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RESUMO

O Limnoperna fortunei — mexilhdo dourado € um bivalve nativo do sudeste asiatico e
foi detectado pela primeira vez na América do Sul no ano de 1991 no rio da Prata e
nos anos seguintes foi localizado em diversas outras partes do continente.
Considerando a escassez de estudos dessa espécie no que diz respeito a dados que
auxiliem o avanco do conhecimento acerca da biotecnologia e da bioprospeccéao, base
fundamental inclusive para a explotacao desse tipo de recurso, este estudo tem como
objetivo obter e caracterizar quimicamente o extrato metanélico do molusco visando
identificar compostos que possam contribuir com possiveis a¢des antibacteriana,
antifingico, anti-incrustante e farmacol6gicas. Nesse ambito, para a realizacdo do
trabalho foi feito a coleta de espécimes de mexilhdes vivos na estagcdo ambiental de
hidrobiologia e piscicultura do reservatério da Hidroelétrica de Volta Grande localizada
na divisa de Minas Gerais com o estado de Sdo Paulo, no municipio de Conceigéo
das Alagoas. A segunda etapa consistiu ha obtencao do extrato bruto utilizando dois
diferentes métodos de extracdo, maceracdo e Soxhlet. Para a obtencdo dos
resultados foi utilizado o equipamento de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas onde foi possivel identificar 98 compostos no total, desses,
74 compostos no material extraido pelo método de Soxhlet e 72 pelo método de
maceracao, sendo, 48 compostos presentes em ambas as amostras. Desse total de
98 compostos, foi caracterizado 2 aminas, 7 aldeidos, 9 acidos carboxilicos, 9 alcoois,
9 haletos organicos, 9 hidrocarbonetos, 18 fendis e 35 ésteres. Os resultados
alcancados com esses métodos sdo um primeiro passo de grande valia para nossa
linha de pesquisa que nhum segundo momento investigara as funcdes bioldgicas das
moléculas identificadas visando o conhecimento desse invasor e podendo contribuir

para seu monitoramento e possiveis utilizacdes em campos diversos.

Palavras-chaves: Limnoperna fortunei, CG/EM, Caracterizagdo Quimica.
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ABSTRACT

The Limnoperna fortunei — golden mussel is a bivalve native of Southeast Asia and
was first detected in South America in 1991 in the rio da Prata and in the following
years it was located in several other parts of the continent. Considering the scarcity of
studies of this species with data that help advance knowledge about biotechnology and
bioprospecting, a fundamental basis for the exploitation of this type of resource, this
study aims to obtain and chemically characterize the methanol extract of the
molluscum aiming to identify compounds that may contri  bute with possible
antibacterial, antifungal, antifouling and pharmacological actions. In this context, to
carry out the work, specimens of live mussels were collected at the environmental
hydrobiology and fish farming station of the Volta Grande Hydroelectric, located on the
border of Minas Gerais with the state of Sdo Paulo, in the city of Conceicdo das
Alagoas. The second step consisted of obtaining the crude extract using two different
extraction methods, maceration and Soxhlet. To obtain the results, gas
chromatography equipment coupled to mass spectrometry was used, where it was
possible to identify 98 compounds in total, of these, 74 compounds in the material
extracted by the Soxhlet method and 72 by the maceration method, with 48 compounds
present in both samples. From this total of 98 compounds, 2 amines, 7 aldehydes, 9
carboxylic acids, 9 alcohols, 9 organic halides, 9 hydrocarbons, 18 phenols and 35
esters were characterized. The results achieved with these methods are a very
valuable first step for our line of research, which in a second moment will investigate
the biological functions of the identified molecules in order to understand this invader

and can contribute to its monitoring and possible uses in different fields.

Keywords: Limnoperna fortunei, GC/MS, Chemical Characterization.
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1 INTRODUCAO

O Limnoperna fortunei (Dunker, 1857) conhecido popularmente como mexilh&o
dourado, € um molusco bivalve nativo do sudeste asiatico (Camboja, China, Coréia,
Indonésia, Laos, Tailandia e Vietnd). Contudo, no ano de 1966 foi relatada e
considerada espécie invasora em Hong Kong (MORTON, 1977), em seguida teve
ocorréncia no Japao e em paises da América do Sul a partir da década de 1990
(DARRIGRAN & DRAGO, 2000; PASTORINO et al., 1993).

O primeiro registro no continente sul-americano foi no ano de 1991 no rio da Prata,
balneario de Bagliardi, local préximo a Buenos Aires (PASTORINO et al., 1993). Essa
introducdo provavelmente se deu com agua de lastro de navios provenientes do
sudeste asiatico, pois coincidiu com o momento em que o intercambio comercial entre
paises sul-americanos e asiatico estava em ascensao (DARRIGRAN & PASTORINO,
1995). Foi classificado por NEWELL (1969), como molusco bivalve, do filo Mollusca,
familia Mytilidae, ordem Mytiloida, subclasse Pteriomorpha e género Limnoperna. E
da familia dos mexilhdes marinhos e é encontrado em aguas doce e salobra
(DARRIGRAN & MANSUR, 2006).

A sua alimentacdo se da pela filtracdo na maioria das vezes de fitoplancton,
zooplancton e matéria organica particulada em suspencdo (MOREIRA, 1995). Sao
animais que se reproduzem com o lancamento de gametas eliminados por outros
individuos da espécie no ambiente devido a alteracbes ambientais do meio
(MAGALHAES, 1985). A concha dos bivalves ¢é formada por proteinas e
polissacarideos, carbonato de calcio (CaCOs), que esta em forma de cristais de
aragonita e calcita secretada pelo manto dos moluscos chamada conchiolina, um
material organico de cor marrom e mole (ALMEIDA & OLIVEIRA, 2000).

Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (Ibama), o0 molusco ja esta presente em cerca de 40% das hidroelétricas
do Brasil. Os custos para os processos de manutencdo relacionadas as infestacfes

variam de R$ 220 mil a R$ 1,4 milh&es por ano para cada usina afetada pela presenca



desse invasor. Uma usina de pequeno porte afetada pelo mexilhdo dourado pode ter
prejuizo de aproximadamente R$ 40 mil a cada dia de paralisagéo para a retirada do

espécime das tubulagdes e turbinas geradoras de energia (CASE STUDIES, 2019).

Mesmo com a crescente quantidade de estudos, ndo existe relato de estratégias
gue foram bem sucedidas no controle da expansao da invaséo do Limnoperna fortunei
em instalacdes industriais. Os bivalves podem detectar produtos quimicos na agua e
fechar suas valvulas como uma resposta defensiva, tornando-os tolerantes a uma
ampla variedade de substancias quimicas, incluindo oxidantes fortes com o cloro
(ULIANO-SILVA et al, 2018).

O sequenciamento do genoma €& uma das descricbes mais relevantes e
informativas da biologia das espécies. O substrato genético das populacdes
invasoras, sobre o qual age a sele¢éo natural, pode ser de maxima importancia para

a compreensao e controle de um invasor biolégico (ULIANO-SILVA et al, 2018).

A exploracdo para a descoberta de produtos naturais de fontes aquaticas esta
sendo cada vez mais estudada devido ao seu grande potencial antifungico,
antibacteriano e anti-incrustante. O grupo de invertebrados aquaticos das esponjas,
cnidarios, moluscos e ascidias sdo considerados mais propensos a obtencdo de
moléculas bioativas (ROCHA et al., 2013).

O potencial medicinal da flora e fauna brasileira se destaca no senario mundial
com grande potencial na pesquisa cientifica em busca de moléculas bioativas. A
busca por compostos bioativos de origem natural com alta capacidade antioxidante
aumentou consideravelmente nas duas Ultimas décadas, principalmente devido ao
seu potencial preventivo e no tratamento de doencas cardiovasculares, doencas
cronicas e neurodegenerativas (GIL-CHAVEZ et al., 2013). Também se tem as
inUmeras classes de metabdlitos secundarios com grande potencial farmacolégico,

entre elas estdo os alcaloides, flavonoides e as cumarinas (BEZERRA et al., 2006).

A busca por substancias além das ja descobertas se da com a necessidade de
aumentar a eficiéncia de quimioterapias utilizadas no combate ao cancer a fim de
diminuir efeitos colaterais e ter uma maior eficiéncia no tratamento. Neste sentido,
encontrar métodos extrativos eficientes bem como a caracterizacdo de compostos
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bioativos a partir de fontes naturais é de grande valia para os pesquisadores
(OLIVEIRA et al., 2016).

A extracdo € uma técnica usada para separacao, isolamento e purificacdo de
compostos organicos. A extracdo se baseia na maior solubilidade de um ou mais
compostos de uma mistura em determinado solvente. Duas ou mais substancias
podem ser separadas pela extracdo somente se suas solubilidades forem muito
diferentes. A solubilidade de um liquido em outro pode ser prevista por meio das for¢as
intermoleculares e das estruturas dos compostos. Assim, “compostos polares

dissolvem compostos polares e compostos apolares dissolvem compostos apolares”.

Compostos que tém grupos polares e apolares tais como acetona, etanol entre
outros, sao sollveis tanto em liquidos polares como apolares. Uma extracdo pode ser
continua ou descontinua. A continua ocorre quando o composto organico € mais
solivel em agua do que no solvente organico. A descontinua consiste em agitar uma
solucdo aquosa com um solvente organico num funil de separacéo, a fim de extrair
determinada substancia (GUILHON, 2011; SOLOMONS & FRYHLE, 2002).

A separacao solido-liquido é um método usado na separacao e ou purificacdo dos
elementos da mistura. No procedimento de extracdo, o material a ser estudado que
estd na forma sélida é passado para a fase liquida. A partir desta metodologia é
possivel fazer o isolamento de compostos puros a partir de um composto de dois ou
mais elementos, por meio da separacdo do componente que se deseja dos outros

constituintes.

Existem diversos métodos de extracdo solido-liquido, tais como o método de
Soxhlet e a maceragédo; o procedimento ideal a ser usado ira depender das
propriedades fisico-quimicas dos elementos da mistura, por exemplo, sublimacéo,
filtracdo, decantacdo, evaporacéo, recristalizacéo e diversos tipos de destilagédo para
a purificacdo de compostos liquidos (VOGEL, 1971; BECKER et al., 1997).

As moléculas bioativas podem ser extraidas/identificadas utilizando a
cromatografia, que é uma técnica de separacao proveniente da purificacao de extratos
naturais (SOUZA et al., 2013).



Os meétodos de cromatografia podem ser empregados em conjunto ou
separadamente dependendo da classe dos compostos de interesse a serem
separados ou identificados. A cromatografia liquida e a cromatografia gasosa podem
ser acopladas a detectores de espectrometria de massas ou a ressonancia magnética
nuclear. Assim sendo, técnicas modernas de triagem de extratos complexos como a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas podem ser combinadas para a separacéo e
identificacdo de metabdlitos secundarios (CORREA et al., 2016).

Considerando a escassez de estudos com moluscos para obtencéo de moléculas
bioativas e a necessidade de avanco do conhecimento acerca da biotecnologia e da
bioprospeccéo, base fundamental inclusive para a explotacdo desse tipo de recurso,
aqui, de forma exploratoria, temos como objetivo extrair a frio e caracterizar extrato
bruto do molusco mexilhdo dourado buscando a identificacdo molecular quimica e
num segundo momento explorar suas possiveis aplicagbes antibacteriana,

antifangico, anti-incrustante e farmacolégicas.



2 OBJETIVO GERAL

Obter e caracterizar extrato bruto do molusco Limnoperna fortunei — mexilhdo
dourado utilizando metanol e as técnicas de maceracdo e soxhlet, visando a
identificacdo quimica das moléculas pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM).

2.1 Objetivos Especificos

e Obter o extrato bruto metandlico do Limnoperna fortunei a temperatura
ambiente pelo método de maceracéao.

e Obter o extrato bruto metanélico do Limnoperna fortunei pelo método de
Soxhlet.

e Utilizar a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) para identificar os compostos quimico/molecular do extrato bruto.



3 JUSTIFICATIVA / RELEVANCIA

Substancias bioativas sdo moléculas organicas de baixa massa molecular que
apresentam uma ampla diversidade quimica e efeitos diversos sobre organismos
vivos, sendo associadas as mudangas em seu comportamento, fisiologia ou

metabolismo.

O estudo fitoquimico dessas moléculas vem se desenvolvendo devido ao
potencial farmacologico, representando dessa maneira uma alternativa as terapias
convencionais. O panorama mundial da pesquisa ligada a identificacdo das
potencialidades de moléculas biotivas e suas aplicacfes é indicada pela base de
dados de patentes, INPI (Instituto Nacional de Propriedade Industrial) e WIPO
(Organizacgédo Mundial de Propriedade Intelectual). E notado que a China seguida dos
Estados Unidos lideram o ranking de patentes depositadas assim como a existéncia
de um numero grande de patentes em ambito internacional em relacéo as registradas

nacionalmente.

Considerando a escassez de estudos com moluscos para obtencéo de moléculas
bioativas e a necessidade de avanco do conhecimento acerca da biotecnologia e da
bioprospec¢cdo em nosso pais, base fundamental inclusive para a explotacdo desse
tipo de recurso, esta investigagcdo tem como objetivo obter e caracterizar extratos
brutos do molusco Limnoperna fortunei — mexilhdo dourado dando um primeiro passo
na direcdo de consolidar conhecimentos e habilidades visando num segundo
momento as possiveis acdes antibacteriana, antifiingico e anti-incrustante que possa
atuar diretamente no combate de bioincrustacées atenuando o grande impacto
financeiro causado por esta espécie invasora e todas as demais areas como por

exemplo a identificacdo de compostos Uteis na composicéo de farmacos.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao bibliografica aborda os seguintes topicos:
e Descricdo do mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) e seu impacto no
ambiente;
e Area de estudo: Usina Hidroelétrica de Volta Grande;
e Extracdo pelo método de maceracéo;
e Extracdo pelo método Soxhlet;
e Solventes polares — Metanol,
¢ Influéncia dos Parametros de extracdo com tempo, temperatura € composicao;
e Descricdo de moléculas bioativas — lipidios e metabdlitos secundéarios de
moluscos;
e Técnica de cromatografia, um apanhado geral,
e I|dentificacdo de moléculas bioativas e gendmicas com a técnica de

cromatografia.

4.1 Descricdao do mexilhdo dourado (Limnoperna fortunei) e seu impacto no

ambiente

A pratica de locomocéo de espécies de fauna e flora ao redor do mundo se
intensificou com um avanco da comercializagcdo de especiarias e ao surgimento de
curiosidades na exploragdo dos europeus a terras desconhecidas. Na maioria das
vezes as espécies ndo se adaptam de forma a conseguir sobreviver devido a
condicBes climaticas, falta de alimentos essenciais e a competicdo entre espécies pela
sobrevivéncia. Entretanto, quando a espécie tem uma boa adaptacdo ao clima,
ambiente, auséncia de predadores e reproducéo rapida, pode se tornar um problema
e se tornar uma espécie invasora na regido causando prejuizos ambientais e até

mesmo econdmicos (HILL, 2015).



O Limnoperna fortunei € uma espécie de mexilhdo que possui sua origem na agua
doce, epifaunal, alimenta-se pela filtracédo, vida util estimada de até 3 anos, vive em
bandos, crescimento r4pido podendo atingir entre 3 cm e 4 cm quando adulto,
maturidade sexual rdpida e fecundidade alta (DARRIGRAN & DAMBORENEA, 2011).

Figura 1 - Espécimes de mexilhdao dourado.

Fonte: Elaboracéao do Autor.

A introducdo do mexilhdo dourado na bacia do Prata e no rio Guaiba teve
dispersao rapida a montante a uma distancia de 240 km por ano causando diversos
impactos ao meio ambiente (DARRIGRAN et al., 2007; MANSUR et al., 2003).



Figura 2 - Locais de invasdo do Limnoperna fortunei na América do Sul nos anos de A) 1991, B)
2001, C) 2011 e D) 2020.
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Fonte: CBEIH, 2020

Para que fosse possivel avaliar a capacidade de invasor do mexilhdo dourado foi
levado em consideracdo as variaveis de espaco e tempo. O impacto produzido no
inicio da invasdo ndo teve um crescimento linear, e sim um comportamento inicial
exponencial e em seguida uma estabilizacdo. A maior densidade de individuos
manifestou-se no inicio da invasdo, com o passar do tempo foi estabilizado em
densidades menores (MANSUR et al., 2003). Esse desenvolvimento leva em média
dez anos para acontecer (DARRIGRAN et al., 2003).



O mexilhdo dourado apesar de ser uma espécie de agua doce, pode também estar
presente em aguas salobras com salinidade menor que 3 ppt e consegue sobreviver
em valores de pH de 6,2 a 7,4 e concentracdo de Ca** de 3,96 mg/ L (DARRIGRAN,
2002).

Quando identificado pela primeira vez na América do Sul em 1991, no rio da Prata,
a densidade de Limnoperna fortunei foi de 4 a 5 individuos por m? (DARRIGRAN &
PASTORINO, 1995; DARRIGRAN, 2000). Na mesma localidade no ano de 1995, a
densidade de mexilhdes no mesmo lugar atingiu o pico chegando a 150.000 individuos
por m? e algum tempo depois se estabilizando a 40.000 individuos por m?2
(DARRIGRAN et al., 2003).

A chegada do Limnoperna fortunei mostrou que ndo sao apenas afetados os
ambientes naturais, mas também trouxe diversos problemas econémicos aos paises
Sul-americanos causadas pela bioincrustacdo que anteriormente era problema em
regides de estuarios e costeiras. Dessa forma, grandes industrias enfrentam
problemas de reducdo de diametro de tubos de agua, bloqueio de tubulacdes e
diminuicdo da velocidade da agua por bloqueio de larvas em filtros (DARRIGRAN,
2000). Estes problemas foram percebidos em usinas de tratamento de agua, usinas
hidrelétricas, térmicas, refinarias de petroleo e dutos de esgoto nas cidades. Com isso,
0s custos aumentam devido a paralisacbes causadas pela necessidade de limpeza
mecéanica ou quimica. Além disso, medidas como substituicdes de tubos e filtros das
tubulacdes podem se tornar uma necessidade devido a elevacao da taxa de oxidacéo

do material o tornando com vida util reduzida.

4.2 Areade estudo: Usina Hidroelétrica de Volta Grande

O reservatorio da Hidroelétrica de Volta Grande esta localizado em area tropical
(48° 25 e 47° 35' W, 19° 57’ e 20° 10’ S). E resultado de um barramento feito no rio
Grande entre os estados de Minas Gerais e Sado Paulo. Possui sua casa de forca na
area pertencente a cidade de Migueldpolis — SP e no lado oposto ocupa area da
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cidade de Conceicdo das Alagoas — MG. Esse reservatorio teve inicio de formacao
em janeiro de 1970 e no més de julho de 1974 entrou em operacéo, possui 221,7 km?
de area inundada e com volume igual a 22,68 km? de aguas para geracdo de energia
elétrica. A barragem tem comprimento igual a 2329 m e altura de 56 m. Possui 4
unidades de geradores com poténcia unitaria de 95 MW. (BRAGA & GOMIERO, 1997,
CACHAPUZ, 2006).

Figura 3 - Imagem aérea do reservatorio de Volta Grande da empresa ENEL (atual detentora dos

direitos de concesséo da Hidroelétrica).

Fonte: CACHAPUZ, 2006

A fim de minimizar os impactos que essa mega construgdo causou ao meio
ambiente, a CEMIG iniciou uma politica de pesquisas envolvendo universidades,
instituicdes e a propria empresa iniciando no ano de 1975. Esse inicio se deu com um
levantamento bioecoldgico dos reservatoérios da bacia do rio Grande que pertenciam
a empresa. Esses resultados levaram a implantacdo da Estagéo de Hidrobiologia e
Piscicultura de Volta Grande com uma area total de 391 hectares e o propésito de

desenvolver pesquisas nas areas de limnologia e piscicultura (CACHAPUZ, 2006).

A ameaca do Limnoperna fortunei com sua colonizacao a usinas hidroelétricas no
rio Grande, rio Paranaiba e no rio Parana comecaram a partir do ano de 1998
(MANSUR, 2003).
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No ano de 2012, pela primeira vez, espécimes de mexilhdo dourado foram
registradas no reservatoério de Volta Grande, localizado no rio Grande, bacia do rio
Parana. Com sua alta capacidade de adaptacéo a diferentes ecossistemas aquaticos
esse molusco pode aderir em diversos tipos de substratos artificiais ou naturais. As
incrustacdes formadas por esse animal sdo de grandes volumes, pois os individuos
se sobrepdem fixando-se a superficie e entre si, por meio dos fios de bisso. Dessa
forma, acontece a macro aglomeracdo compacta, impedindo ou diminuindo a

passagem de fluxo de agua nas turbinas (MANSUR et al., 2012).

No dia 27 de setembro de 2017, a Enel Brasil S.A. participou do “leilao de
concessdes nao prorrogadas” organizado pelo Governo Federal por meio da Agéncia
Nacional de Energia Elétrica (ANEEL), e passou a ter o direito de operar pelo periodo
de 30 anos a usina hidroelétrica de Volta Grande, por um valor total de R$ 1.420
milhdes (ENEEL, 2019).

O grupo Enel Brasil comecou sua gestdo sobre o ativo em 11 de novembro de
2017. Do total de sua geracao, 70% é comercializada através do regime de cotas com
uma receita mensal fixa. Os outros 30% da geracao sdo comercializadas no mercado
livre. A geracdo de energia no ano de 2018 foi de 1.166 GWh. Os investimentos da
empresa no ano de 2018 foi de R$ 2,1 milhdes, desse valor R$ 361 mil foi decorrente

ao sistema de controle do mexilh&o dourado (ENEEL, 2019).

A existéncia de incrustacao associada ao Limnoperna fortunei necessita de acoes
de manutencdo, como atividades de limpeza, as quais ndo estdo previstas nos
procedimentos de manutencdo preventiva desenvolvidos para os hidrogeradores.
Dessa forma, aplicacbes dessas medidas causam paradas néo previstas para as
unidades geradoras, levando a reducéo da sua disponibilidade e como consequéncia

a sua producao anual de energia elétrica (FELIX, 2011).

O conhecimento da proliferacdo e incrustacdo do mexilhdo dourado em
componentes dos hidrogeradores, como comportas, tubulacdes de trocadores de
calor, filtros e grades, é de extrema importancia para o estabelecimento dos

procedimentos de manutengao visando a minimizacgéo da incrustagao (FELIX, 2011).

12



A fim de diminuir os problemas que o mexilhdo dourado causa nas usinas
hidroelétricas, foi criado o Centro de Bioengenharia de Espécies Invasoras de
Hidrelétricas - CBEIH no ano de 2010 com o projeto de pesquisa e desenvolvimento
ANEEL GT-343 que ganhou sua continuidade no ano de 2018 com o projeto de
pesquisa e desenvolvimento ANEEL GT-604 através de uma parceria entre a
Companhia de Energia de Minas Gerais (CEMIG) e a Universidade Federal de Ouro
Preto (UFOP). Esse centro tem como objetivo pesquisas no combate aos organismos
invasores e tem como areas de interesse a bioengenharia, modelagem ambiental e o
monitoramento das espécies. Com esse e outros projeto de pesquisa e
desenvolvimento a companhia de geracao de energia ja investiu mais de 14 milhdes

de reais no combate ao Limnoperna fortunei (CBEIH).

4.3 Extracdo pelo método de maceracéao

7

Um método de extracdo solido-liquido muito utilizado é a maceracdo. E um
processo estatico, ndo exaustivo, fortemente dependente do tipo de farmacd6geno, da
selecéo do liquido extrator e da solubilidade dos compostos que se deseja obter ao
final do processo. E um procedimento feito em um recipiente fechado, temperatura
ambiente, durante um determinado periodo de tempo, deve ser realizada agitacdes
frequentes e ndo acontece a renovacéo do solvente. Nao leva ao esgotamento total
da matéria que se extrai, isso, devido a saturacdo do liquido extrator ou ao
estabelecimento de um equilibrio difusional entre o meio extrator e o interior da célula
(LIEBERMAN et al., 1990).

Variacbes destas operagcdes como a maceracdo a quente, maceragdo sob
agitacao constante e a maceragao escalonada e remaceracdo podem ser feitas com
o0 intuito principal, de aumentar a efetividade da extragdo (LIST & SCHMIDT, 1989).
Esse processo fica restrito quando o trabalho é realizado com substancias ativas
pouco solliveis e plantas com altos indices de proliferagdo microbiana. E uma das
técnicas de extracdo mais usadas devido a simplicidade da operacéo e custos bem
reduzidos (BASSANI et al., 2013).
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4.4 Extracao pelo método de Soxhlet

A extracao Soxhlet foi desenvolvida inicialmente com o objetivo da determinagao
da quantidade de gordura existente no leite. Ainda nos dias atuais, € um método
amplamente utilizado em escala laboratorial na extracéo sélido-liquido. E uma técnica
gue desde sua primeira aplicacédo é referéncia nesse tipo de extracdo (CASTRO &

GARCIA-AYUSO, 1998; CASTRO & PRIEGO-CAPOTE, 2010).

O extrator de Soxhlet € um instrumento de laboratdrio desenvolvido em 1879 por
Franz von Soxhlet. Foi construido inicialmente para a extracéo de lipidios de materiais
no estado solido. A extracdo usando esse método é realizada quando um composto
investigado tem uma solubilidade pequena em um determinado solvente e as
impurezas sdo insollveis nesse mesmo solvente. Permite uma operacdo sem
necessidade de monitorizacdo constante, na medida em que funciona por forma a
usar uma pequena quantidade de solvente, a qual € constantemente reciclada, para

dissolver uma grande quantidade de composto.

O extrator de Soxhlet € composto por trés partes principais:

e Um percolador (baléo de destilagcdo e um condensador de refluxo), que permite
o refluxo do solvente.

e Um dedal (um filtro, constituido normalmente por papel de filtro grosso), que
retém as particulas sélidas.

¢ Um sifdo, que esvazia periodicamente a camara onde o dedal é colocado.
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Figura 4 - Representacdo esquematica do extrator de Soxhlet.
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O solvente é aquecido para iniciar-se o refluxo. O vapor do solvente passa por um
braco de destilagdo e enche a cAmara onde se encontra o dedal com o material sélido.
O condensador assegura que todo o vapor arrefeca, condense e desca para a camara
central do Soxhlet. A camara vai acumulando lentamente o solvente. O componente
gue se pretende extrair dissolve-se no solvente quente. No momento em que quase
todo o espaco da camara central se encontra preenchido pelo solvente, esta é
esvaziada pelo sifdo. O solvente retorna ao baldo de destilagdo, completando o ciclo
da extracdo. O dedal assegura que a rapida movimentacdo do solvente ndo arraste
particulas sélidas para o baldo. Este ciclo é repetido varias vezes, por varias horas,
consoante a quantidade de composto necesséaria e a facilidade com que este é
extraido.

Durante cada ciclo, uma por¢cao de composto nao-volatil dissolve-se no solvente.
Apods vérias passagens do solvente pelo material sélido, o composto é concentrado
no baldo de destilacdo. A vantagem deste sistema é que, em vez de se recorrer a
varias passagens com porcdes de solvente aquecido pela amostra, usa-se uma

pequena por¢cao de solvente, o qual passa varias vezes pela amostra, obtendo-se uma
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amostra muito mais concentrada. Ap0s a extracdo, o0 solvente é removido,
normalmente com o uso de um evaporador rotativo. A por¢do nao soltuvel do soélido

mantém-se no dedal, sendo despois descartada.

De forma pontual podemos dizer que as vantagens do método de Soxhlet séo:
e Utiliza refluxo de solvente para a extracéo.
e Processo de extracao intermitente.
e SO pode ser utilizado em amostras solidas.
e A quantidade de solvente € maior para que o volume total atinja o volume
do sifdao no equipamento.
¢ A amostra nado fica em contato direto com o solvente em ebulicdo, evitando

a decomposicéo dos lipidios.

E um método que ndo requer um treinamento e especializacdo profunda, tem a
capacidade de extrair mais massa da mostra em comparacdo a métodos mais
modernos como a extracdo de ondas e fluidos supercriticos (CASTRO & GARCIA-
AYUSO, 1998; MELECCHI, 2005).

O extrato bruto que se deseja, € extraido no ponto de ebulicdo do solvente, desse
modo, pode ocorrer a destruicdo dos compostos-alvo se exposto a temperaturas
elevadas (CASTRO & GARCIA-AYUSO, 1998).

4.5 Solventes polares - Metanol

A escolha do solvente a ser utilizado é apresentado como um parametro de alta
importancia na extracdo de compostos bioativos, principalmente quando é buscado a

obtencdo de um ou mais compostos de interesse (SOUZA, 2015).

A solubilidade de um composto em um determinado solvente é dependente da
sua polaridade, podendo ser polar ou apolar. O estado final da matéria irA depender
do solvente que foi inserido na solugdo. Dessa forma, a solubilidade é entendida como

sendo a maxima quantidade possivel de um soluto que pode ser dissolvida em uma
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determinada quantidade de solvente a uma certa temperatura (COSTA, 2004; PAVIA
et al., 2012).

A polaridade de uma molécula é associada ao tipo de ligagdo que existe entre os
atomos. Se a distribuicdo eletrbnica for simétrica nessa ligagdo, ndo ocorrera

formacéao de polos.

Se em uma das partes da molécula houver diferenca na quantidade de elétrons,
ocorrera a formacao de um polo eletrénico, a distribuicdo eletrbnica serd assimétrica
e a molécula sera considerada polar, tendo como exemplo o metanol (CH3OH) que é
um alcool amplamente utilizado na industria farmacolégica com densidade igual a 792
kg/m3, massa molar igual a 32,04 g/mol, incolor, solavel em agua, téxico, altamente
inflamavel e com chamas quase imperceptiveis. Seu ponto de ebulicdo é atingido a
65 °C e seu ponto de fuséo € atingido a - 98 °C (KOTZ, 2010).

Figura 5 - Férmula estrutural do Metanol.

Se a ligacao for entre atomos de mesma eletronegatividade, entdo a molécula
sera apolar, porém se a ligacdo for entre atomos de diferentes eletronegatividades,
essa diferenca ira induzir o acumulo de carga em um polo, assim sendo, a molécula
sera polar (KOTZ, 2010).

A extracao total de materiais utilizando solventes polares, como o metanol aquoso,
seguida de re-extracdo com hexano também € uma estratégia muito utilizada para a
extracao de terpenoides e esterdis (MEDEIROS, 2018).
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4.6 Influéncia dos Parametros de extracdo com tempo, temperatura e

composicao

Qualquer gue seja o processo de extracdo, a taxa de extragdo é influenciada por
varios fatores, como por exemplo: temperatura, tempo e composi¢ao das particulas

da matéria-prima, escolha dos solventes, entre outros (ZACHI, 2007).

O solvente colocado na extracéo pode influenciar significativamente a atividade
antioxidante dos extratos obtidos. Agua, metanol, hexano, etanol, acetona, solu¢des
aguosas destes solventes sdo comumente usadas como solvente de extracdo
(HAYOUNI et al., 2007; GONZALEZ-MONTELOGNGO et al., 2010).

Muitos fatores podem influenciar na extracdo de compostos bioativos, tais como:
a metodologia de extragdo, a natureza da matriz de estudo, tamanho, o solvente e a
concentracdo utilizada, o tempo e a temperatura de extracdo (ANDREO & JORGE,
2006).

Extracdes que utilizam solventes sdo técnicas amplamente difundidas no meio
industrial. Esta técnica é chamada de convencional e se aplica para diferentes
matrizes, onde a unido dos solventes com o processo de aquecimento facilita a
transferéncia de massa, entretanto apresenta desvantagens e riscos de degradacéo
dos compostos termolébeis, além de ser um método com elevado consumo de energia
(BARBA et al., 2016). Fatores como temperatura e tempo de extracdo e propor¢cao

liquido-solido também afetam a extracdo com solventes (PIOVESAN, 2016).

As fracbes de solventes existentes em uma mistura heterogénea sao
intrinsecamente afetadas pela temperatura, seja na modificacao dos seus coeficientes
de distribuicdo ou variando as suas pressdes de vapor. Dessa forma, o processo de

extracao deve ocorrer com um controle de temperatura (LOPES, 2012).

A temperatura pode ser usada como uma variavel para alterar a seletividade.
Temperaturas elevadas sdo usadas as vezes para manter baixas viscosidades

minimizando os problemas de transporte de massa. Em muitas aplicacdes, é
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necessario um processo de separacdo suave, pois altas temperaturas podem
degradar produtos de interesse (MADHAVAN, 2008).

O efeito mais visivel da temperatura € a mudanca na viscosidade do solvente, do
0leo e na solubilidade dos componentes do Oleo bruto. Com a elevacdo da
temperatura ocorre uma diminuicdo nas viscosidades do solvente e do 6leo e, assim,
acontece um aumento na solubilidade do 6leo. Dessa forma, é esperado um aumento

da velocidade da extracao, facilitando o processo de difusédo (ZACHI, 2007).

Com relacdo a influéncia de tempos de extracdo no rendimento e composicdo
guimica de 6leos essenciais, foi observado que trabalhos na literatura sobre o tema
Sa0 escassos, entretanto, sdo essenciais para obtencdo da maximizacdo do
rendimento dos resultados (MATTANA et al., 2015).

Estudos realizados por ROCHA et al., 2013 utilizando metanol como solvente para
a obtencdo de dois extratos brutos hidroalcodlicos do molusco Neritina natalensis,
onde foram imersos em metanol absoluto e extracdo acontecendo durante 72 horas.
Neste trabalho os extratos desse molusco apresentaram baixa atividades contra trés
linhagens de células cancerigenas. Entretanto, esses resultados ndo satisfatorios
podem ter acontecido devido a influéncias dos parametros de extracdo com tempo,

temperatura e composicao utilizados por essa equipe de pesquisa.

4.7 Descricdo de moléculas bioativas — lipidios e metabdlitos secundarios de

moluscos

Ainda que a utilizacdo dos produtos naturais pelo homem data dos tempos
remotos com registros que vem desde 1500 a.C., o desenvolvimento e aplicacao dos
produtos naturais apresentaram poucos avancos até a década de 1940, somente com
a chegada de métodos fisicos de andlise e de purificacdo, como por exemplo a
espectroscopia na regiao do visivel, ultravioleta e infravermelho, no inicio dos anos 40

e ressonancia magnética nuclear no inicio dos anos 60 (SOUZA et al., 2007).
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Substancias bioativas sdo moléculas organicas de baixa massa molecular que
apresentam uma ampla diversidade quimica e diversos efeitos sobre 0s organismos
vivos, sendo associadas as mudangcas em seu comportamento, fisiologia ou
metabolismo. Os produtos gerados a partir desses compostos podem ser aplicados
em controle biolégico, manejo de pragas, conservacao e uso de recursos genéticos,
geracdo de organismos geneticamente modificados, producdo de alimentos,

fitoterapicos, bioinseticidas e biossensores (EMBRAPA).

As moléculas bioativas podem ser identificadas a partir de triagens reais
(biolégicas e biogquimicas) ou virtuais (computacionais) de produtos naturais,
compostos sintéticos ou colecbes combinatoérias, ou ainda por meio de planejamento
racional. Contudo, em todos o0s casos, as propriedades biolégicas devem ser
determinadas experimentalmente, sendo fundamental o desenvolvimento de ensaios

padronizados e validados de alta qualidade (GUIDO et al., 2010).

Metabolitos secundarios sdo moléculas ndo essenciais para 0 crescimento,
manifestando-se em diversas interagdes como antagonismos, sinergismos, exercem
efeito regulatério ou modular entre microrganismos e outros seres Vivos, cOmo
plantas, microfauna, mesofauna e animais. Estes compostos concedem vantagens
competitivas ao organismo produtor, e podem também ter ac6es como molécula
sinalizadora. Estes compostos podem inibir ou causar mortes do organismo alvo,
podendo ser especifico ou ndo o efeito toxico (DEMAIN, 1998; BERDY, 2005).

Antibidticos sdo metabdlitos secundarios isolados de microrganismos e que
possuem atividade antibacteriana, antifangica, antiprotozoario, antitumoral e antiviral.
Estes metabdlitos possuem acdo em diferentes processos celulares, como a
replicacdo e a sintese de macromolécula em células procariéticas e eucariéticos,
sendo ativos em baixas concentracées (BERDY, 2005; EL-SHALOURY et al., 2009).

Os metabdlitos secundarios que se destacam, tanto para os seres humanos como
em animais e plantas, séo os alcaloides, os fendis, 0s 0leos essenciais, 0s taninos, 0s
flavonoides e as saponinas (RODRIGUES et al., 2016).
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Tabela 1 - Solventes mais utilizados na obtencdo de metabdlitos secundarios.

Solventes Metabélitos Secundarios
Agua Antrocianina, Taninos, Saponinas, Terpenos, Polipeptideos, Lectinas
Etanol Taninos, Polifendis, Poliacetileno, Flavonoides, Terpenos, Esterol, Alcaloides

Antrocianina, Terpenos, Saponinas, Taninos, Totarol, Quasinoides, Lactones,
Metanol _ _
Flavones, Fenones, Polifenois

Cloroférmio | Terpenos, Flavonoides

Eter Alcaléides, Terpenos, Cumarinas, Acidos Graxos

Acetona Fenol, Flavonol

Fonte: PANDEY & TIPATHI (2014)

O ambiente marinho, em especial nas regides tropicais, possui uma vasta
diversidade de espécies comparavel aquela presente nas florestas tropicais. Esta
riqueza de espécies € capaz de produzir enormes variedades de estruturas quimicas
com um potencial elevado para descoberta de novas moléculas bioativas (MOLINSKI
et al., 2009).

A abundancia de compostos quimicos no ambiente marinho pode ser devida, em
parte, a extrema competicao entre 0s organismos por espagos e recursos. Essa teoria
esta ligada a organismos sésseis, que conseguem biossintetizar uma diversidade de
compostos quimicos ou metabdlitos secundarios, usado para a defesa em um
ambiente de competicdo, oferecendo vantagens evolutivas na prevencao de predacao
e aderéncia. Esses compostos sédo substancias com valores terapéuticos que causam
efeitos nos organismos vivos, como antibiéticos, antitumorais, antivirais, inseticidas,

substéancias citotoxicas e neurotdxicas, entre outros (DARIAS-JEZEZ, 1998).

Os integrantes do filo Mollusca incluem formas tais como 0s mariscos, as ostras,
as lulas, os polvos e os caramujos. Os moluscos constituem o maior filo de

invertebrados depois dos artropodes. Ja foram descritas mais de 50.000 espécies de
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moluscos, sendo a classe Gastropoda a maior deste filo com aproximadamente
30.000 espécies (RUPPERT & BARNES, 1994).

As atividades farmacéuticas vém se beneficiando do carbonato de célcio extraido
das conchas de moluscos. Os suplementos alimentares que ajudam no confronto e
prevencdo da osteoporose é um exemplo. Estudos realizados por cientistas nos
Estados Unidos apresentaram que no combate a tensdo pré-menstrual, o calcio de
concha de ostras reduziu em 50% os sintomas, a depressao e as colicas (SANT ANNA
et al., 2007).

Estudos realizados com o extrato do nudibranquio Hypselodoris zebra (Heilprin,
1889), revelou a presenca de diversos furanosesquiterpenos além dos compostos 5-
acetoxi e 5-hidroxi-nakafurano-8 (PEREIRA, 2012). Uma série de novos
sesquiterpenos, as dendocarbinas A-N, foram obtidas a partir do extrato etandlico do
nudibranquio Dendrodoris carbunculosa, sendo que alguns destes sesquiterpenos
exibiram atividade citotoxica contra linhagens de células de leucemia P388 (SAKIO,
2001). Esta espécie de molusco se mostrou uma interessante fonte de substancias
biologicamente ativas, pelo fato de utilizar uma defesa quimica contra predadores
(PEREIRA, 2012). Dessa forma, deve ser realizado experimentos em diferentes

espécimes de moluscos a fim de caracterizar novas moléculas para uso na ciéncia.

4.8 Técnica de cromatografia, um apanhado geral

A cromatografia € uma técnica de separacao usada para 0s componentes de uma
mistura complexa. Os constituintes da amostra séo divididos entre duas fases, uma
que permanece estaciondria, a medida que a outra passa entre os intersticios ou sobre
a superficie da fase estacionaria. A fase estacionaria pode ser um sélido ou um liquido
disposto sobre um suporte sélido com grande area superficial. A fase movel, pode ser
gasosa, liquida ou um fluido supercritico, passa sobre a fase estacionaria, arrastando
0S componentes na mistura. O movimento da fase mével resulta em uma migracao

diferencial dos componentes da amostra. O mecanismo envolvido nesta migracao
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diferencial vai depender do tipo de fase movel e fase estacionaria que foi utilizada
(PERES, 2002; JACQUES, 2005).

A amostra € inserida no injetor do cromatdgrafo por meio de uma seringa pequena
ou de um sistema de injecao automatico, onde é aquecida e vaporizada, ela pode ser
um gas ou um liquido volatil. Em certas temperaturas, as substancias vaporizam e de
acordo com suas propriedades e as propriedades da fase estacionaria, sao retidas
por um determinado tempo, chegando a saida da coluna em momentos diferentes. Os
constituintes da amostra se movem na coluna a uma velocidade determinada por
varios fatores, e um deles é pela forca de retencado, que vai depender da solubilidade
destes compostos na fase estacionaria e da sua volatilidade na fase movel. Os
componentes da amostra, jA separados na coluna, entram no detector, onde séo
individualmente identificados (COLLINS et al., 1995; WU et al., 2001).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem esse home pois a sua fase moével é
um liquido. E um método amplamente utilizado na separacdo de compostos
termolébeis e macromoléculas ou espécies idnicas. E utilizada para isolar produtos
naturais, purificar produtos de reagcfes quimicas, no controle de qualidade de plantas
medicinais, busca de metabdlitos e moléculas bioativas, em estudo de ecologia
guimica e até mesmo em estudos quimiossistematicos (PERES, 2002; CORREA et
al., 2016).

As fases estacionarias solidas da cromatografia liquida de alta eficiéncia levam a
separacao por adsorcéo e fases estacionarias liquidas por particdo. Essa técnica &
caracterizada na fase estacionaria pelo uso de colunas estreitas em aco inox, com
diametro interno de 2 mm a 3 mm, com empacotamento de particulas de tamanhos
entre 3 um a 10 um. A fase movel circula perante alta presséo, ao longo da coluna
com um fluxo controlado. O uso da fase estacionaria por microparticulas permite alta
eficiéncia na separacao e a pressado permite analises mais rapidas (CORREA et al.,
2016).

A cromatografia gasosa é uma técnica com poder de resolucdo excelente, muito
utilizada pelos pesquisadores para analise de extratos, visto que permite separar 0s

componentes vaporizaveis e fornece um espectro de massas para cada pico
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possibilitando andlise de varias substancias de uma mesma amostra. Esse espectro
revela a massa molecular e o padréo de fragmentacéo. Por meio da massa molecular,
€ obtido dados sobre qual classe quimica a substancia é pertencente. Ja o padrao de
fragmentacao serve para comparar com os dados da bibliografia de espectros de
massas do computador. Visto que feita a comparacdo, o computador mostra as
probabilidades quanto a identidade da substancia que foi analisada (PERES, 2002;
JACQUES, 2005). Conforme os tipos de substancias a serem analisadas e do detector
utilizado, é possivel detectar cerca de 10-*?> g do composto por mL de solucdo. Essa
sensibilidade permite que pequenas quantidades de amostra possam ser analisadas
(PERES, 2002; JACQUES, 2005).

A fase estacionaria da cromatografia gasosa pode ser um material liquido ou
sélido, que proporciona a separacdo da mistura através de processos quimicos e
fisicos. O que separa as substancias presentes na amostra por meio das diferencas
de solubilidade e volatilidade, é a fase estacionaria liquida que € um fluido pouco volatil
que recobre um suporte solido. Como fase mével é utilizado um gas, chamado géas de
arraste, que conduz a amostra através da coluna de separacao até o detector, onde
0S compostos ja separados sdo reconhecidos. Os gases com maior utilizacdo sdo o
hidrogénio (H), argbnio (Ar), nitrogénio (N) e hélio (He). Tendo este ultimo pouco
utilizado no Brasil devido ao alto custo e dificil obtencdo (PERES, 2002; CORREA et
al., 2016).

A diversidade estrutural e propriedades quimicas das moléculas vegetais e
animais apresentam desafios na caracterizacdo e identificacdo eficaz em matrizes
complexas mesmo com o0s avanc¢os da tecnologia. As metodologias mais frequentes
para andlises de matrizes complexas de moléculas bioativas e metabdlitos
secundarios tem sido a cromatografia liquida e a cromatografia gasosa associadas a
espectrometria (CORREA et al., 2016).
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4.9 Identificacdo de moléculas bioativas e gendmicas com a técnica de

cromatografia

O conhecimento de novas tecnologias permitiu o sequenciamento do genoma de
variadas espécies de organismos. Técnicas refinadas como a cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas com alta sensibilidade (LC-
MS/MS), viabilizou o estudo molecular em niveis quantitativos e qualitativos (WRIGHT
et al, 2012; SANSON, 2018).

Esses estudos possuem como ponto de partida o preparo de extratos contendo
uma mistura complexa de proteinas que séo digeridas a peptideos com o uso de
enzimas (SANSON, 2018).

Em seguida, os peptideos formados sao sujeitos a separacao por cromatografia
liquida, comumente em sistema de fase reversa. Nesse sistema, a fase estacionaria
€ uma silica hibrida modificada na qual o ligante, geralmente, € uma cadeia de dezoito
carbonos, enquanto que a fase moével é composta por um sistema binario de agua e
acetonitrila, com &cido férmico como modificador de fase e modo de eluicdo em
gradiente. Utilizando essa metodologia se tem primeiro a eluicdo dos peptideos
hidrofilicos e a medida em que o gradiente aumenta a proporcao de fase organica que

€ a acetonitrila, ocorre a eluicdo dos peptideos hidrofilicos (SANSON, 2018).

Acoplado ao final do cromatografo liquido se encontra um espectrémetro de
massas, possuindo uma fonte de ionizacdo. Geralmente é utilizado uma fonte de
eléctron spray, a qual ocorre a aplicacdo de uma diferenca de potencial na ordem de
2 kV (quilovolt) a 4 kV (quilovolt) para a formacao dos ions. No final, restam os ions
positivos formados que séo direcionados para o interior do espectrometro de massas

(SANSON, 2018).

7

O objetivo do equipamento de espectrometria de massas é a obtencdo de
espectros de massas de peptideos ionizados no primeiro estagio da analise de
massas e também isolar e fragmentar peptideos mais intensos em cada faixa de
tempo (COTTRELL, 2011).
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Depois dessa andlise, é gerado uma grande quantidade de dados de
espectrometro de massas que sdo analisados em softwares como por exemplo o
Mascot, Proteome Discover, Peaks e MaxQuant para que seja possivel processar a
identificacdo das proteinas da amostra (COTTRELL, 2011).

Para que o software analise os resultados é necessario fornecer um banco de
dados contendo as sequéncias de aminoacidos de cada proteina do organismo ao
qual a amostra pertence. Assim, o algoritmo realiza o processamento dos dados
levando em consideracdo as mesmas variaveis que se empregou durante o
experimento, como enzima para digestdo, possiveis modificacdes como oxidacdo de

residuos de metionina, equipamento utilizado, dentre outros (SANSON, 2018).

Esta revisdo bibliografica foi feita baseada na investigacao de uma série de temas
importantes para o entendimento da sequéncia deste trabalho onde sera apresentado

os resultados e métodos utilizados.
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5 MATERIAIS E METODOS

Esta secdo descrevera o trabalhos de campo realizado no reservatorio de Volta

Grande e experimentos realizados com o intuito da obtencdo do extrato metandlico do

mexilhdo dourado no laboratério de quimica orgénica do departamento de quimica -

DEQUI e no laboratério de difragdo de raios X e crescimento de cristais do

departamento de fisica — DEFIS, ambos do Instituto de Ciéncias Exatas e Biologicas
- ICEB da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), Campus Morro do Cruzeiro.

Além disso, também, deve-se destaca a utilizacéo do laboratério da Central Analitica

de instrumentacéo do instituo de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (USP).

5.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados na execugéo deste projeto foram:

Amostras de mexilh&o dourado vivo;

Medidor multiparametro — AK88 akso;

Turbidimetro Digital - TU430 akso;

Solvente Metanol (CHsOH);

Extrator de Soxhlet;

Papel de filtro para inserir os mexilhdes no Soxhlet;
Becker de 100 mL;

Balanca analitica;

Rotavapor,

Cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massas (CG/EM).

Na sequéncia do texto foi descrito a execu¢cdo da metodologia adotada neste

projeto.
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5.2 METODOS

5.2.1 Coleta das amostras

O trabalho de coleta do Limnoperna fortunei, aconteceu no dia 14 de marco de
2020 na estacado ambiental de Hidrobiologia e Piscicultura da Usina Hidroelétrica de
Volta Grande, georreferenciada sob as coordenadas 20°01'32"S; 48°13'09"W,
localizada na bacia do rio Parana e pertencente ao rio Grande na cidade de Conceicao
das Alagoas, divisa entre os estados de Sdo Paulo e Minas Gerais. Este bivalve é
uma espécie exotica no Brasil e ndo se caracteriza como espécie em extingdo ou

protegida.

Figura 6 - Cena de satélite indicando o local de coleta dos mexilhdes.

Legenda
0°DYITS, 48T 1308"W

‘."L'\ 01:32°S, 48°13'09"W

Google Earth

A
N

Fonte: GOOGLE, 2020
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Figura 7 - Painel de imagens demonstrando o procedimento adotado para a realizacdo de coleta do
Limnoperna fortunei. De A a C local de coleta e a coleta dos mexilhdes e D local de aclimatizacdo dos

mexilhdes coletados.

Fonte: Elaboracédo do Autor.

No momento da captura dos mexilhdes foram mediadas a temperatura da agua
(29,2 °C), a porcentagem de Oxigénio dissolvido na agua (45,50 %), a condutividade
elétrica (40,3 uS/cm — microsiemens por centimetro), o potencial hidrogeniénico — grau
de acidez e alcalinidade (7,47 pH) e a Turbidez (0,11 NTU - Nephelometric Turbidity
Unity). As medidas foram obtidas utilizando o equipamento AK88 medidor

multiparametro da marca akso e o Turbidimetro Digital - TU430 akso.
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Figura 8 - Equipamentos utilizados no trabalho para a caracterizacdo do ambiente em que os
mexilhdes foram coletados: A) Medidor multiparametro - AK88 akso e B) Turbidimetro Digital - TU430

akso.

Fonte: Elaborag&o do Autor.

Apos a coleta, os mexilhdes foram transportados em sacolas de pano e colocados
em caixas de isopor com agua cobrindo os moluscos. Feito isso, foi inserido um
aerador para oxigenar a agua durante o transporte que foi realizado de acordo com
as normas de biosseguranca a fim de impedir que a espécie se alastre no meio

ambiente.

5.2.2 Extracdo pelo método de maceracao

O primeiro método utilizado foi o0 de maceracao. Os mexilhdes passaram por um
processo de limpeza com agua corrente e remocao de sua concha e em seguida
pesados (7,02 g para ser usado no solvente metanol) e posteriormente imersos em
200 mL de solvente a temperatura ambiente por 72 horas. Foi realizado o processo

de agitacdo magnética a cada 12 horas.
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Figura 9 — Agitacdo da amostra.

Fonte: Elaboracgéo do Autor.

7

A agitacdo do solvente € importante pois aumenta a difusdo turbilhonar e,
portanto, aumenta a transferéncia de material das particulas para o volume da
solucdo. Além disso, a agitacdo de particulas finas em suspensdo previne a
sedimentacdo e o uso mais efetivo é feito nas superficies que néo foram atingidas
(RICHARDSON et al., 2002).

5.2.3 Extracdo pelo método de Soxhlet

O segundo método utilizado foi o de Soxhlet onde os mexilhdes foram colocados
no cartucho de papel de filtro e pesados (6,98 g na extragdo por metanol). Nenhuma
amostra pode sair do cartucho durante a extracdo, dessa forma, a preparacao do

cartucho foi feita de forma rigorosa.

Com a adicado do solvente e do cartucho, ligou-se o escoamento de 4gua para que

acontecesse 0 resfriamento do condensador, encontrado na parte superior do
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aparelho e posteriormente foi feito a ligacao do extrator. Apds cerca de 10 min inicia-

se a evaporacao do solvente e, assim, 0 processo de extracao.

5.2.4 Concentracao dos extratos — Evaporacao rotativa (Rotavapor)

Os extratos metandlicos foram concentrados em compostos de xarope utilizando
0 equipamento Rotavapor de extracdo liquido-liquido, separando o solvente do
material de interesse (Figura 11).

Na concentracdo utilizando a evaporacdo rotativa, os extratos foram agitados
continuamente por rotacao, pelo motor do rotoevaporador, eliminando-se o solvente
em forma de vapor. O solvente foi condensado no baldo, podendo ser recuperado e
reutilizado novamente em experimentos futuros. Concentrou-se 0s volumes de
extrato, a temperatura média de 75°C, suficientes para que o solvente entrasse em

ebulicéo.

Figura 10 — Concentracdo do extrato bruto utilizando o equipamento Rotavapor.

Fonte: Elaboragéo do Autor.

32



Dessa forma, com os 2 extratos ja concentrados, foi possivel obter um volume
consideravel para as mostras que foram extraidas utilizando o metanol nos processos

de maceracao e de Soxhlet.

5.2.5 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM)

A cromatografia gasosa utiliza um canal reduzido ao qual se d& o fluxo, conhecido
como coluna, através do qual diferentes componentes da amostra passam em um
fluxo de gas condutor, ou gas transportador, a fase mével em diferentes taxas
dependendo de diversas propriedades quimicas e fisicas e suas interagdes com um

especifico recheio da coluna, chamada fase estacionaria.

Os constituintes quimicos que saem no fim da coluna, sdo reconhecidos e
identificados eletronicamente. A utilidade da fase estacionaria na coluna é separar
componentes diferentes, provocando em cada um dos componentes da mistura,
tempos de retencédo diferentes para efetivar o trajeto da coluna. Outros critérios que
podem ser usados para alterar o tempo ou a ordem de retencdo séo a temperatura e

a taxa de fluxo do gas condutor.

Amostras de 2 mg do extrato do Limnoperna fortunei, foram submetidos a
cromatografia gasosa diluidas em 1 mL de metanol. Utilizou-se cromatografo gasoso
Shimadzu modelo 2010 Plus. O gradiente de temperatura do forno da coluna: 50,0 °C,
temperatura de injecdo: 280,00 °C, modo de injecéo: Split, modo de controle de fluxo:
velocidade linear, presséo: 107,4 kPa, fluxo total: 13,9 mL/min, fluxo da coluna: 1,82
mL/min, velocidade linear: 48,9 cm/s, fluxo de purga: 3,0 mL/min, proporcado de
divisdo: 5,0, splitter Hold: OFF e tempo de equilibrio: 1,0 min. A temperatura da fonte
de ions: 280,00 °C, interface da temperatura: 280,00 °C, tempo de corte do solvente:
2,50 min, modo de ganho do detector: relativo ao resultado do ajuste, ganho do
detector: 0,99 kV +0,00 kV, limiar: 1000. A hora de inicio: 2,60 min, hora de término:
97,60 min, modo ACQ: Scan, tempo do evento: 0,30 s, velocidade de digitalizagéo:
2500, iniciar m/z: 37,00, fim m /z: 660,00, unidade de entrada de amostra: GC. Foi

33



aplicada o método de padronizacéo interna com objetivo de identificar os analitos
volateis por retencdo relativa em relacdo ao acetato de tocoferol. Para isso, foi
utilizado o cromatograma padréo de referéncias analisadas em CG por padronizacao
interna (CARVALHO, 2002).
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secdo sdo apresentados os resultados da analise experimental dos extratos
brutos obtidos pelos métodos de extracdo utilizados neste trabalho. A cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) foi utilizada de forma
exploratdria para identificar os componentes dos extratos metandélicos do Limnoperna

fortunei.

6.1 Extracdo pelo método de maceragéao

Ao final do processo de extracdo por maceracdo o solvente extraido pelo
evaporador rotativo foi armazenado em frascos de vidro e guardado seguindo
procedimentos de seguranca do laboratério de quimica para que possa ser usado em

novos experimentos futuros.

Na imagem abaixo (Figura 12) € possivel observar o inicio, o meio e o fim do
experimento onde a extracao ja esta sendo vista a olho nu nos recipientes de vidro.
Dessa forma, € possivel visualizar a diferenca na coloracao e na turbidez do solvente
decorrido os tempos de 24 h, 48 h e 72 h do inicio do procedimento da extracao

utilizando o método de maceracéo.
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Figura 11 — Concentracao dos solventes de acordo com a descri¢do na Tabela 2 e os resultados da

extracdo apds 24 h, 48 h e 72 h de experimento.

24h metanol 48h metanol p 72h metanol

Fonte: Elaboragdo do Autor.

Depois de passado 72 horas do inicio do experimento, jA é possivel perceber a
intensa turbidez e coloracdo amarelada na vidraria, levando a esperar um maior

rendimento e efetividade do processo de extragdo para este intervalo de tempo.

Utilizamos 71,34 g de mexilhdes in natura para esta etapa. Apés sua limpeza
foram extraidas as conchas. A massa dos corpos dos mexilhdes, 14,08 g foram
divididas em duas porg¢des onde 7,02 g foram destinado ao processe de extracéo por

maceracao.

Tabela 2 — Resultados obtidos com o processo de extragdo por maceracao.

Amostra A

Massa inicial dos mexilhdes com concha (g) 71,34

Massa final dos mexilhdes sem cocha (apenas corpo) (g) 14,08

Concentracdo de Metanol (%) 100

Massa do mexilhdo por tipo de solvente (g) 7,02

Fonte: Elaboracao do Autor.
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6.2 Extracao pelo método de Soxhlet

Inicialmente com o papel de filtro, foi feito um cartucho com o didmetro interior do

corpo do extrator de Soxhlet, para conter as amostra durante a extracao.

Figura 12— A) Cartucho de papel de filtro (dentro do circulo) com o corpo dos mexilhdes e B)

Extracdo em andamento no laboratdrio utilizando o método de Soxhlet.

Fonte: Elaboracao do Autor.

O experimento na extracdo teve seus ciclos de sifonada analisados através do

comportamento em funcédo do tempo e temperatura.

Utilizamos 67,62 g de mexilhdes in natura para esta etapa. Apés sua limpeza
foram extraidas as conchas. A massa dos corpos dos moluscos foram divididas em
duas porcdes onde 6,98 g foram destinado ao processe de extracdo utilizando o
método de Soxhlet.
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Tabela 3 — Resultados obtidos utilizando o método de Soxhlet.

Amostras B

Massa de mexilhdo com concha (g) 67,62

Massa de mexilh&o (corpo) no Soxhlet (g) 6,98

Concentracdo de Metanol (%) 100

Tempo de extracdo (min) 60

Fonte: Elaboracéo do Autor.

Quando o nivel de solvente atingia o sifdo, o extrato era sifonado pelo braco
lateral, levando consigo as substancias sollveis para o baldo de destilacdo e assim
comecgando um novo ciclo a medida que quando fosse completado o tempo de 60

minutos, o experimento fosse interrompido.

Quanto maior o tempo de extracdo, maior serd o rendimento. Entretanto, o
sistema tende a um equilibrio de concentragcdo com o tempo e o rendimento nao

aumentara mais a partir deste ponto de estagnacao.

Na maior parte dos casos, a solubilidade dos materiais é elevada com o aumento
da temperatura, e assim ampliando a facilidade da extracdo, dispondo de uma taxa
de extracdo mais alta (RICHARDSON et al., 2002).

6.3 Analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) dos extratos obtidos

As amostras obtidas pelos métodos de extracdo de maceracdo e Soxhlet foram

analisadas via cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.

As figuras 12 e 13 representam os cromatogramas de ions totais dos dois métodos

de extracao.
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Figura 13 — Cromatograma do ion total do extrato do mexilhdo dourado obtido via extracao por
maceracao utilizando metanol como solvente (no eixo x € mostrado o tempo em minutos e no eixo y a

intensidade, cps).
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Fonte: Elaborag&o do Autor.

Figura 14 — Cromatograma do ion total do extrato do mexilhdo dourado obtido via extragéo por

Soxhlet utilizando metanol como solvente (no eixo x é tempo e no eixo y a intensidade, cps).

619

10537

8466

54482

e’ | § 79
Mémn

3 1.002
3

mes:
.
| E—

I ] L2 I
10.0 200 300 500 60.0 70.0

Fonte: Elaboracéo do Autor.
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Figura 15 — Quantidade de estruturas moleculares quimicas encontradas em cada método de

extracdo e quantidade encontrada em comum entre os dois métodos.

Extracao por Soxhlet

24

Fonte: Elaboracédo do Autor.

A Tabela 4 apresenta todos os 98 compostos identificados nos extratos do
mexilhdo dourado e a composicdo quimica individual de cada composto obtido
utilizando os métodos de extracdo por maceracao e Soxhlet.

Na andlise feita a partir do extrato utilizando o solvente metanol e o Soxhlet foram
identificados 74 compostos, ja na analise feita a partir do extrato metandlico e
utilizando o método de maceracdo foram identificados 72 compostos. Desses, 48
compostos foram encontrados tanto na extracao pelo método de Soxhlet quanto pelo

método de maceracéo.
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Tabela 4 - Resultados obtidos depois da leitura do cromatograma.

Método Férmula CAS Nome Férmula Class!flgagao
Molecular Estrutural Quimica
Maceragdo C11H2202 110-42-9  Decanoato de metila Esteres
~ 5-etil-3-metil-3,4- :
Maceragdo  C12H18 61227-88-1 nonadien-6-ino Hidrocarboneto
Maceragdo  C12H22 6975-99-1 6-Dodecine Hidrocarboneto
Maceragcdo  C12H22 5876-87-9 1,11-dodecadieno Hidrocarboneto
Maceragdo  C14H26 35216-11-6 7-tetradecina Hidrocarboneto
Maceracdo C14H2802 1731-88-0 Tridecanoato de Esteres
metila
Maceragdo  C15H24 13877-93-5 Cis-cariofileno Hidrocarboneto
Maceracdo C16H26  71673-32-0 1,11-Hexadecadiyne Hidrocarboneto
(S) -12- | )
Maceragcdo C16H3202 62691-05-8 Metiltetradecandico : Esteres
éster metilico
1,3-Bis- (2-
Maceragdo C18H260 0-00-0 ciclopropil, 2- e Esteres
metilciclopropil) -but-
2-en-1-ona
Maceracdo C18H340 54467-85-5 2-octilciclopropeno- Alcoois
1-heptanol
15- )
Maceragdo C18H3602 6929-04-0 metilhexadecanoato Esteres
de metila
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Método Férmula CAS Nome Férmula Class!flgagao

Molecular Estrutural Quimica
Maceracdo C19H3802 112-61-8 Estearato de metila Esteres
Maceracio C22H3402 84494-70-2 Sl etilico de acido -, Esteres

eicosapentaendico
2- (7- )
Maceracdo C22H4002 56599-50-9 Heptadeciniloxi) Esteres
tetrahidro-2H-pirano
Maceragdo C27H460 80-99-9 Lathosterol ' Fenois
|
S
Maceragdo C28H440 57-87-4 Ergosterol iy Fendis
Maceracio C28H440  6538.052  C190st-4.7.22-trien- Fendis
3alpha-ol r!
Maceragio C28H440 97583-19-2  —r90Sta-4.7,22E- Fenbis
trien-3beta-ol p |
Maceragdo C28H460 2465.11.4 Stellasterol ; Fendis
Maceracdo C5H120 1565-80-6 () - () - 2-Metil-1- Y Alcoois
butanol

Maceragdo  C5H120 137-32-6 2-metil-1-butanol ? Alcoois
Maceracio ~ COH16  6191-.90-8  L-Putilespiro[2.2] — Hidrocarboneto

pentano
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Método Férmula CAS Nome Férmula Class!flgagao
Molecular Estrutural Quimica
Maceracgéao
e C10H16 5989-54-8 (-)-Limoneno Fenois
Soxhlet
Maceragéo
e C10H16 5989-27-5 D-Limoneno ‘ ‘ Fenois
Soxhlet l
1,1-
Maceragéo C12H11E2N D|0X|dote_trah|drot|en s"""—,,d.-' e Haletos
" 05S 0-00-0 3-i1 2,6- & Organicos
Soxhlet difluorobenzoilcarba 9
mato
Macerag&o Acido 3,4- !
e ClZH;A'FZO 0-00-0 difluorobenzoico, 3- 1 Ol;lafi\iti?:zs
Soxhlet metilbutil-2 éster (N 9
Maceracéo .
e C12H2402 110-38-3 Decanoato de etila Esteres
Soxhlet
Maceragéo )
e C13H2602 627-90-7 Undecanoato de etila Esteres
Soxhlet i
Maceragéo
e Cl14H260 65128-96-3 (Z) -Tetradec-7-enal L Aldeido
Soxhlet
Maceragéo Acido 2,6- 1Lon)
e ClSH;SFZO 0-00-0 difluorobenzoico, [ | 7 Ot'az";?ltigzs
Soxhlet éster oct-3-en-2-ilo 7 9
Maceragéo
e C15H300  75853-51-9 13-Metiltetradecanal Aldeido
Soxhlet
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Método Férmula CAS Nome Férmula Class!flgagao
Molecular Estrutural Quimica
Maceragéao "
e C15H3002 28267-29-0 Tridecanoato de etila u Esteres
Soxhlet
Maceragéo
e C16H320 629-80-1 Hexadecanal o Aldeido
Soxhlet
Maceracéo . ) T
e GO oo Dptemanoll T e
Soxhlet pIp e
Maceragéo )
e C18H3402 54546-22-4 Etil 9-hexadecenoato Esteres
Soxhlet
Maceragéo
e C18H360 638-66-4 Octadecanal Aldeido
Soxhlet
Maceragéo
e C18H3602 628-97-7  Hexadecanoato de Esteres
etila
Soxhlet
Maceragéo . o
e C19H3002 73097-00-4  Estearidonato de [ Esteres
metila [
Soxhlet '
Maceragéo )
e C19H400 1454-84-8 1-Nonadecanol Alcoois
Soxhlet
Macerag&o Acido 2,6- I
e C20H36F20 0-00-0 difluorobenzoico, J: Ol;'aéllitigzs
Soxhlet éster tridec-2-inilico 9
Maceracao Acido Acidos
e C20H3002 10417-94-4 . . o
Soxhlet eicosapentaendico =~ Carboxilicos
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Método Férmula CAS Nome Férmula Class!flgagao
Molecular Estrutural Quimica
Maceragéo ) Acidos
e C20H3202 506-32-1 Acido araquidénico o
' Carboxilicos
Soxhlet L
Maceracéo - . -
e C20H3402  1783-84-2 ~cido dihomo-gama- Acidos
linolénico Carboxilicos
Soxhlet
Maceragéo
e C20H3802 6512-99-8 Etil octadec-9-enoato Esteres
Soxhlet
Maceragéo )
e C20H3802 111-62-6 Oleato de etila Esteres
Soxhlet
Maceracao Acido 9- J Esteres
e C20H3802 6114-18-7 octadecendico, éster ‘
Soxhlet etilico
Maceragéo . i
e C20H4002  111-61-5 Estearato de etila ! Esteres
Soxhlet
Maceragéo i
e C20H420 629-96-9 1-Eicosanol Alcoois
Soxhlet
Maceraggo Araquidonato de -
e C21H3402 2566-89-4 q . Esteres
metila
Soxhlet
Maceragdo 1-Monolinolenoil-rac- <
e C21H3604 18465-99-1 . Alcoois
glicerol
Soxhlet
Maceragdo Acido Acidos
e C22H3202 6217-54-5 L o
docosahexaendico Carboxilicos
Soxhlet
Maceragao .
e C22H3602  1808-26-0 Etil araquidonato Esteres
Soxhlet
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Método Férmula CAS Nome Férmula Class!flgagao
Molecular Estrutural Quimica
Maceragéao
e C22H4402 18281-05-5 Etil araquidato A Esteres
Soxhlet
Maceragéo o
e C27H440  92218-20-7 22-desidrocolesterol JE] Fenois
Soxhlet 5 r
Maceragéo X
e C27H460 57-88-5 Colesterol L Fenois
Soxhlet T
Maceragao C28H45CIO Cloroformato de o Haletos
¢ 2 7144.08.3 colesterol okt Orgénicos
Soxhlet Lo
Maceragéo _
e C28H460 474-67-9 Brassicasterol = i Fenois
Soxhlet - r
Maceragéo Ergost-5,8 (14) - .,
e C28H460  177962-83-3 gost, ! Fendis
dien-3-ol !
Soxhlet
Maceragéo e
e C28H460  17472-78-5 Crinosterol tile Fenois
Soxhlet '
Maceracéo 22.23- 2 B
e C28H480 4651-51-8 . - [ Fenois
Diidrobrassicasterol Ll
Soxhlet
Maceragéo .
e C28H480 474-62-4 Campesterol : ] Fendis
Soxhlet ¥
Maceragao .
e C28H480  29944-53-4 3-metoxicolest-5-eno Esteres
Soxhlet
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Método Férmula CAS Nome Férmula Class!flgagao
Molecular Estrutural Quimica
Maceracgéo _ \
e C29H480 83-48-7 Estigmasterol 1. Fenois
Soxhlet 1 i
Maceragéao .
e C29H500 83-46-5 beta-Sitosterol P 1-% Fenois
Soxhlet |
Maceragao "
e C29H500  29365-29-5 Fitoesterdis ¢ ! Fenois
Soxhlet 1
Maceragéo Colestano-3,5-diol, 3
e C29H5003 41721-93-1 5-acetato, (3beta, b Fenois
Soxhlet 5alpha) - -t
Maceragéo Acetato de 22,23-
e C31H508r2 50633-49-3  dibromostigmast-5- HaAIetlos
02 . 2 Orgéanicos
Soxhlet en-3-il .
Maceracdo Acetato de -
e C31H5002  4651-48-3 ; ] Esteres
estigmasterol A
Soxhlet LJ
Maceragéo ) 0 H ;
e C5H120 123-51-3 Alcool isoamilico Alcoois
Soxhlet
Maceragéo iy .
e C5H120 71-41-0 1-pentanol 0 Alcoois
Soxhlet
Maceracdo C15H24CI2 Acido dicloroacético, ' Haletos
e 0-00-0 . : S ! ~
02 éster tridec-2-inilico Organicos
Soxhlet
Soxhlet ~ Cl1H220  0-00-0  Urans-2-decen-l-ol, Esteres
éter metilico
1,5-Bis (etenil) -3-
metil-2- .
Soxhlet C12H18 74742-35-1 Hidrocarboneto

metilideneciclohexan

(0]
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Método Formula CAS Nome Formula Class!flgagao
Molecular Estrutural Quimica
Soxhlet C12H240 112-54-9 Dodecanal Aldeido
Soxhlet ~ C13H260  26537-04-2 1-dodeceno, 1- Esteres
metoxi-
Soxhlet C13H260 10486-19-8 Tridecanal . Aldeido
|
; e ; [
Soxhlet C15H10F20 0-00-0 2_acet|Ifen|I 2,6 A HaAIet_os
3 difluorobenzoato Organicos
Soxhlet  C15H300  26537-05-3 Eter, metil 1- e Esteres
tetradecenil
Acido 9- Acidos
Soxhlet  C16H3002 2091-29-4 hexadecendico, (92) o
i Carboxilicos
Soxhlet ~ C17H340 15519-14-9 Eteh 1'que’ifl‘de°e”" £ Esteres
Soxhlet  C18H320  56554-35-9 9.17- Aldeido
Octadecadienal, (2) -
I -
- . . Acidos
Soxhlet C18H3202 60-33-3 Acido linoleico . Carboxilicos
! T
Soxhlet ~C18H3202 506-21-8  Acido linoelaidico Acidos
Carboxilicos
Soxhlet C18H3402 593-39-5 Acido Petroselinico AC|d9§
Carboxilicos
Soxhlet ~ C18H3402  2027-47-6 Acido 9- . Acidos
octadecendico Carboxilicos
Soxhlet C19H3402 112-63-0 Linoleato de Metila | Esteres
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Método Férmula CAS Nome Férmula Class!flgagao
Molecular Estrutural Quimica

Linolelaidato de

Soxhlet C19H3402 2462-85-3 - Esteres
Metila
|
Soxhlet C19H3602 1089325-29- (Z) -Etil heptadec-9- Esteres
0 enoato
Soxhlet ~ CI9H380  26537-06-4 Eter, metil 1- Esteres
octadecenil
Soxhlet ~ C20H400  930-02-9 Eter Octadecil - Esteres
Vinilico
Metil 2 - ({2 - [(2-
etilciclopropil) metil] _ )
Soxhlet C22H3802 10152-71-3 ciclopropil} metil) Esteres
ciclopropano-1-
carboxilato
Soxhlet C24H4802  5908-87-2 Etil docosanoato ; Esteres
Soxhlet C27H44 747-90-0 Cholesta-3,5-dieno | b Hidrocarboneto
e
Cholesta-22,24-dien- o < .
Soxhlet C29H480 0-00-0 50l 4.4-dimetil- | [ = Alcoois
|
Soxhlet ~ CAH10CIN  107-99-3 2-cloro-N, N- N Haletos
dimetiletanamina ‘ Organicos
Soxhlet C4H1IN3O  55.85.6 2 (Dimetilamino) . \ Aminas
acetohidrazida I
o . i
Soxhlet  C5H13N3S 86114-63- (2-Dimetilamino-et) -, e Aminas

-tioureia

Fonte: Proprio Autor; Adaptado de PUBCHEM (2021).
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O resultado da classificacdo por grupo quimico de todos os compostos obtidos, é

mostrado na tabela abaixo.

Tabela 5: Quantidade de compostos em relacéo a sua classificagdo quimica.

Classificacdo Quimica NUumero de compostos
Aminas 2
Aldeido 7
Acidos Carboxilicos 9
Alcoois 9
Haletos Orgénicos 9
Hidrocarboneto 9
Fenois 18
Esteres 35
Total 98
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7 CONCLUSAO

Na execucdo deste projeto experimental de carater exploratério, o molusco
Limnoperna fortunei foi submetido aos processos extracdo pelos métodos de
maceracao e Soxhlet, ambos utilizando o metanol como solvente, possibilitando assim

a obtencao e identificacdo de varios grupos de moléculas quimicas.

Por meio de técnicas cromatograficas (CG/EM) foi possivel identificar o perfil

molecular dos extratos obtidos por diferentes formas de extracao.

Na amostra obtida pelo método de Soxhlet foram detectados e identificados 74
compostos quimicos, ja na amostra obtida pelo método de maceragéo foram 72, com
48 compostos comuns aos dois tipos. Desse total de 98 compostos, foi caracterizado
2 aminas, 7 aldeidos, 9 acidos carboxilicos, 9 alcoois, 9 haletos organicos, 9

hidrocarbonetos, 18 fenodis e 35 ésteres.

Para trabalhos futuros é sugerido realizar o mesmo experimento utilizando outros
solventes e a miscigenagcdo dos mesmos buscando melhorar os resultados da
extracdo. Além disso, realizar a analise biotecnolégica dessas moléculas, a fim de
identificar metabdlitos secundarios com possiveis atividades bioldgicas, com grande
potencial antifingico, antibacteriano, anti-incrustante e nos demais seguimentos
como: o farmacolégicos e medicinal tais como antioxidante, antialérgica,
anticancerigena,  antibacteriana, analgésicas, antibidticas, antimicéticas,

imunomoduladoras, anti-inflamatoria, tonicas, expectorantes e diuréticos.

Dessa forma, a pesquisa realizada podera contribuir para futuros estudos sobre
esse espécime que possui capacidades de sobrevivéncia a diversos ambientes e

diferentes condic6es do meio.

Por ultimo e ndo menos importante, gostariamos de relatar que este trabalho foi
desenvolvido durante a pandemia do COVID 19. Muitos esfor¢cos foram realizados
para se chegar a estes resultados. Dificuldades na obtencédo de amostras e uso de

laboratérios e técnicas analiticas impediram grande parte de nossos esforgos
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destinados a ampliar nossa investigacdo principalmente no que diz respeito a

moléculas bioativas.
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