadas no estudo de processos de
intercalacdo e difusdo de agua em argilas sintéticas.

NANOSILICATOS LAMELARES

As argilas que ocorrem naturalmente sdo, em sua
maioria misturas altamente heterogéneas de minerais e
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quase invariavelmente contém “impurezas” na forma
de minerais associados e materiais amorfos. Entretanto,
0 aumento da disponibilidade de argilas quimicamente
sintetizadas, fornecendo uma estrutura quimica bem
controlada, tem levado a um interesse mais profundo pelas
argilas como sendo modelo de sistemas interessantes,
tanto do ponto de vista teérico, como experimental.

Recentemente, e com o advento de uma quimica
capaz de elaborar argilas sintéticas, elas passaram a ter
um grande interesse, pelos tedricos? e experimentais*”.
Atualmente ha uma atividade cientifica crescente ligada
a inclusdo das argilas na ciéncia dos materiais modernos
juntamente com os tradicionais materiais sintéticos
complexos, tais como os coloides, polimeros, cristais-
liquidos, biomateriais e muitas outras®®.

ESTRUTURA DE CAMADAS

A unidade fundamental da maior parte das
argilas € uma mesoestrutura em camadas de silicatos
SiO4. Existem dois tipos fundamentais de camadas:
tetraédrica, onde geralmente um atomo de silicio (Si) é
tetraedricamente ligado a quatro a&tomos de oxigénio (O),
e octaédrica, onde geralmente aluminio (Al) ou magnésio
(Mg) sdo octaedricamente ligados a seis atomos de
oxigénio ou hidroxilas (-OH). A figura 1 apresenta um
diagrama esquematico de um tetraedro e de um octaedro.
Uma plaqueta é composta de diferentes associagdes
desses dois tipos de camadas onde um cristalito de argila
consiste em uma associacao de plaquetas idénticas.

Figura 1. Diagrama esquematico que mostra um unico tetraedro de silicato,
a esquerda, e um Unico octaedro de aluminio ou magnésio, a direita.

Avrgilas e seus compostos de intercalagdo podem ser
divididos, em subgrupos de acordo com a estrutura e a
carga elétrica liquida das camadas; (i) estrutura de camada
1:1, (ii) estrutura de camadas 2:1 e (iii) estrutura de
camadas 2:1+1. Na figura 2 apresenta os subgrupos com
destaque para a distancia basal caracteristica de cada um.

Entretanto, quando duas camadas tetraédricas
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constituem a superficie de plaquetas adjacentes, como no
caso das argilas do tipo 2:1, ndo ha atomos de hidrogénio
presente para criar estas ligacBes, e as folhas séo
mantidas unidas por forcas eletrostaticas atuando entre
duas plaquetas devido as cargas elétricas destas. Para
algumas argilas minerais (as chamadas estruturas com
carga elétrica liquida alta) esta forca é tdo forte quanto
0 resultado da presencga dos ions das intercamadas. Por
outro lado, nas estruturas denominadas de baixa carga
elétrica, as camadas podem expandir devido ao influxo
de &gua e/ou ions ou moléculas polares resultando no
aumento da distancia basal.
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Figura 2. Diagrama esquematico da composicdo das diferentes
plaquetas. X é o sitio do cation. T e O referem-se as camadas tetraédricas
e octaédricas, respectivamente. (a) Camada 1:1 que, usualmente nao
tem carga elétrica liquida ou esta é muito pequena. (b) Camada 2:1
com carga elétrica liquida nula. (c) Camada 2:1 com um cétion entre as
camadas. (d) Camada 2:1+1 com a folha octaédrica entre as camadas
positivamente carregadas.

INTERCALACAO E EXPANSAO

Como caracteristica tipica dos sdlidos lamelares, as
argilas formam compostos de intercalacéo, nos quais varias
substéncias externas podem ser inseridas no espagamento
entre as camadas, de tal maneira que, a camada hospedeira
permanega praticamente inalterada. O nimero de substancias
externas que podem ser inseridas excede enormemente a
qualquer outro tipo de solido lamelar.

A agua é atraida para as superficies das argilas
criando assim um reservatorio de 4gua na sua superficie.
Este processo € chamado de adsor¢éo, enquanto absorgédo
¢ o termo utilizado para descrever a incorporacdo de
moléculas de agua na estrutura cristalina ou do grao.
Portanto, a figura 3, ilustra os dois tipos de inser¢do de
agua nas argilas: (i) gua cristalina presa na estrutura
interna como as hidroxilas (OH-) e as (ii) &guas absorvidas
que ficam nos espacgos interlamelares na forma de H,0.
A primeira contribuigdo s6 é perdida para temperaturas
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acima de aproximadamente 500 °C e, para as segundas,
em torno de 120 °C.

Figura 3. Localizagdo da insercdo de agua em uma argila mineral. A
figura apresenta a agua adsorvida na superficie do gréo, absorvida no
espacamento lamelar e cristalina (hidroxila) dentro da estrutura. T e
O se referem as camadas tetraédricas ou octaédricas, respectivamente.

Todas as argilas adsorvem, embora nédo
necessariamente absorvam agua. Se uma argila mineral
sofre uma expansdo ou ndo, depende essencialmente
da carga liquida das camadas e da contribuicdo das
interagBes colombianas entre o cation visitante e a
camada hospedeira.

Devido, principalmente, ao fato das argilas possuirem
pequenos gréos cristalinos e caracteristicas de intercalagao
entre as folhas, as argilas apresentam uma razdo superficie/
massa (area superficial especifica) alta. Como exemplo,
argilas expansiveis podem ter uma é&rea superficial
especifica de 800 cm? por grama, que é relativamente alta
comparada a outras estruturas lamelares.

A substituicdo de metais no plano cristalino, ou
mudancas do cation entre as camadas, pode criar uma
densidade superficial de carga que, no caso de alguns
subgrupos de argilas, afeta a absor¢do de agua no espago
entre as camadas permitindo, assim, controlar o espaco
entre as plaquetas.

A habilidade de adsorver/absorver 4agua €
possivelmente a caracteristica mais importante das
argilas, dai, serem classificadas como expansiveis ou
ndo expansiveis. Argila expansivel, como as esmectitas,
permite uma variacdo consideravel de seu volume.

Um sistema hidratado é um sistema complexo, a
interacdo detalhada entre os cations entremeados por
camadas, as moléculas de 4gua coordenadas e a superficie
carregada dos silicatos levam a caracteristicas estruturais
estaticas ou dindmicas de hidratagcdo que ainda ndo séo
completamente entendidas®.
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ARGILAS ESMECTITAS

Entre as familias de argilas, os silicatos lamelares
2:1 sdo os mais frequentemente estudados devido a
sua enorme variedade de composi¢Bes quimicas, das
possibilidades de intercalacdo de é&gua, moléculas e
fons polares além das caracteristicas de expansibilidade
e de poderem ser empilhadas (pilarizadas)®. As argilas
2:1 baseando-se na magnitude da carga elétrica liquida
lamelar por cela unitaria sdo divididas em talco-
pirofilitas, esmectitas, vermiculitas e, finalmente, micas
e micas quebradicas, cada qual sendo diferenciada pelo
tipo e localizacéo dos cations.

Esmectita ¢ o nome do grupo de minerais onde
todos apresentam a propriedade de se expandir e
contrair suas estruturas enquanto mantém a integridade
cristalografica bidimensional. A carga elétrica liquida
da camada é suficientemente alta para que as plaguetas
individuais sejam empilhadas ao compartilhar os cations
e a0 mesmo tempo suficientemente moderadas para
permitir intercalagBes de moléculas de agua. As folhas
de silicato 2:1 das esmectitas sdo geralmente compostas
de trés camadas atdbmicas: uma camada hidroxi-metéalica
octaédrica entremeando duas camadas tetraédricas de
silicio. Cada plaqueta tem aproximadamente 1,0 nm de
espessura e a carga elétrica liquida por cela unitaria varia
de 0,20 a 1,2 elétron/por cela unitaria. A espessura de
cada cristalito é tipicamente 0,10 um, correspondendo
a aproximadamente 100 plaquetas empilhadas. O
numero de plaquetas pode ser determinada pela técnica
apresentada em**.

INTERCALACAO DE AGUA

O baixo valor de carga liquida de uma camada
implica em duas caracteristicas importantes: (i) os
cations entremeados pelas camadas ndo sdo fixos e (ii) é
possivel incorporar ions polares e moléculas. Os cations
podem ser solvatados, tendo como pardmetro de controle
a umidade e a temperatura. Dependendo da caracteristica
quimica do cétion, o ion sera hidratado com trés, quatro
ou seis moléculas de agua.

Como exemplo, a situacdo com quatro moléculas gera
0 estado de hidratacdo de uma camada de agua (1WL)*
e a distancia entre as placas da esmectita aumenta cerca
de 2,5 A. Para o estado de hidratacdo de duas camadas
de agua (2WL) o nimero de moléculas de agua aumenta
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para oito e a distancia entre as placas aumenta cerca de
5,0 A. Na figura 4 € ilustrado as situacdes de nenhuma
(OWL), uma (1WL) e duas (2WL) camadas de agua.

Figura 4. Diferentes estados de hidratagdo: OWL = 0 camadas de agua,
1WL = 1 camada de agua e 2WL = 2 camadas de agua

SUBGRUPOS

Com respeito as estruturas do tipo esmectitas a cela
unitaria padrdo ¢ composta de uma camada octaédrica
entremeada por duas camadas tetraédricas idénticas,
possuindo basicamente, a seguinte composicdo: 20
atomos de oxigénio e 4 grupos hidroxila em um arranjo
com 8 tetraedros, 6 octaedros e 4 cavidades hexagonais
formadas por dtomos de oxigénio na superficie.

Diferenciado pelo tipo e propor¢do dos elementos
das camadas tetraédricas e octaédricas as esmectitas sdo
divididas em subgrupos, cada qual com um nome préprio:
montemorilonitas, bedeitas, hectoritas, saponitas etc.!1?
Estes subgrupos, por sua vez podem ser subclassificados.
Por exemplo, fluorohectoritas e laponitas séo subdivisdes
das hectoritas as quais estao relacionadas a nossa pesquisa
e das quais falaremos um pouco mais.

HECTORITAS

As hectoritas sdo compostas de tetraedros de (SiO4) e
octaedros de hidroxila com magnésio (Mg) e litio (Li) no
seu centro. Estas argilas minerais, nos Estado Unidos, se
originam dos depositos localizados em Hector, Califérnia
e no Amargosa Valley, Nevada. Uma formula tipica para
sua cela unitéria cristalina é:

(Mgs,33Li0,67)Si8 020(0H) 4 — Mg,67

onde M+ é geralmente Na+. A hectorita sodica tem
propriedades reoldgicas (viscosidade, principalmente) no
sistema (argila + agua) superiores as da bentonita sddica
de Wyoming, além da cor branca das dispersdes e géis. E
usada em aerossois, colas e adesivos, latex de borracha,
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clarificacdo de cervejas e vinhos, esmaltes ceramicos,
cosméticos e produtos para higiene pessoal, produtos de
limpeza doméstica, tintas de emulsdo e para eletrodeposicao,
para revestimento de agregados e para fabricacéo de argilas
organofilicas etc. Cerca de 2000 toneladas de hectoritas
organofilicas sdo produzidas, nos EUA, por ano®.

A seguir exemplificaremos dois tipos de argilas
hectoritas, sintéticas, com as quais trabalhamos: a
laponita e a fluorohectorita.

LAPONITAS

A laponita, figura 5%, € uma argila sintética em forma
de um disco de didmetro em torno de 25 nm e espessura de
1 nm, quase monodispersa em distribuicdo de tamanhos,
apresenta uma formula geral por cela unitaria M* -
[Si;Mg, Li;,H,0,,]%, onde, neste caso, M* se refere ao
cation entremeado pelas camadas, normalmente o Na*.

Figura 5. Estrutura basica da Laponita: a) forma de disco com as
dimensdes caracteristicas e b) forma cristalografica com os elementos
quimicos principais

O intervalo de pH de estabilidade quimica da
laponita € estreito: abaixo do pH 9, os ions magnésio
dissolvem em solucédo e, acima de pH 10, é observada
a dissolucdo da silica. A carga elétrica liquida da borda
depende do comportamento acido-base do Si-OH e
Mg-OH e dos grupos anfotéricos hidroxila que sdo os
principais componentes das bordas. Em virtudedas suas
dimensdes reduzidas a contribuicdo dos efeitos de borda
leva a um Unico diagrama de fase. Na figura 6 ilustra-se
a dependéncia da forca ibnica e da concentracao que leva
a argila aos comportamentos de (i) liquido isotrépico, (ii)
gel isotropico, (iii) gel nematico e (iv) floculado®.

FLUOROHECTORITA

A fluorohectorita (M-FHT) é uma argila mineral
sintetizada quimicamente considerada pura, onde as
hidroxilas “normais” das hectoritas sdo substituidas
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pelos ions fldor (F-). A sua féormula quimica é dada
pela semi-cela unitaria M -(Mg, Li)Si,O,F, onde
M se refere ao cation entremeado por camadas. Ela é
também classificada com uma esmectita trioctaédrica,
com ions de Li* substituindo ions de Mg, e tem a
folha octaédrica completamente cheia. A proporcao
x dos atomos de Li determina a carga superficial
das plaquetas, que sdo mantidas unidas entre si, em
uma estrutura de pilhas pela presenca do cation M
entremeado por camadas.

Figura 6. Diagrama de fase tipico da laponita®: a) estabilidade em
funcdo do pH; b) diferentes fases, a temperatura ambiente, como funcéo
da forga idnica e da concentragdo em massa da laponita. As figuras
dentro do diagrama mostram os tipos de interagdo (face-borda, borda-
borda e face-face) predominantes em cada fase.

Diferentemente da laponita, o tamanho das suas
placas apresenta uma enorme polidispersdo chegando
a ter dimensoes superficiais de até 10 um, veja figura
7. Portanto, efeitos de borda ndo sdo os predominantes
em uma amostra de M-FHT. A agua pode intercalar-se
entre suas plaquetas fazendo com que estas se expandam,
adquirindo uma estrutura bem ordenada, ao longo da
direcdo de empilhamento, de 0, 1, 2 ou mais camadas
de agua intercaladas, ou simplesmente OWL, 1WL, 2WL
e nWL. A figura 7 retirada da referéncia® apresenta 0s
estados de hidratacdo de 1WL e 2WL, juntamente, com a
estrutura cristalogréfica béasica da laponita.
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Figura 7. Tamanho e forma tipica da fluorohectorita. Estrutura
cristalogréfica basica e os respectivos estados de hidratagao®.

A M-FHT tem uma densidade superficial de carga
elétrica de 1,2 elétrons/cela unitaria, considerada
grande em relagdo a outras esmectitas sintéticas como,
por exemplo, a laponita (0,40 elétrons/cela unitaria) ou
montemorilonita (0,60 elétrons/cela unitaria). Dados
fornecidos pela técnica de espalhamento de raios X®
mostram que as fluorohectoritas suspensas em agua
ndo sdo facilmente esfoliadas, mantendo cerca de 80
folhas unidas. Isto se deve ao fato de que o valor da
densidade de carga superficial é grande. Sob condices
apropriadas, a dgua pode entremear entre as camadas
fazendo com que a distancia entre as placas aumente.
Para o caso das Ni-FHT e Na-FHT o processo de
intercalacdo pode ser controlado pela umidade ou
temperatura. Especificamente para a Na-FHT® os
estados de hidratacdo de OWL, 1WL e 2WL estdo
apresentados na figura 8 juntamente com as distancias
basais de empilhamento que se aproximam de 10 A, 12
Ae 15 A, respectivamente.

NA-FLUOROHECTORITA

Afluorohectorita de sddio, Na-FHT, € um filossilicato
2:1 com varias lamelas cristalinas elementares empilhadas
formando particulas/grdos de quase-cristal contendo em
média 80-100 plaquetas mantidas juntas por atracdo
eletrostatica dos cations entremeados que compartilham
as camadas. Como mencionado anteriormente elas séo
altamente polidispersas. Possuem um peso especifico
(densidade em g/cm?®) determinado experimentalmente
por Knudsen at al” reproduzido na tabela 2.
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Intensidade (unidades arbitrarias)

Figura 8. Intensidade de espalhamento versus q da Na-FHT. Em
destaque, as posicoes referente ao pico [001].

Tabela 1. A partir da analise da figura 8, calculou-se o espacamento
basal para cada regime de intercalacéo de 4gua na argila.

Camadas de agua

Distancia Basal (A)

owL 9,69+ 0,06
1WL 12,38+ 0,07
2WL 15,17+ 0,08

E interessante observar que a densidade diminui
a medida que agua € inserida na argila, 0 que parece
contraditorio, mas isto pode ser explicado por dois
efeitos contrérios: (i) @ medida que a argila expande, o
espaco entre duas camadas cresce consideravelmente,
aumenta o volume entre as camadas, tornando assim
a densidade menor e (ii) neste mesmo tempo, 0s meso-
poros sdo preenchidos com &agua (na sua caracteristica
macroscépica), que por sua vez tem densidade maior que o
ar, mas também faz com que o volume desses meso-poros
diminua. O efeito final , como se vé na tabela 1, é diminuir
a densidade com o aumento do estado de hidratacéo.

Tabela 2. Densidades em fung&o do estado de hidratagéo paraa Na-FHT.

Regime de Hidratagéo Densidade (g/cmd)

owL 2,80
1WL 2,31
2WL 2,02

A insercdo de espécies externas entremeando as
camadas, praticamente bidimensionais, € facilitada pelas
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fracas interagBes entre-camadas e fortes interacfes nas
intra-camadas € isto permite intercalar ions, moléculas
e, até mesmo, polimeros. Neste ponto é importante
diferenciar entre altura da galeria e espagamento ou
distancia basal.

A espessura de uma lamela é definida como a
distancia entre duas superficies basais de oxigénio em
cada lado da mesma folha. Para a fluorohectorita esta
tem um valor de 6,54 A. A distancia basal é cerca de
9,69 A para o caso OWL, e é definida como sendo a
distancia entre as superficies basais de oxigénio de
duas camadas ou lamelas sucessivas. E a distancia
obtida diretamente do espectro de espalhamento de
raios X no espaco basal (representado por d, na figura
7). Para o exemplo citado, a altura da galeria seria,
portanto, 3,15 A. Este seria 0 espaco que 0s cétions
intercalados teriam no confinamento. Para 0s casos
de IWL e 2WL a altura das galerias seriam 5,84 A
e 8,63 A respectivamente. Ou seja, 0 incremento
na altura da galeria seria de 2,69 A para a transicéo
desidratado-monohidratado e de 2,79 A para a
transicdo monohidratado-bihidratado, distancias estas
comparéveis com o valor de 2,82 A para o diametro
de van der Waals da molécula de agua. Isto explica a
denominagéo 0,1, 2 etc camadas de agua.

Isotermas de sorcdo de &gua para a Na-FHT
apresentam um comportamento de histerese no regime
de absorcgdo/desorcdo, tipicos dos meios porosos.
Estudos do comportamento da distancia basal, em
experimentos de raios X®°, mostram um salto em forma
de degrau no ponto de transicdo de um regime de
intercalacdo para outro. A figura 9 apresenta o ponto
de transicdo, ou melhor, regido de transicdo, em fungéo
da temperatura, da umidade, ou equivalentemente da
pressdo parcial de vapor.

A figura 10 presente na referéncia®, destaca um
comportamento observado no processo de intercalacdo
e difusdo de &gua em argilas, que € a coexisténcia
de diferentes estados de hidratacdo. Note que, com a
mudanga da temperatura ocorrem mudancas nas posic¢oes
picos, ou seja, 0 nanosilicato salta de um estado de
hidratac&o para outro.

Observe que na figura 10b, para a temperatura
de 30 °C vé-se claramente que a forma de linha de
espalhamento apresenta 3 picos bem definidos: os
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picos de 1WL e 2WL coexistindo com um pico bem
alargado e intermediério. Este € um comportamento
geral neste tipo de amostra, tendo o Na+ como ion
intercalante. Nao tdo bem definido, mas visivel,
observa 0 mesmo tipo de pico intermediario na figura
10a para a temperatura de 27 °C. Uma sugestdo
de modelo utilizado para explicar a coexisténcia
destes estados de hidratacdo € baseado no modelo de
intercalacdo aleatério de Hendrix-Teller (HT)®.

Diminuindo a Temperatura
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Figura 9. Espacamento basal versus temperatura a partir da analise
dos picos [001]. (a) Diminuindo a temperatura e (b) aumentando a
temperatura. As linhas verticais tracejadas delimitam o intervalo de
temperatura onde o regime 1WL domina. As siglas BG e SG significam
o0 modo como foi feito a difracdo por “bulk scattering geometry” e
“surface-scattering geometry”, respectivamente.
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Figura 10. Intensidade de difracdo versus g para o pico (001) nos
processos de aumento e diminuicdo da temperatura. Cada simbolo
diferente corresponde a uma temperatura.

NI-FLUOROHECTORITA

A amostra original de argila é proveniente da Corning
Inc. USA. E uma amostra sintética de Na-fluorohectorita
cuja formula quimica por meia cela unitaria € Na,,
(Mg, ,Li, 5)Si,0,,F,. O método de obtencao da amostra Ni-
FHT é feita atraves de dialise, que consiste na troca do
fon intercalado Na por Ni. O processo consiste em diluir a
amostra de argila, originalmente em pd, em agua destilada
e coloca-la em membranas de diélise e por diferenca de
concentracdo véo trocando um ion por outro.

USO DE LUZ SINCROTRON
Essa secdo é uma compilagdo de alguns trabalhos
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originais e revisfes existentes na literatura, em uma
sistematica tal que permita transmitir informacdes
necessarias relativas a espectroscopia de absorcdo de
raios X (XAS, do inglés X-ray Absorption Spectroscopy)
e adifragdo de raios X (XRD, do inglés X-ray diffraction)
a um leitor leigo nas técnicas espectroscopicas.
Concomitantemente, na escrita do texto houve uma
preocupacdo em introduzir os conceitos da forma mais
simples possivel e tornar este texto uma referéncia na
area. Com o objetivo de um maior aprofundamento no
assunto abordado neste capitulo, a leitura adicional das
referéncias®®® € indicada, de forma a auxiliar a uma
maior compreensdo do assunto.

A luz sincrotron, batizada com esse nome, por
ser produzida a partir de um acelerador sincrotron é
simplesmente uma radiacdo eletromagnética emitida
por particulas carregadas com velocidades relativisticas
(tipicamente, elétrons ou positrons  altamente
energéticos com energia na faixa de 100 MeV a 10
GeV) que circulam em um acelerador circular ou anel
de armazenamento. Quando esses elétrons mudam de
direcdo (defletidos por campos magnéticos) — ou sao
acelerados (por campos elétricos) — eles emitem ondas
eletromagnéticas, que chamamos de luz branca. Esta
emissdo é de varias ordens de grandeza mais intensa
que a radiacdo produzida por fontes convencionais de
raios X e varre um faixa espectral onde ndo existem
lasers sintonizaveis disponiveis. Faz da luz sincrotron
uma luz extremamente importante e valiosa para as
mais variadas areas do conhecimento que tenham
principalmente interesse em dimensdes nanométricas.

FONTES DE LUZ SINCROTRON

O principal item das fontes de luz sincrotron é o anel
de armazenamento de elétrons, o qual faz a radiacdo
sincrotron uma fonte especial de raios X. O anel de
armazenamento consiste em uma cdmara de ultra alto
vacuo. Neste anel, os elétrons estdo confinados em
orbitas circulares de energia constante mantida por uma
série de dispositivos. Na realidade, os elétrons movem-
se em secOes retas, onde nas extremidades existem
dipolos magnéticos, os quais defletem os elétrons de
modo a terem uma 6rbita fechada. Enquanto os elétrons
sdo defletidos pelos dipolos magnéticos, emite radiacdo
eletromagnética tangente a curvatura deles. Esta é entdo,
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extraida do anel por meio de linhas de vacuo, que sdo as
linhas de luz, e chegam a estacéo experimental, onde esta
montado o experimento para o estudo do seu material.

Uma das principais caracteristicas das radiacdes
sincrotrons estd na alta intensidade do feixe (alto
brilho), uma grande banda de energia (largo espectro
de energia), colimacdo vertical do feixe (focalizacdo
— alta intensidade e pequenas dimensdes espaciais e
angulares), polarizacdo, entre outras. Um esclarecimento
maior das vantagens das radiagdes sincrotron pode
ser encontrado na referéncia?®. Detalhes adicionais,
bem como aplicagdes da luz sincrotron'’2*22 e uma
interessante revisdo da histdria das fontes sincrotron
pode ser encontrada na referéncia®.

LABORATORIO NACIONAL DE LUZ
SINCROTRON

As medidas apresentadas nesse trabalho na sua
maioria foram feitas no Laboratorio Nacional de Luz
Sincrotron (LNLS) que é um laboratério aberto a
usuarios do Brasil e do Exterior, que oferece condi¢Oes
excepcionais para os cientistas realizarem pesquisas com
nivel de competitividade mundial. Mantido com recursos
financeiros do Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT),
o0 laboratério possui uma infraestrutura que inclui linhas
de luz com estacdes experimentais instaladas na fonte de
luz sincrotron, figura 10. Esté localizado no distrito de
Bardo Geraldo da cidade de Campinas, S&o Paulo. Ele
foi o primeiro deste género no hemisfério Sul e o Unico
existente ainda hoje em toda a América Latina é operado
desde 2 de julho de 1997 pela Associacdo Brasileira de
Tecnologia de Luz Sincrotron (ABTLuUS) mediante um
contrato de gestdo assinado com o Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico e o MCT do
Governo Federal.

Figura 11. Foto do Hall Experimental do LNLS pode-se ver o Anel de
Armazenamento e saidas para as linhas de luzes.
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Para finalizar essa secdo, a referéncia?* mostra como
foi o processo de construcdo do Laboratério Nacional
de Luz Sincrotron. Como foi discutida a estratégia e
filosofia de sua implantagdo, traga os caminhos seguidos
da instalagdo do primeiro laboratério nacional aberto
a comunidade. Finaliza, com uma discussdo sobre
os desafios da segunda fase do LNLS, quando ele se
consolidard como instituicdo de pesquisa de classe
mundial. O livro® também descreve a criacdo e a
implantagdo do LNLS.

Experimentagdo nas Linhas

de Luz Sincrotron
ESPALHAMENTO DE RAIOS X SINCROTRON

Na figura 8 é representativa do padrao tipico de
espalhamento de argilas compactadas, considerando
os processos de difusdo e intercalagdo de agua. Ela
mostra varias ordens dos picos [001] para cada estado de
hidratagdo, OWL, 1WL e 2WL da argila Na-FHT.

Uma analise tipica da intensidade espalhada 1(q)
requer que se considere essencialmente trés pardmetros
de espalhamento: o fator de estrutura G(qg), a funcéo
de interferéncia (q) e os fatores de polarizacdo-Lorentz
Lp(q), numa relagao

I(q) < |G(@)|? Ly(@)P(q)- @)

Em nossa analise consideramos a fluorohectorita
como sendo um sistema centro-simétrico, o que permite
escrever o fator de estrutura como:

G(@) =2 ) fj exp(-Wjq;/4n*) cos(aZ), ()
J

onde a soma é feita sobre todos os &tomos j da cela unitéria
en,se refere ao nimero de atomos do tipo j localizados
a uma distancia Z tomando como referéncia o plano dos
atomos de Mg e Li como sendo a origem do sistema.
Onde fj sdo os fatores de espalhamento atémico dos
constituintes e W, sdo as corre¢des devido a temperatura
ou fatores de Debye-Waller. Uma aproximagdo usada
para a FHT é considerar W, =W = 1,64 Os fatores de
Polarizacéo-Lorentz sdo expressos por

P
RN e e Q
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onde 3= 1/4n e P é a contribuicdo da polarizagdo que
depende da fonte de raios X. No sincrotron os raios X séo
linearmente polarizados no plano horizontal e usualmente
se escolhe o plano que permita P = 1. O expoente esta
relacionado ao numero de cristais favoravelmente
orientados para que a intensidade seja coletada no
detector num &ngulo de Bragg. No limite das medidas de
alta resolucdo, 3 = 0, para o cristal perfeito, e 3 = 1, para
0 po perfeito. Para as argilas naturais o valor correto de 3
é desconhecido e 0 maximo que se pode dizer € que ele
esta entre estes dois valores.

Usualmente os picos [001] das argilas séo alargados
além da resolucdo instrumental e para obter a largura de
pico intrinseca da amostra o que se faz é utilizar uma
pseudo-Voigt como sendo a funcdo que vai ajustar a
forma dos picos. A pseudo-Voigt é a convolucdo de
funcbes Gaussianas e Lorentzianas dada por

0 = e 21%(?)1/2 exp(—41n2 (g - 4*/12), (4)
ondeT éalarguraexperimental ameiaalturae é constante
de mistura que varia de zero a um € a responsavel pela
mudanca da forma da curva resultante de Gaussiana para
Lorentziana. As larguras das componentes Gaussianas e
Lorentziana, denotados por Q. e Q , respectivamente,
estdo relacionadas a I" e # por

I= (QF + 26927040, + 242840307 + 4471020} + 0,007840,0f + 0f )V/5 (5)

+Q3)V°

2

_ 2, Qi Q
n = 136603 — - 047719 +0,11116 . (6)

A componente Gaussiana é geralmente atribuida
a resolucdo instrumental e a componente Lorentziana
permite que se determine o tamanho ou espessura dos
do\-mi\-nios cristalinos assim como seus “strain” ou
desordem (definido por & = Ad/d) no espacamento de
rede. O alargamento devido ao tamanho dos cristalitos
e ao “strain” podem ser determinados graficamente por
um procedimento conhecido como de Williamson-Hall*
0 qual escritos em termos do vetor g corresponde a:

()

Onde, a declividade da curva fornece o “strain” e o
ponto de intercessdo em Q = 0 permite que se estime N,
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Para maiores detalhes, sobre o procedimento que fornece
0 “strain”.

Como exemplo a figura 12, mostra o resultado desta
analise de Williamson-Hall para a Na-FHT*.

104 2WL J
N=107
54 -
= £=123x10
- ——t
< | 1WL 2]
|° ”D”
= -7 N=108
- o-C £=13x10"
S 4 ——t —
. OWL ”'.‘_,-@‘ |
a"o’-
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Figura 12. Gréfico de Williamson-Hall para a Na-FHT. Os
triangulos, quadrados e circulos sdo as larguras Lorentzianas obtidas
a partir de procedimentos de ajuste usando a convolucdo pseudo-
Voigt descrita acima. A variavel N representa o nimero de plaquetas
empilhadas na amostra.

Com este procedimento foi possivel estimar valores
para o “strain” da referida amostra assim como determinar
0 numero de plaquetas empilhadas nesta amostra em
funcdo do estado de hidratagéo.

ABSORCAO DE RAIOS X SINCROTRON
Nadécadade 70, comecaram aser construidos anéis de
armazenamento como fontes de luz sincrotron dedicadas,
propiciando, assim o desenvolvimento de novas técnicas
espectroscdpicas, principalmente XAFS (do inglés:
X-ray Absorption Fine Structure), em uma traducéo livre,
espectroscopia de absor¢do de estrutura fina de raios X,
que engloba as técnicas de EXAFS (Extended X-ray
Absorption Fine Structure) e XANES (X-ray Absorption
Near Edge Spectroscopy). Um excelente e completo
trabalho histérico sobre a espectroscopia de absorcéo de
raios X pode ser encontrado na referéncia®, enquanto que
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um breve histdrico esta na referéncia®. Ja o trabalho? é
uma boa referéncia na lingua portuguesa. Um excelente
artigo de revisao da analise de absorcao de raios X pode
ser encontrado na referéncia® e uma critica cientifica para
0s praximos 50 anos pode ser encontrada na referéncia®.

Na figura 13 é apresentado o espectro de absor¢do do
niquel, que mostra a relagdo da absorbancia em fungéo da
energia dos fétons incidentes.

Figura 13. Representacéo esquematica de um espectro de absorgao de
raios X, adquirido no modo transmissdo do niquel. O espectro XAS
da borda K do niquel apresentado na figura pode ser dividindo em trés
regides principais apresentadas na figura.

O espectro XAS da borda K do niquel apresentado na
figura 13 pode ser dividindo em trés regides principais:

Regido de Pré-borda (pre-edge): trata-se das
transi¢des eletronicas com absorgdo de energia menor
que a energia de ligacdo €é so ocorrerdo quando o atomo
absorvedor possuir orbitais vazios. Tais transi¢des tém
pequena probabilidade e, portanto, produzem somente
pequenas oscila¢des no espectro de absorcao.

Borda de Absorcéo (egde): regido caracterizada pelo
aumento abrupto da absorc¢éo quando a energia absorvida
é suficiente para retirar elétrons do atomo absorvedor.

Transi¢es Continuas: corresponde a absorcdo de
energias dos fotons incidentes maiores que a energia
de ligagdo, ocorrendo, assim transi¢fes para o estado
do continuo, ndo localizados no dtomo absorvedor e o
excesso de energia é carregada pelo fotoelétron na forma
de energia cinética. Esta regido, chamada de XAFS é
subdividida em:

Regido de XANES: esta compreendida na faixa de
até 50 eV acima da borda de absorcéo, a qual apresenta
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variacOes estreitas e intensas da absorcdo. O espectro
XANES trabalha na regido onde o comprimento de onda
do fotoelétron é da ordem das distancias interatdbmicas e,
portanto, o seu livre caminho médio é longo o suficiente
para que possam ocorrer espalhamentos maultiplos
antes que ele retorne ao atomo central. Dessa maneira,
0 espectro XANES envolve espalhamentos mdltiplos
e transicBes para niveis desocupados, sendo rico em
informacgdes cristaloquimicas do atomo absorvedor,
como o estado de oxidagdo, a densidade de estados
desocupados e a estrutura cristalina em que esta inserido
0 atomo absorvedor. Essa regido, que compreende o
dominio de baixas energias cinéticas dos fotoelétrons e
ela ndo séo discutidas nesse trabalho.

Regido de EXAFS: a absorcdo de energia ocorre
na faixa de 50 a 1000 eV acima da borda de absorcédo
e apresenta oscilacfes mais suaves na absor¢cdo. No
espectro EXAFS estdo envolvidos apenas dois atomos,
um absorvedor e outro retroespalhador, ocorrendo o
chamado espalhamento simples, sendo possivel obter
informacgdes a respeito da distancia, da agitacdo e do
ndmero de vizinhos ao redor do 4tomo central. Nesta
regido, o livre caminho médio do fotoelétron é curto e
os espalhamentos multiplos se tornam improvaveis e
compreende o dominio de elevadas energias cinéticas
dos fotoelétrons.

A técnica de Extended X-ray Absorption Fine
Structure basicamente aparece do processo fisico que
envolve a interferéncia entre a onda emitida pelo &tomo
emissor e a onda retroespalhada pelo atomo vizinho.
Nessa regido, que ocorre a interferéncia entre a onda do
fotoelétron pelo atomo emissor e a onda retroespalhada
pelo &tomo vizinho, figura 14.

Se 0 atomo absorvedor ndo possuir nenhum vizinho
suficientemente proximo, o espectro de absorgdo terd
um aumento abrupto na borda de absorcéo e, acima da
borda, uma queda suave como ilustrado na figura 15a.
As mudancas no coeficiente de absorcdo aparecem ao
considerar uma molécula diatbmica, figura 14b.

O fotoelétron emitido pelo atomo emissor é
suficientemente rapido para ser tratado como um elétron
livre e sua fungdo de onda pode ser considerada como
uma onda quase plana. Quando atinge o potencial do
atomo vizinho, a onda é espalhada em todas as direcoes
com uma amplitude, a qual depende da direcdo e da
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energia cinética do elétron. A onda retroespalhada retorna
ao atomo absorvedor com uma diferenga de fase total
dada pelo caminho éptico percorrido até atomo vizinho
(ida e volta), mais uma diferenga de fase causada por
atravessar duas vezes o potencial do &tomo central.

Figura 14. Representagdo esquematica da extracéo do sinal de EXA-
FS, com destaque para as ondas retroespalhadas com a vizinhanca.

Figura 15. Espectro de absorgdo (a) de um atomo isolado e (b) de uma
molécula diatdmica.

A partir do sinal de absorcéo € necessario extrair as
oscilagdes de EXAFS, isso se faz classicamente através
da equacao,

®)

onde u(E) corresponde a absor¢do de raios X de um
elemento previamente escolhido da amostra que serd
estudada e x(E) representa a absorcdo de raios X de
uma atomo isolado, onde nédo existe retroespalhamento
acompanhe a auséncia de retroespalhamento na figura
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15a, e nesse caso representa a referéncia padrdo da
medida, ou seja, aquele elemento que foi previamente
escolhido na amostra.

Detalhes adicionais, bem como uma compilacéo de
varios trabalhos sobre os desenvolvimentos de XAFS,
mas precisamente de XANES e EXAFS estdo nos
trabalhos®*-3 e nas referéncias dos livros®-.

Com o objetivo de obter informac®es estruturais do
espectro de absorcdo de uma amostra, deve se adotar um
modelo que leve em conta o espalhamento do fotoelétron
pelos &omos vizinhos com o atomo absorvedor. Na
regido de EXAFS, essa analise é feita apds a borda de
absorgdo em um intervalo de 50 a 1000 eV do espectro
em questdo. Nessa faixa de energia, o livre caminho
médio do fotoelétron criado é menor que 10 A, esse
fato leva o fotoelétron a ter um espalhamento simples
pelos atomos vizinhos. Note que essa consideracdo vem
em oposicdo a teoria de XANES. Essa Gltima requer
uma analise que leve em consideragdo o espalhamento
multiplo do fotoelétron, o que torna complexa a
obtencdo de resultados quantitativos dessa faixa do
espectro de absorgdo.

Partindo de wuma constru¢do heuristica e
fenomenoldgica®, sdo feitas as seguintes observagoes,
que se faz necessario para criar o modelo tedrico:

e Hamiltoniano dipolar elétrico para a interacao entre
os fétons e os atomos: necessaria, pois a técnica
chega aos niveis profundos dos atomos (camadas K
ou L). Essa aproximac&o é sempre valida quando se
trabalha com raios X duros;

« Espalhamento simples do fotoelétron: considera-
se apenas a trajetoria de ida e volta da funcdo de
onda do fotoelétron até o atomo espalhador. A
sua validade é garantida, desde que néo se inclua
na analise a regido proxima a borda do espectro
de absorcdo, onde provavelmente o fotoelétron
tem um grande livre caminho médio (energia
cinética pequena);

« Atomo espalhador pequeno: se faz necesséria
para desconsiderar a curvatura da funcdo de onda
e assim utilizar-se aproximacdo de onda planas,
ja que, a funcdo de onda do fotoelétron possui
simetria esférica. A sua validade é maior quanto
maior for a energia cinética do fotoelétron. Sua
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veracidade fica mais forte quanto maior for a
energia cinética do fotoelétron;

« Simetria esférica do potencial do atomo absorvedor:
essa aproximacao se faz necessaria para que ocorra
uma simplificacdo na equacdo 15. Sua validade
fica comprometida para sistemas altamente
anisotropicos.

A partir dessas aproximacdes, pode-se seguir um
caminho para uma argumentagdo fenomenoldgica %3
%2 gu utilizar teoria de espalhamento®®®* para chegar
a equacdo de EXAFS. Ela corresponde a uma soma das
oscilacGes da funcao de onda dos fotoelétrons emitidas
pelo atomo absorvedor, e depois retroespalhadas pelos
atomos vizinhos de mesmo tipo, e que estdo situados
na mesma distancia. Desta forma, define-se uma esfera
de coordenacéo.

ROEDWAG! ©)

Em uma construcdo simples do modelo que leva
a equacdo 7, inicia-se com o carater ondulatério do
fotoelétron com o seu comprimento de onda (Z,), descrito
pelaequacdo de de Broglie, relaciona-se, respectivamente,
com o momento linear e energia cinética.

A partir de uma relacao simples das relacfes de de
Broglie, momento linear e energia cinética do fotoelétron,
tem-se a expressdo que relaciona o vetor de onda do
fotoelétron com as energias do foton incidente (E) a e
energia da borda de absorgéo do atomo absorvedor E,

2m(E — E,)
k= /T (10)

onde k é vetor de onda do fotoelétron e / a constante de
Planck.

A partir do pré-suposto na construgdo do modelo
tedrico, a onda esférica que emerge do 4&tomo absorvedor,
é descrita pela fungéo exponencial,

1
Y(k,R) = — exp(ikR)). (11)
kR; J
Assim, a amplitude da onda espalhada sera
proporcional ao produto de uma constante que representa o

retroespalhamento Fj(k) devido ao tipo de espalhador com
a onda propagante 4 na posicao R, do atomo espalhador.
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Portanto, a onda espalhada pode ser rescrita como,

exp(ikR;) exp(ik|R — R;|)
kR, LR

Yk, R) = Fi(k) - (12)

com o referencial, no atomo absorvedor (R = 0), sera
proporcional a:
exp(i2kR;)

13
7 (13)

ik, (R = 0)] = F(k) -

Como o fotoelétron, de vetor de onda k, se desloca
dentro do atomo, esse interage com o potencial devido
ao atomo absorvedor e da mesma forma sente o potencial
devido aos atomos espalhadores. Desta forma, o termo
presente na exponencial da equagéo 13 deve ser acrescido
de um fator de fase ¢, justificado pela defasagem da
trajetoria de ida e volta do fotoelétron ao 4&tomo vizinho.
O sinal de EXAFS y(k) é diretamente proporcional

a parte real da onda retroespalhada por um atomo. Para
chegar ao sinal total, deve-se somar sobre todos 0s a&tomos
espalhadores (j) com distancias (Rj) assim a equagdo fica,

sin| 2kR; + @;(k)]

14
= (14)

x(k) = Fi(k) -

A equacdo de EXAFS na forma da equacéo 14, ainda
necessita de algumas consideracdes importantes com
relagdo ao amortecimento do sinal, tal como a vida média
do fotoelétron, os efeitos de desordem térmica e estatica
do sistema e mais um fator que reduz a amplitude,
relacionado ao efeito de muitos corpos. Em consideracédo
a vida média do fotoelétron, o seu livre caminho médio,
¢ uma funcdo de sua energia esta relacionado com
a probabilidade de o fotoelétron conseguir partir do
atomo absorvedor e voltar sem sofrer espalhamentos
inelasticos no trajeto, e sem que 0 buraco criado na sua
emissdo sofra recombinacdo. Essa consideracdo pode ser
representada na forma do termo exp(—2Rj/k). Ao levar em
conta a desordem térmica e estatica do material, se faz
necessario admitir que a posicao dos atomos (Rj) pode
variar em torno de uma posicdo média. Sera considerado
que essa desordem seja pequena e que pode-se modelar
as mudancas nas posicBes com uma distribuicdo
Gaussiana em torno de uma posi¢do média (RJ.). Entéo
essa desordem participard da equacdo 14 da forma N;
exp(2k?c?), onde o? representa a largura da distribuicdo
e é chamado como fator de Debye-Waller, e é o nimero
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de vizinhos do tipo j. Para finalizar, como Gltimos ajustes
na equacdo 14, acrescentar-se o fator S?, que depende do
atomo absorvedor e, ainda, ao invés de somar sobre todos
os atomos espalhadores (j) e somam-se todas as esferas
de coordenacéo j de atomos, tem-se

2Ry sin [2kR; + & (k
A])‘sm[ JR;; nol (15)

x(k) = ZS@ - N; - Fj(k) - exp(—2k?a}) - exp (7— k
j
onde:

i.  y(kK)b: coeficiente de absor¢cdo normalizado,

ele representa o espectro de absorcdo ligado
somente as oscilagdes de EXAFS. E obtido
experimentalmente, conforme a equacéo 6;

ii. k:modulo do vetor de onda do fotoelétron criado
no processo de fotoabsorgéo;

iii. j: indice referente a cada esfera de vizinhos do
atomo absorvedor;

iv. Ry compreende a distancia entre 0s &tomos na
j-ésima esfera de coordenagdo;

V. N;numero de atomos do tipo j em uma distancia
R, do absorvedor da j-ésima camada;

vi. S representa o fator de reducdo da amplitude
devido a efeitos de correlagdo eletrbnica;

vii. Fj(k): funcdo de amplitude de espalhamento
caracteristica do j-ésimo atomo;

viii. ¢% fator de Debye-Waller e representa as
flutuacBes das distancias médias devido a
desordem estrutural e/ou térmica;

ix. A(k): representa o livre caminho médio do
fotoelétron;

X. @ij(k): defasagem total produzida no processo de
retroespalhamento: @ij(k)= 2 ¢(k) + Gj(k), sendo
¢ a defasagem devida ao atomo absorvedor e 6 a
defasagem devida ao 4&tomo vizinho.

Usando a equacdo 15 é possivel modelar os dados
experimentais e assim obter algumas grandezas estruturais
da amostra. Os parametros presentes na equacdo de
EXAFS sdo divididos em dois grupos distintos:

I.N, R e o, como os parametros estruturais;

1. 4, Fj(k) e d)ij(k) como 0s parametros atdbmicos.
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A principio, com o valor experimental de y(k)e o
conhecimento prévio de um dos conjuntos dos parametros,
pode-se determinar o outro desconhecido. Para isso,
obtém-se o espectro de absor¢do para um composto
padrdo, cujos parametros estruturais sejam conhecidos,
e desse padrdo extrair 0s parametros atbmicos que seréo
utilizados na determinacdo dos pardmetros estruturais
de sistemas ndo conhecidos. E evidente que os sistemas
devem ser semelhantes ao padrdo, para que possam ser
aplicados os parametros atdmicos obtidos a partir do
mesmo. Se ndo, o procedimento é obter as funcbes de
fase e amplitude a partir de calculos tedricos via mecanica
quantica ab-initio.

Uma consequéncia natural na anélise de EXAFS, esta
na utilizacdo da equacdo 15 e, a partir dela, fazer uma
inversdo espacial, como foi apresentado na referéncia®.
Com esse procedimento é possivel obter uma pseudo
distribuicdo radial em torno do atomo absorvedor. Ele
fornece o numero de vizinhos do &tomo absorvedor
em funcao das distancias R;. Desta forma, cada pico da
transformada de Fourier est4 centrado em uma distancia
R, que correspondente & enésima esfera de coordenacao
e, entdo, sua amplitude é proporcional ao nimero de
atomos nessa esfera j.

Usualmente a analise de EXAFS é realizada através
da técnica conhecida, como Método de Ajustes, que
permite calcular diretamente os parametros estruturais
(NJ., R e c?), e utilizando os parametros atdmicos (kj,
Fj(k) e cI)ij(k)). O método utiliza-se de um ajuste nao
linear na equacgdo 15 de EXAFS.

Antes de iniciar os ajustes é necessario escolher
um padrdo experimental que fornece os pardmetros
atdmicos. As vezes, ndo é possivel encontrar um padrio
que se assemelha ao sistema estudado. Entdo, a outra
possibilidade é simular, por célculos tedricos, o sinal
de absorcéo usando informag@es estruturais conhecidas
sobre o sistema. Atualmente, o programa FEFF¥
combinado com os programas ATHENA e ARTEMIS®
representa a referéncia de analises de EXAFS mais
utilizados no meio cientifico.

E fornecido como parametros de ajuste os valores N,
Re GJ.Z para cada esfera de coordenacéo o fator de reducéo
de amplitude do sistema S/ e uma corregéo da energia AEQ
da EO determinada anteriormente. O critério de Nyquist®
que determina o numero de parametros que podem ser

70 Revista Processos Quimicos

ajustados em um sistema e esse nimero ndo pode exceder
0 nimero de pontos, independentes do sinal.

Os espectros de absorcdo, na borda do niquel da Ni-
fluorohectorita, foram obtidos em fun¢do da temperatura
num intervalo de 5 °C a 125 °C, tanto num processo de
hidratacdo como de perda de agua. Os experimentos de
absorcdo foram realizados na linha de luz DXAS do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron.

Os dados de EXAFS foram obtidos no modo
transmissao. Os espectros estdo no intervalo de 8200 a
8700 eV, figura 16.

Figura 16. Espectros de absor¢cdo normalizados para a Ni-
fluorohectorita em funcéo da temperatura.

O processo de andlise da normalizacdo dos espectros
seguiu os procedimentos padrées e o resultado esta
mostrado na figura 17 onde se tem o ky(k) em funcéo do
vetor de onda k para os varios valores de temperatura no
processo de hidratacdo desta amostra.

O Unico pardmetro controlado neste procedimento
experimental foi a temperatura.

A tabela 3 a seguir, mostra os valores de umidade em
funcédo da temperatura na amostra.

A partir dos sinais de y(k) a analise de EXAFS foi
realizada de acordo com os procedimentos padrdes. No
procedimento de remocdo da linha de base o intervalo
de k, considerado de 2,0 4 9,5 A?, foi utilizado. Nas
transformadas de Fourier foi usada uma janela de
apodizacdo do tipo Kaiser-Bessel. O intervalo de foi de
2,4 29,0 A As FTs obtidas para a amostra Ni-FHT da
figura 17 estdo ilustradas na figura 18.
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Figura 17. Oscilagdes de EXAFS isoladas, para a Ni-FHT no intervalo
de temperatura de 125 °C para 5°C.

Tabela 3, Valores de umidade relativa na atmosfera da camara em
funcdo da temperatura.

Temperatura (°C) Umidade Relativa (%)
120 0,0
100 04
85 35
40 28
5 50

Figura 18. FT das oscilacdes de EXAFS, para a Ni-FHT como fungéo
da Temperatura.

Andlises de Dados

Quéo répida ou lenta é a difusdo de agua neste
sistemas? Do ponto de vista macro, pode-se afirmar
que, este € um processo lento, mas deve-se levar em
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consideracdo o fato de ndo ser facil ter amostras
homogéneas. Como ja dissemos anteriormente, as
amostra de Ni-FHT apresentam uma polidispersao em
tamanho. E o que se vé experimentalmente sdo valores
médios como, por exemplo os dados obtidos pela técnica
de espalhamento de raios X. Neste caso o0 parametro de
andlise principal da dindmica da difusdo é a distancia
entre planos cristalinos. Tudo isto & completamente
dependente do tipo de ion intercalante. Por exemplo, a
existéncia ou ndo dos processos tipo Hendrix-Teller é
fon dependente.

Na absor¢do de raios X o que se vé é a vizinhanga
de determinado elemento até um raio aproximado de
6-10 A. Do ponto de vista deste elemento, em nosso
caso o cation Ni, veriamos a dindmica da agua no
processo de solvatagdo e de dissolucdo do Ni em funcédo
dos parametros umidade e temperatura. Inicialmente
optou-se pela técnica DXAS que permite a incidéncia
simultdnea de uma banda de energia, na amostra e,
com isto, detectar possiveis processos dindmicos
rapidos. Dependendo do arranjo experimental a linha
DXAS®4 pode fornecer espectros com cerca de
400-600 elétrons-volts acima da borda de absorgéo.
Entretanto, a confiabilidade numérica obtida a partir das
transformadas de Fourier neste intervalo faz com que 0s
seus valores possam ser considerados mais qualitativos.

A analise da figura 17, mostra a extenséo (k,,,,) do
sinal de EXAFS de aproximadamente 10 A Devido
aos efeitos de atenuagdo do sinal houve a necessidade
de introduzir a funcdo peso k! e, com isso, pode-se
observar que para k acima de 7,0 A a contribuicio
do ruido torna-se evidente. Nos dados de TF, figura 18
quando se compara 0s cinco espectros nas temperaturas
5,40, 80,100 e 125 °C, observa-se que a distancia média
entre os atomos de Ni e, sua vizinhanga permanecem
praticamente inalteradas. Na transformada de Fourier, é
importante destacar a existéncia de diferentes amplitudes
dos picos referentes aos primeiros e segundos vizinhos
do &tomo de niquel. Note que, para esses vizinhos, o
primeiro pico na transformada do espectro refere-se a
5 °C é maior que o correspondente a 125 °C. A érea
abaixo do pico € proporcional ao nimero de atomos que
compde aquela esfera de coordenagdo. Esta redugdo so
pode ser devida a duas causas: reducdo do nimero de
vizinhos, além dos efeitos da temperatura que se refletem
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no termo de Debye-Waller. Na literatura®, para amostra
da argila montemorilonita, tanto o pico de 5 °C, como 0
pico de 125 °C e temperaturas intermediarias, mantém-
se inalterados e, iguais a 6, 0 nimero de atomos, tanto
na primeira quanto na segunda esfera de coordenacéo.
Com este argumento poderiamos atribuir essa diferenca
nas amplitudes a contribuicdo da desordem térmica
devido ao aumento da temperatura. De fato, com o
aumento da temperatura 0s fons possuem uma maior
energia cinética, que leva a uma maior oscilacédo relativa
em torno da posicéo de equilibrio.

Assim, a pseudo fungéo de distribuicdo radial, figura
18, mostra que a posicao do primeiro pico corresponde
a distdncia média entre o niquel e os oxigénios da
primeira esfera de coordenacdo. Baseando-se apenas
nestes dados, ndo ha como distinguir se este oxigénio
pertence a estrutura da Ni-FHT ou da agua intercalada.
Também, ndo se pode descartar a possibilidade de ter
havido redugdo no nimero de vizinhos, ao se aumentar
a temperatura. Afinal de contas, sabe-se pela técnica
de espalhamento, que neste intervalo de temperatura
€ possivel varrer vérios estados de hidratagdo, ou
seja, de OWL até 3WL. Esses estados de hidratacao
correspondem as distancias inter planares de 11,4 A
para (OWL) e 18,2 A para T=5°C (3WL) obtidas pela
posicéo dos picos de espalhamento de difragdo de raios
X, realizados na mesma fluorohectorita, porém como
fon intercalante niquel®.

A segunda esfera de coordenacdo pode ser atribuida
as distancias Ni-Ni* ou, até mesmo, as distancias Ni-Si
e requer uma andlise mais rigorosa.

Conclusoes dos Dados

A proposta de um tratamento térmico foi utilizada
para que obtivésemos informacdes da dindmica de
intercalagdo em funcdo dos estados de hidratagdo na
argila sintética Ni-FHT tendo como ponto de vista o
fon intercalante Ni. A 125 °C, com umidade relativa
de 0 %, dados de difracdo de raios X* indicam 0
camadas de agua, cujos dados correspondem as
distancias interplanares® de 11,4 A. A5 °C a umidade
¢ de aproximadamente 50 %, os dados de difracdo
fornecem um estado de hidratacdo de 3 camadas de
agua com plaquetas separadas por uma distancia* de
18,2 A. Os resultados de DXAS mostram claramente o
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ndo desaparecimento dos picos para quaisquer destas
temperaturas, somente a diminuicdo da amplitude.
Como ja anteriormente pode ser atribuido a mudanca
no nimero de vizinhos e/ou ao fator de Debye-Waller
devido as variagdes de temperaturas.

Especificamente com relacdo ao primeiro pico
dissemos ndo poder distinguir qual o oxigénio estaria
contribuindo, o da agua ou da estrutura cristalina da Ni-
FHT. Devemos lembrar que, a medida que se retira agua
da amostra, as distancias entre os planos das plaquetas
diminuem, ou seja, a vizinhanga de oxigénios tende a
néo se alterar muito.

Quanto aos segundos vizinhos, e de maneira
semelhante ao primeiro pico, s6 se observa a diminuicdo
na amplitude, mas ndo o seu desaparecimento. E claro
gue toda argumentagdo anterior de quem € a causa desta
diminuigdo se mantém. A questdo aqui é: Quem é este
segundo vizinho? Ni-O devido a segunda camada de
hidratacdo? Ni-Ni devido a interagdo entre os cations
livres entre as placas? Ou Ni-Si devido & possibilidade
de se ter o ion Ni localizado na estrutura hexagonal
formada pelos oxigénios da base cristalina das plaquetas
da argila?

Por serem bem estaveis estes picos dos segundos
vizinhos, poderiamos descartar a hipGtese de
uma segunda camada de hidratacdo, pelo menos
como mecanismo principal. Dados de simulagdo?
por Dinamica Molecular em argilas do tipo
montemorilonita mostram que estes ions intercalados
estdo livres para se moverem entre as camadas nédo
se sustentando qualquer hipotese de rigidez nas
distancias Ni-Ni entre camadas. Na hipdtese Ni-Si,
0 fon niquel mover-se-ia em distancias quantizadas
pela malha hexagonal dos oxigénios, explicando a
estabilidade da existéncia destes picos. Entretanto, na
situacdo de 2WL ou 3WL onde se sabe que ha espago
para outras esferas de coordenacao, esperariamos uma
mudanca mais dramética na amplitude de tais picos. E
uma hipéteses. Deve-se ressaltar aqui a necessidade
da simulacdo como mecanismo unico de elucidacdo
destas hipdteses.
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Resumo Estendido

Andlise do Desempenho de
Inibidores de Corrosdo a Base

de Misturas de Na,MoO,.2H.0,

ZnS0O, e Uréia na Protecdo do
Aco-Carbono

Joao P Pina, Kenia F. Barbosa*, Leonardo R. Almeida, Rafaella S.
Costa, Tatiane P Cardoso & Valéria C. Silva

A corrosdo € uma reacdo de oxi-reducdo que causa alteracfes indesejaveis nos
elementos industriais. Para reduzir o efeito corrosivo séo utilizados os inibidores que, em
concentracdo adequada, reduzem o processo corrosivo. O presente trabalho tem como
finalidade verificar a melhor combinacéo de inibidores para o aco-carbono, em solucéo
de NaCl 3% e HCI 3mol/L. Os testes foram conduzidos durante sete dias em trés etapas
distintas, com o uso de misturas de inibidores anddico, catédico e adsor¢do. Durante o
periodo considerado verificou-se que as misturas de inibidores, em meio salino e acido,
apresentaram uma eficiéncia pouco significativa nas amostras de ago-carbono.

Palavras-chave: Corroséo, Inibidores, Ago-carbono.

Corrosion is an oxidation-reduction reaction that causes undesirable changes in the
industrial elements. To reduce the corrosion inhibitors that are used in proper concentration,
reduce the corrosive process. This study aims to determine the best combination of
inhibitors for carbon steel in 3% NaCl solution and HCI 3mol/L. Tests were conducted for
seven days in three distinct stages, with the use of mixtures of inhibitors anode, cathode
and adsorption. During the period considered to be mixtures of inhibitors, and acid in
saline, showed a minor efficiency in carbon steel samples.

Keywords: Corrosion, Inhibiting, carbon steel.
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Introducdo

A corrosdo é um processo espontaneo e resulta na
real tendéncia dos metais reverterem para sua forma
mais estavel, normalmente Oxidos. A maioria dos
metais é encontrada na natureza na forma de minérios
(6xidos, sulfetos, silicatos), e estes minérios passam por
um processo de absorcdo de calor através de processos
metalUrgicos - para serem transformados em metais.
Portanto para retornar do estado inicial os metais sofrem
oxidacdo. Dentre as muitas maneiras de definicdo de
corrosao, pode-se dizer que, a corrosdo € uma reacao
de oxi-reducdo que gera desgaste de um material que
mantém contato com diferentes meios, formando um
produto de corrosdo (GENTIL, 2007).

Nos setores industriais 0 processo corrosivo
causa problemas ligados a custos de manutencgéo,
forcando a troca de equipamentos devido ao desgaste
ou paralisacdo inesperada do equipamento, causando
transtornos no planejamento de producdo, perda
de um produto por contaminacdo com os residuos
da corrosdo, impactos ambientais decorrentes de
vazamento em tanques e tubulagBes corroidas e
principalmente as vidas humanas colocadas em riscos
de acidente, seguido de incéndio de grandes proporcdes
ou explosdes (MERCON et al, 2004).

Um dos grandes problemas associados ao processo
de corrosdo esta presente na indistria de petréleo,
pois o ataque das superficies metélicas de tanques de
armazenamento, tubulacfes e outros equipamentos
ocasionam um acumulo de substancias sélidas que
obstruem 0s espacos porosos e canais da matriz rochosa, o
que dificulta a capacidade do fluxo de gas ou 6leo (NETO
et al, 2005). Uma solucéo &cida, normalmente o acido
cloridrico é usado para dissolver as substancias sélidas
(minerais) presentes na formacéo rochosa (CARDOSO
et al, 2005).

A presenca elevada de sais em estruturas submersas
apresenta elevada taxa de corrosdo, com a alta
movimentacdo da agua do mar pode ocorrer mais
concentragdo de oxigénio acelerando o processo corrosivo
(DUTRA, 2006). A solucdo salina presente na agua
do mar é a Unica responsavel pelo processo corrosivo,
podendo encontrar também outros constituintes como
matéria organica e gases dissolvidos. Nos agos e ligas de
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ferro em geral, 0 ataque é mais agressivo, danificando a
estrutura do material (NUNES, 2007).

Os acos-carbono sdo ligas metélicas de ferro e
carbono com teor de carbono inferior a 2%. Alem de
ferro e carbono, pode conter pequenas quantidades
de manganés, enxofre, silicio dentre outros (NUNES,
2007). E um dos materiais de construcéo industrial de
maior importancia, sendo empregado na maioria dos
equipamentos industriais e, além de ser um material
de facil manuseio, de boa soldabilidade, é um material
metélico de menor preco em relacdo a sua resisténcia
mecanica. Os acos-carbono em contato, principalmente
com soluges acidas ou salinas em temperatura ambiente
sofrem corroséo (ROSSI et al, 2007).

Nas industrias a utilizacdo de materiais metalicos em
equipamentos é de extrema importancia, justificando a
necessidade de estudos sobre 0 processo corrosivo, tendo
como objetivo principal conhecer e caracterizar 0s meios
agressivos que sdo responsaveis pelas reacGes quimicas
e eletroquimicas causadas em materiais de elevada
importancia industrial. Para reduzir este efeito corrosivo
sdo utilizados os agentes antioxidantes chamados de
inibidores de corroséo (GENTIL, 2007).

De uma forma geral Gentil (2007) define inibidor de
corrosdo como uma substancia ou mistura de substancias
que quando presentes em concentracBes adequadas
no meio corrosivo reduzem a corrosdo. E importante
salientar que os inibidores sdo especificos em termos
de metal a proteger, do meio corrosivo, da temperatura
e da sua faixa de concentracio. E essencial usar uma
quantidade adequada de inibidor, ja que muitos agentes
inibidores podem acelerar a corrosdo provocando em
especial um ataque localizado, como corroséo por pontos,
se a concentracdo for abaixo da correta (FREIRE, 2005).

O objetivo deste trabalho foi analisar o desempenho
de combinac@es de inibidores de corrosdo em diferentes
proporgdes, visando a protecdo do aco-carbono em meio
acido e salino.

Materiais e Métodos

Este trabalho constitui em trés etapas distintas:

1) Preparo de solugbes e amostras de ago-carbono
com comprimento 35mm x 2,5mm de largura;

2) Teste com amostras de aco-carbono em meios
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acidos e salinos com misturas de inibidores anddico
(Molibdato de Sédio 10%), catddico (Sulfato de
Zinco 10%) e por adsor¢do (Uréia 0,19);

3) Andlises dos resultados obtidos.

PREPARO DE SOLU(;C)ES E AMOSTRAS DE
ACO-CARBONO

Neste trabalho todos os reagentes utilizados foram
empregados sem purificacdo prévia. Foram preparadas
as seguintes solugdes: cloreto de sédio 3%, acido
cloridrico 3mol/L, sulfato de zinco 10%, molibdato de
sodio 10% e utilizou-se o reagente uréia PA. Os agos-
carbono foram pesados individualmente antes de serem
colocados em solugéo.

Tabela 1. Proporcéo de inibidores anddico e catddico utilizado nos
meios NaCl 3% e HCI 3mol/L.

NaCl
Anddico Catodico
(molibdato de s6dio) (sulfato de zinco10%)
100% 2,0mL 0% 0,0 mL
80% 1,6 mL 20% 0,4 mL
50% 1,0 mL 50% 1,0 mL
20% 0,4 mL 80% 1,6 mL
0% 0,0 mL 100% 2,0 mL
HCI
Anddico Catodico
(molibdato de sodio) (sulfato de zinco 10%)
100% 2,0 mL 0% 0,0 mL
80% 1,6 mL 20% 0,4 mL
50% 1,0 mL 50% 1,0mL
20% 0,4mL 80% 1,6 mL
0% 0,0mL 100% 2,0 mL

Testes com amostras de ago-carbono em meios acidos
e salinos com mistura de inibidores anddico, catédico e
por adsorcao.

Para comparacdo dos resultados dos experimentos
realizados em laboratério as amostras de ago-carbono
foram colocadas em contato com os meios (acido
cloridrico 3mol/L e cloreto de sédio 3%) sem a presenca
de inibidores, verificando as suas respectivas eficiéncias.

Foram feitos trés experimentos em combinacOes
diferentes de inibidores. Em cada experimento utilizou-
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se 10 béqueres, sendo que em cinco béqueres 0 meio
utilizado foi o cloreto de sodio 3% e nos outros cinco
0 meio utilizado foi &cido cloridrico 3mol/L com a
respectiva combinacédo de inibidores, conforme Tabelas
1, 2 e 3. Em cada béquer foi adicionado a pega de ago
carbono e os sistemas foram mantidos a temperatura
ambiente durante 7 dias.

Tabela 2. Proporcéo de inibidores anddico e adsorgéo utilizado nos
meios NaCl 3% e HCI 3mol/L.

NaCl
Anddico Adsorcao
(molibdato de sédio 10%0) (uréia)

100% 2,0 mL 0% 0,00 g
80% 1,6 mL 20% 0,02 g
50% 1,0 mL 50% 0,05¢g
20% 0,4 mL 80% 0,08 g
0% 0,0 mL 100% 0,109

HCI
Anddico Adsorcao
(molibdato de s6dio 10%) (uréia)

100% 2,0 mL 0% 0,00 g
80% 1,6 mL 20% 0,02 g
50% 1,0 mL 50% 0,059
20% 0,4 mL 80% 0,08 g
0% 0,0 mL 100% 0,109

ANALISES DOS RESULTADOS OBTIDOS

Os acos-carbono utilizados nos experimentos em
meio &cido e salino sofreram corrosdo parcial, conforme
dados da Tabela 4, 5 e 6. Apds uma semana houve
formacdo de incrustacdo sobre o0s acos-carbono em
meio salino, que é um indicio de corrosdo no sistema,
conforme a Equacéo 1,

4Fe +12NaCl + 6H,0 + 30, > 4FeCl, + 12NaOH (1)

O produto dessa reacao é o cloreto de ferro 111 que é
o responsavel pelas incrustagdes sobre as amostras.

Observou-se que 0 ago carbono com a combinacao
de inibidores na proporc¢do de 50% anddico (molibdato
de s6dio) e 50% catédico (sulfato de zinco) em meio
salino foi o sistema que obteve maior indice de
incrustacdo, ou seja, o que sofreu maior corrosao,
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constatando que essa combinacdo ndo é eficaz para
o0 sistema proposto. Nesse sistema a combinagdo de
20% anddico (molibdato de sédio) e 80% catddico
(sulfato de zinco) é o que apresentou menor indice
de corrosdo, considerando assim o sistema de maior
eficiéncia de inibicéo.

Os agos carbono presentes na solucdo de acido
cloridrico sofreram maior desgaste com deformagédo em
toda a superficie, obtendo uma coloracdo grafite, devido
ao meio ser agressivo, conforme a Equacgéo 2,

Fe + 2HCIl a FeCI2 + H2 2)

O produto formado (cloreto de ferro I1) é responsavel
pelo indicio de corrosdo. A medida que foi diminuindo
a proporcao de inibidor anddico (molibdato de sédio) e
aumentando a proporcao de inibidor catddico (sulfato
de zinco) a cor da solucdo foi clareando de marrom para
verde claro.

Tabela 3. Proporcéo de inibidores catddico e adsorgdo utilizado nos
meios NaCl 3% e HCI 3mol/L.

NacCl
Catddico Adsorcao (uréia)
(sulfato de zinco 10%0)

100% 2,0 mL 0% 0,009
80% 1,6 mL 20% 0,029
50% 1,0 mL 50% 0,059
20% 0,4 mL 80% 0,089
0% 0,0 mL 100% 0,109

HCI
Catodico Adsorcao
(sulfato de zinco 10%o) (uréia)

100% 2,0mL 0% 0,009
80% 1,6 mL 20% 0,029
50% 1,0 mL 50% 0,059
20% 0,4 mL 80% 0,089
0% 0,0 mL 100% 0,10¢g

A combinac&o de inibidores 20% anddico (molibdato
de sodio) e 80% catodico (sulfato de zinco), foi a
proporcdo que obteve maior indice de corrosdo nos
acos carbono, portanto a proporcéo de inibidores 100%
anodico (molibdato de sddio) e 0% catodico (sulfato
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de zinco) foi considerada a melhor combinacéo para o
sistema em estudo.

No decorrer de uma semana de observagéo constatou-
se a presenca de incrustagdes sobre 0s agos-carbono em
meio salino, sendo que a combinag&o de inibidores com
proporcédo de 80% anodico (molibdato de sodio) e 20%
adsorcdo (uréia) foi a que apresentou maior indice de
corrosdo, sendo assim essa combinagdo ndo é adequada
para o sistema proposto.

Em contrapartida a melhor combinacéo de inibidores
foi na proporcao 0% anddico (molibdato de sédio) e 100%
adsorcdo (uréia), no qual resulta uma eficiéncia maior
de inibicdo. No sistema os agos-carbonos utilizados na
solugdo de &cido cloridrico sofreram deformagéo em toda
superficie com uma coloracgdo grafitica.

Tabela 4. Variacdo da massa das amostras durante a realizagdo do
experimento, catédico (sulfato de zinco) e anddico (molibdato de

s6dio).
NaCl
pregos | vy | Pesotinar | PO | Ve
1 1,4421g | 1,4437g | 1,4371g | -0,0050g
2 1,4417g | 1,4480g | 1,4406g | -0,0011g
3 143959 | 1,4448¢g 1,3900g -0,0495g
4 1,4107g | 1,4154g | 1,4106g | -0,0001g
5 1,4354g | 1,4341g | 1,4306g | -0,0048g
HCI
Pregos irljiisi(;l Peso final Variacéo de peso
1 1,4413g | 0,4609¢g -0,9804 g
2 1,4163g | 02611 ¢ -1,1552 g
3 144629 | 0,2526¢g -1,1936 g
4 1,4413g | 0,2200¢g -1,2213 g
5 142679 | 0,2647¢g -1,1620 g

Determinou-se que a combinagdo de inibidores em
meio acido com proporcdo 20% anddico (molibdato
de sodio) e 80% adsorcdo (uréia) ndo possui uma boa
eficiéncia, entretanto ndo € interessante para 0 processo
de inibicdo. Portanto a melhor combinacdo desse
sistema foi a proporgédo 100% anddico (molibdato de
sodio) e 0% adsorcdo (uréia), considerando-a eficaz
para o sistema proposto.
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Apds uma semana observou-se que 0s agos-carbono
presentes na solucdo de cloreto de sddio apresentaram
incrustacdes, sendo que a combinacdo de inibidores
com propor¢do 20% catddico (sulfato de zinco) e 80%
adsorcdo (uréia) resultou-se em um elevado indice de
corrosdo, portanto pode-se dizer que essa combinacdo
ndo € vidvel para o sistema realizado. Na combinagéo
de inibidores cuja proporcao de 0% catodico (sulfato de
zinco) e 100% adsorcdo (uréia) foi o sistema que obteve
menor indice de corrosao.

Tabela 5. Variacdo da massa das amostras durante a realizagdo do
experimento, anddico (molibdato de sddio) e adsorcéo (uréia).

NaCl
Pregos | iy | Pesotinal | 0S| YR
1 1,4027g | 1,4033g | 1,3990g | -0,0037¢g
2 143929 | 1,43649g | 1,4325¢g | -0,0067 g
3 143889 | 1,43809g | 1,4340g | -0,0048¢g
4 1,4370g | 1,4392g | 143159 | -0,0055 g
5 143579 | 1,43779g | 1,4324¢g | -0,0033 ¢
HCI
Pregos irfi?:siZI Peso final Variacdo de peso
1 143249 | 0,3523¢g -1,0801 g
2 1,3757g | 0,2751¢g -1,1006 g
3 1,3899g | 0,2800¢ -1,1099 g
4 145599 | 0,2735¢g -1,1824 g
5 1,3997g | 0,2401¢g -1,1596 g

Os acgos-carbono em meio &cido apresentaram 0s
mesmos indicios de corroséo dos sistemas anteriores, a
combinacdo de inibidores com proporcéo de 0% catddico
(sulfato de zinco) e 100% adsorc¢do (uréia) atuaram com
menor protecdo sobre 0 aco carbono, ndo sendo adequado
para o teste realizado. Entretanto a melhor combinacéo de
inibidores foi a com proporg¢do de 20% catodico (sulfato
de zinco) e 80% adsorcdo (uréia), apresentando para o
sistema um maior nivel de eficiéncia de inibicéo.

De acordo com a Tabela 7 verificou-se que o0 aco-
carbono presente em meio &cido sem a presenca de
inibidores apresentou deformagdo em toda superficie e
uma variacdo brusca em seu peso, em contrapartida o
aco-carbono em meio salino apresentou incrustacdo e
uma pequena variagdo de peso, como mostra a Figura 1.
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Tabela 6. Variagdo da massa nas amostras durante a realizagdo do
experimento, catddico (sulfato de zinco) e adsorcéo (uréia).

NaCl
Pregos | it | Pesotinal | TR0 | Yoe
1 1,4339g | 1,4359g | 1,4332g | +0,0003g
2 1,4319g 1,4325g 1,4323g | +0,0004g
3 1,4530g 1,4545g 1,4531g | +0,0011g
4 1,4518g 1,4549g 1,4485g | -0,0033g
5 1,4445g 1,4402g 1,4388g | -0,0027g
HCI
Pregos ir?iecsigl Peso final Variacéo de peso
1 1,4420g 0,1605g -1,2815g
2 1,4352g 0,1212g -1,3140g
3 1,4675g 0,1899g -1,27769
4 1,4503g 0,1843g -1,26609
5 1,4409g 0,1051g -1,3358g

Ao se comparar 0s resultados dos experimentos
realizados em diferentes combinacGes de inibidores com
aamostra branco, verificou-se que o segundo experimento
(Tabela 2) foi o sistema que houve uma melhor eficiéncia
da acdo dos inibidores anddico (molibdato de sodio) e
adsorcdo (uréia) em meio acido, conforme a Figura 2.

Ja o terceiro experimento (Tabela 3), foi o sistema
onde o inibidor catodico (sulfato de zinco) e adsorcao
(uréia), atuaram com maior eficiéncia em meio salino.

Pode-se dizer que os inibidores molibdato de sédio,
sulfato de zinco e uréia utilizados neste sistema néo
apresentaram concentragdes adequada para protecéo
das amostras de acos-carbono em meio salino, as
concentracOes utilizadas de inibidores em meio salino
aceleram o processo corrosivo.

Conclusao

Considerando os resultados apresentados no artigo
pode-se concluir que a corrosao € uma reagdo quimica
de oxi-reducdo que causa a deterioracdo de um material,
apresentando alteracdes indesejaveis tais como o desgaste,
variagdo de massa, e modificacéo estrutural, tornando-o
inadequado para o uso. Para reduzir 0 processo corrosivo
sdo utilizados inibidores, compostos quimicos que em
concentracdo adequada formam uma pelicula protetora
aumentando a resisténcia do material.
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Tabela 7. Variagdo da massa nas amostras de aco-carbono em meio
4cido e salino sem adig&o de inibidores (Amostra Branco).

Meio Peso inicial Peso final Variagdo de
peso

HCI 1,4254 g 0,2329 ¢ -1,1925¢g

NaCl 1,4185¢g 1,4186 ¢ +0,0001 g

Com relacdo aos experimentos realizados pode-se
dizer que o emprego dos inibidores (molibdato de sodio,
sulfato de zinco e uréia) nas concentragdes utilizadas
ndo apresentou eficiéncia desejada nas amostras de ago-
carbono, tornando o método pouco viavel paraa utilizacéo
em industrias petroliferas. E de fundamental importancia
a continuidade de estudos sobre o processo corrosivo
buscando a melhoria na aplicacdo dos inibidores nos
processos industriais.
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lvan G. Teixeira

Inovacdo Tecnolégica

A ciéncia, a tecnologia e a inovacdo sdo fatores
imprescindiveis para o desenvolvimento de um pais.
Através de sua ampliacdo, aperfeicoa-se a habilidade de
criacdo e comercializacdo de novos produtos e servicos;
torna-se possivel o progresso material, a consolidacdo
do bem-estar social e a melhoria do nivel educacional
e técnico da mao-de-obra. A forma como os paises
organizam seus processos de inovacdo (e inducdo a
inovagdo) tem mostrado uma variedade de arranjos
exitosos, mas ndo uma férmula Unica. Os sistemas de
inovagdes sdo caracterizados por uma diversidade de
interagdes entre empresas e institui¢des.

No Brasil, os Fundos Setoriais desempenham, neste
contexto, um papel fundamental, funcionando como um
instrumento de inducdo a inovacao e a articulagdo entre
empresas e centros produtores de C&T. Para incentivar
a pesquisa cientifica e a inovagdo tecnoldgica no Pais,
houve um esforco para se consolidarem os marcos legais
regulatérios, como a aprovacgdo e regulamentacéo da Lei
de Inovacdo n° 10.903/04; da Lei do Bem, n°11.196/05;
e da Lei n® 11.540, de 12 de novembro de 2007, as quais
possibilitaram a diversificacdo de instrumentos de apoio
a PD&I no Pais.

Por outro lado, temos um numero elevado de
empresas, principalmente as pequenas, que desconhecem
0 processo de acesso ao financiamento da pesquisa e 0
apoio a inovacao, bem como a interacdo com os Institutos
ou Centros Tecnoldgicos e as Universidades.

O problema do financiamento inovativo esta na
alavancagem de investimento de alto risco, diversamente
de outros, como ampliacédo de capacidade instalada. Esse
elevado risco tende a reduzir o volume privado de recursos
e a elevar os critérios para a qualificacdo dos pedidos de
empréstimos. Nesse sentido, frequentemente as fontes
de investimentos das empresas ficam dependentes de
recursos préprios ou de financiamentos publicos. No
caso do financiamento publico, a disponibilidade de
recursos advém majoritariamente do BNDES, da FINEP
e, em menor medida, das FundacBes de Amparo
Pesquisa (FAP’s), com a diferenca de que o primeiro é

Q-
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voltado para investimentos produtivos, o segundo para
investimentos inovativos (quer seja em P&D, infra-
estrutura, treinamento,etc), e o terceiro para ambos.
Mesmo sendo o BNDES garantidor de investimentos
em outras areas que nao o foco tecnoldgico, a criagdo de
infraestrutura para as empresas atinge de alguma forma
seu fluxo de caixa e permite um maior autofinanciamento
nas inovagoes.

Quanto a FINEP, o financiamento acontece via
fundos setoriais, com o intuito de promover capacitacao
em ciéncia e tecnologia para indUstrias, universidades e
Institutos de Pesquisa. Um dos objetivos desta politica
de Ciéncia, Tecnologia e apoio a Inovagdo € incentivar
a implementacdo de projetos de pesquisa cientifica e
tecnolégica cooperativa entre universidades, centros de
pesquisas e 0 setor empresarial; estimular a ampliacdo
dos gastos em pesquisa e desenvolvimento realizados
por empresas. Um dos exemplos desta politica é a
Subvengdo Econdmica a Inovacdo, que se caracteriza
como instrumento de concessdo de recursos financeiros
de natureza “ndo-reembolsavel”para empresas privadas
que desenvolvam projetos de inovacao estratégicos para
0 Pais. Ela é operacionalizada pela FINEP.Em Goias
temos exemplos bem sucedidos de empresas que se
utilizaram destes recursos.

Como membros do Conselho de Desenvolvimento
Tecnoldgico e Inovacao da FIEG, temos, dentre outras,
a missdo de promover a divulgacdo e conscientizacdo
destas politicas para as pequenas, médias e grandes
industrias filiadas aos Sindicatos, e para isso contamos
com o apoio das universidades e dos centros tecnolégicos,
dentre eles 0o SENAI, que tem buscado melhorar sua infra-
estrutura de seus laboratérios de pesquisas, assim como
contratando doutores e mestres para apoiar as industrias
na elaboracédo de projetos inovadores.

Se estamos falando de fontes de recurso para o
fomento das atividades empresariais, ndo podemos no
esquecer da outra face do processo produtivo, que é
a mao de obra, vital nas empresas, e também, ¢ claro,
naquelas que desenvolvem atividades afins com a
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quimica industrial, o foco das aten¢des desta revista. O
trabalhador da industria quimica em geral, como as de
produtos agricolas, alimenticias, de plasticos, tratamento
de couros e fabricacdo de tintas e vernizes, de cimento
e de vidro, entre outras, opera equipamentos e controla
processos industriais. Em laboratérios, segundo o0s
fundamentos bésicos da atividade, faz andlises de
qualidade da matéria-prima e de produtos finais, e
controla residuos da producéo, de modo a nao prejudicar
0 meio ambiente com poluentes.

Est4d esse trabalhador efetivamente qualificado
no Estado de Goi&s? Sabemos dos investimentos e
dos esforcos do SENAI e de sua magnifica equipe de
instrutores. Mas sera que isso basta? N&o é preciso
que a empresa se conscientize mais deste novo desafio
e faca mais de sua parte? “Os empresarios estdo
comegando a conhecer a proposta de trabalho e a
funcdo do tecndlogo na cadeia produtiva, tornando-o
um profissional requisitado em diferentes segmentos
da industria”, diz Nilva Aparecida Ressimetti Pedro,
coordenadora do curso do UniAnchieta, conforme dados
disponibilizados pela instituicdo na internet. Na éarea de
gestdo — ensinam os orientadores - cabe ao profissional
garantir a qualidade do produto e a eficiéncia dos
processos, da matéria-prima ao produto final. O eixo
Rio-Sdo Paulo, com seu grande parque fabril, é o que
mais contrata. Estados do Sul, como Santa Catarina
e Parana, sdo potenciais empregadores, bem como 0s
polos petroquimicos das regides Sudeste e Nordeste. Mas
Goias também j& o é. E como esta a situacdo por aqui?
Buscado o cenario nacional, percebe-se que algumas
escolas oferecem o curso de Processos Quimicos
com énfase em uma area especifica. Dependendo da
faculdade, o curriculo pode estar voltado para Quimica
Agroindustrial ou Industrial. No entanto, todos tém as
mesmas disciplinas basicas, como calculo, &lgebra linear,
estatistica e fisica, e as de formacéo especifica, que séo
guimica geral, organica, inorganica e fisico-quimica. Em
geral, desde o primeiro semestre, 0 estudante tem contato
com matérias praticas, como processos industriais e
seguranga e organizacdo de laboratérios. Algumas
universidades exigem que o aluno faca um estagio e
apresente um trabalho de concluséo de curso.

Temos, portanto, um instigante processo produtivo,
mas cercado de desafios variados, que véo das linhas de
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financiamento e de estimulo a produgdo, a qualificagdo
da méo de obra, e ao impeto inovativo das empresas.
Neste seu 10° volume, que constitui uma edicao historica,
Processos Quimicos enseja a oportunidade de veiculacdo
destas observacGes que agora nos ocorrem. No foco
central desta preocupacdo, o processo de crescimento
e desenvolvimento industrial pelo qual passa o Estado
de Goiés. O segundo é a escassa informacdo que se
disponibiliza para que os segmentos interessados da
cadeia produtiva nacional se inteirem do conteldo
das plataformas oficialmente postas a disposicao
dos investimentos em ciéncia, qualidade, inovacgdo e
tecnologia. Se pouco sabemos, que caminhos vamos
encontrar para empreender essa caminhada? Sem essa
luz, continuaremos até quando na espera do mana — e
exatamente quando esta o Pais a demonstrar que a forga
motriz ele tem; ndo tem é 0 acesso aos recursos de
estimulo e de fomento, e mais ainda da multiplicacéo do
perfil qualificativo da méo de obra?

O discurso oficial € animador. Goias, que agora
investe num modelo ousado de dar alta qualificagdo
a méo de obra, com o programa da Bolsa Futuro, esta
pondo o olho a frente e tentando vislumbrar o cenério
avangado em que vai imperar o impulso da tecnologia.
O Parque Tecnolégico, em processo de gestacdo, é para
se implantar logo em Anépolis, hoje o pélo avangado da
industria tecnologizada no Estado. Mas é este também
um terreno que requer a disponibilizacdo mais farta
de informagdes, para que se produza a interacdo, este
elemento absolutamente essencial em qualquer processo
de transformacéo, como este que agora se intenta.

Esta discussdo é atualissima. Mais que isso, €
estratégica. Bom assim perceber esta intencdo de
Processos Quimicos de suscitar opinides a respeito do
que possa ser melhor para o avanco das politicas de CT&I
no Estado de Goias. Esta preciosa publicacdo do SENAI-
GO, sob o comando e a orientacdo competentes de
Hamilton Barbosa Napolitano e Francisco Carlos Costa,
tem dado uma contribuicdo forte para que melhor se
divulguem os resultados originais de pesquisas, a difuséo
de trabalhos de revisdo e a propagacao de novos métodos
ou técnicas de educagdo tecnolégica. Desta forma, como
esta nos seus propdsitos, estimula e promove processos
de transferéncia de tecnologia para as empresas do setor
produtivo, gerando acBes que comprovam a eficacia
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dos principios da quimica industrial no processo do
crescimento e do desenvolvimento econémico do
nosso Estado. E uma publicagéo vitoriosa, sem duvida,
e disso da prova a escalada crescente de sua afirmacéao
de qualidade, como podemos ver no cendrio da rigorosa
qualificacdo desempenhada pelo CAPES.

Nesta décima edigdo de Processos Quimicos,
enfim, temos muito o que comemorar: a revista recebeu
qualificacdo B para area de Engenharia IV pela CAPES,
e se firma como um elo de sustentacdo na poderosa
engrenagem do SENAI, que por sua vez continua
marcando tentos na formacdo avancada da méo de obra
no Brasil, o que é a referéncia maior de seus frutiferos 60
anos de existéncia.

Quantoagenerosidade doespagoandsdisponibilizado
nesta valiosa e qualificada publicacéo, pretendemos, com
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estas explanages, que tenha sido pelo menos o embrido
de um documento de estimulo a que mais conhecimentos
se busquem no campo do fomento a pesquisa técnica e
inovadora no Brasil, para que mais ganhos possam ter o
Estado de Goias e, sobretudo, o seu setor produtivo.

lvan G. Teixeira

Vice-Presidente do Conselho de Desenvolvimento e Inovagdo da
Federacéo das Industrias do Estado de Goias (FIEG).

e-mail: ivan@genix.ind.br
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SENAI: Resultados

e Visao de Futuro

Desde a sua fundacdo, had 70 anos, o Servigo
Nacional de Aprendizagem Industrial (SENAI) vem
cumprindo sua missao de elevar a competitividade da
industria brasileira por meio da educagdo profissional
e tecnoldgica, da inovacdo e da transferéncia de
tecnologia. Como resultado, 55 milhdes de brasileiros
foram capacitados, transformando a entidade numa
das maiores redes de educacdo profissional do mundo.
Atuando em todas as areas industriais, possui uma
capacidade de oferecer mais de 2 milhdes de matriculas
anuais, além de prestar servicos tecnoldgicos a mais
de 80 mil empresas por ano. Por meio da prestacdo
de servicos técnicos e tecnolégicos, como consultoria
em processo produtivo, servicos laboratoriais,
desenvolvimento de produtos e informacéo tecnoldgica,
0 SENAI busca prover solugdes de qualidade para
gargalos tecnoldgicos da industria brasileira.

No campo da inovacdo, o Programa SENAI de
Inovacdo busca integrar a rede de servigos tecnol6gicos
dos centros da entidade as demandas da indUstria. Essa
acdo conjunta vem permitindo uma nova abordagem
da producdo e difusdo do conhecimento para a
competitividade nacional. Dentro do Programa, o SENAI/
DN criou instrumentos para operacionalizar a¢Ges de
inovagcdo, tais como o Edital SENAI Inovagdo, que desde
2004 atendeu mais de 340 empresas no desenvolvimento
de solucbes inovadoras, que permitiram a ampliacdo
da capacidade produtiva, aumento de flexibilidade de
producéo e/ou reducdo dos custos de producdo, reducdo
de impactos ambientais, de seguranca ou no consumo
de energia e adequacdo do produto e/ou processo as
regulamentacdes do pais ou de mercado externo.

Agora, prepara-se para um novo desafio. De acordo
com no Relatério Global de Competitividade 2010, do
Foérum Econdmico Mundial, o Brasil foi classificado como
um pais de economia de eficiéncia, ainda sem alcancar a
competitividade direcionada para a inovacéo. Além disso,
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Gustavo L. S. Filho

o Instituto de Estudos para o Desenvolvimento Industrial
divulgou o grau de dependéncia tecnoldgica da industria
brasileira, avaliando que a balanca comercial brasileira
dos bens tipicos da industria de transformacéo, apresentou
expressivo déficit de US$ 35,3 bilhdes no acumulado
dos trés trimestres inicias de 2011, demonstrando uma
elevada demanda por servigos tecnoldgicos de alto valor
agregado pelas indUstrias brasileiras.

Frente a esses desafios de competitividade, o governo
brasileiro langou o Programa Brasil Maior (PBM),
estabelecendo a nova politica industrial, tecnoldgica,
de servicos e de comércio exterior — cujo foco é a
inovacdo tecnoldgica e o adensamento produtivo,
visando intensificar a progressdo tecnoldgica da
industria de transformacéo e impulsionar a qualificacédo
profissional de nivel técnico e superior, particularmente
das engenharias. Dentro do programa, o Ministério da
Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo (MCTI), ap6ia o PBM
por meio de trés programas federais voltados para
a formacdo profissional e inovacdo, dois deles com
participacdo expressiva do SENAI: o Programa Nacional
de Acesso ao Ensino Técnico e Emprego (PRONATEC),
e 0 Programa Ciéncia Sem Fronteiras (PCsF).

Em sinergia com o governo e as inddstrias, a
Confederacdo Nacional da Industria (CNI), atraves da
Mobilizagdo Empresarial pela Inovacéo (MEI) assumiu a
inovacdo como o tema mais importante a ser estimulado
na pratica empresarial do setor industrial. A agenda de
inovagdo da MEI, levada pela CNI a diversas instancias
politicas, contempla dez tépicos de interesse do setor:

1) Atracgdo de centros de P&D;

2) Internacionalizar as empresas, para ampliacdo da
presenca brasileira no exterior;

3) Disseminar a cultura da Propriedade Intelectual;

4) Formar recursos humanos, com énfase em
engenharia, ciéncias duras e ensino técnico;
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5) Aprimorar 0 marco legal da inovacéo;

6) Apoiar projetos estruturantes de P&D em grande
escala;

7) Definir instrumentos de apoio a projetos de P&D
pré-competitivos;

8) Reduzir os diferenciais de produtividade entre
grandes e pequenas empresas;

9) Articular inovacéo e comércio exterior

10) Atuar em Programas Setoriais de Inovacdo
(politicas por setores e cadeias)

O financiamento a inovacao é apontado como um
gargalo estrutural, especialmente no desenvolvimento de
P&D pré-competitivo, estagio entre a prova do conceito
inovador e a exploracdo em escala comercial do novo
produto, processo ou servico, envolvendo investimentos
representativos em estudos de mercado, construcdo
de protdtipos, plantas piloto, engenharia de processo,
avaliacdo de ensaios e teste. Uma forma de contornar este
cendrio seria focar a atuagdo no P&D pré-competitivo,
a exemplo do Instituto Fraunhofer na Alemanha ou
Kaist na Coréia do Sul, para viabilizar a aproximacao
da infraestrutura cientifica & realidade da demanda
empresarial, nos aspectos de acesso a fomento e reducéo
do tempo de operacionalizagéo.

Perante esse cenario, a CNI, em conjunto com o0 SENAI
Departamento Nacional, vem estruturando duas grandes
acOes de ampliacdo do papel do SENAI como agente do
avanco dacompetitividade da industria brasileira, reforcando
a sua atuagao estratégica em apoio aos programas e politicas
estruturantes de interesse da industria.
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A primeira acdo é desenvolver um projeto piloto com
vistas a constituicdo da Empresa Brasileira de Pesquisa e
Inovacéo Industrial (EMBRAPII), por meio do fomento a
projetos de cooperagdo envolvendo empresas nacionais,
Instituicbes Tecnoldgicas ou Instituicdes de direito
privado sem fins lucrativos, voltadas para atividades de
pesquisa e desenvolvimento, que objetivem a geracdo
de produtos e processos inovadores. A segunda agdo é
0 Programa SENAI de Apoio a Competitividade da
Indistria Brasileira, que prevé a formagdo de médo-de-
obra para indUstria e 0 aumento significativo da oferta de
servicos técnicos e tecnoldgicos especializados em areas
estratégicas do conhecimento. Para elevar o patamar
de atuacdo destes centros, serdo implantados Institutos
de Tecnologia com laboratorios de alto desempenho e
Institutos de Inovacao serdo instalados, que desenvolverao
pesquisa aplicada no estagio pré-competitivo.

Com essas acbes, o SENAI estard cumprindo
sua missdo junto as empresas, ampliando a oferta de
educacao profissional e tecnoldgica de alta qualidade,
servigos de alto desempenho e criando um ambiente
favoravel para o estabelecimento de uma economia
baseada no conhecimento, tornando assim a industria
brasileira mais competitiva.

Gustavo L. S. Filho

Diretor de Operagdes do SENAI/DN.

e-mail: gfilho@dn.senai.br
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Opin

Jodgo FE S. Mendes

Contribuicao da FATEC

Senai Roberto Mange para o
Desenvolvimento Tecnolégico

No inicio da década de quarenta (1940), como
conseqliéncia da Grande Guerra Mundial, a importacao
de maquinas, equipamentos, e sobretudo a méo-de-
obra, sofreu sérias restricoes. A industria brasileira era
incipiente. O mundo e o Brasil teriam que se refazer.
Foi neste contexto que nasceu o Servico Nacional
de Aprendizagem Industrial (SENAI). Motivados
pela necessidade de formar profissionais para 0s seus
empreendimentos e sonhando com a estruturagdo de
um parque industrial nacional promissor, empresarios
paulistas e cariocas da Confederagdo Nacional da
Industria criaram em 1942 o SENAI - Servigco Nacional
de Aprendizagem Industrial que, mantido e administrado
por eles mesmos, cuidaria da formacéo profissional para
atender suas necessidades.

Inicialmente as atividades da recém criada
instituicdo destinavam-se a formacdo de quadros
bésicos para o processo produtivo. E era tdo grande a
necessidade de profissionais para o chao de fabrica que a
imagem da entidade permaneceu durante décadas como
instituicdo de formacéo profissional para o processo
produtivo operacional: formacdo de jovens entre 14
e 18 anos (aprendizes) e capacitacdo de adultos para
operar maquinas. Este era o perfil profissional exigido
pela industria brasileira da época. A histéria do SENAI
em Goiés inicia-se em 1952 com a inauguracdo da
primeira escola, na cidade de Andpolis, construida
e administrada sob jurisdicdo do SENAI de S. Paulo,
apenas dez anos apos sua criacdo. A Escola SENAI de
Anapolis surgiu e transformou-se no polo de formacao
de profissionais para todo o Estado. S6 em 1966 é que foi
construida a segunda escola, agora na capital do Estado,
ja sob jurisdicéo da Federacgdo das IndUstrias do Estado
de Goias. Como no restante do Brasil, era necessario
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criar em Goias a cultura industrial e os principios de
organizacgdo, disciplina e exatiddo. Este era o foco da
formacdo profissional da época.

Dezenas de alunos formados na Escola SENAI
de Anapolis, incentivados pelos seus instrutores e
aproveitando as oportunidades da regido, empreenderam
seu proprio negdcio em diversas regides do Estado
e fora dele. SO a historia para contar! Mas voltemos a
Escola SENAI de Anapolis, denominada Centro de
Formacéo Profissional Roberto Mange, em homenagem
ao extraordinario engenheiro e professor Roberto Mange,
Diretor Regional do SENAI de S. Paulo, idealizador e
estruturador da instituicdlo SENAI. No final da década
de 70 com a instalacdo da Base Aérea e com a criagao
do Distrito Agro Industrial de Anapolis (DAIA), grandes
indUstrias de outros estados comegaram a chegar exigindo
novos profissionais com formacéo mais sélida. O SENAI,
sem abandonar a formacéo de aprendizes e a qualificacdo
de adultos, intensificou a formagdo dos profissionais
ja qualificados anteriormente, proporcionando-lhes
programas e cursos de aperfeigoamento profissional,
desde o nivel técnico ao nivel de supervisao e gestdo,
conforme demanda das induUstrias. As &reas até entéo
atendidas — construcao civil, metal-mecéanica e mobiliario
— foram ampliadas para a elétrica, manuten¢do mecénica
e mecanica veicular.

Nas décadas de 80 e 90 as indUstrias passaram a
demandar a formagdo de técnicos. De pronto o SENAI
adequou suas dependéncias, oficinas e laboratérios de
acordo com padrdo da producdo industrial e implantou
0S cursos técnicos em Seguranga no Trabalho, Mecénica
industrial, Eletrotécnica, Eletronica e Quimica Industrial.
Para areas em que ndo havia viabilidade de criagdo de
cursos técnicos em Goias as empresas passaram a ser



atendidas mediante a concessdo de bolsas de estudo (com
duracdo de trés anos) para alguns de seus funcionérios
em outras Escolas do SENAI pelo pais afora, nas areas:
téxtil, vestuario, moda, gréafica, edificagdes, plastico,
alimentos, curtume etc.

Na década de 90 a instituicdo adequou o conceito
de servir a industria traduzindo para uma linguagem
mais compreensivel e direta sua missdo: “Promover
a educagdo profissional e tecnoldgica, a inovacao e a
transferéncia de tecnologias industriais, contribuindo
para elevar a competitividade da industria brasileira™.
Assim, por exigéncia da Missdo e das empresas
mantenedoras, também o Centro de Formagéo
Profissional Roberto Mange, em Andpolis, se preparou
para estender sua atuacdo na vertente tecnoldgica,
melhorando sua estrutura de gestdo, o processo de
recrutamento de seus docentes e modernizacdo das
oficinas e laboratdrios. No inicio deste século, foi a vez
de rever e reorganizar seus procedimentos de gestdo
e suas praticas educativas de acordo com as normas
internacionais do Sistema de Gestdo de Qualidade e
comemorou o0 seu cinqiientenario (09/03/2002) obtendo
a Certificagdo NRB 1SO 9000:2000.

Em 2004, a Unidade é elevada a categoria de
Faculdade de Tecnologia implantando o curso de
Graduacéo Tecnoldgica em Quimica-Farmaco Industrial,
posteriormente com a denominagdo de Tecnologia
em Processos Quimicos para atender a nomenclatura
do Ministério da Educagdo. Como Faculdade foram
recrutados profissionais com graduacdo académica —
mestres e doutores — e com conhecimento do processo
produtivo, adquirido nas préprias empresas industriais.
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Com um quadro de mestres, doutores e especialistas,
expandiu sua a¢do também aos cursos de Pds-Graduacao
e a prestagdo de Servicos Técnicos e Tecnoldgicos em
areas de sua competéncia.

Se a industria local, regional e nacional se
moderniza para ser competitiva, a instituicdo
SENAI que ela criou e mantém ndo poderia deixar
de incorporar 0s avancos tecnoldgicos que invadem
todos os setores da vida. E 0 que as empresas sempre
cobraram do SENAI. Desta forma, sem abandonar
0S cursos basicos e técnicos que o mercado continua
necessitando, a FATEC/RM vem preparando,
também, profissionais para o campo da gestdo, da
tecnologia e da inovagdo, seja ministrando cursos,
seja prestando Servicos Técnicos e Tecnoldgicos,
Assessoria e Consultoria. Todas estas atividades séo
inerentes a Missdo do SENAI. Poucas institui¢bes de
ensino terdo contribuido tdo significativamente para o
desenvolvimento tecnoldgico, em Anapolis e no Brasil,
e ndo poderia ser diferente, pois foi criada para servir a
industria. Os empresarios anapolinos e brasileiros estdo
de parabéns pela criagdo e manutengdo de sua Escola/
Faculdade.

Jodo E S. Mendes

Diretor da Faculdade de Tecnologia SENAI de Desenvolvimento
Gerencial.

e-mail: jfranciscomendes.senai@sistemafieg.org.br
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Angelo H. L. Machado & Wender A. Silva

Porque Investir em Tecnologia
no Setor Farmoquimico?

O atual panorama de desenvolvimento econdmico
aponta mais uma vez para o fortalecimento industrial,
em especial nos seguimentos que tangem a produtos
derivados da Quimica Fina e Farmoquimico (Tabela 1).
Neste contexto o Brasil tem se consolidado como um
membro ativo no cenario econdmico mundial. Além do
mercado consumidor, apresenta importante atividade nas
exportacdes, garantindo um saldo positivo de 13 bilhdes
de ddlares em nossa balanca comercial para o periodo de
janeiro a junho de 2011.

Tabela 1. Participagao da IndUstria Quimica nas exportagdes Brasileiras
em 2011.

Apesar desses resultados serem dignos de
comemoragdo, os dados da Tabela 2 mostram que ainda
houve uma intensa participacdo da Industria Farmacéutica
Nacional nas importacOes realizadas durante o ano de
2011. A contribuicdo nesses nimeros se deve, em grande
parte, a importacdo dos Ingredientes Farmacéuticamente
Ativos (IFA’s) necessarios a produgdo nacional dos
medicamentos. A andlise desta situagdo nos leva a concluir
que o crescimento do setor Farmogquimico e o consequente
aumento na producao nacional dos IFA’s, além de reduzir
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a contribuicdo do setor Farmacéutico para as importacdes,
tém o potencial de promover um significativo incremento
em nossas exportacdes de produtos quimicos, em especial
aqueles com maior valor agregado, fato que contribuiria
ainda mais para um superavit em nossa balanca comercial.

Tabela 2. Participagdo dos Produtos Quimicos e Farmacéuticos nas
importagdes do Brasil em 2011.

Em face da atual politica nacional, é possivel
observar algumas acbes do Governo Brasileiro para
que haja um fortalecimento industrial, em especial
nos seguimentos de quimica fina e farmoquimica. Este
fato pode ser claramente observado a luz de trés acbes
governamentais recentes:

i. Chamadas publicas do FINEP (Financiadora de Estudos
e Projetos) para subvengdes econdmica de projetos
privados relacionado & descoberta de novos IFA’s e
desenvolvimento de processos industriais de [IFA’s
estratégicos ;

ii. Licenca Compulséria do Medicamento Efavirenz;

iii.Parceiras Publico-Privadas (PPP) para producao nacional
de IFA’s e medicamentos estratégicos.



Em 2006 a FINEP, vinculada ao Ministério da Ciéncia
e Tecnologia (MCT), publicou a primeira chamada
publica com o intuito de capacitar as empresas nacionais
na descoberta de novas drogas e no desenvolvimento
de processos industriais de preparacdo das mesmas,
em especial drogas utilizadas no tratamento de HIV e
HCV (Hepatite C Viral). A titulo de curiosidade, vale
ressaltar que a FINEP concedeu, nesta modalidade de
financiamento, valores que giraram em torno de um
terco do valor total investido no projeto submetido pela
empresa contemplada.

Em maio de 2007, a Presidéncia da Republica,
através do decreto 6.108, decretou a licenca compulséria
para comercializacdo do medicamento Efavirenz, cuja
patente pertence a Merck Sharp & Dome. Por meio
dessa medida ficou permitido, do ponto de vista legal, a
producéo local ndo somente da forma farmacéutica, mas
também do ingrediente farmaceuticamente ativo (IFA). A
partir desse precedente, houve uma corrida de empresas
nacionais para se capacitarem na sintese deste IFA, uma
vez que ndo se consumou o contrato entre o Ministério
da Salde (MS) e a empresa detentora da patente, mesmo
apos a declaracdo de “interesse publico” do MS no
Efavirenz por meio da portaria 886 de 24 de abril de 2007.
Em negociacGes anteriores, os medicamentos Nelfinavir
(da Roche) e a combinacdo de Lopinavir e Ritonavir
(ARV Kaletra da Abbott) também tiveram seu “interesse
publico” decretados com objetivo da manutencdo do
Programa DST/AIDS do MS.

A declaracdo de “interesse publico” e licencas
compulsorias sobre medicamentos sdo temas de natureza
controversa. Tal acdo, quando analisada de forma isolada,
leva a um desconforto uma vez que esta limita o direito
de uma empresa de usufruir dos lucros oriundos desta
tecnologia a ela garantido pela concessdo de uma carta
patente. Tal fato se torna ainda mais questionavel quando
sdo apresentadas as somas investidas pela empresa neste
desenvolvimento. Todavia, além de trazer consigo a
manutencdo de politicas de salde publica estratégicas
ao Brasil, a declaracdo da licenca compulséria aqui
ocorrida impulsionou as empresas nacionais envolvidas
na producdo do Efavirenz a investirem na preparacéo de
suas plantas produtivas e na capacitacdo de suas equipes
de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovagdo (PD&I),
Producdo e Qualidade para que todos os requisitos de
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qualidade exigidos por nossa legislacdo viessem a ser
atendidos em suas producoes.

Em dezembro de 2008, o Ministério da Sadde
resolveu, por meio da portaria 3.031:

“Art. 1° Estabelecer que os Laboratdrios Oficiais
de producdo de medicamentos, em suas licitagdes,
devam dar preferéncia a aquisicéo dos ingredientes
farmacéuticos ativos necessarios a sua linha
de producdo de empresas que produzam essas
matérias-primas no Pais.

Art. 2° Quando houver mais de um fornecedor que
atenda as condicOes estabelecidas pelo artigo 1°
desta Portaria, os laboratorios oficiais de produgédo
de medicamentos deverdo levar em conta, no
processo licitatério, o grau de verticalizacdo da
producdo no Pais, apresentado pelos fornecedores™.

Como resultado desta portaria, iniciou-se 0
estabelecimento das Parcerias Publico-Privadas (PPP)
que objetivam a producéo nacional, tanto do IFA quanto
da forma farmacéutica para medicamentos. Entre 2009
e 2011 foram estabelecidas 28 PPP para producdo de 29
medicamentos estratégicos destinados ao tratamento de
doencas como AIDS, tuberculose, asma e colesterol alto.
Os IFA’'s motivadores destas PPPtém sido cuidadosamente
selecionados dentre os 80 medicamentos estratégicos
encontrados na portaria n® 1.284, de 26 de maio de 2010,
do Ministério da Saude, atualizacdo da portaria n® 978, de
16 de maio de 2008 do mesmo ministério.

Todas estas acBes deixam claras as inten¢bes do
Governo Brasileiro sobre o fortalecimento do setor
Farmoquimico e sdo, certamente, um incentivo para que
empresas nacionais iniciem ou fortalegam os investimentos
neste segmento de nossa Indudstria Quimica.

Na medida em que tal cenario foi se estabelecendo, os
orgaos regulatérios também aperfeicoaram a legislacao
que trata de insumos para o setor farmacéutico bem como
a legislacdo sobre os medicamentos propriamente ditos.
Em 13 de setembro de 2005, o MS publicou a (Resolucédo
de Diretoria Colegiada) RDC 248, legislacdo especifica
para a concessdo do certificado de Boas Pratica de
Fabricacdo (BPF) para empresas envolvidas na produgéo
e fracionamento para revenda de insumos farmacéuticos,
incluindo os IFA’s.

Em 18 de novembro de 2009 o MS publicou a RDC
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57/2009 e a IN 15/2009 que regulamentam o registro
de 20 IFA’s estratégicos para as politicas nacionais de
medicamentos deste ministério:

[EE

. Ciclosporina

. Clozapina

. Cloridrato de clindamicina
. Ciclofosfamida

. Ciprofloxacino

. Metotrexato

. Carbamazepina

. Carbonato de litio

© 00 N oo o A W N

. Fenitoina

[EEN
o

. Fenitoina sodica

[y
[N

. Lamivudina

[EN
N

. Penicilamina

[ERN
w

. Tiabendazol

[N
SN

. Efavirenz

-
[$2]

. Nevirapina

[N
(2]

. Rifampicina

[EEY
~

. Ritonavir
18. Zidovudina
19. Aciclovir

20. Ampicilina

Nesta regulamentacéo, se faz necesséria apresentagédo
de informacBes gerais sobre a substancia para qual
se requisita o registro (Nomenclatura: Denominagéo
Comum Brasileira, ou na sua falta, Denomina¢do Comum
Internacional, nimero CAS, nome quimico, sinonimia
com referéncia completa, férmula molecular e estrutural,
peso molecular, forma fisica e outras propriedades fisico
quimicas como pH, solubilidade, ponto de fusdo e ponto
ebulicdo, tamanho da particula, estruturas cristalina,
amorfa e solvatos) assim como informagdes sobre o
processo de fabricacdo e controle de qualidade do IFA
(matérias primas, solventes, catalisadores, especificacdes
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das matérias-primas e materiais de embalagem, escala
de producdo, rendimento, equipamentos, condicGes de
operacao, controles em processo, etapas criticas incluindo
respectivos testes e critérios de aceitacdo, fluxograma
do processo produtivo com indicacdo da formacdo de
intermediarios e de possiveis impurezas).

Duas questbes importantes que sdo levantadas
na legislacdo sobre BPF e registro de insumos dizem
respeito ao perfil de impureza e a caracterizacdo do
estado sélido dos IFA’s. O perfil de impurezas deve
ser cuidadosamente investigado por meio do controle
de qualidade dos materiais de partida empregados no
processo de sintese do IFA, estudos de degradacao
forcada e estudos de estabilidade do IFA. Todas estas
informagdes sdo fundamentais para que se desenvolva
uma metodologia de analise que seja indicadora de
qualidade deste produto.

Desde 1996 o estado sélido dos IFA’s tem recebido
uma especial atencdo das empresas e dos 6rgaos
regulatorio. Nesta ocasido, o surgimento de uma
nova forma cristalina menos solivel do antiretroviral
Ritonavir promoveu o recall do medicamento Norvir®
da Abbot. Esta forma cristalina, 50% menos solvel em
etanol que a originalmente utilizada na fabricacdo das
capsulas gelatinosas do Norvir®, levou a precipitacao
do IFA no interior das capsulas e reducdo da eficiéncia
deste medicamento. Estas novas formas cristalinas,
denominadas polimorfos, devem ser, de acordo com
a legislagcdo brasileira, investigadas e sua formacéo
deve ser controlada durante o processo de producdo
e armazenamento dos IFA’s, uma vez que polimorfos
tem o potencial de apresentar diferencas significativas
em propriedades fisico-quimicas importantes para a
eficiéncia de um medicamento.

Sob esse prisma, a constante busca por processos
industriais eficientes para producdo dos IFA’s que
atendam a legislacao brasileira e mundial, bem como as
exigéncias de qualidade do mercado tem impulsionado
as empresas a investir na consolidacdo de seus setores
voltados a PD&I por meio da atualizagdo tecnoldgica dos
laboratdrios onde essas equipes executam tais funcoes,
bem como pela contratacdo de profissionais com alto
grau de especializagdo em dominios estratégicos.
Diferentemente do pensamento de muitos, um processo
industrial utilizado na sintese de alguma substancia
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organica, por exemplo, ndo é a simples realizacdo de
reagdes quimicas dentro de recipientes com volumes
que comportem quantidades maiores dos inNsumMos
originalmente empregados no desenvolvimento em
escala laboratorial desta substancia. A transposicdo de
escala compreende uma sucessdo de eventos passiveis
de acontecer e muitos deles sdo de dificil visualizacdo
em escala de laboratdrio, tais como demandas de troca
de calor, gradientes de temperatura (hot spots), falta
de homogeneidade como caracteristica de agitacdo
ineficiente. Tais eventos sdo indesejaveis e causam,
durante o processo de producdo de um IFA, a formacédo
de impurezas quimicas e fisicas (polimorfos), geracdo de
residuos (efluentes) com elevada toxicidade, auséncia de
homogeneidade entre lotes e descontrole térmico.

Frente a todos estes desafios, cabe uma pergunta:
Nossas instituicdes de ensino tém capacitado profissionais
para atender as demandas deste setor? O Programa
REUNI ampliou o nimero de cursos de graduacdo em
quimica, quimica tecnol6gica e engenharia quimica
nas Instituicbes de Ensino Superior (IES’s), fato que
trara em breve um expressivo aumento no ndmero de
profissionais necessarios ao desenvolvimento do Setor
Farmoquimico Nacional. Os ultimos anos tém registrado
um crescente numero de profissionais da Quimica
egressando de programas de po6s-graduacdo com o titulo
de mestre ou doutor em areas como Quimica Analitica,
Quimica Organica e Quimica Tecnologica, todas estas
fundamentais em um grupo de PD&I de uma empresa
Farmoquimica. A Escola Superior em Sintese Orgénica,
iniciativa da Sociedade Brasileira de Quimica, cuja quarta
edicdo foi realizada este ano no campus da Universidade
de Sdo Paulo da cidade de S&o Carlos, tem sido um
ambiente frutifero para a interacdo entre professores das
IES, alunos de pds-graduacéo e profissionais da Industria
Quimica. Assuntos como empreendedorismo, aspectos
modernos de sintese organica, novas tecnologias para
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execucdo de reacOes quimicas e desafios relacionados
ao cotidiano de um setor de PD&I de uma empresa séo
compartilhados e servem de estimulo para as novas
geracBes de profissionais da Quimica vislumbrarem
meios de interagir ou ingressar neste setor produtivo.

Com base nas informagdes discutidas, fica dificil
ignorar o fato de que o Brasil encontra-se em um
momento privilegiado para setor Farmoquimico. Acles
governamentais tém impulsionado iniciativas do setor
privado a investir na consolidacdo e crescimento
dos setores de PD&I de empresas Farmoquimicas.
Este fato, além de fortalecer as politicas publicas do
Ministério da Salde, ajuda a reduzir a contribuicdo
do setor Farmacéutico nas importacfes, situacdo que
viabiliza outros investimentos governamentais nestas
acdes de incentivo. O crescente nimero de profissionais
da Quimica com qualificagdo para atuar nestes grupos
de PD&I déo suporte a este crescimento e contribuem
para que 0s processos industriais ali desenvolvidos
atendam, além da competitividade no custo, os requisitos
de qualidade, seguranca e sustentabilidade que nossa
legislacéo exige.

Angelo H. L. Machado' & Wender
A. Silva®

'Grupo de Tecnologia em Sintese Organica do Laboratério de
Isolamento e Transformagdo de Moléculas Organicas, Instituto de
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Instrucées para envio de
artigos para a Revista
Processos Quimicos

Prezado(a) autor(a),

Para que seu artigo possa entrar em nosso processo de avaliacdo para
possivel publicacdo na revista Processos Quimicos, 0 mesmo devera satisfazer
as seguintes condices:

» Utilizar somente o editor Microsoft Word, numerando todas as paginas;

» Conter no maximo 40 laudas, incluindo Figuras, Tabelas, Esquemas etc;

» Conter Resumo e Abstract, ambos com até 100 palavras;

» Conter Palavras-chave e Keywords, ambos com até 3 palavras;

» Titulo com no maximo 20 palavras;

» Titulacdo do autor (créditos). Dados pessoais do autor: endereco, telefone, e-mail;

» As figuras, tabelas, esquemas etc devem ser colocadas ap6s as referéncias e
devidamente identificadas. Se escaneadas, devem ser em alta resolucédo (800 dpi/
bitmap para tracos) com extensdo TIF ou JPEG. As fotos ou desenhos com cor
(300 dpi/grayscale) devem ser enviadas com extensédo tif/jpg, para ndo termos
problemas ao aplica-las no padrdo da Revista. Outras extensfes possiveis: CDR,
EPS ou CDX. No caso particular de esquemas contendo estruturas quimicas,
estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para que possam ser reduzidas
uniformemente. Considerar que as figuras deverdo ter largura maxima de uma
coluna (8,5 cm) ou, excepcionalmente, de 2 colunas (17,5 cm).
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» As figuras (graficos, esquemas, etc.) deverdo ter qualidade gréfica adequada
(usar somente fundo branco).

» A primeira pagina devera conter o titulo do trabalho, nome e endereco dos
autores (para a revista, a menor unidade é o departamento). Havendo autores
com diferentes enderecos estes deverdo se seguir imediatamente ao nome de cada
autor. Os autores devem ser agrupados por endereco. Indicar com asterisco(*) o
autor para correspondéncia, colocando seu e-mail no rodapé desta pagina (um sé
e-mail). A segunda pagina devera conter o titulo, o resumo e o abstract do trabalho;

» As referéncias bibliogréaficas deverdo ser numeradas e todas citadas no final do
artigo. Sera utilizada a abreviatura da revista como definida no Chemical Abstracts
Service Source Index (ver http:/Aww.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura autorizada
de uma determinada revista ndo puder ser localizada e néo for ébvio como o titulo deve
ser abreviado, deve-se citar o titulo completo. Exemplos de citacoes:

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.

2. Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. I.; Izv. Wssh.
Uchebn. Zadev.; Khim. Khim. Tekhnol. 1976, 19, 708.

3. Lemos, T. L. G.; Andrade, C. H. S.; Guimardes, A. M.; Wolter-Filho, W.; Braz-
Filho, R.; J. Braz. Chem. Soc. 1996, 7, 123;

4. Angelo, A. C. D.; de Souza, A.; Morgon, N. H.; Sambrano, J. R.; Quim. Nova
2001, 24, 473.

5. Regitz, M. Em Multiple Bonds and Low Coordination in Phosphorus
Chemistry; Regitz, M.; Scherer, O. J., eds.; Georg Thieme Verlag: Stuttgart,
1990, cap. 2.

6. Cotton, F.A.: Wilkinson, G.; Advanced Inorganic Chemistry, 5th ed., Wiley:
New York, 1988.

» Espaco duplo entre linhas;
» Fonte: Times New Roman 12;
» Enviar uma copia do artigo, acompanhada de carta de encaminhamento a

Editoria da Revista Processos Quimicos, para o seguinte endereco eletronico:
revistapg.senai@sistemafieg.org.br;
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