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RESUMO

As espécies vegetais Calotropis procera, Plumeria pudica e Himatanthus drasticus apresentam
um sistema celular formado por células especializadas, denominadas de laticiferos. Além da
variedade de metabdlitos produzidos nessas células, ocorre a formagdo de particulas de
borracha (PBs), que ficam em suspensao no latex. Essas particulas agregam alto valor comercial
ao latex de Hevea brasiliensis, que tem sido, até o momento, a Unica fonte de borracha natural
(BN) para o setor industrial. BNs também sao produzidas a partir dos latices de C. procera, P.
pudica e H. drasticus, no entanto, ndo ha estudos publicados. Muito pouco ¢ conhecido sobre a
estrutura (tamanho, concentracdo, composi¢ao quimica e propriedades mecanicas) dessas PBs
de outras espécies de plantas, além das de H. brasiliensis. Quanto as fungdes desempenhadas
por essas particulas, nas plantas, ndo ha dados consolidados. Este trabalho avaliou propriedades
intrinsecas dos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus e caracterizou suas respectivas
PBs. Os latices foram avaliados na forma diluida e na forma integra. O potencial zeta dessas
amostras exibiram baixos valores negativos e até valores positivos, indicando baixa estabilidade
coloidal nas condicdes testadas. Estudos reologicos indicaram adaptagdes contra pequenos
herbivoros e para a cicatriza¢ao de feridas na planta. Analises por AFM e MEV identificaram
SRPs (PBs com didmetro igual ou inferior a 0,4 um) e LRPs (PBs com didmetro igual ou
superior a 0,5 um) nos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus. A identificacdo de
poliisopreno nos latices foi confirmada por espectroscopia de infravermelho e de Raman. Além
disso, ao longo desse trabalho foi observado cristais no latex de P. pudica, os quais foram
identificados como cristais de malonato de calcio. Uma analise comparativa desses cristais foi
realizada com outra espécie do género Plumeria, onde foi identificado cristais com anel de
carbono na composi¢do. Este trabalho fornece novas possibilidades de pesquisa sobre novas
espécies de plantas fontes de BN. Pela primeira vez, BNs e PBs obtidas dos latices de C.
procera, P. pudica e H. drasticus foram avaliadas. Também foi o primeiro relato de cristais de

malonato de calcio e cristais de calcio com anel de carbono em latex de plantas.

Palavras-chave: borracha natural; particulas de borracha; cis-1,4-poliisopreno; cristais de

calcio; latex vegetal.



ABSTRACT

The plant species Calotropis procera, Plumeria pudica and Himatanthus drasticus have a
cellular system formed by specialized cells, called laticifers. In addition to the variety of
metabolites produced in these cells, rubber particles (RPs) are formed, which remain suspended
in the latex. These particles add high commercial value to the latex from Hevea brasiliensis,
which has been, to moment, the only source of natural rubber (NR) for the industrial sector.
NRs are also produced from the latices of C. procera, P. pudica and H. drasticus, however,
there are no published studies. Very little is known about the structure (size, concentration,
chemical composition and mechanical properties) of these RPs from plant species other than
those from H. brasiliensis. Regarding the functions performed by these particles in plants, there
is no consolidated data. This work evaluated intrinsic properties of the latices from C. procera,
P. pudica and H. drasticus and their PBs. The latices were evaluated in diluted and whole forms.
The zeta potential of these samples exhibited low negative values and even positive values,
indicating low colloidal stability in the conditions tested. Rheological studies indicated
adaptations against small herbivores and for wound healing in the plant. AFM (Atomic Force
Microscopy) and SEM (Scanning Electron Microscopy) analyzes identified SRPs (RPs with a
diameter equal to or less than 0.4 um) and LRPs (RPs with a diameter equal to or greater than
0.5 um) in the latices from C. procera, P. pudica and H. drasticus. The identification of
polyisoprene molecules in the latices was confirmed by infrared and Raman spectroscopy.
Furthermore, throughout this work, crystals were observed in the latex of P. pudica, which were
identified as calcium malonate crystals. A comparative analysis of these crystals was carried
out with another species of the genus Plumeria, where crystals with a carbon ring in their
composition were identified. This work provides new possibilities for research into new plant
species that are sources of NR. For the first time, NR and RP obtained from the latices of C.
procera, P. pudica and H. drasticus were evaluated. It was also the first report of calcium

malonate crystals and carbon-ring calcium crystals in plant latex.

Keywords: natural rubber; rubber particles; cis-1,4-polyisoprene; calcium crystals; vegetable

latex.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estruturas secretoras de plantas

Plantas sdo organismos capazes de sintetizar uma rica variedade de substancias. A
natureza séssil desses organismos ¢ uma das razdes de disporem dessa diversidade de
compostos quimicos, os quais amplificam suas defesas naturais. Além disso, por conta dessa
caracteristica séssil, as plantas estdo mais expostas as variagoes das condi¢cdes ambientais. No
entanto, as plantas compensam sua imobilidade com a sua capacidade de produzir uma
diversidade de substancias e estruturas que podem atuar nas mais variadas fungdes e protegé-la
das condigoes adversas (Tissier, 2018, p. 73).

As estruturas especializadas que sintetizam essa variedade de compostos, as
estruturas secretoras, podem ser classificadas de acordo com a sua localizagdo na planta e
podem ser denominadas de acordo com os produtos que sintetizam e exsudam (Crang; Lyons-
Sobaski; Wise, 2018, p. 444). Conforme essa classificagdo, essas estruturas sao denominadas
de estruturas secretoras de superficie ou internas. Na primeira, os produtos sintetizados sao
liberados externamente sobre a superficie da planta, tais como os tricomas glandulares,
nectarios, hidatodios e as glandulas salinas (Crang; Lyons-sobaski; Wise, 2018, p. 444; Tissier,
2018, p. 73). Essas estruturas de superficie também podem armazenar os produtos sintetizados
(Tissier, 2012, p. 52). J4 nas estruturas secretoras internas, os produtos sdo liberados

internamente em células e armazenados. Essas estruturas incluem canais e cavidades, como os

canais resiniferos, os laticiferos e os idioblastos (Tissier, 2018, p. 74).

1.2 Laticiferos

Os laticiferos sao c€lulas vegetais especializadas que sintetizam e armazenam latex.
Essas células formam um sistema de estruturas secretoras internas, € o latex possui uma estreita
relacdo com os mecanismos defensivos das plantas produtoras (Ramos et al., 2019, p. 2). Foram
relatadas 12.500 espécies de plantas produtoras de latex, abrangendo cerca de 43 familias
botanicas, sendo as angiospermas o principal grupo, com 41 familias (Kekwick, 2001, p. 1;
Teixeira; Marinho; Leme, 2020, p. 45).

Os laticiferos podem ser distinguidos em dois tipos principais, com base em seu
desenvolvimento e morfologia geral: articulados e ndo articulados (Hagel; Yeung; Facchini,

2008, p. 631). Os laticiferos articulados, ou vasos laticiferos, sao formados por multiplas células
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alinhadas, em fileira tinica, as quais podem ter sua parede celular transversal intacta, ou tornar-
se porosa ou ser totalmente degradada ao longo do desenvolvimento da planta. Nesta ultima
condi¢do, no qual ha a fusdo do protoplasto de células, os laticiferos articulados serdo
multinucleados. Em contrapartida, os laticiferos ndo articulados, sao formados por uma tnica
c¢lula multinucleada que se alonga durante o crescimento da planta (Teixeira; Marinho; Leme,
2020, p. 28).

Esses dois tipos de laticiferos, articulado e ndo articulado, formam um sistema de
ductos que pode se estender ao longo de todos os tecidos da planta, por meio do processo de
ramificacdo e/ou através de células anastomosadas (Teixeira; Marinho; Leme, 2020, p. 29). A
ramificagdo dos laticiferos é causada pelo crescimento de projegdes laterais na parede celular,
enquanto a formacdo de anastomoses ¢ um processo que envolve a degeneragdo de partes da
parede lateral dos laticiferos e das suas células adjacentes. Essas células adjacentes que sdo
incorporadas aos laticiferos adquirem suas caracteristicas celulares (Canaveze et al., 2019, p.
143; Teixeira; Marinho; Leme, 2020, p. 29).

A distribuigdo dos laticiferos no corpo da planta facilita a liberagdo do latex em
resposta a danos fisicos. Essa caracteristica assegura uma resposta rapida e local aos danos
causados por herbivoros ou por outros fatores, demonstrando a importancia dos laticiferos na
defesa da planta sobre seus inimigos naturais (Ramos et al., 2019, p. 2). Além disso, o latex
detém uma variedade de metabolitos em sua composi¢do com fungdes de defesa ja bem
estabelecidas (Ramos et al., 2019, p. 11; Ramos ef al., 2020, p. 16). Logo, a importancia desse
sistema laticifero na defesa das plantas ¢ reconhecida, no entanto, ndo hd informagdes

consolidadas sobre os mecanismos funcionais integrando toda a maquinaria quimica do latex.

1.3 Latex vegetal

O latex ¢ um sistema coloidal e polifasico, que varia na aparéncia € na composi¢ao.
E um fluido leitoso de cor variavel, podendo ser branco, amarelo, castanho-amarelado, marrom
ou transparente, dependendo da espécie de planta que o produz (Evert, 2006, p. 486; Konno,
2011, p. 1514). O latex corresponde ao conteudo presente no protoplasto das células laticiferas
e, portanto, possui em sua composicao todas as estruturas subcelulares comuns as células
vegetais, tais como mitocondrias, ribossomos, reticulo endoplasmatico, complexo de golgi,
plastidios e vactolos (Teixeira et al., 2020, p. 31).

Esse fluido € reconhecido por armazenar uma variedade de metabolitos secundarios

e proteinas, e por ser uma excelente ferramenta na defesa contra herbivoria (Crang; Lyons-
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Sobaski; Wise, 2018, p. 461; Konno, 2011, p. 1514; Ramos et al., 2007, p. 356). Algumas das
classes de metabdlitos secundarios ja identificadas no latex sdo os flavonoides, alcaldides,
cumarinas, esteroides, saponinas, polifendis e os terpendides (Ramos et al., 2020, p. 5). Quanto
a composi¢ao proteica, as principais proteinas soluveis encontradas sao as proteases, oxidases,
lectinas, proteinas de ligagdo a quitina, quitinases, glucosidases e fosfatases (Konno, 2011, p.
1514). Todos esses compostos t€ém suas funcdes descritas na literatura relacionadas aos
mecanismos de defesa da planta contra insetos e animais herbivoros e/ou microrganismos
patogénicos, além de serem comuns, também, em plantas nao laticiferas (Konno, 2011, p. 1515;
Ramos et al., 2020, p. 5). Compostos inorganicos, como cristais de oxalato ¢ malato também
podem estar em abundancia em latices de plantas (Evert, 2006, p. 486).

A composic¢ao quimica do latex tem maior grau de diversidade quando comparado
com outros tipos de exsudados de plantas, tais como mucilagem, floema, resina e 6leo essencial
(Abarca et al., 2019). Além do que, ¢ importante ressaltar que o perfil quimico do latex pode
ser diferente entre as espécies de plantas (Ramos et al., 2019, p. 1).

Outra propriedade do latex € o seu aspecto pegajoso. Quando esse fluido ¢ liberado
dos tecidos vegetais, ele sofre um processo de enrijecimento que lembra a coagulacdo
sanguinea, e passa a ter um aspecto viscoso ¢ grudento, semelhante ao de cola (Ramos et al.,
2019, p. 6). Essa caracteristica traz uma grande vantagem as plantas laticiferas em relagdo a sua
defesa contra o ataque de insetos herbivoros. A propriedade de aderéncia, identificada no latex
exsudado, ¢ bastante eficiente para conter pequenos insetos herbivoros, afetando o desempenho
de seu aparelho bucal e dificultando que continue o processo de mastigagdo dos tecidos
vegetais. Agindo como um selante, no local do dano tecidual, o latex também tem um efeito
protetor conta a invasdo por microrganismos. Essas caracteristicas sdo particularidades do latex
vegetal e ¢ resultado da presenga de particulas de borracha (PBs) em sua composi¢dao
(Yamashita; Takahashi, 2020, p. 4).

As particulas de borracha ficam em suspensao no latex, mas ndo estao presentes em
todos as plantas laticiferas. Sdo essas particulas que agregam valor comercial aos latices, por
tornd-lo matéria prima na producdo de borracha natural (BN).

Além das PBs, também estdo presentes no latex os lutdides, as particulas do
complexo de Frey-Wyssling, e a fase aquosa ou sérica, denominada de soro-C. No latex fresco
de Hevea brasiliensis, principal fonte de borracha natural e de dados sobre essas particulas, ¢
possivel fracionar esses quatros componentes através da ultracentrifugacdo: PBs na fracao

superior (fase creme), particulas do complexo Frey-Wyssling e soro-C na fracdo intermediaria
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e lutdides na fragcdo inferior sedimentada (Figura 1) (Yamashita et al., 2018; Yamashita;

Takahashi, 2020).

Figura 1 - Frag¢des do latex fresco de H. brasiliensis
apos ultracentrifugagao.

(= e—
o 000 Particulas de borracha
X Complexo Frey-Wyssling
Soro-C
Lutoides

Fonte: elaborada pelo autor.

Entretanto, este protocolo ndo se aplica ao latex de outras espécies, o que infere que
cada fluido laticifero tem propriedades intrinsecas préprias, reflexo de suas constituigdes
qualitativas e quantitativas de elementos, o que justifica uma investigagdo de outros fluidos,

além do que ja foi estabelecido para o latex de H. brasiliensis.

1.3.1 Particulas de borracha

As PBs de latex vegetal sdo estruturas de formato esférico, com o centro hidrofébico
e superficie carregada negativamente. No centro hidrofobico dessas particulas, estdo as
moléculas de borracha, que sdo cadeias de 1,4-poliisopreno de isomeria cis ou trans, envoltas
por uma monocamada de lipideos e de proteinas associadas, que conferem a carga negativa de
sua superficie (Figura 2) (Wood; Cornish, 2000, p. 441; Yamashita; Takahashi, 2020, p. 824).
Essas proteinas criam uma interface com o meio aquoso, conferindo estabilizacdo dessas

particulas no fluido. Uma estratégia que recorda a estrutura de lipoproteinas no sangue humano.
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Figura 2 — Modelo simplificado de uma particula de borracha.
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Fonte: elaborada pelo autor.

O diametro das PBs ¢ bastante variavel entre plantas de espécies diferentes e até de
mesmas espécies. Na H. brasiliensis, foi observado uma distribui¢ao de tamanho bimodal, que
foram classificadas pelos autores como grandes particulas de borracha (LRPs - Large Rubber
Particles) as de didametro entre 0,20-0,35 um, e pequenas particulas de borracha (SRPs - Small
Rubber Particles) com diametro entre 0,08-0,19 um (Wang et al., 2016, p. 37). Ja no trabalho
de Sing et al. (2003, p. 987), foi observado PBs de H. brasiliensis que variavam de 0,08-0,75
um de didmetro. Nas espécies Ficus carica e Ficus benghalensis foram observados PBs com
diametro maior, em rela¢do as de H. brasiliensis. Em F. carica, as LRPs tinham didametro de
3,7-6,5 um e as SRPs de 1,6-3,0 um, enquanto F. benghalensis tinham LRPs de didmetro de
3,0-6,0 um e as SRPs de 1,6-2,3 um (Sing et al., 2003, p. 987).

A ocorréncia de PBs de diferentes didmetros no latex influencia nas propriedades
mecanicas da borracha natural (cis-poliisopreno), tais como a elasticidade, viscosidade e
resisténcia a tragdo, e essas caracteristicas t€ém implicagdes para o uso industrial (Chan et al.,
2015, p. 256). A diferenca nessas propriedades ¢ reflexo da composicao de proteinas e lipidios
na monocamada/membrana das PBs (Chan et al., 2015, p. 254).

Lipideos extraidos da borracha natural de H. brasiliensis foram identificados e
divididos em trés classes: lipidios neutros, fosfolipidios e glicolipidios (Wadeesirisak et al.,
2017, p. 203). Os lipidios neutros identificados foram esterdis livres, dcidos graxos livres, y-
tocotrienol, triacilglicerdis e ésteres de esterol. Dentre os fosfolipidios, fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e vestigios de lisofosfatidilcolina foram detectados. Os glicolipidios
correspondiam a digalactosildiacilglicerol, estéril-glicosidio, monogalactosildiacilglicerol e
estéril-glicosidio esterificado (Wadeesirisak et al., 2017, p. 302).

Os fosfolipidios foram reportados como sendo os principais constituintes da

monocamada de lipidios das PBs dos latices de H. brasiliensis e Taraxacum kok-saghyz (Bae
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et al., 2020, p. 9). Tem sido sugerido que a composi¢ao lipidica das PBs pode ser afetada pelo
ambiente intracelular, que sofre alteracdes a medida que a planta precisa se adaptar as condigdes
de estresse (Bae et al., 2020, p. 9).

Além disso, as principais proteinas presentes nas membranas das PBs, as proteinas
de pequenas particulas de borracha (SRPP - Small Rubber Particle Protein) e os fatores de
alongamento da borracha (REF - Rubber Elongation Factor), interagem de diferentes maneiras
com as trés classes de lipidios que compdem essa membrana. Essas interagdes podem estar
relacionadas com os processos de coagulagdao das PBs (Wadeesirisak et al., 2017, p. 207).

Tem-se sugerido que as SRPP1 interagem preferencialmente com a porgao polar
dos fosfolipidios e glicolipidios, e sua estrutura secundaria ndo sofre alteracao. As SRPP1 ficam
mais proximo da superficie das PBs e sua adsor¢do na monocamada de lipidios ocorre de forma
homogénea. Em contraste, a REF1, por ser mais hidrofébica que a SRPP1, formam interagdes
mais fortes com os lipidios. Além disso, REF1 induz a segregacdo de glicolipidios na
monocamada e sua interacdo com os lipidios neutros lhes causa alteragdes na estrutura
secundaria, com o aumento/diminuicao das a-helices/p folhas. Essa mudanga na estrutura
secundaria de REF1 foi observada na formacdo de agregados densos, sugerindo que essa
proteina pode ter um papel-chave na coagulacdo irreversivel das PBs de H. brasiliensis

(Wadeesirisak et al., 2017, p. 208).

1.3.2 Lutoides e complexos de Frey-Wyssling

Os lutdides consistem em um tipo especial de plastideo e sdo o segundo componente
principal do latex de H. brasiliensis, representando até 20% do volume de latex (D'auzac; Jacob;
Chrestin, 2018, p. 23). Estes sdo estruturas vacuolares circundados por uma inica membrana
de fosfolipidios, composta quase exclusivamente por acido fosfatidico, com 1-5 um de didmetro
e sdo altamente osmossensiveis (Dupont ef al., 1976, p. 1215; D'auzac; Jacob; Chrestin, 2018,
p. 23). A composicao de sua membrana confere aos lutdéides cargas negativas, que por sua vez
contribuem na estabilidade coloidal ao latex. Vale ressaltar, que o 4cido fosfatidico ndo esta
presente na membrana das PBs (Dupont et al., 1976, p. 1216).

O conteudo interno dos lutdides ¢ chamado de soro B € comporta ions e solutos, em
especial Ca?" e Mg?", que provoca a floculagdo (agregagio) das PBs (D'auzac; Jacob; Chrestin,
2018, p. 82). Os lutdides comportam também hidrolases acidas, e por isso sdo comparados com
lisossomos (D'auzac; Jacob; Chrestin, 2018, p. 23). Além disso, os lutdides contém uma série

de proteinas relacionadas com a resisténcia da planta aos patdégenos e doencgas, biossintese do
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latex e da borracha, fotossintese, e proteinas alergénicas (Dupont et al., 1976, p. 1216; Habib
et al., 2017, p. 21). Esses compostos alergénicos reconhecidos pela Unido Internacional das
Sociedades Imunologicas (IUIS), sao identificados com os seguintes IUIS code: Hevb -2, 4, 6
e 10, que correspondem a B-1,3-glucanase, glucosidase cianogénica, heveina e superoxido
dismutase, respectivamente (Yeang et al., 2002, p. 34).

As particulas do complexo de Frey-Wyssling sdo cromoplastos especializados, com
formato mais ou menos esférico, envoltos por uma dupla membrana lipidica e com diametro
que varia de 3-6 um (Gomez; Hamzah, 1989, p. 76; D'auzac; Jacob; Chrestin, 2018, p. 19). Elas
comumente se apresentam em clusters, por isso sdo denominadas de complexo (Gomez;
Hamzah, 1989, p. 85). Essas particulas possuem carotenoides em sua composi¢ao, conferindo
cor amarelada a borracha natural e ao latex. Estdo presentes também em latices de cor branco,
mas podem estar em menor quantidade (Gomez; Hamzah, 1989, p. 76; D'auzac; Jacob;

Chrestin, 2018, p. 19).

1.3.3 Soro-C

O soro-C consiste na fase aquosa do citoplasma dos laticiferos, onde todas as
organelas estdo suspensas e onde ha uma grande variedade de enzimas do metabolismo celular
sendo, portanto, a fracdo metabolicamente ativa do latex (Yeang et al., 2002, p. 33). Nesse soro
ha compostos de diferentes classes quimicas, tais como: proteinas, lipidios livres, carboidratos,
bases nitrogenadas, acidos nucleicos (DNA e RNA), aminodacidos e eletrolitos (D'auzac; Jacob;
Chrestin, 2018). Nele também estdo presentes alergénicos reconhecidos pela IUIS, identificadas
pelos IUIS code: Hev — 5, 7, 8 e 10, que correspondem a proteinas acidas, homologos de
patatina, profilina e enolase, respectivamente (Yeang ef al., 2002, p. 34). O perfil de proteoma
do latex de H. brasiliensis identificou 348 proteinas presentes apenas na fragdo do soro-C.
Proteinas que sdo predominantes nas PBs também foram identificadas na fracdo do soro-C, tais

como SRPP e REF (Wang et al., 2018, P. 58).

1.4 Borracha natural

A BN consiste principalmente de polimeros formados por moléculas de cis-1,4-
poliisopreno, chegando até a 98% em relagdo aos poliisoprenos de isomeria trans. O polimero
¢ do tipo homogéneo formado de unidades repetidas de isopreno, o qual, por sua vez, ¢ um

metabolito formado no metabolismo secundario de plantas (Chouytan et al., 2018, p. 236;
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Yamashita; Takahashi, 2020, p. 2). Cerca de 2.500 espécies de plantas produzem BN, no
entanto, a sua producgdo comercial em todo o mundo depende exclusivamente do latex extraido
do caule da seringueira (H. brasiliensis), que pertence a familia Euphorbiaceae (Bonner, 1991
apud Crang; Lyons-Sobaski; Wise, 2018, p. 493; Mooibroek; Cornish, 2000, p. 365).

Outras espécies de planta produzem polimero de borracha de isomeria trans, como
Palaquium gutta, Mimusops balata ¢ Eucommia ulmoides. Esses trans-1,4-poliisoprenos nao
sao chamados de BN, sdo denominados de gutta percha e possuem propriedades fisicas distintas
a da BN, limitando o seu uso comercial (Yamashita; Takahashi, 2020, p. 2).

O volume e a qualidade da BN produzido por H. brasiliensis ¢ economicamente
viavel, em relagdo a outras espécies produtoras de borracha. A BN ¢ utilizada na produgdo de
mais de 40.000 produtos, exercendo grande impacto na economia. Além disso, a qualidade da
BN ¢ superior a de outras borrachas, tais como a borracha composta por moléculas de trans-
1,4-poiisopreno e a borracha sintética. Devido, especialmente, ao elevado peso molecular e a
estrutura dos polimeros cis-1,4-poliisopreno, a BN possui propriedades que conferem a ela alto
desempenho, como melhor resiliéncia, elasticidade, maior resisténcia a abrasdao e ao impacto,
dispersdo eficiente do calor, ¢ maleabilidade a baixas temperaturas (Cornish, 2001, p. 1124).
Essas caracteristicas unicas da BN a torna insubstituivel em algumas produgdes que exigem
matéria-prima de alta qualidade, como a de pneus de aeronaves e produtos médicos (Van
Beilen; Poirier, 2007, p. 522; Yamashita; Takahashi, 2020, p. 3).

As culturas de H. brasiliensis sao formadas em quase sua totalidade por clones, o
que restringe sua diversidade genética (Cornish, 2001, p. 1124). A pouca diversidade genética
torna essas culturas susceptiveis a patdogenos, como infec¢des fungicas (Cornish, 2017, p. 246).
Além disso, a seringueira requer condigdes ambientais de crescimento rigorosas (clima
subtropical) que impedem sua expansdo para outras areas geograficas, trabalhos manuais
laboriosos de colheita, e sua BN possui elevada concentragdo de proteinas alergénicas (Van
Beilen; Poirier, 2007, p. 524). Esses fatores t€m motivado a busca por novas fontes de BN.

No entanto, para uma espécie ser considerada promissora na producao comercial de
BN, ela deve produzir grandes quantidades de BN e esta deve ter elevado peso molecular, além
de superar alguns dos fatores limitantes encontrados no cultivo de H. brasiliensis, tais com:
adaptac¢ao a climas diferentes, de modo que facilmente seja possivel a expansao de seus cultivos
em areas geograficas distintas, resisténcia a microrganismos patogénicos que possam afetar
negativamente a producdo de borracha e que tenham um menor conteudo de proteinas

alergénicas, ou que seja possivel reduzir sua concentragdo no produto final da borracha.
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1.4.1 Sintese de borracha natural

A sintese da BN ocorre na superficie das particulas de borracha suspensas no latex.
Foi proposto que as PBs se originam do reticulo endoplasmatico (RE) ou do complexo de Golgi,
por possuirem em sua estrutura elementos comuns do RE, tais como o REF, SRPP, proteina
tipo cis-preniltransferase (CPTL - cis-prenyltransferase-like protein), clatrina, fosfatidilcolina
e fosfatidiletanolamina (Men et al., 2018, p. 5).

Além disso, um complexo proteico associado a membrana das PBs foi proposto
como elemento especifico na biossintese da borracha (Figura 3). Esse complexo proteico €
formado por transferase (HRT1 - Hevea brasiliensis rubber transferase 1), proteina de ligagao
HRTI1-REF (HRBP - HRTI-REF bridging protein) e REF (Yamashita et al., 2016, p. 18). A

REF demonstrou exercer um papel de estabilizagdo desses complexos nas membranas das PBs.

Figura 3 —Modelo do complexo de biossintese de moléculas de borracha associado a membrana
de uma particula de borracha.
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Fonte: elaborada pelo autor. Abreviaturas: HRT1, Hevea brasiliensis rubber transferase 1; HRBP, proteina de
ligagdo HRTI1-REF; REF, rubber elongation factor; SRPP, small rubber particle protein; IPP, isopentenil
pirofosfato.

Vale ressaltar que SRPP e REF pertencem a uma familia de proteinas relacionadas
ao estresse da planta, sendo ambas os principais alérgenos identificados no latex de H.
brasiliensis. Estao presentes, também, nos produtos da borracha natural e sdo denominadas de
Hevb-3 e Hevb-1, respectivamente (Berthelot ez al., 2014, p. 7).

A borracha ¢ constituida de monomeros de isopentenil pirofosfato (IPP), também
chamado de isopentenil difosfato, e as reagdes envolvendo os eventos da biossintese das cadeias
de 1,4-poliisopreno sdo catalisadas pela transferase. Essa enzima requer cations divalentes, tais
como Mg?" e Mn** (Men et al., 2018, p. 2). Os mondmeros de IPP empregados aqui sdo
produzidos a partir das vias do mevalonato (MVA) e 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP). A

via MVA gera moléculas de IPP que podem ser convertidas em dimetilalil pirofosfato
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(DMAPP) pela agdo da IPP isomerase (IDI). Enquanto a via MEP gera ambas as moléculas,
IPP ¢ DMAPP, nas propor¢des de 5:1 a 6:1 (Figura 4) (Yamashita; Takahashi, 2020, p. 8).

Figura 4 — Vias de biossintese de cadeias de poliisopreno em plantas.
MVA MEP
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Fonte: adaptado de Men et al. (2018, p. 3). Abreviaturas: MV A, melavonato; MEP, 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato;
AACT, Acetil-CoA C-acetiltransferase; HMG-CoA, 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA; HMGS, HMG-CoA sintase;
HMGR, HMG-CoA redutase; DXP, 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato, DXS, DXP sintase; DXR, DXP
redutoisomerase; IPP, isopentenil pirofosfato; DMAPP, dimetilalil pirofosfato; IDI, IPP isomerase; GPS, geranil
pirofosfato sintase; GPP, geranil pirofosfato; FPP, farnesil pirofosfato; FPS, farnesil pirofosfato sintase; GGPP,
geranilgeranil pirofosfato; GGPS, geranilgeranil pirofosfato sintase; TPT, trans-preniltransferase; CPT, cis-
preniltransferase.

Moléculas de DMAPP sdao empregadas na biossintese da BN como iniciadores.
Esse processo de biossintese, requer um iniciador de pirofosfato para iniciar a reacdo. Além do
DMAPP, o geranil pirofosfato (GPP), geranilgeranil pirofosfato (GGPP) e o farnesil pirofosfato
(FPP) também atuam como iniciadores na sintese da borracha. O FPP tem sido apontado como
o principal iniciador em H. brasiliensis (Cornish, 2001, p. 184).

A polimeriza¢do das cadeias comeg¢a com a ionizacdo de uma ligacdo C-O do
iniciador pelo cofator bivalente enzimatico, levando a produ¢do de um cation no iniciador. Em
seguida, o grupo vinilideno do IPP € incorporado ao grupo catidnico recentemente formado no

iniciador, pela acdo da transferase. Nessa reac¢do hé a liberacdo de protons e formagao da dupla
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ligacdo de isomeria cis ou trans. A isomeria geométrica cis-trans depende da estereoquimica
da transferase. Essa etapa de polimerizagdo catalisada pela transferase, também denominada de
“polimerizagao carbocatidnica”, ha a incorporagdo continua dos mondémeros de IPP (Men et
al., 2018, p. 2). Sobre a fase de terminagao, pouco se conhece sobre esse processo, etapa, na

qual, determina o peso molecular da BN (Cornish, 2001, p. 186; Men et al., 2018, p. 2).

1.5 Idioblastos

Os idioblastos sdo células secretoras internas individuais e isoladas, e que podem
estar presentes em qualquer tecido ou 6rgao vegetal. Sua morfologia, conteudo e fungdo sao
diferentes em relagdo as células vizinhas presentes no mesmo tecido (Taiz et al., 2017, p. 781;
Crang; Lyons-Sobaski; Wise, 2018, p. 462). Vale ressaltar, que o termo “idioblasto” ¢ de uso
mais abrangente e ndo esta relacionado a um aspecto morfoloégico ou fisiologico especifico
(Foster, 1956, p. 185).

Os idioblastos sdo amplamente distribuidos nas espécies vegetais e parecem
exercem uma grande variedade de func¢des. Algumas das fungdes atribuidas a essas células sao
deduzidas devido a sua rigidez. J4 foi descrito idioblastos parcialmente lignificados, sugerindo
um papel secundario dessas células no suporte estrutural e defesa da planta (Losada; Diaz;
Holbrook, 2019, p. 19). Além disso, foi proposto que os idioblastos também atuam na captagao
de agua entre a atmosfera e os tecidos foliares (Losada; Diaz; Holbrook, 2019, p. 20). No
entanto, a maioria dos dados documentados na literatura sobre essas células sdo sobre sua
capacidade de secrecdo e armazenamento de metabdlitos secundarios, tais como taninos e
alcaloides, e, especialmente, de cristais de oxalato de célcio (CaOx) (Santos et al., 2013, p. 410;

Crang; Lyons-Sobaski; Wise, 2018, p. 462).

1.6 Cristais idioblasticos

Os cristais idioblasticos podem ser encontrados em uma diversidade de espécies de
plantas, tendo uma distribui¢do bastante varidvel entre essas espécies. A producdo desses
cristais nas plantas ¢ um processo fisioldgico comum, sendo considerado produtos de processos
metabolicos celulares, que sdo, geralmente, depositados no citoplasma ou nos vacuolos
(Franceschi; Nakata, 2005, p. 45; Cruz et al., 2020, p. 3).

Cristais de CaOx sdo os mais comuns descritos na literatura e relatados em mais de

200 familias de plantas (Franceschi; Horner, 1980, p. 381, Cruz et al., 2020, p. 3). No entanto,
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cristais de oxalatos de sodio, de potéssio e de amonio, malato de célcio, carbonato de magnésio
e carbonato de célcio também ja foram identificados em tecidos vegetais (Crang; Lyons-
Sobaski; Wise, 2018, p. 462; Cruz et al., 2020, p. 3). Cristais de oxalato e malato ja foram
identificados em latex de plantas (Evert, 2006, p. 486).

Os cristais exibem uma variedade de formas e recebem denominagdes diferentes de
acordo com o seu formato (Figura 5). Cristais isodiamétricos com facetas pontiagudas sao
denominados de drusas, enquanto os de formato de agulha/aciculares sao denominados de
rafides ou estiloides. As rafides ocorrem em feixes de até dezenas de cristais individuais e os
estildides sdo solitarios (Crang; Lyons-Sobaski; Wise, 2018, p. 463). Ha os cristais de areia, ou
areias cristalinas, que sdo aglomerados de pequenos cristais semelhantes a cubos, espalhados
pelo citoplasma celular. J4 os cristais prismaticos sdo estruturas maiores, individuais e podem

apresentar extremidades pontiagudas (Crang; Lyons-Sobaski; Wise, 2018, p. 465).

Figura 5 — Morfologias de cristais de oxalato de calcio de plantas.

Fonte: Franceschi; Horner (1980, p. 380). A e B: feixes de cristais de rafides; C:
cristal estiloide; D: cristal de drusa; E: areia cristalina; F: cristal prismatico; G:
complexo de cristais agregados.

O tamanho desses cristais pode variar de acordo com as caracteristicas das células
em que os cristais sdo formados e da quantidade de substrato disponivel, sendo induzivel e
dependente de calcio (Ca) (Borchert, 1985, p. 309). Além disso, Cruz et al. (2020, p. 3) afirmou
que suas formas geométricas sao caracteristicas das espécies que produz (Cruz et al., 2020, p.
3).

Em relacdo aos cristais de CaOx, a morfologia e a distribuicdo espacial sdo
conservadas, de modo que essas propriedades sdo utilizadas como base para propor hipdteses
sobre suas funcdes nas plantas (Franceschi; Nakata, 2005, p. 46). Algumas dessas fungdes ja

mencionadas na literatura sdo: a regulagdo dos niveis de Ca, protecdo contra herbivoria,
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desintoxica¢do de metais pesados, equilibrio i6nico e o de suporte estrutural ao tecido
(Franceschi; Nakata, 2005, p. 46).

Em relagdo a regulagdo dos niveis de Ca na planta, foi demonstrado que a perda de
agua pela superficie por evaporacao causa o acimulo de Ca dissolvido, e o excesso pode se
precipitar como CaOx, que ¢ osmoticamente inativo (Franceschi; Nakata, 2005, p. 46) Além
disso, foi observado que houve a formagao de mais cristais de drusas e de tamanhos maiores,
quando era disponibilizado maiores concentracdes de Ca para a planta (Volk et al., 2002, p.
34).

Paiva (2019), também argumenta em seu trabalho algumas possibilidades de como
os cristais de CaOx podem atuar na regulacdo e na homeostase de Ca na planta. Além de
funcionarem como reserva de Ca, esses cristais podem estar relacionados aos mecanismos de
eliminagdo do excesso de Ca, uma vez que, em muitas plantas, eles ocorrem em tecidos e 6rgaos

que sdo descartados, tais como folhas velhas (Paiva, 2019, p. 1707).

1.7 Familia Apocynaceae

Em Apocynaceae, a producdo de latex ¢ uma caracteristica universal (Demarco;
Kinoshita; Castro, 2006, p. 135). Esta familia abrange cerca de 366 géneros, distribuidos em
cinco subfamilias: Rauvolfioideae, Periplocoideae, Secamonoideae, Asclepiadoideae e
Apocynoideae (Endress; Liede-Schumann; Meve, 2014, p. 175). Apocynaceae compreende
espécies de habitos diversos, que vao de arvores, arbustos, ervas, suculentas e trepadeiras
(Islam; Lucky, 2019, p. 41). As plantas dessa familia ocorrem normalmente em regides
subtropicais, tropicais € em zonas temperadas (Bihani, 2021, p. 4). A seguir sdo destacadas

algumas espécies desta familia que foram utilizadas neste trabalho.

1.7.1 Calotropis procera

Calotropis procera (Subfamilia Asclepiadoideae) ¢ um arbusto perene de rapido
estabelecimento, podendo atingir até 4 metros de altura (Figura 6). Essa espécie ¢ bem
conhecida por sua capacidade de produzir grandes quantidades de latex. Quando seu caule e
folhas sdo cortados ha a liberagao do latex de cor branca. Sua distribuicdo € cosmopolita,
ocorrendo nas regides de clima temperado a tropical (Endress; Bruyns, 2000, p. 48), mas

também ¢ conhecida como uma espécie invasora e de facil adaptacdo nas mais diversas
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condi¢des climaticas. No Brasil ¢ popularmente denominada por flor-de-seda e leiteira

(Pompelli et al, 2019, p. 796).

Figura 6 — Imagens da planta Calotropis procera com alguns
detalhes florais e latex exsudando.

6"

> TR " e il |
Fonte: arquivo pessoal. A: arbusto; B: inflorescéncia; C: latex exsudado.

A produgdo de latex por C. procera é continua e abundante nas partes verdes da
planta. Devido sua grande produgao de latex, os trabalhos com essa espécie concentram-se no
estudo desse fluido, na identificagdo de metabolitos e das atividades que esses estdo envolvidos.
Esses trabalhos seguem a linha de pesquisa voltada a defesa de planta contra herbivoros, pragas
de cultura e usos medicinais (Ramos et al., 2007, p. 356; Ramos et al., 2019, p. 565; Wadhwani
etal., 2021, p. 35856; Kumar; Verma; Das, 2022, p. 6)

1.7.2 Plumeria pudica

Plumeria pudica (Subfamilia Rauvolfioideae), conhecida também pelo nome
jasmim e buqué de noiva, € um arbusto que pode atingir até 3 metros de altura (Figura 7). Essa
espécie € muito cultivada como planta ornamental, e suas folhas concentram-se no apice dos
ramos, onde ocorre sua inflorescéncia. O latex produzido por essa planta tem aparéncia
semelhante a de C. procera, de cor branca, mas um pouco translicido. Além disso, sua producao
de latex ¢ inferior, em relagdo a de C. procera. Plumeria pudica ¢ nativa da Colombia,

Venezuela e Panamé (Chamakuri; Suttee; Mondal, 2020, p. 2077).
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Figura 7 — Imagens da planta Plumeria pudica com alguns
detalhes florais e latex exsudando.

Vi o

Fc;nte arquivo pessoal. A: .arbusto; B: inﬂorescé‘nchzia; C: latex
exsudado.

Trabalhos sobre o latex de P. pudica tem demonstrado suas propriedades anti-
inflamatorias, antimicrobianas, antialérgicas e antioxidantes, e no tratamento de doencas
digestivas. Esses dados sao resultados da rica composi¢cdo metabolica desse latex e, demonstra
seu potencial como fonte de possiveis farmacos (Fernandes et al., 2015, p. 276; Oliveira et al.,

2019, p. 7; Sales et al., 2022, p. 7).

1.7.3 Himatanthus drasticus

Himatanthus drasticus (Subfamilia Rauvolfioideae), conhecida como janaguba, ¢
uma arvore de tamanho médio que pode chegar até 7 metros de altura (Figura 8). Essa planta ¢
comum na Amazonia, ¢ tem distribuicdo desde o sudoeste do Brasil at¢é Guiana Francesa,
Suriname e Guiana (Amaro et al., 2006, p. 450). Himatanthus drasticus tornou-se bem
conhecida pelo uso empirico do seu latex no tratamento medicinal para algumas enfermidades,
como para doengas inflamatorias e verminoses (Pereira ef al., 2022, p. 5). Logo, os trabalhos

com essa planta t€ém-se concentrado em estudos sobre suas propriedades terapéuticas.
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Figura 8 — Imagens da planta Himatanthus drasticus com
alguns detalhes florais.

e

Fonte: Women's Christian College (link: Himatanthus Drasticus -

Women's Christian College, Chennai (wcc.edu.in). A: folhas € B:
inflorescéncia.

1.7.4 Plumeria rubra

Plumeria rubra (Subfamilia Rauvolfioideae), bem conhecida pelo nome de jasmim,
¢ uma arvore que pode atingir até 7-8 metros de altura (Figura 9). Assim, como muitas plantas
do género Plumeria, essa ¢ uma espécie ornamental. A cor de suas flores pode variar entre rosa
e branco de tons amarelados. P. rubra é nativa do México, mas se distribuiu por todo o mundo

e o seu latex tem aparéncia semelhante ao da P. pudica (Bihani, 2021, p. 4)

Figura 9 — Imagens da planta Plumeria rubra
com alguns detalhes florais e latex exsudando.

= 7 | AT

Fonte: arquivo pessoal. A: arbusto; B: inflorescéncia; C:
latex exsudado.


https://wcc.edu.in/himatanthus-drasticus/
https://wcc.edu.in/himatanthus-drasticus/
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A literatura cientifica acerca do estudo de fluidos laticiferos é imensa e diversificada,
abrangendo aspectos quimicos, bioquimicos, histolégicos, funcionais, farmacologicos,
terapéuticos, dentre muitos outros. Em relagao a PBs de latex vegetal, os dados de literatura
disponivel referem-se a maior parte as particulas do latex de H. brasiliensis. Nao ha dados, na
literatura sobre aspectos de composi¢ao e caracterizacao de PBs dos latices das plantas inclusas

neste trabalho, as quais t€ém demonstrado aplicagdes e varias frentes tecnoldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Elucidar as propriedades fisico-quimicas intrinsecas do latex de C. procera, P.
pudica e H. drasticus, e caracterizar suas respectivas PBs. Adicionalmente, realizar a

caracterizacao de cristais do latex de P. pudica e P. rubra.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar os latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus quanto a sua
capacidade de produzir borracha;

e Avaliar a estabilidade coloidal dos latices de C. procera, P. pudica ¢ H.
drasticus;

e Mensurar as propriedades reoldgicas dos latices de C. procera, P. pudica e H.
drasticus e de suas respectivas borrachas;

e Identificar poliisopreno nos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus e sua
respectiva isomeria;

e Identificar e caracterizar PBs nos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus;

e Investigar a distribuicdo e morfologia das PBs dos latices de C. procera, P.
pudica e H. drasticus,

e Investigar os aspectos morfologicos de BNs obtidas dos latices de C. procera,
P. pudica e H. drasticus;

e Investigar a distribuicdo e morfologia de cristais dos latices de P. pudica e P.
rubra; e

e Identificar a composi¢ao quimica dos cristais dos latices de P. pudica e P. rubra.



CAPITULO 1

LATICES DE Calotropis procera, Plumeria pudica E Himatanthus drasticus COMO
FONTES DE BORRACHA NATURAL

32
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3.1 Procedimentos experimentais

3.1.1 Material vegetal

Trés espécies diferentes de plantas laticiferas pertencentes a familia Apocynaceae
foram utilizadas: C. procera, P. pudica e H. drasticus. A autorizagdo legal para acesso e uso,
para propositos cientificos, do latex das trés espécies foi cadastrado no Sistema Nacional de
Gestao do Patrimonio Genético (SisGen) (https://sisgen.gov.br/paginas/login.aspx) sob o

registro A689147.

Os latices foram coletados no periodo da manha, de plantas crescidas na regido
metropolitana de Fortaleza-CE. Todas as espécies foram devidamente identificadas e exsicatas
foram produzidas e depositadas no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara
(UFC), Brasil. O niimero de identificagdo das exsicatas de C. procera, P. pudica e H. drasticus

foram 64838, 64839 ¢ 64837, respectivamente.

3.1.2 Coleta do latex

Para a coleta dos latices de C. procera e P. pudica, pequenas incisdes perto das
folhas mais jovens foram feitas manualmente e depois a suspensdo foi recolhida em tubos
apropriados (tipo Falcon ou eppendorf), contendo um volume de dgua destilada ou deionizada,
ou solucdes de coleta na proporg¢ao final de 1:1 (v:v). As diferentes solucdes de coleta foram
utilizadas com a finalidade de observar o comportamento coloidal dos latices. Essas solugdes
foram as seguintes: NaCl 0,15 M, NaCl 0,15 M com Tween 20 0,01% e NaCl 0,15 M com Tween
20 0,3%. Em algumas analises foi utilizado o latex integro, sem adi¢do de agua ou solucdo de
coleta. Amostras do latex de H. drasticus utilizadas em todo o trabalho foram obtidas de plantas
crescidas em um mesmo terreno, sendo o latex colhido por exsudagdo no caule. A coleta desse
latex € realizada por meio de incisdes na casca da arvore e a suspensdo ¢ colocada em uma
garrafa de vidro contendo um volume de 4gua potéavel, na propor¢ao final de 1:1 (v:v). Portanto,
todas as amostras do latex de H. drasticus utilizadas nesse projeto foram produzidas a partir do
latex ja diluido, previamente, em agua potavel na proporc¢ao de 1:1 (v:v). Além disso, o pH de

todos os latices foi mensurado imediatamente apos a coleta.

3.1.3 Contendo de solidos totais


https://sisgen.gov.br/paginas/login.aspx
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O conteudo de sdlido totais (CST) dos latices foi determinado através da secagem
de 2 mL de latex em placas de Petri, espalhando a amostra por toda a area da placa. Em seguida,
as amostras foram colocadas em estufa a 70 °C, até a estabilizacdo da massa. Nessa analise foi
utilizado o latex integro de C. procera e P. pudica, enquanto o latex de H. drasticus estava
diluido em 4gua potavel na propor¢ao de 1:1 (v:v). Os ensaios foram realizados em triplicata.
O resultado foi obtido através da seguinte equacao (ASTM-D1076, 2015):

(c-4

CST (%) = m

x 100

Onde:
A = Massa da placa de Petri (g)
B = Massa da placa de Petri mais a massa da amostra liquida (g)

C = Massa da placa de Pefri mais a massa da amostra seca (g)
3.1.4 Conteudo de borracha seca

O conteudo de borracha seca (CBS) foi determinado através da coagulacdo de 9 a
10 mL de latex. Nessa andlise foi utilizado o latex integro de C. procera e P. pudica, enquanto
o latex de H. drasticus estava diluido em agua potavel na proporcao de 1:1 (v:v). A coagulagdo
dos latices foi induzida pela adi¢do de 4cido acético P.A. Um volume de acido acético foi
lentamente adicionado a um volume igual da amostra de latex sob agitacao constante durante 5
minutos, em seguida essa amostra de latex acidificada com acido acético foi colocada em banho
maria a 70 °C durante 30 minutos em repouso. Nesse momento, foi possivel observar a
coagulacdo da fracao de borracha e sua separacao do soro limpido. O soro foi descartado e o
material coagulado foi lavado em agua destilada 5 vezes e prensado manualmente, a fim de
remover qualquer excesso de d4gua. Em seguida, esse material coagulado foi colocado em estufa
a 70 °C, até a estabilizacdo da massa. Os ensaios foram realizados em triplicata. O resultado do
DRC foi obtido através da seguinte equagao (ASTM-D1076, 2015):

massa do codgulo seco (g)
CBS (%) = — x 100
massa da amostra liquida (g)

3.1.5 Componentes nao-borracha

O teor dos componentes nao-borracha (CNB) dos latices foi determinado através

da seguinte equacao (ASTM-D1076, 2015):
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Contetido ndo — borracha (%) = CST (%) — CBS (%)

3.1.6 Sedimentacdo de componentes solidos

Para observar o comportamento de sedimentagdo dos componentes solidos dos
latices, foram utilizados 57,5 a 62,5 mL de amostras de latex diluido em 4gua na proporc¢do de
1:1 (v:v). Para os latices de C. procera e P. pudica foi utilizado dgua destilada, e d4gua potavel
para o latex de H. drasticus. As amostras foram homogeneizadas e seu volume foi distribuido
em 5 tubos de vidro, ficando cada tubo com cerca de 11,5 a 12,5 mL. O processo de
sedimentacao dos componentes solidos foi registrado a cada 30 minutos ao longo de 4 horas e
apos esse periodo os tubos de vidro foram centrifugados a 4.000 rpm (centrifugadora centribio,
com rotor de 120 mm), por 10 minutos, a 25 °C. Duas fra¢des foram formadas na centrifugagao,
o sobrenadante e o pellet. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi pesado e em seguida
liofilizado. O pellet liofilizado foi novamente pesado e foi utilizado para definir o teor de solidos

(%).

3.1.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos valores de CST, CBS, CNB e do teor de solidos (%) foi
realizada por andlise Two-way ANOVA, com o teste de comparacao multipla de Tukey. Foi
adotado nivel de significancia de 5% (p < 0,05) para todas as analises estatisticas. Os dados

foram processados utilizando o GraphPad Prism 10.

3.1.8 Anadlise por microscopia dptica

Para auxiliar na caracterizagdo dos latices e de suas respectivas PBs, amostras dos
latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus foram visualizadas por microscopio optico
(MediLux), utilizando a objetiva de 100x. Nessa etapa, foram utilizadas amostras de latices
diluidas em 4gua destilada e nas solug¢des de coleta (NaCl 0,15 M, NaCl 0,15 M com Tween 20
0,01% e NaCl 0,15 M com Tween 20 0,3%), todas na propor¢do de 1:1 (v/v). Essas amostras foram
submetidas a processos de diluicdo em série, por um fator de diluicao de 2. Um volume de 1
mL dessas amostras foi utilizado para as diluigdes em série. Nessas dilui¢des foram utilizados
dez tubos de vidro, ja contendo 1 mL de 4gua destilada ou da respectiva solugdo de coleta. O

latex de H. drasticus também foi submetido aos processos de diluicdo em série em agua
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destilada, NaCl 0,15 M, NaCl 0,15 M com Tween 20 0,01% e NaCl 0,15 M com Tween 20 0,3%,
como ja descrito. Totalizando assim, 40 amostras (dilui¢des de latex) de cada espécie. Essas
amostras foram analisadas com auxilio do microscépio Optico em diferentes intervalos de tempo
apos a coleta. Esses intervalos foram de 0 horas (dia da coleta), 24 horas, 48 horas, 72 horas ¢
96 horas apo6s a coleta. Ao longo desse periodo, as amostras foram armazenadas nos tubos de
vidro devidamente vedados. Para visualizacao das dilui¢cdes dos latices, um volume de 30 pL
de cada amostra (dilui¢cdo), previamente homogeneizada, foi adicionado sobre a lamina e uma
laminula foi posta sobre a amostra. Além disso, as amostras do tubo 5 (dilui¢ao1/32) preparado
em agua destilada foram encaminhas para andlises por espectroscopia de infravermelho e
Raman, e para a Microscopio de Forca Atomica (AFM - Atomic Force Microscopy) €
Microscopio Eletronico de Varredura (MEV). O preparo mais detalhado das amostras para

essas analises ¢ descrito no capitulo 3.



37

3.2 Resultados e discussao

3.2.1 Caracterizacdo dos ldtices

Os valores de pH, CST, CBS e CNB dos latices de C. procera, P. pudica e H.
drasticus sao apresentados na Tabela 1 e as pegas de borracha produzidas a partir da coagulacao

com acido acético estdo na Figura 10.

Tabela 1 - Valores de pH, do conteido de solidos totais, contetido de borracha seca e dos
componentes ndo-borracha dos latices de Calotropis procera, Plumeria pudica e Himatanthus
drasticus.

Espécie pH* CST (%) CBS (%) CNB (%)
Calotropis procera 5,3 14,14 £ 0,80% 6,73 £0,14% 7,41 £0,75%
Plumeira pudica 5,7 20,22 +0,09° 7,33 +0,06° 12,89 +0,14°
Himatanthus drasticus 5,2 3,45 +0,02° 2,00 £0,13°¢ 1,45+0,12°¢

*pH dos latices diluidos em agua destilada (C. procera e P. pudica) e potavel (H. drasticus) na proporg¢do de 1:1.
Abreviaturas: CST; contetdo de sélidos totais; CBS: conteido de borracha seca; ¢ CNB: dos componentes nao-
borracha. 2, °, ¢ — letra diferentes representam valores estatisticamente diferentes. (Two-way ANOVA. P< 0,05)

Figura 10 — Borrachas naturais obtidas a partir da coagulagdo acida com &cido acético dos
latices de Calotropis procera (A) Plumeria pudlca (B) e Himatanthus drasticus (C)
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Amostras dos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus exibiram pH écido
(Tabela 1), bem diferente ao do latex fresco da H. brasiliensis, que tem um pH na faixa de 6,5
— 7,0 (Bottier, 2019, p. 203). O pH do latex ¢ um pardmetro diretamente relacionado a sua
estabilidade coloidal. Um pH 4acido, como foi observado nos trés latices avaliados aqui, causa
a desestabilizagdo desse sistema coloidal. Essa desestabilizagdo leva ao processo de coagulagdo
do latex.

A estabilidade coloidal do latex ¢ dependente da associagd@o entre a carga superficial
das PBs e a natureza i6nica da fracdo soro-C do latex (Ng; Othman; Yusog, 2022, p. 3). As

membranas das PBs s3o carregadas negativamente, devido aos grupos carboxilicos das
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proteinas e os grupos fosfatos dos fosfolipidios adsorvidos em sua superficie (Sakdapipanich et
al., 2015, p. 102). Essa carga superficial negativa causa a repulsdo entre as PBs, impedindo ou
dificultando a colisdo e adesdo entre elas e, consequentemente, impede ou dificulta a
aglomeracdo e coagulagdo do latex (Sakdapipanich et al., 2015, p. 105). Assim, a medida que
o pH do latex diminui, essas forcas de repulsdo entre as PBs sdo reduzidas, e elas passam a nao
repulsar umas com as outras, facilitando a sua aglomeragao e desencadeamento do processo de
coagulagao.

No entanto, ao avaliar o pH do latex, deve-se também considerar que os lutoides
podem influenciar nesse parametro. Por serem osmoticamente sensiveis, facilmente se rompem
e liberam no soro-C o seu conteudo interno, o soro-B, que além de possuir um pH éacido,
possuem agentes desestabilizadores, como Mg**, Ca**, hidrolases 4cidas e proteinas carregadas
positivamente (D'auzac; Jacob; Chrestin, 2018, p. 82; Ng; Othman; Yusog, 2022, p. 3).
Portanto, a ruptura dos lutdéides pode estar relacionado ao baixo pH exibido pelas amostras de
latex de C. procera, P. pudica e H. drasticos, quando coletados. Este pH pode nao refletir o pH
em condicdes fisioldgicas da planta, quando ndo hé injlria ao sistema.

Com relagdo aos valores de CST, CBS e dos CNB apresentados na Tabela 1, vale
ressaltar que foram obtidos a partir do latex integro de C. procera e P. pudica, e do latex diluido
de H. drasticus. A metodologia descrita pela norma D1076 de 2015 € especifica apenas para a
fase creme do latex centrifugado, e ndo para o latex integro ou diluido (ASTM-D1076, 2015).
No entanto, os latices trabalhados nesse projeto ndo exibem o mesmo padrao de fracionamento
do latex de H. brasiliensis quando ¢ centrifugado, o qual ha a formagao de trés fragdes, como
demonstrado na Figura 1. Portanto, ja era esperado que os valores de CST e CBS estivessem
abaixo dos valores citados na literatura referentes ao latex de H. brasiliensis.

De acordo com a norma D1076, os latices de clones de H. brasiliensis exibem
valores de CST e CBS que podem chegar até a 66% e 64%, respectivamente (ASTM-D1076,
2015). Ja na literatura, os valores de CST e CBS dos latices de clones de H. brasiliensis variam
entre 36-41% e 33-38%, respectivamente (Silva ef al., 2021, p. 3).

O CNB dos latices correspondem a proteinas, lipideos, carboidratos e substancias
inorganicos e organicas (Tanaka; Tarachiwin, 2009, p. 284). Na literatura, vem sendo destacado
a importancia do CNB, devido a sua influéncia na estabilidade coloidal e nas propriedades
mecanicas do latex. O CNB da fase creme do latex de H. brasiliensis pode chegar até a 6%
(Tanaka; Tarachiwin, 2009, p. 284).

Dentre os CNB, as proteinas e os fosfolipidios sdo os que mais contribuem na

estabilidade coloidal do latex, uma vez que sao os responsaveis por conferirem carga superficial



39

negativa as PBs (Wei et al., 2020, p. 1265). Além disso, as proteinas e os fosfolipidios se
associam com grupos terminais das cadeias de poliisopreno por meio de ligagdes de hidrogénio,
levando a formacdo de uma rede na BN. Essa rede contribui para a elevada propriedade
mecanica da BN, que ndo ¢ observada nas borrachas sintéticas (Tanaka; Tarachiwin, 2009, p.
302).

Outra caracteristica ¢ a participacdo das proteinas e fosfolipidios no processo de
reticulagdo, no qual atuam como pontos de reticulagao na BN vulcanizada, além de acelerarem
esse processo de reticulacao, aumentam a densidade de reticulagdo e melhoram a resisténcia do
filme de BN (Wei et al., 2019, p. 5).

E por conta dessa influéncia do CNB na coagulagdo e nas propriedades mecénicas
que sua medicdo € importante na caracterizagdo de latices produtores de BN e, portanto, esta
inclusa na Norma D1076. No entanto, outros parametros devem ser considerados ao trabalhar
com latices produtores de BN, como a mensuragdo da carga superficial e o tamanho das PBs.

Sobre a produgao de BNs a partir dos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus,
apesar de exibirem um pH acido, foi necessario reduzir ainda mais o pH, com a adi¢do de acido
acético, para induzir a coagulacao e possibilitar a obtengcdo da BN. Assim, foi possivel recuperar
as BN a partir dos latices das trés espécies avaliadas e, portanto, pode-se confirmar a presenga
de PBs nesses latices (Figura 10). No entanto, apenas o latex de H. drasticus foi capaz de
produzir uma borracha em peca unica (Figura 10 C). As borrachas dos demais latices tinham
aspectos de areia molhada, que podiam facilmente ser moldadas e desmanchadas em seguida,
especialmente a de C. procera. Além disso, a borracha de P. pudica apds ser seca em estufa,
foi a que apresentou um aspecto mais pegajoso, em relacao as borrachas de C. procera e H.
drasticus.

Outra caracteristica avaliada neste capitulo foi o comportamento de sedimentagao
dos componentes solidos dos latices e o teor de sélidos (%) dos pellets apos centrifugagao

(Figura 11).
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Figura 11 - Sedimentacdo de componentes solidos dos latices de Calotropis procera (A),

Plumeria pudica (B) e Himatanthus drasticus (C).
Oh 0h30 1h 1h30 2h 2h30 3h 3h30 4h Centrifugado
A C 8 i i z z 3

Latices diluidos em agua destilada (C. procera ¢ P. pudica) e potavel (H. drasticus) na
proporcao de 1:1 (v:v). Cada tubo de vidro possui cerca de 11,5 a 12,5 mL de latex diluido. A
cada 30 minutos imagens de cada latex diluido foi registra até completar o periodo de 4 horas
(nona coluna). A primeira coluna corresponde a imagens registradas no intervalo de Oh, a
segunda coluna corresponde a imagens registradas no intervalo de 0:30h, a terceira coluna
corresponde a imagens registradas no intervalo de 01:30h, e assim por diante até a nona coluna.
A décima coluna corresponde aos latices apos centrifugacao (4.000 rpm, por 10 minutos, a 25
°C).

Apesar do latex de P. pudica exibir um maior percentual de CNB, que pode indicar
uma maior estabilidade do latex, o contrario é observado na Figura 11 (B). E possivel notar a
desestabilizacdo da suspensdo coloidal desse latex imediatamente apos a coleta, através da
separa¢do de uma fase solida com a fase sérica, soro-C (Figura 11 B, intervalo de Oh). Ao longo
desse projeto, cristais foram identificados no latex de P. pudica, o que pode justificar esse
comportamento de decantacdo rapida e elevado CNB. A identificacdo e caracterizacao desses
cristais sdo abordados no capitulo 4.

O teor de so6lidos (%) dos pellets gerados na centrifugacdo, em relacdo ao volume
total dos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus foi de 3,80 % = 0,06, 7,25 % = 0,07 e
5,60 % =+ 3,33, respectivamente. Esses percentuais sdo menores que os apresentados no CST
por ndo considerar o CNB do soro-C, uma vez que corresponde apenas ao peso seco do pellet
formado durante a centrifugacdo. Além de que o maior teor de proteinas e fosfolipidios dos
latices sdo do soro-C (Wang et al., 2010, p. 3). Vale ressaltar, que o maior valor atribuido ao
pellet de P. pudica (7,25%) pode ser devido a presenga de cristais, que precipitam na

centrifugacao.

3.2.2 Aspectos dos fluidos laticiferos observados com uso de microscopia optica
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Por meio do microscépio dptico foi observado o comportamento das PBs dos latices
em agua e nas diferentes solugdes de coleta, NaCl 0,15 M, NaCl 0,15 M com Tween 20 0,01% e
NaCl 0,15 M com Tween 20 0,3%. (Figura 12). Estruturas de formatos irregulares foram
visualizadas nos trés latices avaliados e identificadas como agregados de PBs. A presenca
desses agregados foi mais intensa nas amostras de latex diluido em agua destilada, e menos
frequente nas solugdes de coleta. Portanto, essas solugdes tiveram um efeito estabilizante nos

latices.

Figura 12 - Imagens de microscopia Optica de amostras dos latices de Calotropis procera (A,
B, C e D), Plumeria pudica (E, F, G e H) e Himatanthus drasticus (I, J, K e L).
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As imagens correspondem as amostras de latex da dilui¢do 1/32 da dilui¢do em série com fator
de diluicao de 2. Essas amostras estdo diluidas em agua destilada (primeira coluna, A, E e 1),
NaCl 0,15 M (segunda coluna, B, F e J), NaCl 0,15 M com Tween 20 0,01% (terceira coluna,
C, GeK)eNaCl 0,15 M com Tween 20 0,3% (quarta coluna, D, H e L). As imagens foram
feitas imediatamente apds a coleta do latex e visualizadas com a objetiva de 100x. As setas
pretas indicam possiveis agregados de PBs.

Além disso, foi possivel a visualizacdo de particulas de formato esférico e com
movimento browniano. Isso foi observado com maior frequéncia nos latices diluidos nas
solugdes de coleta, confirmando o potencial estabilizante dessas solucdes. A partir das

observagdes citadas neste capitulo, em particular a capacidade de producao de BNs a partir dos
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latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus, é valido ampliar os estudos sobre as PBs dos

respectivos latices e elucidar suas propriedades.



CAPITULO 2

ESTUDO DO POTENCIAL ELETRICO E DAS PROPRIEDADES REOLOGICAS
DOS LATICES DE Calotropis procera, Plumeria pudica E Himatanthus drasticus
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4.1 Procedimentos experimentais

4.1.1 Material vegetal

As amostras dos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus utilizadas nas
andlises deste capitulo foram obtidas conforme o item 3.2, do capitulo 1 deste trabalho. No
entanto, foram também realizadas coletas de latex em solucdo aquosa de tween 20 0,5%, na

proporgao final de 1:1 (v:v).

4.1.2 Tamanho e potencial zeta de particulas de borracha

O diametro médio efetivo (Z-Average, raio) e o potencial zeta ({) de PBs dos latices
de C. procera, P. pudica ¢ H. drasticus e de agregados dessas particulas, foram mensurados no
equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Swavesey, Cambridge, UK) por meio
das técnicas de espalhamento de luz dindmico (DLS - Dynamic Light Scattering) e de
espalhamento de luz eletroforético (ELS - Electrophoretic Light Scattering), respectivamente.
Essa etapa também teve a finalidade de observar o comportamento de aglomeracao dessas PBs
ao longo de 4 horas. Para isso, foram produzidas dispersoes de latex em agua deionizada e em
solugdo aquosa de tween 20 0,5%. Esse surfactante foi utilizado com a finalidade de produzir
dispersdes estaveis. Foi utilizada uma cubeta de poliestireno (Malvern Panalytical, da
Inglaterra). O comprimento de onda do laser foi de 633 nm e o angulo de 173°, a 25 °C. A partir
de amostras de latices coletados em agua deionizada e em solug¢do aquosa de tween 20 0,5%,
na propor¢dao de 1:1 (v/v), foram produzidas dispersdoes de ~0,05% (v/v). O latex de H.
drasticus, ao chegar no laboratério também foi utilizado para produgdo das dispersdes de
~0,05% (v/v). Essas dispersdes eram preparadas apenas no momento da andlise, diluindo SpLL
do latex coletado, em 1 mL de agua deionizada e em solugdo aquosa de tween 20 0,5%. A
analise no equipamento, de uma Uinica amostra, era feita a cada 30 minutos, até concluir 4 horas.
Ao total foram produzidas dezoito novas amostras (dispersdes) para cada latex de cada espécie
de planta estudada (nove dispersdes em adgua deionizada e nove dispersdes em solucdo aquosa
de tween 20 0,5%), que foram lidas nos seguintes intervalos: Oh (imediatamente ap6s a coleta),

0h30, 1h, 1h30, 2h, 2h30, 3h, 3h30 ¢ 4h. Cada medida foi realizada com 10 varreduras

4.1.3 Propriedades Reologicas
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As propriedades reologicas dos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus, e de
suas respectivas BNs foram avaliadas utilizando o redmetro de cisalhamento dinamico modelo
AR 2000 (TA Instruments). Os ensaios foram realizados com uma geometria de placa paralela
de 25 mm de diametro. Duas metodologias foram utilizadas. A primeira avaliou a viscosidade
dos latices processados por centrifugacdo. Nessa etapa, foi utilizado amostras de latices
coletados em é4gua na propor¢do de 1:1 (v:v). Os latices de C. procera e P. pudica foram
coletados em agua destilada e o latex de H. drasticus em agua potavel. Um volume 30 mL da
amostra de cada latex foi distribuido igualmente em trés tubos de vidro. Em seguida, esses tubos
foram centrifugados a 4.000 rpm (centrifuga centribio, com rotor de 120 mm), por 10 minutos,
a 25 °C. Duas fracdes foram formadas na centrifugagdo, o sobrenadante e o pellet. Parte do
sobrenadante de cada tubo foi removida de modo que apenas 75%, 50% e 25% do sobrenadante
permanecessem em cada um dos trés tubos. Em seguida, o volume de sobrenadante que
permaneceu em cada tubo foi homogeneizado com o pellet correspondente. Essas amostras
foram denominadas de Cp75, Cp50, Cp25, Pp75, Pp50, Pp25, Hd75, Hd50 e Hd25, as letras
em referéncias as espécies de plantas e os nimeros em referéncia ao percentual de sobrenadante
presente. Essas amostras foram utilizadas para realizar ensaios de viscosidade - shear viscosity
test (entre 0,01 e 100 s7') a 25 °C.

Na segunda metodologia, foi mensurado as propriedades reologicas de BNs
produzidas a partir dos latices. Para a producao de pegas de borrachas, foi tentado a producao
com e sem a adigdo de 4cido acético. A primeira tentativa foi realizada como descrita no item
3.4, do capitulo 1 deste trabalho. J4 a segunda tentativa, contou apenas com a coagulagdo natural
dos latices, com a finalidade de ndo haver alteragdes nas propriedades reoldgicas das BNs
avaliadas. O material coagulado foi entdo colocado em cima de papel absorvente para absorver
apenas o excesso de dgua e em seguida foram feitos os ensaios reoldgicos. Dois testes foram
realizados com as pecas de borracha: o teste de varredura de frequéncia (frequency sweep), de
25a0,1 Hz ¢ 0,02 % strains, em modo de rampa (ramp mode), a 25 °C e o teste de varredura
de temperatura (temperature sweep), com aquecimento de 25 °C a 90 °C, seguido de
resfriamento de 90 °C a 5 °C, com frequéncia de 1 Hz, a 0,02 % strains. Ambos os testes foram
realizados dentro das regides viscoelasticas lineares de cada amostra. Os resultados desses
testes geram um grafico do médulo eléstico ou de armazenamento (G') e do modulo viscoso ou
de perda (G"). Ambos os modulos caracterizam o comportamento sélido (G') e liquido (G") do
material. O modulo elastico mensura a resposta eldstica ou a energia armazenada por ciclo de
deformagdo do material, enquanto o modulo viscoso mensura a resposta viscosa ou a energia

dissipada por ciclo de deformacao do material.
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4.2.1 Tamanho e potencial zeta de particulas de borracha
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Os dados do diametro médio efetivo e do potencial zeta obtidos apés ensaios de

DLS e ELS, respectivamente, sdo apresentados na tabela 2 e figura 13.

Tabela 2 - Diametro médio efetivo (Z-Average), indice de polidispersidade (PDI) e potencial
zeta ({) de dispersoes dos latices de Calotropis procera, Plumeria pudica e Himatanthus

drasticus.
Espécie Tempo Dispersao em agua Dispersao em solucao aquosa
deionizada de tween 20 0,5%
Z-Average PDI C Z-Average PDI C

(nm) (mV) (nm) (mV)

Calotropis Oh 2010 0,403 1,22 2066 0,612 -9,86
procera®! 0h30 2396 0,744 1,90 1987 0,547 -1091
1h 2711 0,844 1,64 2291 0,389  -143

1h30 2286 0,727 1,63 1273 0,588  -6,39

2h 2517 0,767 2,05 1438 0,617  -7,56

2h30 2351 0,598 1,44 1588 0,672  -7,65

3h 2510 0,758 1,69 1635 0,719  -7,49

3h30 2631 0,872 1,83 1635 0,636 -7,62

4h 1948 0,617 1,75 1873 0,549  -7.93

Plumeria Oh 739,14 0,475  -3,45 257 0,241  -6,11
pudica 0h30 701,54 0,579  -3,09 285,1 0,177  -12,1
1h 113824 0,656  -3,20 279,2 0,260 -12,1

1h30 25904 1,000 -4,63 289,8 0,234  -12,8

2h 2808 >4 1,000 -494 320,7 0,265 -11,9

2h30 3474 >4 1,000 -2,25 354,5 0,416 -2,17

3h 6986 ¢ 1,000 -1,14 323,8 0,379  -11,5

3h30 7992 ¢ 1,000 -2,40 251,5 0,238 -14,0

4h 8441 ¢ 1,000 -2.67 313,6 0,241 -12.3

Himatanthus  Oh 5378 0,487 -17,2 5435 0,479  -14,7
drasticus™? 0h30 4953 0,352 -16,5 4263 0,271 -14,6
1h 5013 0,497 -16,9 5331 0,474 -17,1

1h30 4732 0,335 -16,1 7491 0,377 -18,8

2h 5075 0,414 -16,8 4906 0,808 -15,8

2h30 4210 0,383 -17,0 3905 0,478 -14,8

3h 4295 0,426 -179 5078 0,458 -17,8

3h30 4114 0,367 -174 4836 0,127  -19,2

4h 4503 0,462 -17,6 4601 0,519 -148

As mensuracdes foram realizadas a cada 30 minutos ao longo de 4 horas. *: Presenga de particulas grandes ou
sedimentadas; ®: Amostra fluorescente; ¢: Absorbancia da amostra (amostras coloridas); % Qualidade de dados
muito pobre para analise de distribuicdo; amostra muito polidispersa para analise de distribui¢do, e pode nao ser
adequada para medi¢des DLS; ¢: Tamanho medido superior ao limite do equipamento Zetasizer Nano. O pH das
dispersdes em agua deionizada dos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus foram 5,3, 5,7 e 5,2,
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respectivamente. O pH das dispersdes em solugdo aquosa de tween 20 0,5% dos latices de C. procera, P. pudica
e H. drasticus foram 6,6, 5,7 ¢ 6,7, respectivamente.

Figura 13 — Distribui¢ao do diametro de particulas de borracha e de agregados dessas particulas

de dispersdes dos latices de Calotropis procera (A), Plumeria pudica (B) e Himatanthus
drasticus (C).
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Dispersoes em agua (graficos na primeira linha) e dispersdes em solug¢do aquosa de tween 20 0,05% (graficos na
segunda linha). As mensuragdes foram realizadas a cada 30 minutos ao longo de 4 horas.

A mensuragdo do potencial zeta deduz a carga superficial das PBs, e nos permite
avaliar a estabilidade coloidal do latex. Essa carga negativa na superficie das PBs, atribuida a
proteinas e fosfolipidios, confere estabilidade ao latex por contribuir nas forcas de repulsao
entre essas particulas, como ja foi relatado anteriormente (Sakdapipanich et al., 2015, p. 102).

As dispersdes em agua deionizada do latex de C. procera exibiram potencial zeta
positivo, demonstrando a baixa estabilidade desse sistema. Esse comportamento indica a perda
dos estabilizadores naturais das PBs, as proteinas e os fosfolipidios. As dispersdes em agua
deionizada do latex de P. pudica também exibiram uma diminui¢do da carga negativa
superficial. Apesar de exibirem potencial zeta negativo, os valores foram menores em relacao
aos valores apresentados pelas dispersdes em tween 20 0,5%. Logo, também houve a perda dos
estabilizadores naturais nas PBs do latex de P. pudica dispersas em agua deionizada. Desse
modo, € possivel afirmar que a solu¢ao aquosa de tween 20 0,5% confere maior estabilidade as
PBs dos latices de C. procera e P. pudica. Ja as dispersdes do latex de H. drasticus em éagua
deionizada e em tween 20 ndo apresentaram diferencas.

Apesar dessas dispersdes exibirem potencial zeta negativo, os baixos valores
negativos apresentados na tabela 2 demonstram que esses latices possuem baixa estabilidade

coloidal, em relagdo ao latex de H. brasilienses, que possuem potencial zeta entre - 34,9 a - 45,7
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mV em um pH na faixa de 10 (Silva et al., 2021, p. 3; Ibrahim; Othman; Yusof, 2021, p. 563).
No entanto, vale ressaltar que as dispersdes avaliadas nesse projeto exibiram pH na faixa de 5,2
a 5,7 em agua deionizada e de 5,7 a 6,7 em solugao aquosa de tween 20 0,5%.

Essa baixa estabilidade também ¢ observada através dos dados de DLS, os quais
indicaram a presenca de possiveis agregados de particulas nas dispersoes em agua deionizadas
dos trés latices e nas dispersdes em tween 20 0,5 % dos latices de C. procera e H. drasticus.
Apenas a dispersdo em tween 20 0,5 % do latex de P. pudica se manteve estavel ao longo das
4 horas. Nessas dispersoes o diametro das PBs variou entre 257 e 354,5 nm e ndo foi observado
a presenca de agregados nessas amostras, demonstrando, assim, o potencial da solucdo aquosa
de tween 20 0,5% em conferir estabilidade coloidal aos latex de P. pudica.

As dispersdes em dgua deionizada do latex de P. pudica exibiram diferengas no
didmetro das PBs ao longo das 4 horas. Os valores de didmetro aumentaram gradualmente ao
longo desse periodo, indicando a formagao de agregados de PBs que aumentavam de tamanho
a medida que o tempo passava. Como ja descrito, esse comportamento ndo foi observado na
dispersdo desse latex em tween 20 0,5 %, confirmando novamente o efeito desse surfactante
ndo idnico no aumento da estabilidade coloidal desse latex. As dispersdes dos latex de C.
procera e H. drasticus nao apresentaram diferengas nos dados de DLS ao longo do tempo de 4
horas.

Por meio dos dados do DLS, também foi observado uma ampla faixa de tamanho
de PBs e/ou de seus respectivos agregados em todas as amostras, indicando sua natureza

polidispersa (Figura 13).

4.2.2 Propriedades reolégicas

Por meio dos testes de viscosidade, foi possivel determinar as propriedades de fluxo

de amostras dos latices de C. procera e H. drasticus. Os dados dos testes de viscosidade sao

mostrados na figura 14.
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Figura 14 — Teste de viscosidade de amostras dos latices de Calotropis procera (A) e
Himatanthus drasticus (B) processadas por centrifugacao.
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Nao foi possivel mensurar a viscosidade das amostras Pp75, Pp50 e Pp25, devido
ao latex de P. pudica possuir estruturas s6lidas maior do que o limite permitido do equipamento.
E possivel que essas estruturas sejam os cristais presentes nesse latex, que possuem dimensdes
superiores as de PBs ja relatadas na literatura. Devido as caracteristicas do material coagulado
do latex de P. pudica, também nao foi possivel a producao de uma peca tnica de BN. Esse
material quando coagulado sem adi¢do de acido e seco tinha aspecto de farinha seca. Ja na
coagulacdo com adicao de acido acético, a BN do latex de P. pudica, tinha aspecto de areia
molhada e ndo era possivel a formagdo de uma pecga tinica da borracha. Portanto, ndo foi
realizado os testes oscilatorios e de varredura de temperatura com a amostra de P. pudica.

As amostras Cp75, Cp50, Cp25, Hd75, HA50 e Hd25 exibiram comportamento de
fluidos nao-newtonianos. Essas amostras ndo possuem viscosidade bem definida, e
apresentaram um perfil de fluxo instavel. Ao considerar os picos apresentados na Figura 14
como regides de maior viscosidade, ¢ possivel concluir que as amostras de H. drasticus exibem
maior viscosidade, em relagao as de C. procera, especialmente nas amostras mais concentradas.

Nas amostras mais concentradas, Cp50, Cp25, Hd50 e Hd25, houve aumento na
viscosidade, mostrando que essas caracteristicas estdo associadas (Figura 14). Esse
comportamento, provavelmente, ¢ resultado da agregacdo das PBs e, consequentemente, da
coagulagdo dos latices. A medida que o percentual de dgua nessas amostras diminui, as PBs
ficam mais proximas umas das outras e aumentam as chances de elas colidirem, levando ao
processo de coagulacao (Sakdapipanich et al., 2015, p. 105).

Por meio dessas observagdes, ¢ possivel discutir um papel biolégico das PBs em C.

procera ¢ H. drasticus. No artigo de Bauer et al. (2014, p. 6), ¢ discutido a hipdtese de que as
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propriedades mecanicas do latex ¢ uma adaptacdo contra pequenos herbivoros e para a
cicatrizacdo de feridas na planta (Bauer et al., 2014, p. 6).

Em seu trabalho, o papel defensivo do latex ¢ associado a sua viscosidade e ao
tempo de evaporagdo de agua desse latex. De modo que, o principal papel defensivo dos latices
de menor viscosidade e com taxa de evaporacdo mais lenta seria a entrega de compostos anti-
herbivoria, assegurando o maior tempo de exposi¢do dos herbivoros a esses compostos. Ja a
funcionalidade dos latices exibirem maior viscosidade e taxa de evaporagdo mais rapida seria
seu possivel papel na cicatrizacao de feridas (Bauer et al., 2014, p. 5).

A partir disso, ¢ possivel estabelecer essa mesma relacdo com os latices de C.
procera e H. drasticus. As amostras de C. procera, além de exibirem a menor viscosidade, essa
viscosidade parece ndo sofrer muita interferéncia com o aumento da concentragao de PBs ¢
outros solutos. Dessa forma, quando o latex de C. procera for liberado de seus tecidos devido
a algum dano fisico causado por pequenos herbivoros, esse latex permanecerd com baixa
viscosidade, mesmo apds ter perdido dgua por evaporagao, possibilitando um maior tempo de
exposicdo dos pequenos herbivoros aos seus metabolitos de defesa. De fato, o latex de C.
procera € ricamente estudado por sua diversidade de metabolitos secundarios (Ramos et al.,
2022, p. 92).

Em contrapartida, as amostras de H. drasticus, além de serem mais viscosas, sofrem
maior interferéncia com o aumento da concentragao de PBs e outros solutos. Portanto, esses
parametros observados indicam ser uma adaptacdo de H. drasticus em utilizar o latex na
cicatrizacdo de suas feridas. De fato, o latex de H. drasticus, coletado no caule da planta, invoca
uma necessidade de cicatrizacdo breve, visto que, diferente de uma folha, que pode ser
descartada, na planta, o mesmo nao ocorre com o caule.

Nos testes oscilatorios mostrados na figura 15 (A e D), a BN de C. procera exibe
um modulo elastico (G”) superior ao médulo viscoso (G”), indicando maior rigidez. Além disso,
esse dado sugere que na BN de C. procera ha predominancia do comportamento elastico. Seu
modulo elastico (G”) também ¢€ superior ao moédulo elastico da BN de H. drasticus e, portanto,
a BN de C. procera ¢ mais rigida que a de H. drasticus. A BN de H. drasticus apresentou o
modulo elastico (G’) e viscoso (G”) quase na mesma magnitude, mas com o modulo viscoso

(G”) se sobressaindo.
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Figura 15 - Testes reologicos realizados com borracha natural de Calotropis procera (A, B e
C) e de Himatanthus drasticus (D, E e F).
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Teste de Frequency sweep (A e D) e de temperature sweep (B, C, E e F), com aquecimento de 25 °Ca 90 °C (Be
E) e subsequente resfriamento de 90 °C para 5 °C (C e F). G', circulos vermelhos; G", quadrados azuis. BN de C.
procera foi obtida sem a adi¢@o de acido acético, contando apenas com o processo de coagulagdo natural. BN de
H. drasticus foi obtida com adi¢do de acido acético, como descrito no item 3.4, do capitulo 1 deste trabalho. O gap
aplicado na andlise das BNs de C. procera e H. draticus foi de 1.000 um e 10.000 pm, respectivamente.

No entanto, vale ressaltar que a obtencao de ambas as BNs foram diferentes. A BNs
de C. procera foi obtida a partir da coagulagdo natural, sem adi¢cdo de nenhum produto,
enquanto a de H. drasticus foi adiciona grande volume de acido acético, o que pode ter
influenciado nos baixos valores nos modulos, elastico e viscoso.

A rigidez em BNss ¢ atribuido a presenca de SRPs e as redes de interagdes formadas
entre as cadeias de borracha e as extremidades de CNB, fosfolipidios e proteinas (Siriring et
al., 2020, p. 4). As SRPs, por possuirem maior superficie de contato e, portanto, maior
quantidade de proteinas e fosfolipidios, aumentam os pontos de reticulagdo e dificultam a
mobilidade das moléculas de borracha (Nun-Anan et al., 2020, p. 55; Huang et al., 2020, p.
158). Dessa forma, a borracha com SRPs torna-se mais dura e resistente (Siriring et al., 2020,
p. 6).

Além disso, tem sido demonstrado que quanto maior o percentual de SRPs em
relacdo as LRPs, maior serd os valores do mddulo elastico (G”) (Siriring et al., 2020, p. 6).
Assim, € proposto que ha SRPs no latex de C. procera e, portanto, na composicao de sua BN.
Ao comparar os dados da reologia das amostras de C. procera com as de H. drasticus, € possivel
sugerir que ha menor percentual de SRPs no latex de H. drasticus e, portanto, na composi¢ao
de sua BN.

Nos testes de Temperature sweep mostrados na figura 15 (B, C, E e F), o médulo

elastico (G’) da BN de C. procera permaneceu dominante sobre o modulo viscoso (G”), na



52

etapa de aquecimento (Figura 15 B) e do subsequente resfriamento (Figura 15 C). No entanto,
a BN de C. procera tornou-se menos elastica a medida que a temperatura aumentava. Isso pode
ser explicado pela quebra de ligagdes fracas, como ligagdes de hidrogénio e ligacdes idnicas,
nas redes de reticulacao. As ligagdes de hidrogénio se quebram gradualmente a cerca de 80 a
100 °C (Nun-Anan, et al., 2020, p. 55; Huang et al., 2020, p. 158). Assim, o aumento da
temperatura causa a quebra dessas ligagdes, ocasionando a decomposicdo das redes de
reticulagdo e, portanto, a diminui¢ao da rigidez da BN de C. procera.

O aumento da temperatura parece nao ter efeito sobre o modulo viscoso (G”) da
BN de C. procera, uma vez que este se alterou apenas na etapa de resfriamento até 5 °C (Figura
15 C). Além disso, na etapa de resfriamento, a redug¢do do médulo elastico (G”) continuou.

Na BN de H. drasticus, houve mudanca do comportamento com o aumento da
temperatura (Figura 15 E). O modulo eléstico (G’) passou a ser dominante sobre o mddulo
viscoso (G”), havendo a predominancia do comportamento elastico. Esse comportamento
elastico permaneceu durante subsequente resfriamento de 90 a 5 °C (Figura 15 F). Na etapa de
aquecimento houve dois cruzamentos de G’ e G’’, o primeiro a 28 °C e o segundo entre 37 e
37,5 °C. Esses cruzamentos nas curvas de G’ e G’ s@o mostrados na figura 15 E, e com mais
detalhes na figura 16. Na faixa de temperatura dentro dos dois cruzamentos de G’ ¢ G, entre

28 °C e 37,5 °C, a BN de H. drasticus apresenta comportamento viscoso (Figura 16).

Figura 16 — Cruzamento nas curvas de G’ e G’ na etapa de
aquecimento de 25 °C a 90 °C do teste de temperature sweep
com a borracha natural Himatanthus drasticus.
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@', circulos vermelhos; G", quadrados azuis.

Em latices de H. brasiliensis comercializados ndo ha predominancia de um moédulo
especifico sobre o outro. Havera latices com dominancia do modulo eléstico (G’) e outros com
dominancia do modulo viscoso (G”) (Singh, 2018, p. 131). Essa diferenga ¢ resultado da
composicao heterogénea dos latices em relagdo ao tamanho das PBs, que pode variar entre

plantas de uma mesma espécie (Chan et al., 2018, p. 256).
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Os resultados apresentados neste capitulo mostram que: 1) os latices de C. procera,
P. pudica e H. drasticus exibem baixa estabilidade coloidal apds coleta e tem natureza
polidispersa; 2) propriedades mecanicas apresentadas pelos latices de C. procera e H. drasticus
sao adaptagdes contra pequenos herbivoros e para a cicatrizagao de feridas, respectivamente; e

3) no latex de C. procera a predominancia ¢ de SRPs.



CAPITULO 3

CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS DE BORRACHA DOS LATICES DE

Calotropis procera, Plumeria pudica E Himatanthus drasticus
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5.1 Procedimentos experimentais

5.1.1 Material vegetal

As amostras dos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus utilizadas nas

analises deste capitulo foram obtidas conforme o item 3.2, do capitulo 1 deste trabalho.

5.1.2 Caracterizacdo de polimeros por espectroscopia

Para identificacdo do poliisopreno das PBs e de sua respectiva isomeria, amostras
dos latices de C. procera, P. pudica, H. drasticus foram analisadas por espectroscopia de
infravermelho (FT-IR - Fourier-Transform Infrared Spectroscopy) e de Raman. Para essas
analises, foram utilizadas as amostras da diluicdo em série do tubo 5 (dilui¢do 1/32) dos latices
coletados em 4gua destilada, descritas no item 3.8, do capitulo 1 deste trabalho. Os dados foram

analisados com auxilio do software Fityk 1.3.1 e OriginPro 2023.

5.1.2.1 Espectroscopia de Infravermelho

Foi utilizado o espectrofotometro Shimadzu, modelo IR-tracer 100 (Shimadzu
Corp., Osaka, Japdo). Os espectros foram registados na faixa de 4000-500 cm™', com resolucio
de 1 cm’!. Nessa etapa, as amostras da dilui¢do 1/32 dos latices de C. procera, P. pudica, H.

drasticus foram liofilizadas e entdo analisadas.

5.1.2.2 Espectroscopia Raman

Foi utilizado um microscépio Raman confocal, equipado com um microscopio
invertido Nikon Eclipse Ti-U, operando com uma lente de 20x de magnificagdo. Para excitacdao
dos materiais, foi empregado um laser de Hélio-Nednio (A=632,8 nm). O Espectrometro
utilizado foi um Shamrock SR 303i acoplado a uma camera IDus, equipado com uma grade de
difracdo de 600 linhas/mm como elemento dispersivo. A resolugdo lateral foi de 200-300 nm.
Nessa etapa, um volume de 20 uL das amostras da dilui¢ao 1/32 dos latices de C. procera, P.
pudica, H. drasticus foi adicionado em placas de silico e secas no exsicador por 24 horas, e

entdo foram analisadas.
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5.1.3 Fluorescéncia de Raios X

A composi¢do elementar dos latices foi mensurada através do espectrometro de
fluorescéncia de raios X dispersivo de comprimento de onda sequencial (Ragaku ZSX, modelo
Mini II). O equipamento foi operado a40kV e 1,2 mA, com tubo de Pd (Paladio). Nessa anélise,
foi utilizado o latex integro de C. procera e P. pudica, enquanto o latex de H. drasticus estava
diluido em &gua potéavel na propor¢do de 1:1 (v:v). Foi realizado anélises semiquantitativas dos
elementos de nimero atdmico maior ou igual ao do elemento fluor (F, nimero atomico: 9), até

o elemento uranio (U, nimero atdomico: 92).

5.1.4 Microscopia de forca atomica (AFM)

As caracteristicas micromorfoldgicas das PBs dos latices de C. procera, P. pudica
e H. drasticus foram analisadas por AFM empregando-se um microscépio MFP3D-BIO da
Asylum Research (Oxford Instruments, Santa Barbara, California, USA). A ponteira, associada
ao cantiléver, foi do modelo Econo-LTESP com constante de mola nominal (ou constante de
forca) de 40 N/m e frequéncia de 300 kHz para produzir imagens no modo tapping. A ponteira
¢ de Oxford Instruments Company. Nessa analise, foram utilizadas as amostras da dilui¢do em
série do tubo 5 (diluicdo 1/32) dos latices coletados em 4gua, descritas no item 3.8, do capitulo
1 deste trabalho. Essas amostras foram previamente sonicadas por 5 minutos, com a finalidade
de desfazer possiveis agregados de PBs presentes nas amostras. Em seguida, 5 pL da amostra
sonicada foi adicionada sobre uma placa de mica e deixada secar na temperatura da sala, por
cerca de 20 minutos. Apds esse intervalo, as amostras foram imediatamente analisadas no AFM.
Uma lamina de vidro foi utilizada como superficie rigida para calibrar a sensibilidade do foto-

detector. As andlises foram realizadas a temperatura ambiente da sala.

5.1.5 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As caracteristicas micromorfologicas das PBs e a identificacdo e distribui¢do de
elementos quimicos dos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus foram obtidas por MEV
(Quanta-450 FEG, FEI). A andlise dos elementos quimicos foi realizada por meio da
espectroscopia de raios X de energia dispersiva (EDS). Os elementos selecionados para essa
medida foram: oxigénio (O), magnésio (Mg), enxofre (S), cloro (Cl), fosforo (P), potéssio (K),

calcio (Ca) e sodio (Na). Nessa andlise, foram utilizadas as amostras da diluigdo em série do
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tubo 5 (dilui¢ao 1/32) dos latices coletados em agua e em NaCl 0,15 M, descritas no item 3.8,
do capitulo 1 deste trabalho. Um volume de 30 pL de cada amostra foi adicionado em um
fragmento pequeno de laminula de vidro, secas a temperatura da sala e, entdo, fixado no stubs,
e cobertas com uma fita de carbono. Foi analisado também a morfologia de BNs preparadas a
partir da coagulacdo 4cida desses latices. Nesse estudo, foram utilizadas pecas de borrachas
produzidas a partir da coagulacdo com acido acético, como descrito no item 3.4, do capitulo 1
deste trabalho. Nessa etapa, nao foi realizado a prensa manual dessas BNs, como referida no

item 3.4, para evitar qualquer alteragao na estrutura das borrachas.

5.1.6 Microscopia confocal

Emissoes de fluorescéncia dos latices foram identificadas através do microscopio
confocal LM-710 — Zeiss. Laser em 6 comprimentos de onda foi testado sobre as amostras,
405nm, 458nm, 488nm, 514nm, 543nm, 633nm. Cada amostra foi previamente examinada na
objetiva de 10x do microscopio Optico invertido acoplado. Nessa analise foi utilizado o latex
integro de C. procera e P. pudica, enquanto o latex de H. drasticus estava diluido em agua
potavel na propor¢do de 1:1 (v:v). Um volume de 30 pL de cada amostra foi adicionado em

uma lamina de vidro e imediatamente a analise foi realizada.



5.2 Resultados e discussao

5.2.1 Espectroscopia de infravermelho
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Os espectros FTIR obtidos das amostras dos latices de C. procera, P. pudica ¢ H.

drasticus sdo apresentados na figura 17. As trés amostras exibiram bandas de absor¢do de

espectros de poliisopreno, com bandas intensas de absorbancia nas regides entre 2850 ¢ 3100

cm’! e entre 1500 e 600 cm™ (Lu; Hsu, 1987, p. 650; Santos; Suarez; Rubim, 2005, p. 36). As

bandas de absor¢do relativa aos modos vibracionais de poliisopreno identificadas nesses

espectros sdo apresentadas na tabela 3.

Figura 17 - Espectros do FTIR de amostras dos latices de Calotropis procera (A), Plumeria

pudica (B) e Himatanthus drasticus (C).
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Tabela 3 - Bandas de absor¢ao identificadas nos espectros FTIR de amostras dos latices de
Calotropis procera, Plumeria pudica e Himatanthus drasticus relativas aos modos vibracionais
de cis-1,4-poliisopreno e trans-1,4-poliisopreno.

Calotropis Plumeira  Himatanthus cis trans Atribuicio!
procera pudica drasticus
3070 3070 3053 =C-H estiramento
2965 2962 2865  CHj estiramento assimétrico
1381 1378 1382 1377 1382  CHj; estiramento assimétrico
1357 1359 1358 CH3 estiramento simétrico
1289 1287 C-H bending
1286 1285 1286 1280 =C-H no plano
1096 1100 1096 C-CHj; estiramento
1090 1091 1089 1089 C-CH; estiramento
1051 1051 CH3 deformagao
800 800 =C-H deformagao
574 573 C=CHpa torcao

Bandas identificadas com auxilio do software Fityk 1.3.1. ': LU; HSU, 1987, p. 650; Santos; Suarez; Rubim, 2005,
p. 36.

A banda de 3229 cm! identificada na amostra do latex de H. drasticus pode ser
atribuida a grupos OH, que esta relacionada a ligagdes de hidrogénio com proteinas (Barth,
2007, p. 1079). Absorbancias caracteristicas de proteinas também foram identificadas. Bandas
nas regides 1170 cm™ a 1382 cm™! foram exibidas nas amostras dos trés latices. Essas bandas
sdo atribuidas a grupos CH: de proteinas. Além disso, a amostra do latex de P. pudica exibiu a

banda 1094 cm™!, que ¢ atribuida a ligagdes C-H de histidina.

5.2.2 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman obtidos das amostras dos latices de C. procera, P. pudica e H.
drasticus sdo apresentados na figura 18. Assim como no FTIR, os espectros Raman exibiram
bandas de absor¢ao comuns em espectros de poliisopreno (Cornell; Koenig, 1969, p. 547). Os
espectros Raman exibiram bandas intensas de estiramento de metil (CH3) e metileno (CH»)
entre 2800 e 3000 cm-1. As amostras dos trés latices também exibiram bandas intensas de C-
CHj3 entre 920 e 1020 cm™!, caracteristico dos espectros de poliisopreno. As bandas de absor¢io
relativa aos modos vibracionais de poliisopreno identificadas nos espectros Raman sdo

apresentados na tabela 4.
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Figura 18 - Espectros de Raman de amostras dos latices de Calotropis procera (A), Plumeria

pudica (B) e Himatanthus drasticus (C).
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Imagens do lado direito foram obtidas por meio do microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-U. As setas pretas

indicam o local de onde foi obtido os espectros Raman.

Tabela 4 - Bandas de absorcao identificadas nos espectros Raman de amostras dos latices de
Calotropis procera, Plumeria pudica e Himatanthus drasticus relativas aos modos vibracionais
de cis-1,4-poliisopreno e trans-1,4-poliisopreno.

Calotropis  Plumeira  Himatanthus cis trans Atribuigio!
procera pudica drasticus
2955 2957 2969  CHjs estiramento assimétrico
2930 2926 2929 - CH; estiramento assimétrico
2880 2876 2878 2879  CHj estiramento assimétrico
2853 2853 2850  CHj; estiramento assimétrico
1447 1445 CHj3 deformagao.
1380 1383 1380 CH3 deformagao
1367 1369 CHj3 deformagao
1351 1359 1354 CH; balango/oscilagao
1321 1321 1323 =C-H deformacao
1308 1308 =C-H deformacgao
1235 1240 1238 CH; deformagao
1280 1286 1281 =C-H deformacgao
1222 1223 =C-H deformagao
1203 1201 1203 =C-H deformacao
1036 1038 1032 CHj; balango/oscilagao
995 995 996 CHj3 deformagao
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819 816 =C-H deformagao

755 753 =C-H deformacao
494 493 C-C deformagao
352 355 =CC; cisao

429 428 =CC; balango/oscilagao

346 343 =CC; cisao

Bandas identificadas com auxilio do software Fityk 1.3.1. !: Cornell; Koenig, 1969, p. 547.

Ambos os espectros, FTIR e Raman, exibiram intensa sobreposi¢do de bandas, de
modo que nao foi possivel a identificacdo exata da isomeria do poliisopreno dos latices de C.
procera, P. pudica e H. drasticus. No entanto, o trabalho de Silva ef al. (2003, p. 107), com o
latex de uma espécie do género Himatanthus, H. sucuuba, identificou o poliisopreno isolado
desse latex como sendo cis-poliisopreno (Silva et al., 2003, p. 107). Portanto, é possivel que as

cadeias de poliisopreno de H. drasticus também tenham isomeria cis.

5.2.3 Fluorescéncia de Raios X

A composicdo elementar de amostras dos latices de C. procera, P. pudica e H.
drasticus, identificada por meio do espectrometro de fluorescéncia de raios X, ¢ apresentada na
tabela 5. No geral, foram detectados oito elementos quimicos: cloro (Cl), enxofre (S), magnésio

(Mg), potéssio (K), fosforo (P), calcio (Ca), estroncio (Sr) e silicio (Si1).

Tabela 5 - Composicao quimica de amostras dos latices de Calotropis procera, Plumeria pudica

e Himatanthus drasticus, em porcentagem em massa, determinada por fluorescéncia de raios
X.

Elemento Calotropis procera Plumeira pudica Himatanthus drasticus
Cl 47,115 0,244 27,639
S 28,392 0,048 1,348
Mg 13,464 - 12,905
K 6,770 0,134 18,377
P 4,258 - 0,592
Ca - 99,138 37,661
Sr - 0,435 -
Si - - 1,477

ClI: cloro; S: enxofre; Mg: magnésio; K: potassio; P: fosforo; Ca: céalcio; Sr: estrdncio; Si: silicio.

Os elementos mais abundantes nas amostras de latex de cada espécie foram Cl, S e
Mg no latex de C. procera, Ca no de P. pudica e Ca, Cl, K e Mg na amostra de H. drasticus.
Apenas trés elementos, Cl, S e K, sdo comuns nos trés latices avaliados, mas em um percentual

muito inferior em P. pudica. O elevado percentual de Ca no latex de P. pudica é explicado pela
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presenca de muitas estruturas de cristais que possuem Ca na sua composi¢ao, tais como o
malonato de célcio, e que ndo foram identificados nos latices de C. procera e H. drasticus.

Além disso, o Ca, K, P, Mg e S sdo constituintes minerais comuns dos latices de
Hevea brasiliensis. Esse conteido de minerais também ¢ denominado de teor de cinzas e ¢
influenciado significativamente pela sazonalidade (Bottier, 2019, p. 221). Além disso, esses
minerais exercem influéncia no processo de floculacdo das PBs, de modo que baixos teores de
K e P estdao correlacionados com a baixa estabilidade coloidal dos latices (D'auzac; Jacob;
Chrestin, 2018, p. 82; Bottier, 2019, p. 222). A presenca de P também ¢ indicativo de
fosfolipidios, o qual € constituinte das membranas das PBs (Sakdapipanich ez al., 2015, p. 102).

Em relagdo ao maior percentual de S no latex de C. procera, esse fato pode estar
relacionado a presenga de proteases cisteinicas (Freitas et al., 2007, p. 783; Freitas et al., 2016,
p. 2016). Essa classe de protease nao foi identificada no latex de H. drasticus, portanto, a
presenga de S nesses latices pode ser atribuida a presenca de outras proteinas, uma vez que esse
elemento faz parte da composi¢ao de aminoacidos, como a metionina ¢ a cisteina (Freitas et al.,
2015, p. 50). Vale ressaltar que essa ¢ uma andlise comparativa dos latices de C. procera e H.
drasticus, e que os elementos identificados nesses latices, além do S, estdo também relacionados
a diversas outras fun¢des do metabolismo vegetal.

A diferenca na propor¢ao dos elementos, bem como a presenga ou auséncia de
elementos em cada latex avaliado, pode estar relacionada ao acimulo diferencial de elementos
especificos por cada espécie de planta e a composicdo do solo. Isso pode exemplificar a
presenca de Sr apenas no latex de P. pudica e de Sino latex de H. drasticus, uma vez que ambos
os elementos sdo comuns no solo, especialmente o Si (Snoeck et al., 2020, p. 3; Khan et al.,
2023, p. 302). Vale ressaltar que, os latices de ambas as espécies foram coletados de plantas de
localidades diferentes, logo, uma possivel variagdo na composicdo do solo dessas duas

localidades pode justificar essa diferenca na composi¢ao dos latices.

5.2.4 Microscopia de forca atomica (AFM)

A partir das imagens de AFM de amostras dos latices de C. procera, P. pudica e H.
drasticus, foi possivel observar que as PBs desses respectivos latices tinha formato esférico e
superficie, predominantemente, uniforme, como pode ser percebido na figura 19. Todas as
imagens de AFM foram obtidas de amostras de latices previamente processadas no sonicador,
que contribuiu na dispersdo das PBs no meio aquoso. No entanto, ainda foi observado a

presenca de agregados dessas particulas com formatos irregulares.
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Figura 19 — Imagens de AFM no modo tapping de particulas de borracha de amostras dos latices
de Calotropis procera (A), Plumeria pudica (B) e Himatanthus drasticus (C).
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As PBs dos trés latices demonstraram serem muito polidispersas em tamanho. A
figura 20 mostra a distribui¢do de tamanho dessas particulas. O didmetro das PBs do latex de
C. procera variaram entre 0,08-1,1 pm, mas a predominancia foram de PBs com 0,1 um de
diametro. J4 as PBs do latex de P. pudica, possuiam diametro entre 0,02-1,1 pum, e
predominancia de PBs com didmetro entre 0,1-0,3 um. No latex de H. drasticus foi observado
PBs com diametro variando entre 0,06-1,6 um e a predominancia de PBs com didmetro entre

0,06-0,2 um.

Figura 20 — Frequéncia absoluta do didmetro das particulas de borracha dos latices de
Calotropis procera (A), Plumeria pudica (B) e Himatanthus drasticus (C).
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50 PBs de cada latex foram contadas para plotar cada um dos graficos.

Antes de definir o uso do sonicador nas amostras dos latices, outra metodologia foi
inicialmente empregada com a finalidade de trabalhar com PBs dispersas em solugdo. Foi
testado o uso de solu¢des de NaCl com Tween 20 (NaCl 0,15 M com Tween 20 0,01% e NaCl
0,15 M com Tween 20 0,3%) para dilui¢do dos latices. Foi realizado o mesmo procedimento de
diluicao seriada descrito no item 3.8, do capitulo 1 deste trabalho. No entanto, ao examinar na
AFM uma amostra em branco, contendo apenas a solu¢do de NaCl 0,15 M com Tween 20
0,01%, sem latex, foi observado a presen¢a de inimeras micelas na solugdo, com estrutura

muito semelhante as de PBs (Figura 21).
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Figura 21 — Imagens de AFM no modo tapping da solu¢ao de NaCl 0,15 M com Tween 20
0,01% nao sonicadas.

pm

Os surfactantes em solventes polares possuem essa capacidade de auto associacao
(Knoch et al. 2021, p. 3156). Logo, apesar do Tween 20 nas concentragdes de 0,01% e 0,3%
manterem as PBs dispersas, como demonstrado na Figura 12, do capitulo 1, o seu uso em
procedimentos destinados a visualizagdo dessas particulas revelou ser inadequado, devido a sua
capacidade de formar micelas em solu¢do aquosa e impossibilitar a diferenciacdo das PBs nesse

meio.

5.2.5 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As PBs visualizadas por MEV estavam proximas umas das outras. As amostras dos
latices das trés espécies formaram um filme uniforme sobre a superficie da laminula, exceto a
do latex de H. drasticus diluido em agua destilada (Figuras 22 e 23). Nessa amostra de H.
drasticus foi observado a formagao de agregados de PBs de formatos irregulares e concentrados
(Figura 22 C). Aqui, as PBs das amostras dos latices ndo se mantiveram dispersas, como foi
verificado através da AFM. Essa diferenca pode ser atribuida ao uso do sonicador nas amostras

visualizadas na AFM, o qual nao foi aplicado as amostras analisadas por MEV.
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Figura 22 — Imagens de MEV de amostras dos latices de Calotropis procera (A), Plumeria

pudica (B) e Himatanthus drasticus (C) diluidos em 4gua destilada.

Os latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus foram submetidos a processos de dilui¢do em série, por um fator
de diluicdo de 2. As diluigdes 1/32 em agua destilada das amostras de cada latex foram utilizados para visualizagdo
na MEV. As imagens possuem ampliagdes de 30.000x (esquerda) e 5.000x (direita).
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Figura 23 — Imagens de MEV de amostras dos latices de Calotropis procera (A), Plumeria
pudica (B) e Himatanthus drasticus (C) diluidos em NaCl 0,15 M.
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Os latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus foram submetidos a processos de dilui¢do em série, por um fator
de diluicdo de 2. As dilui¢des 1/32 em NaCl 0,15 M das amostras de cada latex foram utilizados para visualizagao
na MEV. As imagens possuem ampliagdes de 30.000x (esquerda) e 5.000x (direita).

A microanalise quimica por EDS mostrou a presenca de O, Mg, S, Cl e Ca. Na
figura 24 sdo mostrados os mapas de cores dos elementos quimicos identificados nas amostras
de cada latex e o percentual desses elementos. A distribuicdo desses elementos nao foi igual
para todas as amostras avaliados, com excecao do O. O elemento O esteve presente nas trés
amostras e em grandes quantidades, com valores de até 32,7%. O Ca presente apenas em P.
pudica e H. drasticus estava presente pequena quantidade, com valores entre 1-10%, e os

demais elementos foram identificados apenas tragos, exibindo valores menores que 1%.
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Figura 24 — Micrografias de MEV. Imagens de MEV e microanalise por EDS dos latices de
Calotropis procera (A), Plumeria pudica (B) e Himatanthus drasticus (C) diluidos em agua

destilada.
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Os latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus foram submetidos a processos de dilui¢cdo em série, por um fator
de diluicdo de 2. As diluigdes 1/32 em agua destilada das amostras de cada latex foram utilizados para visualiza¢do
na MEV. Os percentuais apresentados em cada mapa de cor correspondem a presenga dos elementos oxigénio (O),
magnésio (Mg), enxofre (S), cloro (Cl) e calcio (Ca).

As imagens da figura 24 mostram que os elementos presentes nessas amostras
possuem um padrao de distribuicdo semelhante, mas com maior ou menor concentracio em
algumas regides. Os elementos, O, Mg, S, Cl e Ca, sdo constituintes da fragdo soro do latex.
Nessa analise, seria esperado a quantificacdo de P e K, uma vez que ambos os elementos foram
identificados na fluorescéncia de raios X e sdo constituintes minerais comuns dos latices
(Bottier, 2019, p. 222). No entanto, eles podiam estar em concentracdes muito baixas nas
amostras avaliadas na MEV e, portanto, ndo foram detectados.

Os mapas elementares do S pode ser um indicativo de proteinas adsorvidas na
superficie das PBs. Além disso, os dados desses mapas estdo de acordo com os valores
apresentados na andlise de fluorescéncia de raios X. Uma vez que, o percentual de S nas
amostras do latex de P. pudica exibiu um valor muito inferior as demais amostras, de C. procera
e H. drasticus. Desse modo, a concentragao de S na amostra do latex de P. pudica avaliada na
MEYV podia estar, também, em baixas concentragdes e, portanto, ndo foi detectado.

A variagdo na identificacdo dos elementos dessa analise com a fluorescéncia de
raios X deve estar relacionada com o acumulo diferencial dos elementos por C. procera, P.
pudica e H. drasticus, e com a composicao do solo, como ja destacado no item 8.3, deste

capitulo.
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O perfil de distribuicdo de Ca e o percentual desse elemento nas amostras de P.
pudica e H. drasticus, demonstra que esse elemento estd fortemente associado a matriz da BN.
fons de Ca formam pontes iénicas entre as proteinas e fosfolipideos que constitui a membrana
das PBs e as cadeias de poliisopreno, agindo com um agente reticulador (Rippel et al., 2005, p.
573).

Além disso, através da MEV foi possivel observar PBs de formato esférico e outras
com estrutura deformada (Figuras 25 e 26). Essa mudanga de formato ocorre devido ao processo
natural de coagulagdo que acontece durante a formagdo do filme de BN. Na publicagdo de
Sakdapipanich et al. (2015, p. 105) ¢ descrito as quatro etapas da formacao do filme de BN. A
primeira etapa consiste na evaporagao da dgua, de modo que as PBs ficam mais proximas umas
das outras € o seu movimento browniano fica mais lento, o qual foi observado na microscopia
Optica descrita no capitulo 1. Assim, as particulas comecam a se aglomerar.

O segundo estagio ¢ o de deformagdo das PBs. Nessa fase, as PBs colidem entre si,
suas membranas que estdo em contato fundem-se gradualmente, deformando a estrutura dessas
particulas. No terceiro estagio, o de coalescéncia, as membranas das PBs se rompem e as
cadeias de poliisopreno do nucleo dessas particulas entram em contato umas com as outras,
formando interagdes intermoleculares. Nesse momento, as PBs se deformam mais facilmente.
PBs de formato esférico e coalescidas sdo apresentadas nas figuras 25 e 26. J& o Gltimo estagio,
denominado de interdifusdo, as PBs se rompem completamente e as moléculas de poliisopreno

se difundem através das membranas rompidas, formando pontos de reticulagdo e um filme de

BN (Sakdapipanich et al., 2015, p. 105).
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Figura 25 — Imagens de MEV de particulas de borracha de amostras dos latices de Calotropis
procera (A), Plumeria pudica (B) e Himatanthus drasticus (C) diluidos em 4gua destilada.

A Bt

Os latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus foram submetidos a processos de dilui¢do em série, por um fator
de diluicdo de 2. As diluigdes 1/32 em agua destilada das amostras de cada latex foram utilizados para visualizagdo
na MEV. As imagens a esquerda possuem ampliagdes de 80.000x. Um zoom dessas imagens foi realizado e
incluido ao lado esquerdo de cada imagem.
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Figura 26 — Imagens de MEV de particulas de borracha de amostras dos latices de Calotropis
procera (A), Plumeria pudica (B) e Himatanthus drasticus (C) diluidos em NaCl 0,15 M.

A

Os latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus foram submetidos a processos de dilui¢do em série, por um fator
de diluicdo de 2. As dilui¢des 1/32 em NaCl 0,15 M das amostras de cada latex foram utilizados para visualizagdo
na MEV. As imagens a esquerda possuem ampliagdes de 80.000x. Um zoom dessas imagens foi realizado e
incluido ao lado esquerdo de cada imagem.

Por meio da MEV, foi constatado uma ampla faixa de tamanho das PBs,
confirmando a natureza polidispersa dessas particulas nos trés latices. Nas figuras 27 e 28 ¢
mostrado a frequéncia do didmetro das PBs observadas por MEV. Ao comparar essas
dimensdes com o diametro das particulas visualizada por AFM, o latex de C. procera

apresentou PBs de menor dimensao, com didmetro de no minimo 0,02 pum. Isso foi observado
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no latex diluido em dgua e em NaCl 0,15 M. No latex de P. pudica, foi observado PBs de
didmetro de até 2,2 um, mas com predominancia de PBs menores. As PBs do latex de P. pudica
com diametro superior a 0,28 um foram visualizadas apenas na dilui¢ao feita com NaCl 0,15
M (Figura 28 B). Ja o latex de H. drasticus, exibiu apenas PBs com diametro inferior a 0,1 um.

De acordo com os dados obtidos por AFM e MEV, em relacao ao diametro das PBs,
¢ possivel a classificacdo dessas PBs em SRPs (PBs com diametro igual ou inferior a 0,4 um)
e LRPs (PBs com diametro igual ou superior a 0,5 um). Portanto, os latices de C. procera, P.

pudica e H. drasticus possuem SRPs e LRPs.

Figura 27 - Frequéncia absoluta do didmetro de particulas de borracha de amostras dos latices
de Calotropis procera (A) e Plumeria pudica (B) diluidos em dgua destilada.
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100 PBs de cada amostra de latex foram contadas para plotar cada um dos graficos.

Figura 28 - Frequéncia absoluta do didmetro de particulas de borracha de amostras dos latices
de Calotropis procera (A), Plumeria pudica (B) e Himatanthus drasticus (C) diluidos em NaCl
0,15 M.
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100 PBs de cada amostra de latex foram contadas para plotar cada um dos graficos.

Nao foi possivel medir o diametro das PBs do latex de H. drasticus diluido em dgua,
uma vez que as PBs estavam coalescidas e o contorno de sua superficie ndo estava conservado,
de modo que impossibilitou a visualiza¢do e mensuracdo do didmetro das particulas individuais.
Esse comportamento demonstra a baixa estabilidade coloidal do latex de H. drasticus.

Ja as PBs do latex de H. drasticus diluido em NaCl 0,15 M nao estavam totalmente
coalescidas, como pode ser observado na Figuras 26 C. Em solu¢do, o NaCl se dissocia

totalmente em Na' e CI". Esses ions podem reagir com a dgua, formando a seguinte reagio:
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Na" + 2 H,O - NaOH + H30" + CI" + H,0 - HCI + OH™

A introducdo de anions de OH™ na solugdo pode ter conferido maior estabilidade ao
latex de H. drasticus, de modo que nao foi observado PBs coalescidas em solugdo de NaCl na
mesma intensidade que ocorreu no latex diluido em agua. Vale ressaltar que o HCI produzido
nessa reagdo induz ao processo de coagulacdo, no entanto, a concentracdo utilizada aqui
demonstrou ser insuficiente para exercer esse efeito.

O HCI P.A. foi utilizado nesse projeto para induzir a coagulagdo dos latices de C.
procera, P. pudica e H. drasticus, no entanto, um grande volume foi necessario para a obtencao
de suas respectivas BNs. Imagens de MEV desses BNs sdo mostrados na figura 29, na qual ¢
observado o terceiro e o quarto estagio da formagao de BN, descrito por Sakdapipanich et al.
(2015). As BNs de C. procera e H. drasticus exibem uma superficie rugosa e irregular,
enquanto na P. pudica ¢ observado regides com superficie mais plana e outras regides com

superficie mais rugosa e irregular.



73

Figura 29 — Imagens de MEV de borrachas naturais obtidas a partir da coagulagdo acida dos
latices de Calotropis procera (A), Plumeria pudica (B) e Himatanthus drasticus (C).
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Imagens produzidas de regides diferentes da BN. A seta preta indica uma regido de superficie mais rugosa e a seta
branca indica uma superficie mais plana na BN de P. pudica. As imagens tém ampliagdes de 2.000x.
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Essa diferenca na superficie das BNs pode ser atribuida a distribuicdo de LRPs e
SRPs. Regides com predominancia de LRPs irdo exibir protuberancias nos filmes de BN, e as
regidoes com predominancia de SRP irdo formar um filme com superficie mais plana (SRIRING

et al., 2020, p. 4).
5.2.6 Microscopia confocal

Amostras de latices integros de C. procera e P. pudica e do latex de H. drasticus
diluido em &4gua potavel exibiram autofluorescéncia quando foram excitados com laser de
comprimento de onda de 405 nm. O latex de P. pudica também exibiu autofluorescéncia a 488

nm. Na figura 30 ¢ mostrado imagens dessas amostras capturadas pela microscopia confocal.

Figura 30 —Imagens de autofluorescéncia de amostras dos latices de Calotropis procera (A),
Plumeria pudica (B e C) e Himatanthus drasticus (D) obtidas por microscopia confocal.

A, B e D: emissdo de fluorescéncia na excitagdo de luz azul (O ).: mlssao e uorescénma na excitacao
de luz verde (488 nm). Barra de escala =200 pum.

Na amostra de P. pudica, as regides de emissao de autofluorescéncia podem ser

vistas mais concentradas na superficie das PBs e de seus agregados. Além disso, ¢ observado
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uma distribuicdo homogénea de compostos autofluorescentes na superficie dessas particulas.
Nas amostras de C. procera e H. drasticus, ndo é possivel fazer essa mesma afirmagdo, uma
vez que nao foi possivel distinguir as PBs ou seus agregados, e a emissao foi visualizada por
toda a imagem capturada.

A presenga de compostos autofluorescentes em tecidos vegetais ¢ comum, e quando
estdo presentes em produtos de células secretoras sdo associados, principalmente, aos
metabolitos secundarios (Roshchina, 2003, p. 407; Donaldson, 2020, p. 1).

Alguns fendis, terpenoides e alcaldides exibem autofluorescéncia na regido azul
esverdeado (400-600 nm), quando sdo excitadas pela luz ultravioleta (UV) (Plazaola, 2005, p.
139). Esses compostos sdo metabolitos secundarios comumente encontrados nos latices
vegetais (Konno, 2011, p. 1514). Portando, a fluorescéncia observada nos latices de C. procera,
P. pudica e H. drasticus, pode estar relacionada a presenca desses metabolitos.

Os resultados apresentados neste terceiro capitulo mostram que: 1) amostras dos
latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus contém uma série de elementos, tais como Cl, S,
Mg, K, P, Ca, Sr e Si. Esses elementos fazem parte de constituintes da membrana que envolve
as moléculas de poliisopreno ou da fase aquosa dos latices; 2) através da espectroscopia de
infravermelho e de Raman foi confirmado a presenca de poliisopreno nos latices de C. procera,
P. pudica e H. drasticus; 3) as PBs dos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus exibem
formato esférico. Por meio da AFM e MEV, foi observado que as PBs C. procera possuem
diametro ente 0,02-1,1 pm, as PBs do latex de P. pudica tem didmetro entre 0,02-2,2 um e as
do latex de H. drasticus tem didmetro entre 0,02-1,6 um. Nos trés latices havia SRPs e LRPs,
mas as SRPs eram predominantes; e 4) amostras dos latices de C. procera, P. pudica e H.
drasticus exibiram autofluorescéncia. Essa autofluorescéncia pode estar relacionada a presenca

de metabdlitos secundarios.
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5.3 Conclusao

Esta pesquisa forneceu os primeiros dados experimentais sobre algumas
caracteristicas dos latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus que estao diretamente
relacionadas as suas PBs. Alguns parametros dessas PBs também foram investigados pela
primeira vez, e foi mostrado suas diferencas na estabilidade coloidal, carga superficial,
propriedades reologicas, tamanho e na morfologia das BNss.

Muitos trabalhos cientificos sobre a BN estao relacionados com a caracterizagao de
clones de H. brasiliensis € nos mecanismos moleculares envolvidos na biossintese da BNs, com
a finalidade de realizar melhorias genéticas nas culturas de seringueiras. Todavia, a
identificacao de novas espécies de plantas capazes de produzir BNs com caracteristicas que a
permita ser introduzida no setor industrial pode ser uma alternativa promissora.

Logo, os dados apresentando nessa tese fornecem novas possibilidades de pesquisa
sobre novas fontes de BN que possam ser introduzidas no setor industrial. No entanto, ¢é
necessario um aperfeicoamento nos estudos sobre as propriedades mecanicas das PBs dos

latices de C. procera, P. pudica e H. drasticus e suas BNs.



CAPITULO 4

CRISTAIS DE CALCIO NOS LATICES DE Plumeria pudica e Plumeria rubra
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6.1 Procedimentos experimentais

6.1.1 Material vegetal e coleta do ldatex

Duas espécies do género Plumeria, P. pudica e P. rubra, foram utilizadas nesta
etapa. Ao longo do trabalho desta tese, foram identificadas estruturas de cristais no latex de P.
pudica. Nenhuma estrutura semelhante a cristais foi identificada nos latices de C. procera e H.
drasticus, por conta disso, esses latices nao foram trabalhados neste capitulo. A espécie P. rubra
foi incluida neste projeto com a finalidade de realizar uma anélise comparativa entre os cristais
produzidos por plantas de mesmo género. Ambas as espécies foram devidamente identificadas
por uma botanica e exsicatas foram produzidas e depositadas no Herbario Prisco Bezerra da
Universidade Federal do Ceara (UFC), Brasil. O niumero de identificacdo das exsicatas de P.
pudica e P. rubra foram 64839 ¢ 66361, respectivamente. As amostras dos latices de P. pudica
e P. rubra utilizadas nas analises deste capitulo foram obtidas conforme o item 3.2, do capitulo
1 deste trabalho. Para a coleta dos latices, foram utilizados tubos tipo eppendorf de 2 mL
contendo um volume de dgua destilada, de modo que a propor¢ao final fosse 1:3 (v:v) de latex
e agua. Em algumas analises foi utilizado o latex integro, sem adi¢ao de 4gua. Todo o material

foi mantido em temperatura ambiente durante a coleta e as analises.

6.1.2 Microscopia dptica

Para visualizagdo e caracterizacao dos cristais foi utilizado o microscopio Optico
invertido Opton, com objetiva de 10 x. Nesta etapa, foram realizadas coletas em triplicatas, no
qual os latices de trés arbustos de P. pudica (denominados de Ppl, Pp2 e Pp3) e trés arvores de
P. rubra (denominados de Prl, Pr2 e Pr3) foram coletados. De cada uma dessas plantas
selecionadas foram coletadas duas amostras de latex: uma de latex integro e uma de latex
diluido em agua destilada na proporcao final de 1:3 (v:v), como ilustrado na figura 31.
Totalizando assim, seis amostras de latex de P. pudica e seis amostras de P. rubra. Essas
amostras foram analisadas com auxilio do microscopio Optico em diferentes intervalos de tempo
apos a coleta. Esses intervalos foram de 0 horas (dia da coleta), 24 horas, 48 horas, 72 horas e
96 horas apos a coleta. Ao longo desse periodo, as amostras foram armazenadas em tubos tipo
eppendorf de 2 mL, os mesmo em que foram coletadas. Para visualizacdo dos cristais, um

volume de 30 pL de cada amostra, previamente homogeneizada, foi adicionado sobre a lamina



79

e uma laminula foi posta sobre a amostra. Com auxilio dos softwares BEL Capture 3.2 e ImageJ,

imagens foram capturadas e a dimensao dos cristais foram mensuradas.

Figura 31 — Exemplificagdo da coleta em triplicata dos latices de Plumeria pudica e Plumeria
rubra.

Latex integro | Latex integro

Latex diluido em
dgua destilada (1:3)

| Latex diluido em
agua destilada (1:3)

| Léatex integro Latex integro

| Latex diluido em
agua destilada (1:3)

Latex diluido em
agua destilada (1:3)

| Latex integro Latex integro

| Latex diluido em
agua destilada (1:3)

Latex diluido em
agua destilada (1:3)

Fonte: elaborada pelo autor. Ao lado esquerdo esta ilustrado trés arbustos de P. pudica (denominados de Pp1, Pp2
e Pp3), e ao lado direito as trés arvores de P. rubra (denominados de Prl, Pr2 e Pr3).

6.1.3 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para melhor caracterizagdo micromorfolédgica, os cristais dos latices de P. pudica e
P. rubra foram visualizados por MEV (Quanta-450 FEG, FEI). Para essa etapa, foram
realizadas novas coletas de latex. As amostras utilizadas foram de latices diluidos em agua
destilada na proporcao de 1:3 (v:v), e apenas uma amostra de cada espécie foi utilizada nessa
analise. Um volume de 30 pL de cada amostra foi adicionado em um fragmento pequeno de
laminula de vidro e, entdo, fixado no stubs, secas a temperatura ambiente da sala, cobertas com

uma fita de carbono e analisadas.

6.1.4 Difracdo de Raio-X
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Para identificacdo da composi¢cdo quimica dos cristais, foram realizadas analises
em um difratdbmero de monocristal, o difratometro de geometria k Bruker D8 Venture. Nessa
etapa, novas amostras dos latices de P. pudica e P. rubra diluidos em agua destilada na
proporg¢ao de 1:3 (v:v) foram utilizadas. Apenas uma amostra de cada espécie foi utilizada nessa
andlise. Um cristal de cada amostra de latex foi selecionado e montado em uma fibra de Kapton
com um MiTeGen MicroMount utilizando 6leo de imersao. Os dados de difragdo de raios X de
cristal unico (varreduras ¢ e varreduras ® com deslocamentos k e 0) foram coletados no
difratdmero equipado com um detector Photon I CPAD e uma fonte de microfoco Incoatec IuS
3.0 Cu Ko (A = 1,54178 A). O software APEX 4 foi utilizado para a determinagio da célula
unitaria e coleta dos dados (Bruker AXS Inc, 2021). A redu¢ao de dados e o refinamento global
da célula foram realizados utilizando o pacote de software Bruker SAINT" (Bruker AXS Inc,
2019), e uma correcao numérica de absor¢ao foi realizada com SADABS (Krause ef al., 2015,
p. 7). A estrutura dos cristais foi resolvida pelo método de faseamento intrinseco, através do
programa de interface Olex2 (Dolomanov et al., 2009, p. 339) para o SHELX, no qual foi
possivel localizar a maioria dos 4&tomos ndo-hidrogénio. Os demais atomos nao-hidrogénio
foram localizados a partir de diferencas de mapas de Fourier calculados por meio de sucessivos
ciclos de refinamento com ShelLXL (Sheldrick 2015, p. 3) e refinados utilizando parametros
de deslocamento anisotropico. Os atomos de hidrogénio foram colocados de acordo com
critérios geométricos e tratados utilizando o modelo riding. O software MERCURY 4.2.0 foi

utilizado para a construgdo das imagens.
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6.2 Resultados e discussao

Os cristais observados nas amostras de latices de P. pudica e de P. rubra
apresentam-se em uma variedade de formas e tamanhos. Em ambos os latices, foi observado

cristais nas formas de rafides, estiloides, areias cristalinas e cristais prismaticos (Figura 32).

Figura 32 — Morfologia de cristais identificados nos latices de
Plumeria pudica e Plumeria rubra

Imagens de microscopia optica, com objetiva de 10x. A: latex de Pp3 diluido em
agua destilada (1:3); B: latex de Ppl diluido em agua destilada (1:3); C: latex de
Pr3 diluido em agua destilada (1:3); e D: latex de Ppl integro. Abreviaturas: R,
feixes de cristais de rafides; E, cristal estiloide; AC, areia cristalina; CP, cristal
prismatico; CC, complexo de cristais agregados.

As dimensdes desses cristais variaram bastante. Havia cristais do tipo rafide de 200
pm x 10 pm, mas a predominancia era de rafides menores, com cerca de 50 pm de comprimento,
como da figura 32 A. Os estildides exibiam maiores dimensdes, chegando até 910 pm x 120 um
(Figura 32 A). Os cristais do tipo areia cristalina e cristais prismaticos exibiram dimensdes na
faixa de 18,7 um x 20,6 um e 310 um x 250 pum, respectivamente.

Nas analises realizadas por microscopia optica ao longo de 96h, ndo foi observado

nenhum tipo de mudanga na estrutura dos cristais. Os cristais ndo se degradaram e se fizeram
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presentes nas amostras durante todo esse periodo (Figura 33 e 34). No entanto, diferente do
esperado, a morfologia dos cristais nas amostras dos latices integros eram diferentes dos cristais
observados nas amostras dos latices diluidos em dgua, como pode ser observado nas figuras 33

e 34.

Figura 33 — Imagens de microscopia optica dos cristais de Plumeria pudica ao longo de 96
horas.

Latex integro

3)

Latex diluido em agua (1

Amostras do latex d-e. p. pudlca 1ntegr0 e d11u1do em-agua.destllada na_propor(;ao de 1:3 (v V). As imagens foram
capturadas com auxilio do software BEL Capture 3.2, utilizando a objetiva de 10x.
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Figura 34 — Imagens de microscopia Optica dos cristais de Plumeria rubra ao longo de 96 horas.

Latex integro

3)

Latex diluido em agua (1

i P R T kSIS AR
Amostras do latex de P. rubra integro e diluido em 4gua destilada na proporca

capturadas com auxilio do software BEL Capture 3.2, utilizando a objetiva de 10x. Devida a grande quantidade de
material amorfo, setas vermelhas foram incluidas em algumas imagens para indicar cristais de dificil identificagao.

Nas amostras dos latices integros, de ambas as espécies, houve a predominancia de
cristais do tipo areia cristalina e prismaticos. J4 nas amostras de latices diluidos em agua
destilada a predominancia era de cristais do tipo rafide, estildide e complexos de cristais
agregados. Esse padrao foi observado nas amostras dos latices de P. pudica (Ppl, Pp2, Pp3) e
em uma amostra de latex de P. rubra (Pr2) (Figura 33 e 34). Nas demais amostras dos latices
de P. rubra (Prl e Pr3), ndo foi observado essa diferenga na morfologia dos cristais presentes
nos latices integros e nos diluidos em 4gua destilada. Todas as amostras de latex das plantas
Prl e Pr3, tantos as de latex integro como as de latex diluido em agua, exibiram predominancia
de cristais do tipo areia cristalina e prismaticos.

Essas diferencas observadas na morfologia dos cristais em latices integros e em

latices diluidos pode ser um indicativo de que a formagao desses cristais ocorre no proprio latex
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e que sua morfologia ¢ influenciada pela concentra¢ao de compostos no meio e/ou condigdes
de hidratagdo. Na diluigdo dos latices, ha uma diminui¢do na concentracdo de elementos
utilizados na formagao desses cristais, que de algum modo propicia a mudan¢a na morfologia
dos cristais. Logo, um ambiente com maior concentragao de célcio e outros substratos utilizados
na construg¢do dos cristais em P. pudica e P. rubra, a morfologia dos cristais formados sao
predominantemente do tipo areia cristalina e prismaticos. Enquanto, que em condigdes de
menor concentracdo desses compostos, ha predominadncia na formacdao de cristais com
morfologia do tipo rafide, estiloide e de complexos de cristais agregados.

No entanto, outros fatores devem atuar sobre a morfologia desses cristais, uma vez
que todas as amostras de latex de Prl e Pr3, de latex integro e de latex diluido, a predominancia
foi de cristais do tipo areia cristalina e prismaticos.

Nas analises realizadas por MEV, na qual foram utilizadas apenas amostras de
latices diluidas em agua destilada (propor¢ao de 1:3), foram identificados cristais de drusas na
amostra do latex de P. pudica (Figura 35 A). Cristais com essa morfologia ndo foram
observados na microscopia Optica. Além disso, na figura 35 A ¢ possivel visualizar cristais
aderidos a uma estrutura amorfa, que corresponde a borracha natural desse latex, uma vez que

ele possui em sua composi¢ao PBs.
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Figura 35 — Imagens de MEV de cristais identificados nos latices de Plumeria pudica
(A) e Plumeria rubra (B).

100 pm ——

det 'mag O 50 um det ‘'mag O
ETI 2 00 10.00 kV|ETD 900 x |12

Abreviaturas: AM, estrutura amorfa (borracha natural); D, cristal de drusa; E, cristal estildide; AC,
areia cristalina; CP, cristal prismatico. As imagens t€ém amplia¢des de 2.000 x (esquerda) e 900 x
(direita).

Essa aderéncia dos cristais a borracha observada no latex de P. pudica pode ser um
fator que impossibilita a formacdo de um filme de BN a partir desse latex, como discutido nos
capitulos anteriores dessa tese. A aderéncia dos cristais & BN desse latex leva a diminui¢do da
superficie de contato de PBs disponivel para aderir com outras PBs durante o processo natural
de coagulacdo. Desse modo, reduz as chances de as PBs colidirem entre si e terem suas
membranas fundidas gradualmente. Isso justificaria o aspecto de areia molhada que a BN
produzida a partir do latex de P. pudica apresenta.

A composi¢ao dos cristais foi determinada por difragdo de raio-X. Os cristais do
tipo rafides, estildides, areias cristalinas e prismaticos presentes no latex de P. pudica sdo
compostos por malonato de célcio hidratado, com a seguinte formula molecular:
Ca(C3H204)(H20)4. Cristais com essa composicao quimica ja tem sua estrutura reportada e

depositada no banco de dados estrutural de Cambridge (CSD — Cambridge Structural
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Database) (numero de depdsito CCDC: 1185166, identificador: JETVAF, link:
https://www.ccdc.cam.ac.uk/structures/search?entry list=JETVAF) (Figura 36 A). No entanto,

esse ¢ o primeiro relato de cristais de malonato de célcio em plantas e, especificamente em latex

vegetal.

Figura 36 — Estrutura molecular que compde os cristais dos latices de Plumeria pudica e
Plumeria rubra.

A

Fonte: arquivo pessoal. (A) Estrutura cristalina de malonato de calcio (numero de depdsito CCDC: 1185166 e
identificador: JETVAF) (Hodgson; Asplund, 1990, p. 3615). (B) Estrutura cristalina que compdem os cristais do
tipo areias cristalinas e prismaticos do latex de P. rubra (nimero CCDC: 2269012). Figura foi produzida através
do programa Mercury 4.2.0.


https://www.ccdc.cam.ac.uk/structures/search?entry_list=JETVAF
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No latex de P. rubra, os cristais do tipo rafides e estildides também sdo compostos
por malonato de célcio, no entanto, os cristais do tipo areias cristalinas e prismaticos exibiram
outra composi¢cao molecular, com um anel de carbono, o qual ainda nao havia sido reportada
no CSD. Este também ¢ o primeiro relado de cristais de célcio que possuem um anel de carbono
em sua composi¢do. Logo, os dados dessa nova estrutura identificada foram refinados e
depositados no respectivo banco de dados. O nimero de acesso para os dados cristalograficos
¢ CCDC: 2269012. Esses dados podem ser obtidos gratuitamente no Cambridge

Crystallographic Data Center (https://www.ccdc.cam.ac.uk/Structures). A tabela 6 apresenta os

dados dessa nova estrutura apds o refinamento. Dados complementares sdo apresentados no

apéndice A.

Tabela 6 — Dados sobre a estrutura dos cristais do tipo areia cristalina e
prismatico do latex de Plumeria rubra e do refinamento dessa estrutura.

Numero CCDC 2269012

Férmula empirica C20H34Ca2019

Massa molar (g.mol™") 658,63

Temperatura (K) 100,00

Sistema Ortorrémbicas

Grupo espacial P212:2

a(A) 9,6027(2)

b (A) 16,6731(4)

c(A) 8,7673(2)

a(°) 90

) 90

v ) 90

Volume (A%) 1403,70(5)

V4 2

Pcalc (g/cm3) 1,558

M (mm™) 4,302

F(000) 692

Tamanho do cristal (mm?) 0,2 x 0,15 x 0,026

Radiagdo CuKa (L =1,54178 A)

Cor do cristal Luz clara incolor

Forma do cristal placa

20 range (°) 10,09 — 144,35 (0,81 A)

Intervalos —10<h<11;-16 <k <20;-10
<1<10

Dados coletados 10306

Dados/restrigdes/parametros 2647/2/243

Goodness-of-fit on F? 1,051

Indices R finais [I>=26 (I)] Ri =0,0299

Parametro Flack 0,122(13)

CCDC: Centro de Dados Cristalograficos de Cambridge; Z: nimero de moléculas em
uma célula unitéria; p: densidade; F(000): soma dos fatores de espalhamento em teta
= zero; R1: concordancia entre os modelos calculados e observados; e I: intensidades.


https://www.ccdc.cam.ac.uk/Structures
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Apesar de ser comum a presenga de cristais de Ca em plantas, o0 mecanismo de
formacao desses cristais, bem como a sua funcdo, ainda ndo ¢ bem compreendido. Algumas
hipoteses quanto a fungao desses cristais sugere, principalmente, o seu papel na regulagdo da
concentracdo de Ca. Assim, a formagao desses cristais ocorre em resposta ao excesso de Ca
apoplastico, com a finalidade de reduzir sua concentracdo. Além disso, o tamanho dos cristais
¢ proporcional a concentracdo de Ca, de modo que o aumento dessa concentragdo leva ao
aumento do tamanho desses cristais (Pennisi; Mcconnell, 2001, p. 1189; Volk et al., 2002, p.
34; He et al., 2014, p. 167). Na literatura, essas funcgdes sao atribuidas, especialmente, aos
cristais de CaOx, os quais sdo os mais estudados e os mais citados, mas ndo foram encontrados
cristais com essa composi¢do nos latices de P. pudica e P. rubra.

A produgao de cristais de malonato de calcio por P. pudica e P. rubra, pode ser
uma adaptacdo de plantas desse género. O malonato ¢ um inibidor competitivo da succinato-
desidrogenase, de modo que sua presenga na mitocondria bloqueia o ciclo do acido citrico,
inibindo a respiragdo celular. Logo, € possivel que a formacao de cristais de malonato de célcio
possa ser um meio de tornar o malonato indisponivel, além de regular a concentragdo de Ca
citoplasmatico.

Vale ressaltar, que cristais de Ca também sdo uma estratégia da planta de
desintoxicacdo de metais (Khan et al., 2024, p. 12). Esses cristais podem incorporar em sua
composi¢do metais, tais como aluminio (Al), chumbo (Pb), cddmio (Cd) e estroncio (Sr),
evitando possiveis efeitos toxicos desses elementos na planta (Nakata, 2012b, p. 259). Essa
estratégia ¢ denominada de epitaxia e foi demonstrado pela primeira vez em plantas no trabalho
de Brizuela et al., (2007, p. 149). Assim, uma hipotese possivel € de que os cristais de malonato
de Ca possam também funcionar como um meio de desintoxicacdo de metais na planta, uma
vez que Sr foi identificado no latex de P. pudica, através do espectrometro de fluorescéncia de
raios X, discutido do capitulo 3.

Cristais de malonato de célcio e cristais de cdlcio com um anel de carbono nunca
foram antes documento em plantas ou em latices vegetais. A presenga desses cristais em P.
pudica e P. rubra demonstra a versatilidade metabdlica das plantas e dos laticiferos, que sdo
células com elevado nivel de diferenciagdo. Notavelmente, a diferenca na composicdo da
por¢ado organica desses cristais indica adaptagdes no modo de armazenamento e, possivelmente,
de reaproveitamento desse carbono no metabolismo vegetal.

A porg¢do organica de cristais de CaOx sdo utilizadas como fonte de CO2 em casos
de fotossintese de alarme em algumas espécies de plantas, tais como a Amaranthus hybridus,

Dianthus chinensis, Pelargonium peltatum e Portulacaria afra (Tooulakou et al., 2016, p.
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2582; Jaykar; Ayhad, 2023, p. 130). O termo fotossintese de alarme foi estabelecido por
Tooulakou et al., (2016, p. 2582), que ocorre quando a planta esta sob condi¢des limitadas de
COas. Durante o dia, a planta em condi¢des de escassez hidrica fecha os estdmatos para evitar a
perda de agua, desse modo a planta fica limitada de assimilar CO, atmosférico. Para suprir a
deficiéncia desse CO2 e permitir a continuidade do processo fotossintético, a planta busca por
outras fontes de CO: (Tooulakou et al., 2016, p. 2582).

Alguns trabalhos ja tém demonstrado que durante o dia, quando ocorre a
fotossintese de alarme, ha uma reducao gradual do volume de cristais de CaOx (Tooulakou et
al.,2016, p. 2578; Kolyva et al., 2023, p. 6; Jaykar; Ayhad, 2023, p. 138). Esse processo ocorre
devido a decomposi¢io desses cristais, que é acompanhada da liberagio de Ca**, CO,, Oz e
H>O. Esse CO; ¢ assimilado pelo mecanismo de fotossintese de alarme. Desse modo, a
formagdo desses cristais nas plantas, especialmente durante o periodo noturno, também
funciona como um mecanismo de armazenamento de carbono, que durante o dia, disponibiliza
esse carbono para assimilac¢do fotossintética (Tooulakou et al., 2016, p. 2582; Karabourniotis
et al., 2020, p. 848).

Por conseguinte, ¢ possivel também que a por¢do organica dos cristais presentes
nos latices de P. pudica e P. rubra possam atuar como fontes de CO; em condi¢des em que ha
a privagao do CO, atmosférico. No entanto, essa por¢ao organica também pode atuar como
fonte de carbono ou intermedidrios em vias diversas do metabolismo vegetal.

Os resultados apresentados neste capitulo mostram que: 1) pela primeira vez, foram
identificados em latices vegetais cristais de malonato de célcio e cristais de calcio com um anel
de carbono em sua estrutura; 2) o latex de P. pudica produz cristais de malonato de célcio do
tipo rafide, estiloide, areia cristalina e cristal prismatico. Cristais com essa composi¢ao também
sao produzidos no latex de P. rubra, mas exibem apenas a morfologia do tipo rafide e estiloide;
3) o latex de P. rubra produz cristais de célcio com um anel de carbono. Esses cristais exibem
morfologia do tipo areia cristalina e prismatico; 4) o latex de P. pudica também produz cristais
de drusas; 5) a morfologia dos cristais produzidos nos latices de P. pudica e P. rubra pode ser
dependente da concentragdo de substratos presentes no meio; 6) a produgdo de cristais de
malonato de calcio por P. pudica e P. rubra pode ser uma adaptagdo dessas espécies para tornar
o malonato insoluvel e, portanto, indisponivel ao metabolismo vegetal; 7) a producao de cristais
de malonato de célcio por P. pudica podem funcionar como um mecanismo na desintoxica¢ao
de metais; e 8) a por¢do organica dos cristais presentes nos latices de P. pudica e P. rubra
podem atuar como fontes de CO2 em casos de fotossintese de alarme e como fonte de carbono

para outras vias do metabolismo vegetal.
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6.3 Conclusao

A identificacgdo de cristais de malonato de calcio no latex de P. pudica e P. rubra e
cristais de calcio com anel de carbono no latex de P. rubra demonstra a versatilidade dos
processos de biomineralizagdo em plantas e abre espago para novos questionamentos. Essas
formas cristalinas observadas nos latices estariam presentes em outros tecidos e 6rgdos da
planta? Quais fatores determinam a composi¢ao e a morfologia dos cristais produzidos no latex
da planta? Espécies de plantas estdo determinadas a sintetizar cristais de composicdo e
morfologia fixa, sem sofrer qualquer variagdo? Espécies de plantas que sintetizam cristais de
uma determinada composi¢do, podem alterar essa composi¢do em resposta a condi¢des do
ambiente e/ou a composi¢ao do solo em que estao sendo cultivadas?

Compreender os mecanismos € as razdes pelas quais algumas espécies de plantas
possuem cristais de uma composicdo especifica e porque os cristais exibem determinada
morfologia em uma espécie e outros tipos de morfologia em outras espécies, requer uma analise
detalhada da atividade metabolica das plantas, considerando o ambiente em que sdo cultivadas.
Dada essa complexidade, investigacdes no campo da fisiologia vegetal sdo necessarios para
esclarecer as questdes que envolvem a processo de biomineralizagdo que da origem a esses

cristais.
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APENDICE A —- DADOS CRISTALOGRAFICOS DE 2269012 (NUMERO CCDC)

Tabela 7 - Coordenadas atdmicas e Ueq (A?) de 2269012 (Numero CCDC).

Atomo X y z Ueq

Cal 0.31009(5)  0.54384(3)  —0.00618(6) 0.00972(15)
04 0.55391(19) 0.58186(10) 0.9936(2) 0.0116(4)
05 0.3493(2) 0.68120(12) 0.9334(2) 0.0133(4)
02 0.2114(2) 0.57962(12) 0.4732(2) 0.0176(4)
O5wW 0.000000 0.500000 0.3288(4) 0.0188(6)
Oo3wW 0.1418(2) 0.44769(13) 0.0807(3) 0.0143(4)
03 0.7037(2) 0.68100(11) 1.0429(2) 0.0173(4)
o2w 0.0942(2) 0.59878(13) —0.0806(3)  0.0178(5)
Ol 0.3192(3) 0.57883(13) 0.2481(2) 0.0193(4)
Oo1w 0.3175(3) 0.50443(13) -0.2654(2)  0.0220(5)
H1IWA 0.246975 0.525413 —0.314131 0.033
HIWB 0.304100 0.452776 —0.272221 0.033
04w 0.5393(3) 0.82475(15) 0.3490(3) 0.0262(5)
H4WA 0.589446 0.848483 0.418226 0.039
H4WB 0.550726 0.773817 0.366602 0.039

C7 0.5882(3) 0.65504(15) 0.9998(3) 0.0117(5)
C2 0.4436(3) 0.62796(16) 0.4620(3) 0.0140(6)
C3 0.4299(3) 0.67513(17) 0.5941(3) 0.0139(6)
C5 0.5293(3) 0.76112(17) 0.8042(3) 0.0135(6)
C4 0.5469(3) 0.70686(17) 0.6674(3) 0.0137(6)
Cé6 0.4821(3) 0.71839(16) 0.9513(3) 0.0116(6)
Cl 0.5765(3) 0.61270(17) 0.4036(3) 0.0162(6)
C9 0.6932(3) 0.64212(16) 0.4780(3) 0.0171(6)
C8 0.6789(3) 0.68904(17) 0.6090(3) 0.0160(6)
C10 0.3153(3) 0.59326(16) 0.3876(3) 0.0153(6)
H3 0.338(4) 0.685(2) 0.632(4) 0.012(8)
HS5SA 0.612(4) 0.790(2) 0.824(4) 0.006(7)
H9 0.784(4) 0.630(2) 0.439(4) 0.011(8)
H5B 0.450(4) 0.803(2) 0.784(4) 0.012(8)
H6 0.477(3) 0.7569(19) 1.036(4) 0.004(7)
HS 0.290(5) 0.714(3) 0.936(5) 0.034(12)
HS8 0.760(4) 0.707(2) 0.659(4) 0.010(8)
HI 0.582(4) 0.585(3) 0.309(5) 0.023(10)
H2WA 0.078(4) 0.621(3) —0.165(6) 0.026(11)
H2WB 0.021(6) 0.585(3) —0.047(6) 0.042(14)
H3WA 0.187(5) 0.406(3) 0.084(5) 0.035(12)
H3WB 0.107(5) 0.457(3) 0.152(6) 0.034(13)
H5W 0.080(5) 0.537(4) 0.348(7) 0.10(2)

Ugq € definido como 1/3 do trago do tensor Uj;.

Tabela 8 — Comprimentos e angulos de ligacao de
2269012 (Numero CCDC).

Atomo-Atomo Comprimento (A)
Cal-04"" 2.4256(19)
Cal-05"! 2.381(2)
Cal-O3W 2.401(2)



Cal-O2W 2.359(2)
Cal-O1 2.306(2)
Cal-O1W 2.367(2)
Cal-H1WA 2.7841
O3W-H3WB 0.73(5)
03-C7 1.249(3)
O2W-H2WA 0.84(5)
O2W-H2WB 0.80(6)
01-Cl10 1.247(4)
OIW-H1WA 0.8735
OIW-H1WB 0.8729
O4W-H4WA 0.8699
0O4W-H4WB 0.8700
C7-Cé6 1.528(4)
C2-C3 1.406(4)
C2-C1 1.398(4)
C2-C10 1.510(4)
C3-C4 1.399(4)
C3-H3 0.96(4)
C5-C4 1.512(4)
C5-Cé6 1.542(4)
C5-H5A 0.94(4)
C5-H5B 1.05(4)
C4-C8 1.399(4)
C6-Ho6 0.98(3)
C1-C9 1.386(4)
Cl1-HlI 0.95(4)
C9-C8 1.397(4)
C9-H9 0.96(4)
C8-H8 0.94(4)
Atomo-Atomo-Atomo  Angulo (°)
04"-Cal-HIWA 103.8
04"-Cal-HIWB 99.3
04"1-Cal-H3WA 130.1(11)
05" -Cal-04" 66.17(7)
05"1-Cal-O3W 145.03(8)
05"-Cal-HIWA 85.7
05"-Cal-H1WB 110.0
05"-Cal-H3WA 162.3(11)
03W-Cal-04"! 145.56(7)
0O3W-Cal-HIWA 95.0
0O3W—-Cal-HIWB 83.5
0O3W-Cal-H3WA 17.3(11)
02W-Cal-04"! 138.31(8)
02W-Cal-05" 72.76(8)
02W—-Cal-O3W 75.83(8)
02W-Cal-O1W 82.44(9)
O02W-Cal-HIWA 65.4
0O2W-Cal-HIWB 87.8

02W-Cal-H3WA

91.5(11)
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0O1-Cal-04"!
01-Cal-05"!
01-Cal-03W
01-Cal-02W
0Ol1-Cal-O1W
O1-Cal-HIWA
Ol1-Cal-HIWB
O1-Cal-H3WA
O1W-Cal-04"!
O1W-Cal-05"!
O1W-Cal-O3W
OlW-Cal-HIWA
OlW-Cal-H1WB
O1W-Cal-H3WA
HIWA-Cal-HIWB
HIWA-Cal-H3WA
HIWB-Cal-H3WA
Cal*-04-Cal™
C7-04—Cal*?
C7-04—-Cal®
Cal®-05-H5
C6-05-Cal*?
C6-05-H5
Cal-O3W-H3WA
Cal-O3W-H3WB
H3WA-O3W-H3WB
Cal-O2W-H2WA
Cal-O2W-H2WB
H2WA-O2W-H2WB
C10-01-Cal
Cal-O1W-HI1WA
Cal-O1W-H1WB
HIWA-O1W-H1WB
H4WA-O4W-H4WB
04-C7-C6
03-C7-04
03-C7-C6
C3-C2-C10
C1-C2-C3
C1-C2-C10
C2-C3-H3
C4-C3-C2
C4-C3-H3
C4-C5-C6
C4-C5-H5A
C4-C5-H5B
C6-C5-H5A
C6-C5-H5B
H5A-C5-H5B
C3-C4-C5
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84.13(8)
88.03(7)
83.57(8)
101.69(9)
175.84(9)
166.8
161.6
87.2(10)
92.47(8)
92.79(7)
98.01(8)
17.2

17.2
93.2(10)
28.7

95.3

76.7
106.78(7)
120.22(16)
132.92(16)
123(3)
122.32(16)
110(3)
103(3)
116(4)
113(5)
125(3)
124(4)
107(5)
174.7(2)
109.6
109.6
104.3
104.5
118.8(2)
125.3(2)
115.9(2)
119.6(3)
119.3(3)
121.1Q2)
118(2)
121.0(3)
121(2)
114.8(2)
111(2)
110.3(19)
109(2)
103.6(19)
108(3)
120.1(3)



C8-C4-C3
C8-C4-C5
05-C6-C7
05-C6-C5
05-C6-Hé6
C7-C6-C5
C7-C6-Ho6
C5-C6-Hé6
C2-CI-H1
C9—Cl1-C2
C9-C1-H1
C1-C9-C8
C1-C9-H9
C8—C9-H9
C4-C8-H8
C9-C8-C4
C9-C8-H8
02-C10-C2
01-C10-02
O1-C10-C2

118.6(3)
121.3(3)
109.1(2)
111.8(2)
109(2)
110.8(2)
106.0(19)
110.1(19)
117(3)
120.1(3)
123(3)
120.4(3)
119(2)
121(2)
121(2)
120.6(3)
119(2)
117.0(2)
124.7(3)
118.3(3)

Transformagdes de simetria usadas para gerar 4atomos
equivalentes: #1: +X, +Y, -1+Z; #2: +X, +Y, 1+Z; #3: 1-X, 1-

Y, 1+Z.

Tabela 9 — Angulos de tor(;ao de 2269012 (Numero CCDC).

Atomo-Atomo-Atomo- Atomo

Angulo de torcio (°)

Cal*'-04-C7-03
Cal”-04-C7-03
Cal*'-04-C7-C6
Cal™-04-C7-C6
Cal*'-05-C6-C7
Cal"-05-C6-C5
04-C7-C6-05
04-C7-C6-C5
03-C7-C6-05
03-C7-C6-C5
C2-C3-C4-C5
C2-C3-C4-C8
C2-C1-C9-C8
C3-C2-C1-C9
C3-C2-C10-02
C3-C2-C10-0O1
C3-C4-C8C9
C5-C4-C8C9
C4-C5-C6-05
C4-C5-Co6-C7
C6—C5-C4-C3
C6—C5-C4-C8
C1-C2-C3-C4
C1-C2-C10-02
C1-C2-C10-01

158.6(2)
~17.6(5)
—21.4(3)
162.39(18)
4.6(3)
127.6(2)
10.9(4)
~112.6(3)
~169.1(2)
67.4(3)
176.7(3)
~1.6(4)
~1.8(4)
1.7(4)
—27.8(4)
153.4(3)
1.6(4)
~176.7(3)
—61.4(3)
60.5(3)
72.4(3)
~109.3(3)
0.0(4)
150.9(3)
—27.9(4)
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C1-C9-C8-C4 0.2(4)
C10-C2-C3-C4 178.8(3)
C10-C2-C1-C9 —177.0(3)

Transformagdes de simetria usadas para gerar atomos equivalentes: #1: +X,
+Y, 14Z; #2: 1-X, 1-Y, 1+Z.



