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RESUMO

Introducao: Nos paises em desenvolvimento, a proximidade e a abundéncia de produtos
naturais com potencial para serem usados na purificacdo da agua e a possibilidade de os
utilizar com sucesso sem requerer equipamentos sofisticados assume particular relevancia.
De entre as espécies vegetais usadas para a purificacao de agua, a Moringa oleifera (MO) é
uma das mais importantes e das mais utilizadas. O potencial da utilizacao de sementes de
MO na purificacdo de 4guas tem sido objeto de interesse e estudo ao longo dos anos. Nas
zonas rurais de Mocambique, muitas familias ainda recorrem a fontes de abastecimento de
agua inadequadas como rios, pocos, lagos e lagoas. Como alternativa mais econémica e
ecologica surge também em Mocambique a MO, cujas sementes sdo utilizadas pelas

populacOes rurais para purificar a agua.

Objetivos: o objetivo principal do presente trabalho foi preparar cdpsulas de pd de
sementes de MO como forma de otimizar o tratamento de 4gua em comunidades rurais de

Mocambique.

Métodos: a caracterizacdo da composicao dos extratos das sementes foi estudada usando
Cromatografia Gasosa acoplada com Espectrometria de Massa (GC-MS),
espetrofotometrias no Infravermelho (FTIR) e no Ultravioleta-Visivel. A avaliacdo da
eficiéncia de reducao da turvacao foi feita usando po, granulado e extrato, que foram lidos
no turbidimetro. A caracterizacao do po foi feita determinando a massa volimica aparente
e indice de compressibilidade. As cdpsulas foram submetidas aos ensaios de uniformidade
de massa e desagregacdo. A atividade anti-bacteriana foi avaliada usando a técnica de

contagem direta de microrganismos, tendo sido usado a Escherichia coli ATCC 25922.

Resultados: os métodos de Cromatografia Gasosa acoplada com Espectrometria de
Massa, espetrofotometria no Infravermelho (FTIR) e espetrofotometria no Ultravioleta-
Visivel evidenciaram a presenca de acidos carboxilicos, compostos alifaticos e fenois. O p6
e o granulado demonstraram valores de indices de compressibilidade elevados, indicativos
de que nao escoam. As capsulas satisfizeram aos ensaios de uniformidade de massa da
Farmacopea Portuguesa, tendo ocorrido a desagregacao a 4 min e 30 s. As doses de 250 e
500 mg/1 de po e extrato demonstraram eficiéncia de reducao da turvacao de 98,5 %, tendo
se reduzido a 4 UTN. O p6 das sementes de MO demonstrou atividade antibacteriana

reduzindo consideravelmente o niimero de colonias da E.coli.
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Conclusao: as sementes de MO demonstraram principalmente a presenca de acidos
gordos, tendo se verificado também a presenca de metabolitos secundarios de muito
interesse, como os fitoesterois e polifenois. O po e o extracto aquoso demonstraram maior
eficiéncia de reducgao da turvacao do que o granulado. Essa reducao verificou-se nas doses
de 250 e 500 mg/l de po e filtrando com papel de filtro, tendo-se conseguido atingir 97 —
98,5 %. Conseguiu-se atingir 4 UTN, valor inferior a 5 UTN, o recomendado pela OMS. As
sementes de MO demonstraram eficiéncia antibacteriana, diminuindo consideravelmente
o numero de bactérias (E.coli). As capsulas mantiveram as propriedades coagulantes e/ou

antibacterianas do p6 ap6s 15 dias de armazenamento na estufa a 30 °C.

Palavras chaves: Moringa oleifera, Tratamento de agua, Coagulacao
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ABSTRACT

Introduction: In developing countries, the proximity and abundance of natural products
with the potential to be used in the purification of water and the possibility of using them
successfully without requiring sophisticated equipment is of particular importance. Among
the plant species used for water purification, Moringa oleifera (MO) is one of the most
important and most used. The potential of using MO seeds for water purification has been
the object of interest and study over the years. In rural Mozambique, many families still
resort to inadequate sources of water supplies such as rivers, wells, lakes and lagoons. As a
more economical and ecological alternative, MO also emerges in Mozambique, whose seeds

are used by rural populations to purify water.

Objectives: the main objective of this work was to prepare capsules of MO seeds powder

as a way to optimize water treatment in rural communities of Mozambique.

Methods: The characterization of the composition of seed extracts was studied using Gas
Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC-MS), infrared (FTIR) and UV-Vis
spectrophotometries. The evaluation of the efficiency of turbidity reduction was made using
powder, granules and extract, which were read in the turbidimeter. The characterization of
the powder was made by determining the apparent volume mass and compressibility index.
Antibacterial activity was evaluated using the technique of direct counting of

microorganisms, using Escherichia coli ATCC 25922.

Results: the Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry method, Infrared
(FTIR) and Ultraviolet-Visible spectrophotometries showed the presence of carboxylic
acids, aliphatic compounds and phenols. The powder and the granules showed high
compressibility index values, indicating that they do not flow. The capsules satisfied the
mass uniformity assays of Portuguese Pharmacopea, and disaggregation occurred at 4 min
and 30 s. The doses of 250 and 500 mg/1 of powder and extract demonstrated a turbidity
reduction efficiency of 98.5%, and it was reduced to 4 NTU. The powder from MO seeds

showed antibacterial activity by considerably reducing the number of E.coli colonies.

Conclusion: The powder and the aqueous extract showed higher efficiency of reducing
turbidity than granules. This reduction occurred at doses of 250 and 500 mg/1 of powder
and filtering with filter paper, reaching 97 — 98.5 %. It was achieved 4 NTU, a value of less

viii
Cardeal Foutinho | FFUP | julho 2020


https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/in
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/developing
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/proximity
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/abundance
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/natural
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/with
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/potential
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/to
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/be
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/used
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/in
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/water
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/possibility
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/them
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/without
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/sophisticated
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/equipment
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/is
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/particular
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/importance
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/among
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/plant
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/species
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/used
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/for
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/water
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/is
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/one
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/most
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/important
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/most
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/used
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/potential
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/use
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/has
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/been
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/object
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/interest
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/study
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/over
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/in
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/rural
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/mozambique
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/many
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/still
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/resort
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/to
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/inadequate
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/water
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/such
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/as
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/as
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/a
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/more
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/economical
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/ecological
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/alternative
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/m
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/also
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/in
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/mozambique
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/whose
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/are
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/used
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/by
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/rural
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/to
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/purify
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/water
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/objective
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/this
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/work
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/was
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/to
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/prepare
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/mo
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/seed
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/powder
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/as
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/a
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/way
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/to
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/optimize
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/water
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/treatment
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/in
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/rural
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/mozambique
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/characterization
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/composition
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/seed
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/was
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/studied
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/ms
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/infrared
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/uv
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/efficiency
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/reduction
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/was
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/made
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/powder
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/extract
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/which
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/were
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/read
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/in
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/characterization
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/powder
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/was
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/made
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/by
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/apparent
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/volume
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/mass
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/index
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/activity
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/was
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/technique
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/direct
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/satisfied
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/the
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/mass
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/uniformity
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/at
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/was
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/to
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/this
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/reduction
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/at
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/mg
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/l
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/powder
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/and
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/with
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/filter
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/paper
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/it
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/was
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/a
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/value
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/of
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles-portugues/less

than 5 NTU, the one recommended by WHO. MO seeds demonstrated antibacterial
efficiency, considerably decreasing the number of bacteria (E.coli). The capsules
maintained the coagulant and/or antibacterial properties of the powder after 15 days of

storage in the oven at 30 °C.
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INTRODUCAO

CAPITULO 1: INTRODUCAO

1.1. Consideracoes gerais

A agua para o consumo ou agua potavel é um recurso de suma importancia para
todos os seres humanos (1). Contudo, a disponibilidade de 4gua no mundo varia
amplamente e, mesmo que esteja disponivel, é questionavel se é segura e limpa para o
consumo humano. Esta realidade é particularmente evidente nos paises em
desenvolvimento, onde o acesso a dgua potavel é limitado. A agua é considerada limpa
quando estiver adequadamente livre de substancias fisicas, quimicas e de agentes poluentes
biologicos, a qual, destinando-se para o consumo humano, pode ser utilizada para todos os
fins domésticos habituais, como consumo, preparacao de alimentos e higiene pessoal. A
agua potavel é considerada segura quando cumpre com as diretrizes da Organizacdo
Mundial da Saiide (OMS) ou padrdes nacionais de qualidade de agua potavel em relagao
aos parametros microbianos, quimicos e fisicos (2, 3).

Segundo a Organizagdo Meteorolégica Mundial (WMO), mais de 780 milhdes de
pessoas - cerca de 11% da populacao mundial - ndo tém acesso a 4gua potavel. Refira-se que,
70% dos recursos globais de agua doce vao para agricultura e irrigacao, e apenas 10% para
usos domésticos (4).

De acordo com a OMS, a nivel mundial ha pelo menos 2 mil milhdes de pessoas
usando uma fonte de 4gua potavel contaminada com fezes. Agua contaminada e falta de
saneamento sdo apontados como causas para a transmissdo de doengas como cdlera,
disenteria, hepatite A, febre tif6ide e poliomielite. Portanto, servigos de 4gua e saneamento
ausentes ou inadequadamente operacionais, expoem os individuos a riscos de saude
evitaveis (5).

As principais razoes que explicam a falta de &agua potavel nos paises em
desenvolvimento sao, entre outras, a auséncia de infraestruturas e produtos quimicos de
tratamento adequados, uma rede de distribuicdo deteriorada ou abastecimentos
intermitentes que promovem a estagnacao da agua e o crescimento de agentes patogénicos
6, 7).

A producao de agua potavel a partir de 4guas superficiais ou subterraneas envolve
geralmente uma ou varias etapas de tratamento para remover substancias indesejadas. Nos
paises desenvolvidos, a purificacao dessas aguas é principalmente baseada na utilizacao de
processos convencionais. Esses processos normalmente incluem a coagulacao, sendo
frequentemente escolhidos sais de aluminio como agentes coagulantes. Contudo, o

inconveniente da utilizacdo de aluminio deve-se a persistente presenca de residuos deste
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metal na dgua tratada, que quando do uso continuado, é responsavel pelo desenvolvimento
da doenca de Alzheimer e de outras doencas neurologicas (8-11). Além disso, nos paises com
menos recursos, os custos da aquisicao dos sais de aluminio podem constituir um problema
dificil de ultrapassar. Esta e outras desvantagens apontadas aos tratamentos com
floculantes metalicos, fazem que haja uma atencao crescente para métodos alternativos
mais ecoldgicos, ndo-toxicos e com o minimo de efeitos indesejaveis. E o caso da utilizacdo
de agentes coagulantes naturais, nomeadamente de plantas com essas propriedades (12,
13).

Nos paises em desenvolvimento, a proximidade e a abundancia de produtos naturais
com potencial para serem usados na purificacdo da 4gua e a possibilidade de os utilizar com
sucesso sem requerer equipamentos sofisticados assume particular relevancia. De entre as
espécies vegetais usadas para a purificagdo de agua, a Moringa oleifera (MO) é uma das
mais importantes e das mais utilizadas. O potencial da utilizacdo de sementes de MO na
purificacdo de 4guas nao tratadas tem sido objeto de interesse e estudo ao longo dos anos
(8, 14-16).

Mocambique, oficialmente designado Republica de Mocambique, é um pais
localizado no sudeste do continente Africano, na regido denominada Africa Austral.
Segundo o dltimo recenseamento geral da populacdo e habitacdo de 2017, a populacdo é de
27,9 milhGes de habitantes, das quais, a maior parte vive na zona rural, o que corresponde
a 66,6% (17). Nas zonas rurais do pais, muitas familias ainda recorrem a fontes de
abastecimento de 4gua inadequadas como rios, pogos, lagos e lagoas (18). O método
convencional de uso domiciliar mais utilizado para garantir a potabilidade da 4gua oriunda
dessas fontes é o uso de um produto comercializado com o nome de Certeza®, que é uma
solucao diluida de hipoclorito de s6dio. A Certeza® é vendida em garrafas de 150 mL a
precos subsidiados pelo setor privado e distribuida gratuitamente durante situacoes de
emergéncia (19). No entanto, o fraco poder de compra da maior parte da populacao rural e
do baixo nivel de cobertura da distribuicao gratuita dessa solu¢io nessas comunidades, sdo
os factores mais evidentes que contribuem para o consumo de 4gua nao tratada. Como
alternativa mais economica e ecologica surge também em Mocambique a MO, cujas

sementes sdo utilizadas pelas populagoes rurais para purificar a dgua.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo preparar capsulas contendo po6 de
sementes de MO. Esta forma so6lida permitira uma utilizacao simples e mais eficaz da MO
para o tratamento de aguas. As capsulas desenvolvidas foram caracterizadas e sua eficacia

avaliada por ensaios microbioldgicos e fisico-quimicos.
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1.2. Tratamento de agua para consumo humano

O processo de tratamento da 4gua envolve uma variedade de operacoes unitérias
que geralmente sao executadas em série. Efectivamente, quanto mais limpa for a 4gua bruta
(4gua nao tratada), menor sera o namero de etapas ou operacdes unitarias necessarias, e,
menor ainda € o custo total do processo (20). Portanto, entende-se por agua potavel a que
é propria para beber, para cozinhar os alimentos e para usos domésticos, estando isenta de
risco de contaminacao por agentes quimicos ou bioldgicos a curto e longo prazo de utilizacao
(21).

A 4gua para consumo humano pode ter dois tipos de origens, subterranea e
superficial. As dguas subterraneas por sua vez podem ser de varios subtipos de origens:
meteodrica, juvenis, cOsmicas, de restituicao e as fosseis. Estas sdo as dguas utilizadas
principalmente pelo sector industrial e a sua quantidade e qualidade dependem sobretudo
de factores geologicos (22). Sao geralmente consideradas mais limpas que as superficiais e,
portanto, ndo requerem o mesmo grau de tratamento, sendo geralmente s6 submetidas a
aeracao e desinfeccdo, antes do fornecimento. J4 as 4guas superficiais, devido a exposicao
ambiental, estdo sujeitas a contaminacao, facto que, requerem tratamentos adequados para
remover os agentes patogénicos (23).

Os processos de tratamento de 4gua podem variar de um local para o outro,
dependendo dos meios e capacidade tecnologicos disponiveis e da agua que se pretende
tratar, porém os principios basicos sao os mesmos. Atualmente, os métodos mais comuns
de tratamento de agua descritos em literatura incluem a coagulacdo, floculagao,

sedimentacao, filtracao e desinfeccao (24, 25).

1.2.1. Coagulacao e floculacao

A coagulacado é frequentemente um dos primeiros passos no tratamento de agua
(26). A técnica facilita a remocao de so6lidos em suspensao e particulas coloidais, geralmente
inferiores a 10 um (20, 26). As particulas coloidais que podem existir na agua sao argilas,
oxidos metalicos, macromoléculas proteicas e micro-organismos. Essas particulas coloidais
sao tao pequenas, que a sua remoc¢ao da agua sem o auxilio de agentes coagulantes seria
dificil. Esta descrito que as particulas dispersas na agua de tamanhos reduzidos tendem a
ter cargas elétricas negativas e, portanto, repelem-se umas as outras, evitando a agregacao
entre elas (27). Assim, utiliza-se um agente coagulante, que € um composto neste caso com
carga positiva, que estabelece ligacoes quimicas com as particulas em suspensao e/ou

coloidais, e que quando adicionado a agua atua desestabilizando-as por neutralizacao

3
Cardeal Foutinho | FFUP | julho 2020



INTRODUCAO

induzindo-as a agregarem-se em particulas maiores, conhecidas como flocos. Os
mecanismos que explicam os processos de coagulacao sao complexos, porém estes incluem
a adsorcao, a neutralizacao de cargas e o arrastamento dentro da matriz fisico-quimica
formada (20, 25, 28).

Os coagulantes comumente usados sao sulfato de aluminio, cloreto férrico, cloretos
de poli-aluminio e polimeros sintéticos, entre outros (29, 30). Todos esses coagulantes tém
em comum a capacidade de produzir i0es positivamente carregados quando dissolvidos em
agua. Esses i0es positivos sdo os que contribuem para a neutralizacao de cargas negativas
das particulas dispersas na agua. A concentracao de coagulante a empregar depende de
varios parametros, como tipo e concentracao dos contaminantes, pH e temperatura (20,
31).

Na floculacao, as particulas de tamanho menor colidem umas com as outras no seio
do liquido. Esta colisdo origina a agregacao das particulas menores tornando-as maiores,
chamadas flocos. A formacao de flocos é aumentada quando o liquido é submetido a
agitacdo. Assim, a velocidade, o tempo e o pH sao descritos como factores que favorecem a

ocorréncia de coagulacao-floculacao (20).

1.2.2. Sedimentacao

Na sedimentacdo ocorre a deposicao dos flocos no fundo do recipiente/deposito.
Essa deposicao é influenciada pelo peso dos flocos formados, quer por adicio de um
coagulante quer por floculacdo. Com a deposicdo dos flocos, surge a superficie a fase

sobrenadante limpida que pode ser recolhida e submetida a etapa seguinte, a filtragao (20,

25).

1.2.3. Filtracao

Normalmente, apés a etapa de sedimentacdo, ainda pode haver residuos solidos
finamente dispersos no seio do liquido que, geralmente, sao provenientes quer da propria
agua, quer dos agentes coagulantes usados. A filtracao surge entdo como etapa para remover
esses residuos solidos. Geralmente, é o sobrenadante que é submetido a filtracdo, sendo

que, pode-se usar filtros de diferentes composic¢oes, como os de areia, carvao, entre outros

(20, 25).
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1.2.4. Desinfeccao

A desinfecdao é uma etapa crucial no tratamento de dgua. Nesta etapa pretende-se
eliminar os contaminantes microbiol6gicos. Normalmente, o processo ocorre apos filtracao.
Efectivamente, este processo envolve o uso de agentes quimicos reativos, como o cloro. A
adicao do cloro a 4gua visa eliminar todos microrganismos patogénicos, como parasitas,
bactérias, fungos e virus, que podem existir no seio do liquido. Além disso, esse agente
quimico é adicionado a agua com vista a garantir a protecio da mesma dos germes

potenciais presentes nos canos de abastecimento (25, 32).

1.3. Parametros de controlo da qualidade da agua potavel

No processo de avaliacao da qualidade da agua potavel, é frequente serem levados
em consideracdo varios parametros definidos pela OMS. Esses parametros envolvem
procedimentos como a percecdao sensorial, técnicas analiticas, fisico-quimicas e analise
microbiolégica (3, 22, 32). O seu cumprimento é indispensavel com vista a garantir a
potabilidade da 4gua. Os parametros incluem a qualidade microbiolégica, turvacao, aspetos
quimicos, aceitabilidade, entre outros. Nesta secdo irdo se abordar parametros

microbiologico e turvacao, por fazerem parte do foco do presente trabalho.

1.3.1. Parametros microbiologicos

A anélise microbioldgica da agua potavel tem por objetivo a deteccao de possiveis
microrganismos patogénicos. A contaminagao microbiana da agua é na maioria das vezes
devida a excrementos de animais, incluindo os dos humanos. Esta contaminacdo esta
associada a presenca de grupos coliformes. Os coliformes sao constituidos por bactérias que
apresentam caracteristicas bioquimicas e de crescimento bem definidas. As espécies
bacterianas mais comuns desses grupos pertencem aos géneros Escherichia, Enterobacter,
Klebsiela, Citrobacter, Aerobacter. Doencas como a febre tifoide e a colera, sao descritas
como sendo de origem hidrica sendo causadas por bactérias. Esses microrganismos podem

ser removidos da agua usando o cloro (3, 22, 33).
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1.3.2. Turvacao

A turvacgao é uma medida da limpidez da dgua expressa em unidades de turvacao
nefelométricos (UTN) (20). Essa limpidez é conseguida quando sao removidos os materiais
em suspensao, recorrendo geralmente a filtracao. Este parametro, por si s, nao representa
um risco para a saide publica (34).

A turvacao é devida a presencga, na agua, de materiais diversos finamente divididos,
como limo, argilas, graos de areia, particulas coloidais, matéria organica, entre outras
causas (22). Isto pode estar associado a ma qualidade da fonte de agua, tratamento
inadequado, entre outras falhas. Assim, niveis de turvacao visivel a olho nu reduzem a
aceitabilidade da agua potavel pelos consumidores (32). Geralmente, a turvacao é
considerada um problema de agua potavel quando a fonte de captacdo é de aguas
superficiais. Assim, sera necessario nivel de turvacao para agua potavel < 5 UNT, segundo

como recomendado pela OMS (3, 35).

1.4. Moringa oleifera

Moringa oleifera (MO) é uma arvore que cresce amplamente em muitos paises
tropicais e subtropicais do mundo. E cultivada para fins comerciais na Asia, Africa, América
do Sul e Central. Essa 4rvore é nativa da regido dos Himalaias (nordeste da India, Paquistio
e Nepal), estando descritas 14 espécies da mesma familia (Moringaceae) distribuidas pelo

globo terrestre. Contudo, para alguns autores o género Moringa agrupa 13 espécies (tabela

1) (12, 15, 30, 36, 37).

A MO é descrita como uma arvore de porte médio (figura 1), mas que pode atingir 7
— 15 m de altura e 20 — 45 cm de didmetro de tronco (38-41). A MO pode ser cultivada em
areas aridas, semiaridas e quentes, com temperaturas variando entre 25 e 35 °C, podendo
tolerar até 48 °C, e também as geadas fracas das 4reas subtropicais. E resistente a seca e

precipitacao anual entre 250 e 3000 mm, podendo crescer em altitudes entre 600 - 1350 m

(38, 42).
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Tabela 1:Espécies de Moringa no mundo

Espécies Pais Ref.
Moringa arborea®**  nativa do Quénia (43, 44)
M. borziana** nativa da Somalia (43, 44)
M. concanensis* nativa do norte da India (43, 44)
M. drouhardit* nativa do sudoeste de Madagascar (43, 44)
M. hildebrandtii** nativa do sudoeste de Madagascar (43, 44)
M. longituba* nativa do Quénia, Etiopia e Somalia (43, 44)
M. oleifera* nativa da regido dos Himalaias (43, 44)
M. ovalifolia* nativa de Namibia e sudoeste de Angola (43, 44)

nativa da regido do Corno de Africa, Arabia e sul do
M. peregrina*® e (43-45)
Sinai (Egipto)
M. pygmaea** nativa da Somalia (43, 44)
M. rivae** nativa do Quénia e Etidpia (43, 44)
M. ruspoliana** nativa do Quénia e Etidpia (43, 44)
M. stenopetala*® nativa do Quénia, Etiopia e Somalia (43, 44)

*espécies comuns; **espécies raras

Figura 1: Arvore de MO
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A MO apresenta raiz axial e tuberculosa, folhas compostas e flores fragrantes. As
sementes sdo globdides, quando secas apresentam cascas geralmente de cor acastanhada a

tender para preto (figura 2) (38, 39, 46).

Figura 2: Sementes de MO

1.4.1. Composicao fitoquimica

Para além dos componentes estruturais (proteinas, hidratos de carbono e lipidos) e
dos sais minerais (Fe, Ca, Mn, Mg, Na, P, Zn e K) e vitaminas (A, B,, B, Bs, By, C e K) a MO
¢ uma fonte importante de metabolitos secundarios como alcalbides, saponinas, taninos,

fitoesterois, polifenois (flavonoides e acidos fenolicos), glucosinolatos e terpenos (tabela 2)

(14, 15, 44, 47, 48).

Tabela 2: Metabolitos secundarios de MO

Metabolitos . Com.postos Parte da planta  Referéncias
identificados
Glicosinolato de 4-0O-
a-L- Caule, folhas, flores,
o ramnopiranosiloxi- vagens e sementes

Glicosinolatos . (44, 49)
benzilo
Glicosinolato de )

. Raizes
benzilo
Flavonoides Quercetina Folhas, sementes (15, 44, 50)
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Kaempferol

Apigenina

Isoramnetina

Rutina

Catequina

Epicatequina

Acido galico

Acido elagico

Acido fertlico

Acido cafeico

Acidos o-cumarico e p-

Acidos fenélicos o Folhas (49)
cumarico
Acido clorogénico
Acido gentisico
Acido sirinico
Acido sinapinico
Vincosamido de N-a-
Alealéid L-ramnopiranosil Folh ( )
calbides olhas , 49, 51
Marumosidos A e B 43,49,
Niazirina
Saponinas Folhas (43, 49)
Taninos Folhas (43, 49)
[-Sitosterol
. . Caule, folhas,
Fitoesterois Campesterol (49)
_ sementes
Estigmasterol
-Caroteno
Terpenos b Folhas (43)
Luteina

Esta descrito que a MO contém cerca de 36 constituintes fitoquimicos com accao

anti-inflamatoria, 46 com atividade antioxidante e mais de 9o nutrientes reconhecidos (14).

As formulas de estruturas quimicas da maioria destes metabolitos secundarios sao

apresentados da tabela 3.
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Tabela 3: Formulas de estruturas de metabolitos secundarios de MO

Nome Estrutura Ref.

OH

Glucomoringinat

(52, 53)

Glicosinolatos

Glicosinolato de

benzilo

Isotiocianato de

-a-L-
e (54)

ramnosiloxi-

Isotiocianato

benzilo

Vincosamido de
N-a-L-

ramnopiranosil

0y, O
O .
. , 51
Marumosido A )‘\/O/ “, (43, 51)
H,N HO OH

Alcalbides

Niazirina

Flavon

Quercetina (52, 53)

! Glicosinolato de 4-O-a-L-ramnopiranosiloxi-benzilo
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Kaempferol
OH o]
OH
HO. o O
Apigenina ‘ |
OH o
OH
. HO o Q -
Isoramnetina | o
OH
OH O
Rutina

dos fendlicos

Aci

Acido gélico

Acido elagico

Acido ferlico

Acido caféico

(52, 53)
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(@)
Acido o-
, . OH
cumarico
OH
(@]
P = OH
Acido OJ\/\Q:
o WOH
clorogénico ™ oH
Ho “/oH
HO
@)
Acido cinamico OH
@)
Acido HO
. OH
protocatecuico
HO

Fitoesterois

B-Sitosterol

Campesterol

Estigmasterol

II

HO

(55, 56)
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B-Caroteno

(57-59)

Terpenos

HO

Luteina

/2 (474 (A/ A4

OH

a. Glicosinolatos

Os glicosinolatos (GS) sd@o compostos tiossacaridicos aniénicos e heterogéneos de
ocorréncia natural, encontrados principalmente nos vegetais das familias botanicas
Brassicaceae e Moringaceae (60, 61). E uma classe de compostos soltiveis em agua, estaveis
ao calor, nao volateis, que apresentam 4tomos de enxofre e nitrogénio na sua estrutura e
uma cadeia lateral derivada de aminoacidos, bem como uma ligacdo tioglicosidica ao
carbono de uma oxima sulfonada (62, 63). Sao hidrolisados pela mirosinase produzindo D-
glicose e varios produtos de degradacao, particularmente os isotiocianatos, dependendo da
parte da aglicona (60). Portanto, os GS representam um grupo importante de metabolitos
secundarios caracteristicos da familia Moringaceae. Contudo, o teor de GS varia em funcao
do 6rgao da planta devido a factores genéticos, ao meio ambiente e nutrientes das plantas
(64). Assim, esta descrito que os caules de MO contém concentracoes mais baixas de GS do
que as folhas e sementes (61).

Os GS da MO sao constituidos por um anel benzénico ligado a duas moléculas de
ramnose. Estes metabolitos da MO tém potencial anti-inflamatoério, anticancerigeno e
hipoglicémico, sendo o glicosinolato de 4-O-a-ramnopiranosiloxi-benzilo e glicosinolato de

benzilo alguns dos exemplos destes compostos (65).

b. Flavonodides

Os flavonoides sao metabolitos secundarios amplamente distribuidos em todas as

plantas, estando descrito que apresentam varias funcoes metabolicas (66). Também sao
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considerados como pigmentos responsaveis pela coloracao da maior parte das flores, frutas

e sementes (67).

Estes metabolitos sdao constituidos por um grande grupo de compostos polifendlicos
com uma estrutura base de 15 carbonos distribuidos por 2 anéis aromaticos ligados por uma

ponte de 3 carbonos, que podem formar um terceiro anel heterociclico (68).

Sao classificados em sete classes principais (figura 3): chalconas, flavonas (por
exemplo, a flavona, a apigenina e a luteolina), flavondis (por exemplo, a quercetina, o
kaempferol, a miricetina e a fisetina), flavanonas (por exemplo, a flavanona, a hesperetina
e a naringenina), flavandiois, antocianinas e proantocianidinas ou taninos condensados
(68, 69). Contudo, os flavonois sao descritos como uma das classes mais importante, pois,
para além de serem os ancestrais e mais difundidos, apresentam amplas e potentes
atividades fisiologicas (67). Estes compostos podem existir sob a forma livre (agliconas),
porém comumente aparecem ligados a uma fracao de actcar (glicosidos) (66). Geralmente,
os compostos como o kaempferol, a quercetina e a isoramnetina, sao descritos como dos

flavono6ides mais comuns, existindo em abundancia nos tecidos vegetais (70).

Chalconas Flavonas Flavonois

g8
OH

Flavandiois Antocianinas Proantocianidinas Chalconas

cr OH
HO 0: O
Q 0 o
OH A0H

" YOH
OH OH OH

Figura 3: Classes principais de flavonoides
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As funcoes biologicas atribuidas aos flavondides resultam de efeitos bioquimicos
diversos que podem ser aproveitados para o tratamento de varias doencas, como o cancro,
a doenca de Alzheimer e aterosclerose. De salientar as suas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatérias, anti-mutagénicas e anti-carcinogénicas, assim como a sua capacidade
de modular as principais fung¢des das enzimas celulares. Sio também inibidores potentes de
varias enzimas, como a xantina oxidase, a ciclo-oxigenase, a lipoxigenase e a fosfoinositida
3-quinase, entre outras (67, 68). A elevada atividade antioxidante atribuida a MO é devida,
principalmente, ao seu alto teor em flavonoides (71). Os flavonéides mais comuns da MO

sdo a rutina, a quercetina, a ramnetina, o kaempferol, a apigenina e a miricetina (tabela 3)

(15).

c. Acidos fendlicos

Os 4cidos fendlicos sdao metabolitos secundarios que fazem parte de uma das
principais classes de compostos fenoélicos de plantas. Na sua estrutura apresentam um
grupo acido carboxilico e um grupo fenol, sendo por vezes designados por &cidos
fenolcarboxilicos. Estes compostos fitoquimicos podem ser encontrados nas sementes,

frutos e maioritariamente nas folhas (68).

Em funcdo dos acidos de que derivam, os 4cidos fendlicos sdo divididos, em dois
subgrupos (figura 4): acidos hidroxibenzoéicos e hidroxicinamicos (772). Os acidos fenolicos
mais comuns provenientes do hidroxicindmico sao os acidos fertlico, cafeico, p-cumaérico e
sinipico. Ao passo que, os provenientes do acido hidroxibenzéico sdo os acidos p-

hidroxibenzobico, protocatectico, vanilico e siringico (73).

Acido hidroxibenzéico Acido hidroxicinamico
O 0O
OH S OH
OH OH

Figura 4: Subgrupos dos acidos fenolicos
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Uma das caracteristicas inerentes a estes compostos fendlicos é a sua atividade
antioxidante (74). Esta caracteristica € atribuida a reatividade do hidroxilo ligado ao anel
aromatico e ao grupo carboxilico (75). O mecanismo que explica essa acgdo consiste,
basicamente, na estabilizacdo dos radicais produzidos nas células por doacdo ou captacao
de eletroes, agindo assim como antioxidantes (39, 76). Sendo componentes antioxidantes
ativos, sao responsaveis por diversas propriedades farmacologicas, como anti-inflamatoria,
anti-aterosclerotica e antidiabéticas, bem como na inibi¢ao de afecdes por outros danos
oxidativos ocorridos em doencas cardiovasculares e doencas oncologicas (77, 78). Na MO,
estes metabolitos sdo geralmente abundantes nas folhas, mas também podem estar nas
sementes e frutos (39, 44). Os acidos fenodlicos mais comuns da MO sao acidos galico,

elagico, ferulico, caféico, o-cumarico, clorogénico, cinamico e protocatectico (tabela 3) (14).

d. Alcaléides

Os alcalbides sdo substancias naturais que contém atomos de nitrogénio basicos na
sua estrutura (79). Esses metabolitos sao derivados principalmente a partir do metabolismo
de aminoacidos e classificam-se em alcaléides verdadeiros, protoalcalbides,
pseudoalcalbides, entre outros (80). Os atomos de nitrogénio da sua estrutura podem

ocorrer na forma de amina priméaria (RNH.), secundaria (R.NH) ou terciaria (R;N) (43).

Os alcaléides ocorrem naturalmente nas plantas, mas também sao abundantes em

microrganismos, organismos marinhos e animais (79).

Vérios alcal6ides tém sido utilizados na terapéutica estando associados a varias
atividades biologicas, como eméticos, anticolinérgicos, antitumorais, diuréticos,
simpatomiméticos, antivirais, anti-hipertensores, hipnoanalgésicos, antidepressivos,
miorelaxantes, antitussigenos, antimicrobianos e anti-inflamatoérios (51, 80). Embora
incomum, a presenca de véarios alcal6ides foi confirmada em MO, sendo o mais comum o
vincosamido de N-a-L-ramnopiranosil (tabela 3). Entre os alcal6ides considerados menos

comuns, estao a niazirina e os marumosidos A e B (51).

e. Taninos

Os taninos sao biomoléculas polifenolicas soliveis em agua, presentes em muitos
vegetais, apresentando propriedades adstringentes e sabor amargo (81). Para além de

apresentarem grupos oxidrilos nas suas estruturas polifenolicas, podem exibir outros
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grupos funcionais, facto que os confere a capacidade de estabelecer ligacoes cruzadas com
proteinas e outras macromoléculas (82). De acordo com a sua estrutura e propriedades
quimicas, os taninos sao divididos em dois grupos principais: taninos hidrolisaveis e

condensados (83).

Os taninos exibem varias propriedades biologicas, como anti-neoplésica,
antiaterosclerotica, anti-inflamatoéria, anti-hepatotéxica, antibacteriana e atividade de
replicacdo anti-VIH. Estes metabolitos estdo presentes na MO em concentracoes reduzidas,

sendo muito abundantes sobretudo nas folhas (43).

f. Saponinas

As saponinas sao metabolitos secundarios de natureza glicosidica amplamente
distribuidos nas plantas, em alguns animais invertebrados marinhos e em insetos (84, 85).
Esses metabolitos sao caracterizados pela formacdo de espuma, tendo propriedades
detergentes e tensioativas. Na sua estrutura contém uma aglicona ester6ide ou triterpenoéide
e uma ou mais cadeias de actcares (86, 87). Essa diversidade estrutural confere
importantes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, como a capacidade formagao de
espuma e a lise celular dos eritrocitos (84). Esses metabolitos tém aplicagdes na industria,
como para o fabrico de sabonetes, venenos para peixes, moluscicidas, entre outras. Além
disso, as saponinas tém sido atribuidas amplas propriedades biologicas e farmacologicas,
como a modificacio da permeabilidade da membrana celular, expectorante, anti-
inflamatoéria, vasoprotetora, hipocolesterolémica, imunomoduladora, hipoglicémica,

antifingica, antiparasitaria e muitas outras (84, 85).

As folhas de MO sao descritas como a fonte principal destes metabolitos. Assim, a
formacao de espuma quando da preparacdo de extractos aquosos usando folhas ou
sementes, tem sido a caracteristica mais evidente, sugerindo assim a presenca de saponinas

em MO (43).

g. Fitoesterois

Os fitoesterois sdo alcoois esteroides vegetais (88). Essa familia engloba mais de 100

fitoesterois diferentes e mais de 4000 tipos de triterpenos (89) Estruturalmente os
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fitoesterois sao semelhantes ao colesterol, porém sao produzidos por plantas e incluem um

grupo metilo ou etilo em C-24 e uma dupla ligacao em C-22 (55).

Entre as funcoes dos fitoesterdis, estad a propriedade de reducao dos niveis de
colesterol, estando descrito que o consumo dos mesmos esta associado a uma reducao de
20% das doencas coronarias (90, 91). Encontram-se descritos mais de 200 fitoesterdis. O
[B-sitosterol, o campesterol e o estigmasterol sdo dos mais frequentes e abundantes, tal como

acontece na MO (92).

h. Terpenos

Os terpenos constituem a maior classe de produtos naturais com mais de 55 mil
compostos conhecidos e que diferem pela sua diversidade estrutural (58). Eles ocorrem em
todos os organismos vegetais, sendo a grande maioria encontrada em plantas superiores
(57). Em funcao da estrutura carbonada, estes metabolitos sao classificados em
hemiterpenos (C;), monoterpenos (C..), sesquiterpenos (C.s), diterpenos (C.,), sesterpenos

(Css), triterpenos (Cs,) e tetraterpenos (C,o) (58).

Os terpenos apresentam importantes atividades bioldgicas, como analgésica,
anticonvulsivante e cardiovascular (59). A luteina € o terpeno mais comum em MO, estando

descrito também a presenca de B-caroteno (tabela 3), entre outros (49).

1.4.1.1. Composicao fitoquimica das sementes

As sementes de MO contém importantes metabolitos bioativos, como alcalbides,
glucosinolatos, isotiocianatos e tiocarbamatos, acidos fenolicos, flavonoides e fitoesterois
(tabela 3) (50). Além disso, est4 descrito que as sementes contém 19 — 47% de o6leo, 10 —
52% de proteinas, 5 — 5,5 % de hidratos de carbono e 2,5 — 20% de glicosinolatos (65, 93).
O 6leo contém aproximadamente 13% de acidos gordos saturados (sendo o acido palmitico
o mais abundante) e 82% de acidos gordos insaturados, sendo o acido oleico o mais
predominante do grupo na ordem dos 70% (94, 95).

Também, estdo descritos outros compostos identificados nas sementes, como

moringina, 3-0-(6-0-oleoil-B-D-glicopiranosil)-p-sitosterol, B-sitosterol-3-O-B-D-

18
Cardeal Foutinho | FFUP | julho 2020



INTRODUCAO

glucopiranosido, glicerol-1-9-octadecenoato, roridina E, estrofantidina, glucosinalbina,

glucorafanina, glucoiberina (50, 96, 97).

1.4.2. Aplicacoes

A espécie MO é, entre todas da familia Moringaceae, a mais utilizada e estudada
(98). A sua grande valia é devido a importancia nutricional (folhas, frutos verdes, flores e
sementes torradas), medicinal (todas as partes da planta), ao seu valor como forragem
(folhas, frutos e sementes), ao seu valor como condimento na culinaria (principalmente as
raizes), ao seu valor para industria cosmética e ambiental (tratamento de 4guas). E utilizada
em varias regides de Africa, América e Asia (10, 39, 47). Nesta secdo irdo se abordar
aplicacoes relacionadas ao interesse do presente trabalho, como utilidades medicinal

(potencial antimicrobiano) e para o tratamento de aguas.

1.4.2.1. Aplicacao medicinal

A MO é amplamente utilizada no tratamento de infec6es bacterianas e fingicas,
bem como para doencas sexualmente transmissiveis e diarreia (99, 100). Essa atividade
antimicrobiana é exibida pela maioria das fra¢des da planta (101).

Vérios estudos feitos in vitro referem que extratos de raizes, caules, folhas, flores,
vagens e sementes de MO apresentam propriedades antimicrobianas (14). Assim, esta
demonstrada a capacidade inibitéria para bactérias Gram-positivas (Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e Staphylococcus epidermidis) e para
bactérias Gram-negativas (Salmonella enterica, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli) isoladas de amostras clinicas (102-105). Essa capacidade
antibacteriana tem sido atribuido ao benzil-isotiocianato, que atua inibindo o crescimento
bacteriano ao inibir os mecanismos de sinteses enzimaéatica e membranar (106, 107). Por
outro lado, esse efeito dos extratos de MO também € atribuido ao acido galico e aos taninos,
que inibem o Vibrio spp (108, 109).

Também, estd demonstrada a capacidade inibitoria dos extratos obtidos a partir das
folhas, sementes, vagens e raizes de MO para fungos, como Aspergillus niger, Neurospora
crassa, Rhizopus stolonifer, Microsporum gypseum, Saccharomyces cerevisiae, Candida
tropicalis e C. albicans (14, 109-111). Além disso, esta descrito que o 6leo essencial da
semente tem efeito inibidor sobre fungos Penicillium spp. e Aspergillus niger (14). A

atividade antifingica deste 6leo essencial é atribuida aos polifendis, hidrocarbonetos
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(hexacosano, pentacosano, heptacosano), ao alcool terpénico fitol e ao fenol terpénico timol

(112).

1.4.2.2. Potencial no tratamento de agua

De entre as diferentes aplicagoes da MO, uma das suas potencialidades mais
promissoras € o efeito coagulante das sementes, que sao utilizadas no tratamento de agua
(12). Este processo é de importancia primordial para remoc¢ao de impurezas dispersas e
dissolvidas. As sementes de MO, dotadas de propriedades anticoagulantes, surgem assim
como uma alternativa organica e ecoldgica aos sais de aluminio e de ferro no tratamento de
aguas e efluentes (113). As sementes tém a capacidade de melhorar a qualidade da agua,
reduzindo a matéria organica e carga microbiana, sendo, portanto, agentes coagulantes
especialmente adequados para serem usados em comunidades rurais, substituindo outros
coagulantes mais caros, mais poluentes e até nocivos para a saiide, como € o caso do sulfato
de aluminio e de polimeros organo-sintéticos (29).

As sementes pulverizadas podem promover a reducao da turvacao (cerca de 90%) e
da carga bacteriana (90 — 99%), bem como a cor da agua, alcalinidade e dureza (114). A
eficiéncia para a reducdo da turvacido é dependente da turvacao inicial da agua (115, 116).
Quanto mais elevada for a turvacio inicial, maior seré a eficiéncia de atuacio das proteinas
coagulantes (116). Assim, o uso de sementes de MO é considerado inapropriado para o

tratamento de agua, quando a turvacao inicial for consideravelmente baixa (117, 118).

1.5. Tratamento de Agua com sementes de Moringa oleifera

O primeiro relato de utilizagdo de MO para o tratamento de agua foi feito por Jahn
apos ter observado o uso das sementes desta planta por mulheres do Sudao, que as
empregavam para a clarificacdo da agua turva do rio Nilo (12, 119). Desde entao, a MO
ganhou o interesse de muitos pesquisadores e tem sido extensivamente estudado no
tratamento de dgua como coagulante e desinfetante, tanto a nivel laboratorial quanto a
escala mais alargada (120). A eficiéncia da MO para esse proposito esta concensualmente
aceite e, efectivamente, essa propriedade é atribuida as sementes (116, 121). Assim, como
recurso amplamente disponivel em muitos paises em desenvolvimento, o uso para a
obtencao de adgua potavel tem sido recomendado como uma alternativa apropriada para
lidar com a questao de altos custos operacionais associados aos métodos convencionais
(122).
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Na literatura cientifica, estdo descritas basicamente trés formas de utilizagdo e/ou
preparacgao das sementes de MO para o tratamento de 4gua, nomeadamente o seu extrato
(35, 120), o0 uso das sementes em poé (123) e saquetas contendo este po (8, 124). A utilizacao
do p6 tem a incoveniente de contribuir para o aumento da matéria organica na dgua tratada
tornando-a mais turva (125), o que pode ser evitado recorrendo ao uso de extratos (121,
126).

Tradicionalmente, o p6 de sementes de MO é geralmente obtido usando pedras de
moagem. Esta técnica consiste em friccionar uma pedra sobre a outra esmagando
totalmente as sementes (127). O p6 obtido é adicionado a 4gua turva e agitado manualmente
ou usando colheres durante alguns minutos, em seguida deixa-se em repouso por uns
instantes e a 4gua limpida é cuidadosamente decantada (97). No Sudao usa-se o p6 colocado
num saco de pano com um fio preso para agitar. Além do uso de sementes em pd, outro
procedimento é obter um extrato aquoso, que consiste em adicionar a uma pequena
quantidade de agua para extrair as substancias coagulantes, com agitacdo por 10 min,

seguida pela adicao do extrato a dgua turva a tratar (128).

1.5.2. Componentes ativos com propriedades coagulantes

Os constituintes ativos das sementes de MO com propriedades coagulantes sao
essencialmente as proteinas (129). Estas sdo proteinas de caracteristicas catidnicas
diméricas (também chamadas proteinas hemaglutinantes ou lectinas), solaveis, de dificil
desnaturacdo em solucao, de baixa massa molecular na faixa de 6 — 16 kDa e um ponto
isoelétrico entre 10 — 11 (8, 129-131). Assim, esta descrito que as proteinas coagulantes

podem ser obtidas por extracao aquosa usando sementes desengorduradas ou cruas (97).

1.5.2.1. Mecanismo de acao

O mecanismo de coagulacao atribuido as proteinas das sementes de MO esta
relacionado com as suas cargas elétricas catidnicas. Assim, estd descrito que esse
mecanismo consiste numa combinacao de adsorcao e neutralizacao de cargas ou ligacoes
interparticulas, permitindo uma precipitacao efetiva (130). Desta forma, quando o p6 das
sementes de MO ¢é adicionado a 4gua cede proteinas hidrossoluveis, que quando em
contacto com particulas dispersas e devido a sua carga positiva, atuam como coagulantes de
matéria organica presente na agua, atraindo as particulas negativamente carregadas como

barro, argila e bactérias (8, 97, 132). Broin et al, referem também que a atividade floculante
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das proteinas de sementes de MO é devido a sua baixa massa molecular e alta densidade de

carga positiva (131).

1.6. Uso tradicional de sementes de MO em Mocambique

Em Mocambique, embora nao esteja documentado, tenho conhecimento que o
processo tradicional de preparacao de sementes é feito da maneira seguinte: as sementes
sao recolhidas, secas ou maduras. As sementes secas sao trituradas em almofariz de madeira
(que normalmente ¢é usado para triturar arroz, milho ou outros cereais) até obter o po, o
qual é tamisado por meio de tamis tradicional (ceifa). Uma certa quantidade de
aproximadamente /2 colher de café deste p6 é adicionado a 1L de agua que se agita
vigorosamente pelo menos durante 5 min e deixa-se em repouso por algum tempo nao
superior a 1h. A 4dgua é cuidadosamente decantada e/ou filtrada usando pano de algodao.

Outra forma de utilizacao tradicional é usando seu extrato aquoso, que consiste em
adicionar certa quantidade de p6 a 500 ml de agua, que se agita e deixa-se em repouso nas
mesmas condi¢cdes como referido anteriormente. O extrato é decantado e/ou filtrado
usando panos de algodao e é usado a seguir. Deste extrato sdo retirados com uma seringa
ou outro medidor (geralmente usam-se tampas volumétricas de frascos de xaropes) 5 ml e
adicionados a 1L de agua a tratar. Quando se utilizam sementes maduras estas sao
previamente postas a secar ao sol e segue-se o processo de preparacao ja descrito.

Assim, o desenvolvimento de capsulas teve em consideracao a realidade do meio
rural de Mocambique e tem como objetivo ter disponivel durante todo ano e, de modo
acessivel, uma forma pronta a usar numa quantidade adequada. As capsulas serao abertas

e o contetido sera adicionado a 1 L de 4gua a tratar.
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1.7. Objetivos do trabalho

1.7.1. Gerais
% Preparar capsulas de p6 de sementes de Moringa como forma de otimizar o

tratamento de 4gua em comunidades rurais de Mocambique.

1.7.2. Especificos

7
0.0

Estudar preliminarmente a composicao dos extratos das sementes;

X3

%

Avaliar a eficiéncia das sementes para reducao da turvacao da 4gua usando

po, granulado e extrato aquoso;

e

» Avaliar a eficiéncia anti-microbiolégica das sementes usando a E. coli;

e

» Preparacao de capsulas de p6 das sementes de Moringa oleifera.
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MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Para a realizacdo desta dissertacdo, foram utilizados os materiais (solventes,

matérias-primas e micro-organismos) apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Materiais usados

Materiais Utilizacao Origem/Lote/Fabricante
Sementes de MO Preparacao de cépsulas Mocambique
Caulino Preparacao da agua turva 1020/LTF
Acetato de etilo Extracao 1662768245
Etanol anidro Extracao VoH0820391
n-hexano Extracao PoM57199M
Tolueno Dilui¢ao de extrato

E. coli ATCC 25922
Soro fisiologico estéril
Agua com terra

Lactose
Polivinilpirrolidona
(PVP)

Amidoglicolato de s6dio
Estearato de magnésio

Capsulas n° 0o

Ensaio microbiologico
Ensaio microbiolégico
Ensaio microbiolégico
Formulacao

Formulacao

Formulacao
Formulacao

Enchimento de capsulas

Lab. de microbiologia

»

LTF
0906 /tablettose®

181257-N-1/ acofarma

62789-1-1
62861

180985-CA-2/ acofarma

2.2, Material botanico

As sementes de MO foram recolhidas em Mocambique, nos bairros periféricos da

cidade de Nampula, provincia de mesmo nome, situado ao norte do pais. A recolha das

sementes aconteceu entre os meses de julho — setembro de 2019.
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Foram recolhidas sementes secas e maduras. Todas as sementes foram secas ao sol
por 2 semanas. A remocao das cascas das sementes (figura 5) foi feita manualmente (figura

6). Apo0s isso, foram acondicionadas em frascos de pléstico e a temperatura ambiente.

Figura 6: Sementes de MO sem casca
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Tabela 5: Métodos e equipamentos usados

MATERIAIS E METODOS

Métodos Equipamento Marca/modelo

Almofariz de porcelana

Pulverizacao ) - Moulinex
Trituradores automaticos
Vorwerk
Tamisacao Tamises 0,710 — 1,4 mm Retsch
] Almofariz de vidro

Mistura

Misturador automatico TURBULA

L . Moisture determination
Determinac¢ao de humidade AD - 4713
balance
Determinac¢ao da massa .
. Tap density tester
voliimica
Determinacao de angulo de
ERWEKA ERWEKA GT

repouso
Granulacao Granulador ERWEKA ERWEKA FGS
Encapsulacao Encapsuladora manual

Uniformidade de massa

Balanca analitica

Radwag AS 220.R2

Desagregacao Desintegration tester ED-2L
GC-MS GC-MS Hewlett packard Agilent 6890N
. . ) eppendorf/ centrifuge
Centrifugacao Centrifuga
5804
Evaporacao de solventes Block heater SBH200D/3

Espetrofotometria no

Infravermelho

Espetrofotometro FTIR

Thermo Scientific/

Nicolet is10

Espetrofotometria no UV - Vis.

Espetrofotometro UV-vis

Varian/ CARY 1E

Contagem direta de

microrganismos em placas

Cardeal Foutinho | FFUP | julho 2020
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2.4. Perfil cromatografico (GC-MS) e espectrofotométrico (FTIR e UV-Vis)

das sementes

Este estudo foi realizado com intuito de obter o perfil cromatografico e
espectrofotométrico das sementes de MO analisando o p6 e extractos obtidos a partir das
sementes. As sementes foram previamente pulverizadas de acordo com o descrito em 2.5.1.
Os solventes utilizados abrangeram uma gama alargada de polaridades, nomeadamente o

n-hexano, o acetato de etilo e o etanol anidro.

2.4.1. Extracao com solventes organicos

Pesaram-se 6 x 1 g do p6 de MO para “tubos de centrifuga” de 25 mL. Procedeu-se a
extracao com n-hexano (tubos 1a e 1b), acetato de etilo (tubos 2a e 2b) e etanol anidro (tubos
3a e 3b). Adicionaram-se 10ml de cada solvente. Os tubos foram submetidos a agitacao
usando um agitador orbital Multi-Rotator (Multi RS-60) durante 30 min (figura 7). Apos
agitacdo, procedeu-se a centrifugacao a 2500 rpm durante 15 min usando a centrifuga
eppendorf (Centrifuge 5804). O sobrenadante foi transferido para tubos de vidro de 5 mL
de capacidade e os solventes evaporados a 55,6°C com auxilio de uma placa de aquecimento
block heater (SBH200D/3) (figura 8) sob corrente de azoto e posterior secagem em estufa
a 40°C durante 24h. Os extratos (figura 9) obtidos foram conservados ao abrigo da luz a -
20 °C até analise por GC-MS, UV-Vis e FTIR.

Figura 7: Extracao de p6 das sementes de MO

27
Cardeal Foutinho | FFUP | julho 2020



MATERIAIS E METODOS

Figura 8: Evaporacao de solventes

Figura 9: Extratos de p6 das sementes de MO

2.4.2. Extracio com agua

Pesaram-se 500 mg de p6 de MO usando balanca analitica Radwag AS 220.R2 e
adicionou-se a um tubo de vidro no qual continha 25 ml de agua destilada. Agitou-se a
mistura por 8h usando o agitador referido na seccdo 2.4.1 e nas mesmas condicoes de
agitacdo. Deixou-se em repouso durante 5 min. Na centrifuga também foram usadas as
mesmas condi¢des de centrifugacao da sec¢ao anterior. O sobrenadante foi filtrado usando
algodao lavado previamente com o mesmo solvente (agua). O filtrado foi usado para analise

por espectrofotometria do UV-Vis.
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2.4.3. Analise em GC-MS

As anélises foram realizadas usando um cromatbgrafo gasoso, Agilent 6890N
(Agilent Technologies, USA), acoplado a um detector de massa (figura 10) quadrupolo
Agilent 5973 (Agilent Technologies, USA), operando no modo de ionizacgao eletronica. As
injecoes foram realizadas em modo “Splitless” a 280 °C e o tempo de purga foi de 1 minuto.
A separacao foi realizada numa coluna cromatografica com 30 m de comprimento, 0,25
mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura da fase estacionaria (J&W). O forno foi
programado para iniciar a 80 °C, mantido durante 0,5 min, incremento de 8°C/min até
215°C, incremento de 20°C/min até 300°C mantido 2 min. O hélio foi o gas de arraste e foi
usado um fluxo de 1 ml/min. As temperaturas da linha de transferéncia, fonte de ions e
quadrupolo MS foram 250, 230 e 150°C, respectivamente. A deteccao foi feita por impacto
electrénico a 70 eV, em modo de varrimento continuo (numa gama de massas de m/z 50 a
m/z 600). Os analitos foram identificados e confirmados pelo banco de dados da biblioteca
NIST V2.2 (EUA). Foi utilizado o agilent chemstation para coleta e processamento de dados.

Os extratos foram diluidos usando tolueno e injectados sem derivatizacao prévia.

Figura 10: GC-MS

2.4.4. Analise FTIR do p6 de sementes de MO e extratos orgianicos

Pesaram-se cerca de 2 mg do p6 e prepararam-se discos de brometo de potassio
anidro (KBr) de qualidade espectroscopica. Usou-se um molde de 13 mm de diametro
(Specac Die PT n° 3000) e uma prensa hidrauilica Specac. Registaram-se os espectros no
software OMNIC 8.3.103 do aparelho Themo Scientific (INICOLET iS10) (figura 11).
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Os extratos referidos na secg¢ao 2.4.1 foram analisados colocando uma pequena gota

entre discos de KBr, usando o mesmo espetrofotdbmetro, para registar os espectros.

Figura 11: Espetrofotémetro FTIR

2.4.5. Analise UV-Vis dos extratos organicos e aquoso

Os espetros foram registados no espetrofotometro de feixe duplo Varian (CARY 1E)
(figura 12) usando o software Cary WinUV, usando os respetivos solventes de extracao
como compensacao. Os extratos foram analisados em cuvetes de quartzo com um caminho
optico de 1 cm e volume total de 3 ml. Apos registo dos espectros na gama de 200 a 800 nm,
registaram-se novos espectros apos adicao de reagentes de deslocamento: 2 gotas de NaOH

10% (m/v), seguida de 2 gotas de HCI 3M.

Figura 12: Espetrofotometro UV-Vis
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2.5. Obtencao e caracterizacao do po das sementes de MO

A obtencdo e caracterizacdo do pd incluiu a pré—formulacdo e consistiu na

pulverizacao das sementes, tamisacao, caracterizagao fisica e mecanica do po.

2.5.1. Pulverizacao e tamisacao

As sementes foram pulverizadas usando almofarizes de porcelana (figura 13) e um
triturador automatico Moulinex A320R1. Posteriormente, para triturar os residuos obtidos
usando Moulinex, utilizou-se VORWERK TM5. O po6 foi tamisado usando tamises de 0,710

mm e 1,4 mm de abertura de malha.

Figura 13: Pulverizacdo por almofariz

2.5.2. Determinacio da humidade

Na balanca para determinacdo de humidade (Infrared moisture determination
balance AD-4713), pesou-se 1,05 g da amostra, o qual foi espalhado cuidadosamente no
prato de aluminio. As condicGes de ensaio foram de 105 °C, 15 minutos. Ao fim do tempo,

efetuou-se a leitura da percentagem de humidade.
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2.5.3. Caracterizacao mecanica

Com intuito de estudar o comportamento do conjunto de particulas da amostra,

realizaram-se os seguintes procedimentos:

2.5.3.1. Determinacao da massa volamica aparente e do IC

De acordo com a técnica descrita na Farmacopeia Portuguesa 9, fixou-se a proveta
de 100 ml no suporte Tap density tester e introduziu-se sem compactar, 30 g da amostra
do pb. Procedeu-se a leitura do volume aparente nao compactado, com aproximacao de 1
ml. De seguida, submeteu-se a 10, 500 e 1250 batimentos, registando os valores de volumes
(maximo e minimo) V10, V500 e V1250. O volume aparente obteve-se calculando o valor
médio entre os volumes maximo e minimo. Foram realizadas 3 determinac6es da amostra,

tendo o cuidado de descompactar o p6 entre os ensaios.

2.5.3.2. Caracteristicas de escoamento

Pesou-se 25 g de po e foi colocado num funil imobilizado em suporte (figura 14a).
Recorreu-se ao método automatico usando o aparelho Erweka GT (figura 14b) e ponteira de

25 mm de didmetro.

L

Figura 14: Funil (a) e método automaético (b) do ensaio de escoamento
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2.6. Formulacao

2.6.1. Formulacao do granulado

Atendendo as caracteristicas mecanicas do po, optou-se por preparar um granulado.
O granulado preparado usou-se no ensaio de turvacao e serviu para comparar com as duas
formas de utilizacao de MO (p6 e extrato). A formulacao quali-quantitativa apresenta-se na
tabela 6.

Tabela 6: Formulacao quali-quantitativa

Matéria-prima Quantidade (mg) Quantidade (%)
P6 de MO 125 36,1
Lactose 209 60,4
PVP (sol. a 10%) 3,3 0,9
Amidoglicolato de s6dio 7 2,0
Estearato de magnésio 2 0,6

A férmula foi definida para uma massa total unitaria de 345 mg. Os excipientes
selecionados sdo habitualmente usados e considerados seguros. A concentragao de MO

baseou-se no estudo feito por Nkurunziza et al (120).

As concentracoes de diluente, aglutinante, desagregante e lubrificante foram
estabelecidas de acordo com os intervalos considerados como sendo aceitaveis pelo

Handbook of Pharmaceutical Excipients Sixth edition (133).

A férmula com as quantidades totais dos constituintes calculados para massa global

de 51,45 g, esta apresentada na tabela 7.

Tabela 7: Formula do fabrico

Matéria prima Lote Qtd. total (g)
Moringa 18,75
Lactose 0906 31,35
PVP (sol. a 10%) 181257-N-1 0,5
Amidoglicolato de s6dio 62789-1-1 1,05
Estearato de magnésio 62861 0,3
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a. Mistura dos constituintes

A mistura dos constituintes previamente pesados foi feita usando almofariz de vidro
e misturador Turbula. Essa mistura teve 3 fases: a primeira foi misturar MO e o diluente
(lactose) usando almofariz de vidro. A segunda e terceira fases da mistura foram feitas

depois da granulacao a hiimido.

b. Granulacao

A granulacdo a himido iniciou-se pelo humedecimento (malaxagem) dos p6s da 12
mistura (MO e lactose) em capsula de porcelana usando cerca de 5 ml de solucao de PVP a
10 % como liquido de humedecimento. De seguida, procedeu-se a granulacao no granulador
oscilante Erweka FGS usando uma rede de 1,6 mm (figura 15); seguindo-se a secagem do
granulado na estufa a 40 °C durante 20 minutos. Determinou-se a humidade do granulado

(100 °C, 5 minutos).

Figura 15: Granulacio (granulador Erweka FGS)

Depois da secagem e calibracdo, seguiu-se a segunda fase de mistura que consistiu
na adicdo do desagregante (amidoglicolato de sddio) tendo-se usado o misturador Turbula
por 5 minutos. Por tltimo, seguiu-se a terceira fase de mistura, que consistiu na adicao do
anti-aderente (estearato de magnésio) e misturou-se durante 5 minutos usando o mesmo

misturador.
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2.6.2. Verificacao do granulado

a. Determinacao da massa volimica aparente e IC

Introduziu-se sem compactar 30 g de granulado na proveta de 100 ml previamente
fixada sobre o aparelho Tap density tester e determinou-se o volume inicial. Em seguida foi
submetido a 10, 500 e 1250 batimentos. Com os volumes obtidos e recorrendo a férmulas 1

e 2, foram calculados as massas volimicas aparentes e o indice de compressibilidade (IC).

Vo-Vf
Vo

_ m@

= SmD (férmula #2)

(formula #1) ; IC =

b. Caracteristicas de escoamento

Conforme descrito em 2.5.3.2.

2.7. Capsulas contendo p6 de MO

Por razoes que se explicarao na discussao decidiu-se preparar capsulas usando po

das sementes de MO.

Usaram-se cipsulas n° o0 de gelatina incolor para permitir acomodar

aproximadamente 250 mg de po.

A quantidade de p6 das sementes de MO baseou-se no estudo feito por Muthuraman

et al (35).

As cépsulas foram usadas para estudar eficicia do tratamento da 4gua no ensaio
microbiol6gico no tempo zero e 15 dias ap6s armazenamento na estufa a temperatura de 30
°C

2.7.1. Preparacao das capsulas

Pesaram-se previamente 30 involucros para preparar capsulas usando método de
enchimento manual. Encheram-se 3 capsulas e a média da diferenca de massa de involucros
e capsulas cheias foi usada para calcular a quantidade de p6 a pesar para encher as restantes
27. O corpo das capsulas foi inserido nos orificios da placa superior de acrilico (figura 16) e

po previamente pesado foi arrastado com ajuda de uma espatula para interior de involucro.
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Apos a rotacdo parcial da placa as capsulas foram fechadas colocando-se a cabeca em cada

uma das capsulas.

Figura 16: Sistema de placas usada no método manual

2.7.2. Ensaio das capsulas

a. Uniformidade de massa

O ensaio foi realizado a semelhanca do que é descrito no ensaio 2.9.5 da
Farmacopeia Portuguesa 9. Pesaram-se individualmente 20 invélucros e encheram-se.
Pesaram-se as capsulas cheias e a massa do contetdo foi calculada por diferenca. Calculou-

se os desvios a massa média do contetido exprimindo-os em percentagem.

b. Ensaio de desagregacao

Para a realizacao do ensaio, foi usado o aparelho Desintegration tester ED-2L. O
ensaio foi realizado conforme descrito na Farmacopeia Portuguesa 9. Utilizou-se 800 ml de
agua aquecida até a temperatura de 37+2 °C e 6 capsulas que foram colocadas em cada um
dos 6 tubos do cesto. Usaram-se os discos. Pos-se o aparelho a funcionar. Registou-se o

tempo em que se verificou desagregacao.

c. Ensaio de estabilidade

Com o intuito de avaliar a eficicia em periodos longos de utilizacdo para o

tratamento de 4gua, foram acondicionadas 15 capsulas no frasco de vidro incolor com tampa
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metalica (figura 17). O frasco foi armazenado na estufa (memmert) a 30 °C durante 15 dias.
Apos os 15 dias, as capsulas foram usadas no ensaio microbiol6gico para avaliar a eficicia

antibacteriana.

Figura 17: Acondicionamento das capsulas

2.8. Ensaio de turvacao

Os ensaios de coagulacao-floculacao foram realizados usando 4 placas de agitacao
magnética. Foram usados 4 gobelés nos quais foram adicionados amostras de 200 ml de

agua sintética de caulino.

2.8.1. Preparacao da suspensio de caulino

A preparacao da suspensao de caulino baseou-se no estudo feito por Ndabigengesere
et al. (134). Pesou-se 10 g de caulino que foi adicionado a 1 L de 4gua purificada. A mistura
foi submetida a agitacdo magnética a 20 rpm usando uma placa magnética Cimarec
(Barnstead Thermolyne) por 1h. A suspensao resultante foi deixada em repouso durante 24

h para garantir a hidratacao total do caulino (figura 18).
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Figura 18: Suspensao de caulino

O sobrenadante foi transferido por decantacdo e diluiu-se com intuito de ter
amostras de agua com turvacao de 200 unidades de turvacao nefelométricos (UTN), 300
UTN e 400 UTN.

Foram preparadas 4 amostras de 200 ml de agua com caulino (figura 19).

Foram adicionados as amostras: p6 de sementes de MO, tendo se usado 50 mg, 100
mg e 150 mg; ou granulado nas mesmas quantidades de Moringa (a massa foi para isso

ajustada); ou extrato salino, foram adicionados volumes de 5, 10 e 15 ml.

As concentragoes de MO obtidas foram as seguintes: 250, 500 e 750 mg/1.

Figura 19: Amostras de 4gua com caulino

38
Cardeal Foutinho | FFUP | julho 2020



MATERIAIS E METODOS

As amostras de 4gua foram submetidas a agitacao de 500 rpm por 10 min e deixados
em repouso durante 1h. Apo6s o repouso, foram retiradas usando pipeta graduada de 25 ml
introduzida a cerca de 0,5 cm do nivel da 4gua. As amostras retiradas foram filtradas usando
papel de filtro, pano de algodao grosso e pano de algodao fino e posteriormente lidas no
turbidimetro (2100N Turbidimeter) (figura 20) em unidades de turvacao nefelométricas

(UTN). O ensaio foi feito em triplicado.

Figura 20: Turbidimetro (2100N Turbidimeter)

2.8.2. Preparacao do extrato a 1% de MO

Pesou-se 1 g de p6 de MO e adicionou-se a 100 ml de solucao de NaCl 1M. Agitou-se
usando agitador magnético a 200 rpm por 10 min. Filtrou-se usando papel de filtro. Para
obter extrato pouco turvo, utilizou-se na filtracao 4 filtros de papel. Cada extrato foi usado
2 dias, sendo o préprio dia preparado e dia seguinte. A tabela 8 indica os volumes de extrato

adicionados a amostra de 4gua turva para obter as concentragdes de 250, 500 e 750 mg/1.

Tabela 8: Volumes de extrato a 1% de MO adicionados a amostra de agua turva

Volume do extrato recolhido (ml) 5 10 15

Massa de MO correspondente (mg) 50 100 150
Volume da amostra (ml) 200 200 200
Concentracao correspondente (mg/1) 250 500 750
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2.9. Ensaio microbiolégico

Para a realizacdo do ensaio, foi usada a estirpe bacteriana de E. coli de genotipo
conhecido, E. coli ATCC 25922. Para a preparacgao do indculo de E. coli, usou-se 10 ml de
soro fisiologico estéril, suspendeu-se o niimero de colonias necessario a partir de cultura
pura até a obtencao de uma turvacdo de 0,5 MacFarland usando densitémetro McFarland
Densitometer (DEN-1B). Foram usadas amostras de 100 ml de dguas turvas com caulino e
terra a 200 UTN. As amostras teste foi adicionado 100 ul do inéculo de E. coli 0,5
MacFarland e 25 mg de p6 das sementes de MO, agitou-se manualmente durante 10
minutos e ficaram em repouso por 1h. O ensaio foi feito também para avaliar as capsulas no
tempo zero e ap6s quinze dias. A partir das amostras teste e controlos, retiraram-se 100 pl
e adicionaram-se a 900 pl de soro fisiologico estéril. Foram feitas as diluicGes seriadas de
0,1, 0,01 e 0,001 usando o volume de 100 pl. Para plaqueamento, retirou-se 100 ul dessas
dilui¢oes e semeou-se usando semeadores preparados a partir de pipetas de vidro estéreis
de Pasteur com os quais os indculos foram espalhados em meio de cultura de Plate Count

Agar (PCA). As placas foram incubadas a 37 °C, durante 24h.

As amostras foram analisadas pela técnica de contagem direta de microrganismos
em placas, que consistiu na contagem de colonias formadas no meio de Plate Count Agar
(PCA), tendo se considerado contagens entre 30 — 300 e os resultados apresentaram-se em

ufc/ml. A tabela 9 apresenta as amostras teste e controlos usados nas contagens.

Tabela 9: Amostras teste e controlos usados

Amostras teste Controlos

In6culo de E. coli 0,5 McFarland
P6 de MO

Agua turva de caulino

Ino6culo de E. coli + p6 de MO

Agua turva de caulino + E. coli + p6 de MO Agua turva de caulino + ino6culo de E.

coli

Agua turva de terra

Agua turva de terra + E. coli + p6 de MO _ .
Agua turva de terra + in6culo de E. coli
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CAPITULO 3: RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Perfil cromatografico (GC-MS) de extratos de sementes

Com o objetivo de obter alguma informacao sobre o tipo de composicao quimica das
sementes de MO, obtiveram-se extratos do p6 destas sementes e procedeu-se a sua analise
por CG-MS.

Usaram-se como solventes extratores o hexano, o acetato de etilo e o etanol anidro
de acordo com a seccao 2.4.1. Desta forma pretendeu-se extrair das sementes os compostos
com caracteristicas apolares, medianamente polares e polares. O hexano tem mais afinidade
para os compostos de natureza apolar (figura 21), o acetato de etilo para os compostos de
polaridade intermédia (figura 22) e o etanol anidro para os compostos organicos mais
polares (figura 23). Os extratos foram analisados apods diluicdo com tolueno, sendo
injectados sem derivatizacao prévia. As formulas moleculares foram obtidas recorrendo a
base de dado da PubChem. As tabelas abaixo apresentam os resultados dos perfis

cromatograficos da composicao quimica das sementes de MO.

IAbundance

Extracdo com n-hexano
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Time-->

Figura 21: Perfil cromatografico de sementes de MO (extracao com hexano)

Os compostos presentes em sementes de MO do extrato de n-hexano estdo

apresentados na tabela 10.
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Tabela 10: Perfil cromatografico e compostos presentes em sementes de MO (extracao
com hexano)

. Area do
Nome Estrutura quimica . % area % prob.
pico
A 0 25776
c. n-
b AAAAAAA 2,0%10% 87
hexadecandico OH
Acido oleico C 9,1X101° 49 12-29
SAAAAAAAAG
Ac. 0
.. 4,8x109 2,6 78
octadecandico /\/\/\‘/\/\/\/\/\/u"l-
Ac. cis-11- 0
. » 5,4 X 10° 2,9 28,7
eicosendico MW:\/W\/\){CH
Acido
. . 0 6,0x 109 3,2 85-86
eicosandico | AAAAAAAAAN Y
Oleato de 0
- N VNN 1,6 X 109 0,86 30-31
glicidil 00
Ac. docosanéico 0

4,6x108 0,25 56,2

metil ester N\A/\AA/VV\/\)'C,*

Meadoulactona /\WW\/\I:L 5,3 X 108 0,29 49,8
o0

. R
Acido J

.. 7,6 X 109 4,1 57-88
docosantico | A AAAAAAAAAA,

A
Acido ertcico WWO ! 2,8x109 15 14-22

Ac. |:|

tetracosanéico | AAAAAAAAAAAA
OH

1,5 X109 0,83 72,1
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Vitamina E

6,4x 108

0,35 50,4

1,2-Dipalmitato

de glicerilo

2,5X109

1,3 10-40

Campesterol

9,8x 108

0,53 344

Estigmasterol

1,5 X109

0,8 77

[-Sitosterol

H

2,2X 109

1,2 44-49

Acido ascorbico

6,2x 108

0,33 13,7

7H-
Dibenzo[c,h]

fenotiazina

St

1,2 x108

0,07 30,7

IAbundance

1.9e+08
1.8e+08
1.7e+08
1.6e+08
1.5e+08
1.4e+08
1.3e+08
1.2e+08
1.1e+08
le+08
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Figura 22: perfil cromatografico de sementes de MO (extracdo com acetato de etilo)
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Os compostos presentes em sementes de MO do extrato de acetato de etilo estao

apresentados na tabela 11.

Tabela 11: Perfil cromatografico e compostos presentes em sementes de MO (extracdo com
acetato de etilo)

. Area do 3
Nome Estrutura quimica . % area % prob.
pico
Acido n- 0
hexadecandico /\/\/\/\/\/\/\)L 1,6x101° 13 80,1
OH
0
L W\/\/=\/W\)L 9,7X10% 75 23,7
Acido oleico OH
Acido
eicosandico 0 3,1X 109 2,4 86,9
AAAAAAAAAS
OH
Acido 0
docosandico /\/\/\/\/\/\/\M 5,2X 109 4 o1
o OH
Vitamina E 3,7x 108 0,28 34,5
0
Campesterol 4,7x 108 0,36 43,1
Estigmasterol 8,2x108 0,63 83,2
Sitosterol 1,2X10° 0,95 69,1
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IAbundance

Extracdo com etanol anidro
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Figura 23: Perfil cromatografico de sementes de MO (extracao com etanol anidro)

Os compostos presentes em sementes de MO do extrato de etanol anidro estio

apresentados na tabela 12.

Tabela 12: Perfil cromatografico e compostos presentes em sementes de MO (extracdo com
etanol anidro)

. Area do ]
Nome Estrutura quimica . % area % prob.
pico
/\W 3,6X 107 0,03 40,5
Decenal-2 0~

Undecenal-s ANANANAA 2,3% 107 0,02 30,9
ndaecenal-

Aci 61 /\/\)‘l\ 17X 10° 0,13 26,3
Acido hexanoico OH
Acido n- 0

Hi A A 1,4x10° 1 41-86
hexadecandico OH

A o NANAASANAAA 9,9% 107 78 17-24
Acido oleico = OH
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Acido cis-11- 0
: o A AAAAR 2,5X 10 2 27,7
eicosenodico OH
Acido 0
H1 AAAAAAAAAAN 5,9% 10° 4,6 87,9
docosandico O
Ac. 0
A SN NN NN 3,1 10° 0,24 58,5
tetracosanoico OH
(el s,
. ) [ S T
Ciclodecasiloxano | __ <, —sh
' . S =1 1,0X 108 0,08 33-38
de eicosametil —5l.a o-=\
_,,-_’I S —:I\—

o 4,0x108 0,32 37-43
Vitamina E

Campesterol 4,5X 108 0,36 51,5

Estigmasterol 4,5X 108 0,63 79,7
y-Sitosterol 8,2x108 0,65 7555

3.2. Perfil espectral (FTIR) de sementes de MO e extratos organicos

A espetrofotometria no Infravermelho (FTIR) é uma técnica amplamente utilizada
para a identificacao e analise funcional de compostos organicos. Com vista a obter o perfil
desta regiao espectral das sementes de MO, registaram-se os espectros FTIR do p6 das

sementes de MO e dos extratos obtidos com hexano, acetato de etilo e etanol anidro (Figura

24).
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Figura 24: Perfil espectral (FTIR) de sementes de MO e extratos organicos

Os espectros revelam a esperada presenca de compostos organicos com absorcoes
intensas na regido entre 2600 cm™ e 3100 cm, tipica das vibragdes das ligacdes C-H de
cadeias alquilicas. As absorc¢des que ocorrem a cerca de 3500 cm™ indicam a presenca de
grupos O-H e as absorcdes intensas entre 1650 cm™ e 1750 cm™ indicam a presenca de
grupos carbonilo. A presenca conjunta destas absor¢des corrobora a presenca de acidos

carboxilicos evidenciados na anélise por GC-MS.

3.3. Perfil espectral (UV-Vis) de extratos organicos e aquoso de sementes de
MO

A espetrofotometria no UV-Vis é uma técnica amplamente utilizada para anélise
quantitativa de compostos contendo grupos cromo6foros, mas permite também fazer uma
analise qualitativa na identificacdo de alguns grupos funcionais na molécula, através de

adicao de solventes de deslocamento, como € o caso de grupos OH fendlicos.

Com vista a obter o perfil nesta regiao espectral, registaram-se os espectros no UV-
Vis dos extratos obtidos com n-hexano (figura 25), acetato de etilo (figura 26), etanol anidro

(figura 27) e 4gua (figura 28).
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Figura 25: Perfil espectral (UV-Vis) de extracto de n-hexano (a) e n-hexano + NaOH 10%(b)
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Figura 26: Perfil espectral (UV-Vis) de extracto de acetato de etilo
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Figura 27: Perfil espectral (UV-Vis) de extracto de etanol anidro (a), etanol anidro + NaOH
10% (b) e etanol anidro + NaOH 10% + HCl 3M (c¢)
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Figura 28: Perfil espetral (UV-vis) de extrato aquoso (a), agua + NaOH 10% (b) e agua +
NaOH 10% + HCI 3M (c¢)
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Os espectros revelam a presenca, no extracto de n-hexano de compostos organicos
com grupos cromoforos, no entanto, apds a adi¢ao do reagente de deslocamento NaOH a
10% (m/v), o perfil espectral nao sofreu qualquer efeito de deslocamento, indicando que
neste extracto nao estao presentes compostos com grupos OH fenolicos, ou, a existir, estao

em baixa concentracao. Esta informacao corrobora a evidenciada na anéalise por GC-MS.

Em relacdo ao extracto de acetato de etilo, os valores de absorvéncia sao muito
baixos, denotando a pequena quantidade de compostos com grupos croméforos presentes
no extracto, nao tendo, por isso sido realizado o estudo da influéncia dos reagentes de
deslocamento. Esta informagdo corrobora a evidenciada na anélise por GC-MS, onde

claramente, o extracto é constituido maioritariamente por compostos alifaticos.

No extracto de etanol, verificamos a presenca de compostos com grupos cromoforos,
evidenciando-se uma banda de absorc¢ao intensa a cerca de 215 nm que, ap6s a adicdo de
NaOH 10% (m/v) sofre um desvio batocromico para comprimentos de onda superiores, na
zona dos 230 nm, e que apoés a adicao de HCl a 3M retoma o perfil inicial. Esta evidéncia da
aindicacdo da presenca de grupos funcionais capazes de reagir com NaOH 10% (m/v), como

é o caso de fenodis, que tinham ja sido detetados na analise de GC-MS e FTIR.

Finalmente, em relacao ao extracto aquoso, a presenca de cromoéforos é evidenciada
pelas duas bandas de absor¢do com maximos a cerca de 220 e 270 nm. Apéds a adi¢ao do
reagente de deslocamento, verifica-se um efeito batocrémico equivalente ao que ocorreu no
extracto de etanol, evidenciando a presenca de grupos funcionais, provavelmente fenois,

uma vez que estes foram detectados nas outras analises efetuadas por GC-MS e FTIR.
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3.4. Caracteristicas fisicas e mecanicas de po e granulado das sementes de
MO

3.4.1. Caracteristicas fisicas e mecanicas do po

a. Determinacdo da humidade

Para as condicoes de ensaio previamente definidas (105 °C, 15 minutos), leu-se

diretamente na balanca a percentagem de humidade do p6. O valor lido foi 7,41 %.

As condicoes iniciais do ensaio foram de 80 °C e 10 minutos, porém quando se

obtiveram valores ndo desejaveis, optou-se por as definir para 105 °C e 15 minutos.

Para além do teor de agua que existe nos materiais vegetais, a presenca de 6leos
provavelmente tera contribuido para valores elevados de percentagem de humidade do p6
das sementes de MO. Isto dificultou a pulverizacdo em almofarizes, pois era notorio a

oleosidade e a formacao de grumos que aderiam a superficie do material.

Nao foram encontrados estudos em que se determinou a percentagem de humidade
do p6 das sementes de Moringa, porém ha trabalhos que descrevem técnicas usadas para a
secagem das sementes. As técnicas de secagem descritas usam estufas a temperaturas entre

40 — 100 °C (124, 135, 136), mas também é feita a secagem a temperatura ambiente (137,
138).

b. Determinacao do volume aparente

A diferenca entre V500 e V1250 nao excedeu os 2 mL, portanto, nao se determinou

0 V2500. Os resultados estao apresentados na tabela 13.

Tabela 13: Volumes aparentes

Vo (ml) Vi (ml) V500 (ml) Via50 (ml)
Ensaio 1 65,8 60,4 50,7 50,7
Ensaio 2 65,4 60,4 50,7 50,6
Ensaio 3 65,7 60,6 50,6 50,8
Média 65,6 60,5 50,7 50,7
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c. Determinacdo da massa volimica aparente e indice de compressibilidade (IC)

Calculou-se a massa volimica aparente inicial (po) e final (pf) com base nos valores
de volume aparente inicial (Vo) e final (V1250). As massas volimicas apresentam-se na

tabela 14.

Tabela 14: Massas volimicas aparentes

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média
Po 0,46 0,46 0,46 0,46
pf 0,59 0,59 0,59 0,59

Com as médias dos volumes inicial e final, foi possivel calcular, também, o indice de
compressibilidade. Este indice permite-nos avaliar indiretamente as propriedades de
escoamento. O IC foi calculado usando os volumes aparentes da tabela 13 e os resultados

estao na tabela 15.

Tabela 15: Indices de compressibilidade

Ensaio1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média

IC (%) 22,9 22,6 22,7 23

Considera-se que um po6 tem boas caracteristicas de escoamento se a este

corresponder um IC < 15 %.

O resultado expresso em percentagem indica a “% de ar removida”. De acordo com
a escala de escoamento de po6s descrita na FP9, indica que IC entre 21 — 25% é classificado
como possuindo fraca capacidade de escoamento (139). Assim, o p6 de sementes de MO
apresentou fraca capacidade de escoamento, pois, além do valor calculado, 23%, o que

também se verificou pelo ensaio de escoamento.

No ensaio de escoamento, utilizou-se o método de funil, porém quando se verificou
que o p6 nao escoa recorreu-se ao método automatico, tendo se verificado também o mesmo

comportamento do po referido.
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3.4.2. Caracteristicas fisicas e mecanicas do granulado

A preparacio do granulado teve como objetivo melhorar as caracteristicas

mecanicas do p6 de MO.
a. Determinacdo da humidade
O valor obtido, 2,23%, esta conforme com os valores de referéncia de humidade (0,5
a 3%) para granulados que se destinam a preparacao de comprimidos (140), jA que nesta

fase essa hipotese estava a ser considerada.

b. Determinacdo de massa volimica aparente e IC

Os volumes obtidos ap6s 10, 500 e 1250 pancadas estdo apresentados na tabela 16.

Tabela 16: Volumes aparentes e IC

Volumes (ml) Ensaio1 Ensaio2 Ensaio 3 Média
Vo 54 53 55 54
Vio 49 49 49 49
Vo0 45 45 45 45
Vizso 45 44 44 44,3
IC (%) 17 17 20 18

A massa voltimica calculada foi de: m/V, = 30/54 = 0,56 g/ml.

O IC do granulado é de 18 %. Pela analise dos resultados, verificou-se que a mistura
do p6 das sementes de MO com excipientes melhorou as caracteristicas de escoamento.
Ainda assim, a semelhanca do p6, o granulado nao escoou. Apesar disso, experimentou-se
comprimir a mistura, mas nao se conseguiu obter os comprimidos pretendidos devido a
dureza muito baixa que apresentaram e aspeto hiimido, optando-se por preparar capsulas

ja que esta forma de dosagem podera ser facil de preparar em Mocambique.
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3.5. Verificacao das capsulas

3.5.1. Uniformidade de massa

Os resultados referentes as massas dos contetidos das capsulas preparadas

manualmente conforme descrito em 2.7.1, estdo apresentados na tabela 17.

Tabela 17: Massa dos contetdos

Massa da capsula Massa da capsula  ~ Massa de contetido
Capsula

vazia (mg) cheia (mg) (mg)
1 96,2 338,8 242,6

2 95,2 323,2 228
3 96,1 320,6 224,5
4 95,6 332,0 236,4
5 95,3 340,6 245,3
6 96,4 335,1 238,7
7 97,0 326,1 220,1
8 95,9 311,3 215,4
9 94,5 339,2 244,7
10 97,2 342,5 245,3
11 96,0 360,4 264,4
12 96,1 347,9 251,8

13 96,9 337,9 241
14 95,3 356,0 260,7
15 94,8 34751 252,3
16 96,0 385,8 289,8
17 95,2 319,3 224,1
18 93,8 321,1 227.3
19 94,1 344,0 249,9
20 95,9 340,7 244,8

Na Farmacopeia Portuguesa 9, é considerado que existe uniformidade de massa nas
capsulas se nao mais do que duas das 20 unidades ensaiadas diferirem +10% da massa
média e nenhuma diferir do dobro dessa percentagem.

Os resultados obtidos no que diz respeito a uniformidade de massa das capsulas

encontram-se na tabela 18
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Tabela 18: Uniformidade de massa das capsulas

Parametros
Média Desvio | Desvio limite +10% | Acimado | Abaixo do
(mg) padrao 24,3 limite limite
Capsulas
+10% -10%
242,8 16,8 1 1
267,1 218,5

Da anélise dos resultados obtidos neste ensaio verifica-se que duas (215,4 mg; 289,8
mg) das 20 unidades de cépsulas do mesmo lote pesadas diferem da massa média
encontrada em percentagem de +10%, porém nenhuma difere do dobro da percentagem.
Provavelmente, essas duas unidades diferem da média +10% por um lado devido as mas
caracteristicas de escoamento do p0, tornando o processo de enchimento mais dificil e por

outro lado, também devido a baixa precisao do procedimento manual de enchimento usado.

Os resultados obtidos permitem afirmar que o lote esta de acordo com os limites
descritos na Farmacopeia Portuguesa 9 para o ensaio de uniformidade de massa. Contudo,
o objetivo pretendido com esta forma doseada, o tratamento de aguas superficiais, nao

necessita de um rigor de dosagem semelhante a um medicamento.

3.5.2. Desagregacao

As capsulas foram sujeitas ao ensaio de desagregacao, tendo-se obtido os resultados

apresentados na tabela 19.

Tabela 19: Ensaio de desagregacao

Formulacao Tempo de desagregacao

Capsulas 4mine30s

As capsulas desagregaram totalmente em 4 minutos e 30 segundos, satisfazendo

assim o ensaio.

Como as capsulas destinam-se a tratar a agua oriunda de fontes improprias das
comunidades rurais de Mogambique, o uso consistira na abertura das mesmas sendo o
conteudo adicionado a agua; porém em certos casos podera nao ser necessario abri-las,

como em aguas mornas onde a temperatura estiver proxima de 37 °C.
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3.6. Ensaio de turvacao

Todos os resultados dos ensaios de turvacao estao apresentados nas tabelas 21 e 22
do anexo. O tratamento dos resultados é apresentado nas figuras 29, 30 e 31. As figuras
mostram as doses de pd, granulado e extrato adicionadas a agua com turvacao inicial de

200 UTN, 300 UTN e 400 UTN, bem como a turvacao final obtida apds o tratamento.

Na figura 29 (a e b), verifica-se que filtrando com papel de filtro, a dose de 500 mg/1
de p6 demonstrou maior eficiéncia de reducao da turvacao de 97,8%, correspondendo a
uma reducao de 200 UTN para 4 UTN. Na figura 29 (a1 e b1), verifica-se que filtrando com
pano de algodao grosso, a dose de 250 mg/1 de extrato demonstrou maior eficiéncia de
reducao da turvacao de 90,8 %, correspondendo a uma reducao de 200 UTN para 18 UTN.
Na figura 29 (a2 e b2), verifica-se que filtrando com pano de algodao fino, a dose de 250
mg/1 do extrato foi também a que demonstrou maior eficiéncia de reducgdo da turvacao de

83,7%, que corresponde a uma reducao de 200 UTN para 33 UTN.

Na figura 30 (a e b), verifica-se que filtrando com papel de filtro, a dose de 250 mg/1
de p6 demonstrou maior eficiéncia de reducdo da turvacao de 98,5%, correspondendo a
uma reducao de 300 UTN para 5 UTN. Na figura 30 (a1 e b1), verifica-se que filtrando com
pano de algodao grosso, a dose de 250 mg/1 de p6 continuou a demonstrar maior eficiéncia
de reducao da turvacao de 79,4 %, correspondendo a uma reducao de 300 UTN para 62
UTN. Na figura 30 (a2 e b2), verifica-se que filtrando com pano de algodao fino, a dose de
250 mg/l de p6 é a que demonstrou de novo maior eficiéncia de redugdo da turvagao de

76,7%, que corresponde a uma reducgao de 300 UTN para 67 UTN.

Na figura 31 (a e b), verifica-se que filtrando com papel de filtro, a dose de 250 mg/1
de extrato demonstrou maior eficiéncia de reducao da turvacao de 98,1%, correspondendo
auma reducao de 400 UTN para 8 UTN. Na figura 31 (a1 e b1), verifica-se que filtrando com
pano de algodao grosso, a dose de 250 mg/l de extrato continuou a demonstrar maior
eficiéncia de reducao da turvacao de 83,2 %, correspondendo a uma reducao de 400 UTN
para 67 UTN. Na figura 22 (a2 e b2), verifica-se que filtrando com pano de algodao fino, a
dose de 250 mg/] de extrato é a que também demonstrou maior eficiéncia de reducao da

turvacao de 82,9%, que corresponde a uma reducao de 400 UTN para 68 UTN.

57
Cardeal Foutinho | FFUP | julho 2020



Turvacdo inicial: 200 UTN (papel

de filtro)
o 100 S o\
S B Y
g 95 '0”’ ’,'<\~
= P _—‘.’ ~~‘~~
— - -
R 90 ia
=}
'S 85
=
s
& 80
X 0,0 250,0  500,0 750,0
Concentracio (mg/L)

(@

—=k=po6 —-0--granulado --* - extrato

Turvacgao inicial: 200 UTN (pano

grosso)
o 110
g
s 90 72 SRS
z . ~¥-----1
= /,
- 70 ‘ -
2] V4 P Seo
ao] ,/ Pie *‘----‘
lg,, 50 uﬁ——--*\\\
s~‘ _____ -©
I~ 0,0 250,0 500,0 750,0
R Concentracdo (mg/]
(a1) ¢do (mg/1)
=== p0 - -0-- granulado --* - extrato

Turvacao inicial: 200 UTN (pano

fino)
° 100 .
'S, 80 P A T A
< /’
7 60 7
5 40 ’—*-----‘ ----- ‘
5] /o
= 20 T
1% o S - ===== ¢
= 0,0 250,0 500,0 750,0
g Concentracao (mg/1)
X (a2)
=== p0 - -#-- granulado - -* - extrato

Turvacao final (UTN),_,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Turvacao inicial: 200 UTN (papel

filtro)
.20 19
Z 15
5 15 13
ERD
= 7
S 6
zg 5
: I
= o
0,0 250,0 500,0  750,0
Concentracado (mg/L)
(b)

u Controlo ®p6 mgranulado ® extrato

Turvacdo inicial: 200 UTN (pano

40 grosso) 130 128
20 109 104
00 8 9
8o 7
60
4 3

40 8
20 o
0]

0,0 250,0 500,0 750,0
(b1)

concentracao (mg/L)
= Controlo W pd ®granulado = extrato

Turvacao inicial: 200 UTN (pano

fino)
196 g

LT

0,0 250,0 500,0 750,0
Concentracgao (mg/1)

200 167

[y
(o))
o

10

@)

Turvacgao final (UTN)
(93]
o ©°

(b2)

® controlo ®mpd ®granulado = extrato

Cardeal Foutinho | FFUP | julho 2020

Figura 29: Percentagem de reducao e turvacao final atingida usando papel de filtro (a e b),
pano grosso (a1 e b1) e pano fino (a2 e b2) a 200 UTN para diferentes doses de MO.
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Figura 30: Percentagem de reducao e turvacao final atingida usando papel de filtro (a e b),
pano grosso (a1 e b1) e pano fino (a2 e b2) a 300 UTN para diferentes doses de MO.
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O ensaio de turvacao é, geralmente, realizado recorrendo ao Jar Test. O teste é
aplicado em escala piloto aos produtos quimicos de tratamento de 4gua usados numa
estacdo de tratamento e simula o processo de coagulacao/floculacao. Ajuda aos operadores
a determinar se estao usando a quantidade certa de produtos coagulantes/floculantes.
Nesse teste sdo simultaneamente usados 4 — 6 recipientes (copos) contendo dgua que sao
submetidos a agitacao rapida e lenta usando pas agitadoras. Ao fim do tempo de agitacao,
deixa-se em repouso 1 — 2 h. Recolhe-se o sobrenadante, filtra-se e efetua-se a leitura no
turbidimetro (141).

Como nao se dispunha do aparelho de Jar Test, utilizaram-se as placas de agitacdo
magnética, uma vez que, o procedimento é semelhante. Provavelmente se teria melhores

resultados, sobretudo com os panos, se o ensaio fosse realizado usando o Jar Test.

Durante os ensaios prévios verificou-se que ao aplicar o p6 de MO em 4guas com
turvacao baixa na ordem de 10 — 80 UTN, nao havia reducao relevante deste parametro,
pelo contrario, verificou-se um aumento. Isto constatou-se quando se usaram aguas de um
lago e de uma ETAR.

Analisando os resultados, a priori verifica-se que o papel de filtro seria o material
ideal a usar para filtrar a 4gua, porém na auséncia deste, o material de pano de maior textura
(malha mais apertada) é o mais indicado para o efeito e facil de ser usado no meio rural. O
po e o extrato, demonstraram melhores resultados de eficiéncia de reducao da turvacao, ao
passo que o granulado foi o menos eficaz, embora em alguns casos tenha uma eficacia
superior ou semelhante, como com dose de 500 mg/1 e 750 mg/1 a 400 UTN usando papel
de filtro, e com os outros meios de filtracao os resultados tenham sido melhores do que com
o po6. Nao foram encontrados estudos semelhantes, nos quais se tenham comparado pé,
granulado e extrato de MO.

Em relacdo ao meio de filtragdo, estudo semelhante foi feito por Muthuraman et al
(35), no qual usou papel de filtro para filtrar 4gua tratada com extrato de MO, tendo obtido
resultados eficazes de eficiéncia de reducao da turvaciao. Entretanto, ha autores que nao
usaram nenhum meio de filtracao apoés aplicacao de MO a agua, como o Golestanbagh et al
(142) e Fahmi et al (143), entre outros. Nao foram encontrados estudos nos quais se tenham

usado panos como meio de filtracao apos aplicacao de MO a agua.
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A dose de 250 mg/l, foi a que demonstrou maior eficiéncia na reducao da turvacao,
sobretudo para o extrato e p6. Estudo semelhante foi feito por Muthuraman et al (35), no
qual aplicou a dose de 250 mg/I de extrato de sementes de MO a agua com turvagao inicial
de 500 UTN, tendo obtido maior eficiéncia de reducao de 96,7%. Os resultados deste
trabalho complementam os do estudo feito por Nkurunziza et al (144), no qual a dose de
125 mg/1 de extrato de sementes de MO foi a que verificou eficiéncia semelhante de reducgao
da turvacao de 99,4% (para agua de 250 UTN), 99,7% (para agua de 350 UTN) e 99,8 %
(para agua de 450 UTN). No mesmo estudo, a dose de 250 mg/1 do extrato resultou numa
eficiéncia de reducao de turvacao de 99,3% (a agua de 250 e 350 UTN) e 99,7% a agua de
450 UTN.
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3.7. Analise microbiologica

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da anélise microbioldgica estdo apresentados na tabela 20. Foram consideradas contagens entre 30 e 300 unidades formadoras de

colonias (ufc) nas placas, cujos valores foram convertidos para ufc/ml em fun¢ao do volume aplicado e do factor de diluigao.

Tabela 20: Numero de colénias

Numero de colonias observadas por dilui¢ao (ufc/ml)

; Capsulas
Amostra bo Tempo zero (0) Apbs 15 dias
101 102 108 10" 102 108 10" 102 1073

E. coli - - ---- ---- ---- ---- >3x10% | >3x10%% | 4,3X105
MO ---- - -—-- 3x103 1 0 4,2 X103 1 0

E. coli + MO ---- - -—-- >3 X 10 | >3x10%* | >9x105%* | >3x10%* | 3,2x104 2
Caulino o 0 0 0 0 0 0 0 0
Caulino + E. coli >3x10%% | >9x105%*% | 2,6x105 | >3x10%% | >3x10° | >3x10% | >3x10% | 2,68x105 | 3,1X105
Caulino + E. coli + MO 6,8 x 103 17 6 >3 X 106% 18 16 5X103 0] 0
Terra >0 X 105** 3,6 x 104 5 >3 x10%% | >3 x106% 20 5 3 0
Terra + E. coli >3x10%% | >9x105%* | 3,7x105 | >3x10%* | >3x10° | >3x10% | >3x10% | >3x10%* | 7,6x105
Terra + E. coli + MO >0 X 105** 4,4 X 104 4 1,66 x 104 14 2 11 3 0

* >3 x 10° — contagem superior a 300 ufc na placa (incontavel).

** >0 x 10° — significa que a contagem estaria entre 30 e 300 ufc na placa, contudo havia zonas aglomeradas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os resultados, verifica-se efectivamente que o p6 das sementes de MO
apresenta uma capacidade inibit6ria do crescimento bacteriano, propriedade 1til sobretudo
para tratar aguas oriundas de fontes improprias nas zonas rurais. Essa propriedade
inibitoria é mais realista na amostra do indculo da E. coli com 4gua turva de terra, pois, para
o caulino é provavel as suas propriedades adsorventes, tenham contribuido para inibi¢ao de

crescimento bacteriano.

Também, se verifica que o p6 de moringa apresenta crescimento de colonias de
bactérias (ndo é estéril, como seria de esperar). Isto é observado tanto no p6 bruto, quanto

no p6 das cépsulas.

Estudos semelhantes foram realizados por Virk et al. (8), nos quais foram usados
saquetas contendo 30 mg de p6 das sementes de MO e quando aplicadas a agua
contaminada por E. coli, verificou-se uma reducao bacteriana significativa de 3,06 x 103 +0
UFC/ml para 1,06 x 103 + 0,282 UFC/ml. Bukar et al. (103) avaliou a eficicia antibacteriana
das sementes de MO usando extrato etanolico, tendo verificado inibicdo da E. coli na
concentracdo de 50 mg/ml. Lar et al. (145), também avaliou a eficicia antibacteriana das
sementes de MO usando extrato etandlico, tendo verificado inibicao para a E. coli nas
concentracoes de 400, 200 e 100 mg/ml. Shailemo et al. (146), também avaliou no seu
estudo a eficicia antibacteriana das sementes de MO usando extratos aquoso, etanoélico e

de n-hexano, tendo verificado a inibi¢do da E. coli na concentra¢io de 50 mg/ml.

a. Estabilidade das capsulas

Com este ensaio de estabilidade prentendeu-se avaliar a variacao das propriedades
coagulantes e/ou antibacterianas do p6 de sementes de MO contido nas capsulas em
condicoes normais de utilizacao para tratamento de agua entre 15 a 90 dias. Por falta de
tempo, optou-se pela avaliacdo da eficicia de remocao da E. coli em aguas turvas pelo p6
das capsulas de MO antes da colocacao na estufa a 30 °C, que se considerou o tempo zero e
apos 15 dias. De acordo com os resultados apresentados na tabela 20, no tempo zero, o p6
das capsulas demonstrou capacidade de remocao das bactérias, tendo mantido essa
propriedade com muita eficacia apos 15 dias. Estes resultados sugerem que as propriedades
coagulantes das sementes de MO se mantiveram. Na literatura cientifica nao foram
encontrados estudos de estabilidade em que se tenha avaliado a variacao das propriedades

coagulantes e/ou antibacterianas de p6 das sementes de MO.
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CONCLUSAO

4. CONCLUSAO

Com a obtencdo de extractos pretendeu-se contribuir para caracterizacdo da
composicao fitoquimica das sementes de MO. Desta forma, concluiu-se que as sementes
desta planta sdo ricas em acidos gordos, tendo se verificado também a presenca de

metabolitos secundérios de muito interesse, como os fitoesterdis e polifendis.

Em relacdo a eficacia para a reducao da turvacdo, concluiu-se que as sementes
efectivamente tém esse potencial quando utilizadas em aguas bastante turvas, isto é, com
turvacao igual ou superior a 200 UTN. Das trés formas usadas (p6, granulado e extracto), o
po6 e o extrato aquoso demonstraram maior eficiéncia de reducao da turvacdo do que o
granulado. Essa reducao verificou-se nas doses de 250 e 500 mg/1 de p e filtrando-se com
papel de filtro, tendo-se conseguido remover 97 — 98,5 %. Conseguiu-se atingir 4 UTN, valor
inferior a 5 UTN, o recomendado pela OMS. Para pano de algodao grosso, a dose de 250
mg/l do extrato reduziu até 90,8 % da turvacao inicial e com o pano de algodao fino, a
mesma dose do extrato reduziu até 83,7%. O pano de algodao grosso permitiu obter
melhores resultados do que o fino e seria interessante em estudos futuros, utilizar na

filtracdo mais do que um pano pois, talvez se consiga obter melhores resultados.

As sementes demonstraram eficiéncia antibacteriana, que foi constatada ao

diminuir consideravelmente o nimero de bactérias (E. coli) usando a dose de 250 mg/I.

As propriedades coagulantes e/ou antibacterianas do p6 das sementes de MO, nao
se alteraram ap0s 15 dias de armazenamento das capsulas na estufa a 30 °C. Isto é 1til, pois
se confirmar a estabilidade durante 6 — 12 meses ira permitir o uso das capsulas fora da
época de abundancia das sementes e para as zonas com escassez destas. Seria entao possivel
fornecer as populacoes rurais de Mocambique um kit com as capsulas contendo p6 de
sementes de MO, na dose adequada para tratamento de 11 de 4gua, e um ou mais panos de

algodao adequados ao processo de filtracao.
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Anexo 1 — Resultados de percentagem de reducao da turvacao

Tabela 21: Percentagem de reducao da turvacao

5. ANEXOS

ANEXOS

Cardeal Foutinho | FFUP | julho 2020

Turvacio . ) Concentracao de MO (mg/1)
inicial (UTN) Filtracao | 0,0 250 500 750
P6 Gran.* | Extrato P6 | Gran.* | Extrato P6 | Gran.* | Extrato
Papel filtro 90,4 96,8 92,4 97,1 97,8 96,7 93,4 97,2 | 96,6 90,6
200 Pano grosso | 45,7 65,1 48,2 90,8 58,9 35,1 82,9 54,8 36,1 83,7
Pano fino 16,7 39,8 6 83,7 36 1,9 70,5 38,7 7,3 74,6
Papel filtro 88,7 98,5 94,1 94,1 97,4 | 92,6 88,8 98,1 91,9 88,4
300 Pano grosso | 46,6 79,4 63,4 65,9 61,9 | 44,3 69,3 63,2 56 65,9
Pano fino 36,4 77,6 26 65,1 40,4 21,3 72,8 45,3 32,1 69,4
Papelfiltro | 92,3 | 96,3 97,6 65,1 94,5 | 96,9 93,6 | 94,2 | 93,3 92,1
400 Pano grosso | 50,3 76,2 69,3 83,2 55,7 70,5 81,9 48,7 78,5 82,8
Pano fino 26,3 67,4 50,5 82,9 28 63,1 80,1 32,2 74,4 79,8
*Granulado
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Tabela 22: Turvacao final

Anexo 2 — Resultados de Turvagao final atingida

ANEXOS

Turvacio Concentracao de MO (mg/1)
inicial (UTN) Filtracao 0,0 250 500 750
P6 Gran. Extrato P6 | Gran. Extrato P6 | Gran. Extrato
Papel filtro 19 6 15 6 4 7 13 6 7 19
200 Pano grosso 109 70 104 18 82 130 34 90 128 33
Pano fino 167 120 188 33 128 196 59 123 185 51
Papel filtro 34 5 18 18 8 22 34 6 24 35
300 Pano grosso 160 62 110 102 114 167 92 110 132 102
Pano fino 191 67 222 105 179 236 81 164 204 92
Papel filtro 31 15 9 8 22 12 26 23 27 31
400 Pano grosso 199 95 123 67 177 118 72 205 86 69
Pano fino 205 131 198 68 288 148 80 271 102 81
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