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APRESENTACAO

O grande desenvolvimento do nosso planeta, em diversas éareas, é devido
principalmente ao desenvolvimento e utilizacdo da Quimica.

A Quimica possui papel fundamental no desenvolvimento tecnoldgico, pois
a utilizacdo dos conceitos e técnicas dessa ciéncia permite a obtencdo de novas
substancias, além de preocupar-se com a prevencao de danos e exploragcéo sustentavel
do meio ambiente.

Ostrabalhos selecionados para este volume oportunizam reflex&o e conhecimento
na area da Quimica, abrangendo aspectos favoraveis para ciéncia, tecnologia,
sociedade e meio ambiente. Temas especificos sdo abordados em técnicas como
eletrocatalise e degradacao fotocatalitica.

Atoxicidade de compostos e analise de contaminantes emergentes é apresentada
nos trabalhos com enfoque em tratamento de agua e efluentes. Além disso, trabalhos
tratam de sintese e sensores eletroquimicos.

Inovagdes na quimica criam aplicacdes e solu¢cdes em diversas areas, e pesquisas
como as expostas neste volume contribuem para avancos tecnolégicos.

Com base nestes experimentos, convidamos vocé a ampliar ainda mais seus
conhecimentos sobre Quimica e suas aplicacdes.

Boa leitura.

Carmen Lucia Voigt
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CAPITULO 1

ADSORGAO DE CORANTES TEXTEIS UTILIZANDO A
ESTRUTURA METAL-ORGANICA [CU,(BTC),.(H,0) ],

Katia Cristina Silva de Freitas
Departamento de quimica, Universidade Federal
Rural de Pernambuco

Recife-Pernambuco
Renata Pereira da Silva

Departamento de quimica, Universidade Federal
Rural de Pernambuco

Recife-Pernambuco
Suzana Pereira Vila Nova

Departamento de quimica, Universidade Federal
Rural de Pernambuco

Recife-Pernambuco
Sandra Rodrigues de Souza

Departamento de educacgao, Universidade Federal
Rural de Pernambuco

Recife-Pernambuco
Claudia Cristina Cardoso

Departamento de quimica, Universidade Federal
Rural de Pernambuco

Recife-Pernambuco

RESUMO: Metal-Organic Framework (MOF)
é uma rede de coordenagdo com ligantes
organicos e estrutura porosa. O objetivo dessa
pesquisa foi sintetizar por via eletroquimica
a MOF de [Cu,(BTC),.(H,0),] e aplica-la
como material adsorvente para a remocéao de
corantes de tecidos nos efluentes. A sintese
dessa MOF se deu eletroquimicamente e por
via amperométrica, fixando-se o potencial em
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12V durante 17 min., resultando em 73% de
rendimento de um soélido azul. O produto final
foi usado na sua forma bruta e caracterizado
por espectroscopia de infravermelho (FTIR)
e voltametria ciclica. Essa MOF, quando
em contato com uma mistura que simulou
um efluente de industria téxtil, permitiu sua
descoloragcdo, acompanhada da decantagao
de um soélido colorido. Essa despigmentacao
também foi observada através da analise do
sobrenadante por espectroscopia UV-Vis. O
espectro de infravermelho (FTIR) do sdlido
decantado apés a mistura da MOF com o
corante, evidenciou a adsor¢ao dos pigmentos
da solucao pela MOF. Esse residuo sélido de
MOF apresentou-se ambientalmente vantajoso,
por ter sido facilmente separado do efluente
tratado e por ser regeneravel. Isso o diferencia
do lodo gerado nos processos de coagulagao/
floculagdo tradicionais, que nao pode ser
regenerado.

PALAVRAS-CHAVE: Efluente Téxtil, MOF,
Sintese Eletroquimica, Tratamento de Efluentes.

ADSORPTION OF TEXTILE DYES USING
METAL-ORGANIC FRAMEWORK [CU,(BTC),.
(H,0)5ly

ABSTRACT: Metal-Organic Framework (MOF)
is a coordination network with organic binders
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and porous structure. The objective of this research was to synthesize the MOF of
[Cu,(BTC),.(H,O),], by electrochemical route and to apply it as adsorbent material for
the removal of dyes from tissues in effluents. The synthesis of this MOF was given
electrochemically via amperometric, setting the potential at 12V for 17 min., resulting in
73% yield of a blue solid. The final product was used in its crude form and characterized
by infrared spectroscopy (FTIR) and cyclic voltammetry. This MOF, when in contact
with a mixture that simulates an effluent of the textile industry, allowed its discoloration,
accompanied by the decanting of a colored solid. This depigmentation was also observed
by analysis of the supernatant by UV-Vis spectroscopy. The spectrum of infrared (FTIR)
of the solid decanted after mixing the MOF with the dye showed the adsorption of the
pigments from the solution by the MOF. This solid MOF residue was environmentally
advantageous because it was easily separated from the treated effluent and being
regenerated. This differentiates it from the sludge generated in traditional coagulation/
flocculation processes, which cannot be regenerated.

KEYWORDS: Effluent Treatment, Electrochemical Synthesis, MOF, Textile Sewage.

11 INTRODUCAO

Atualmente, de acordo com a Associagao Brasileira de Industria Téxtil e Confecg¢éo
— ABIT (2017), na economia brasileira existe uma participacao forte da industria téxtil,
pois o Brasil ocupa a quinta posicéao no ranking de produ¢cao mundial desses insumos.
Segundo o Departamento Intersindical de Estatistica e Estudos Socioecondmicos —
DIEESE (2010), o agreste de Pernambuco é considerado o segundo polo em producao
téxtil, s6 perdendo para Sao Paulo. Neste setor destacam-se as cidades de Toritama,
Santa Cruz do Capibaribe e Caruaru.

A principal fonte dos efluentes gerados da industria téxtil resulta dos processos
de lavagem, acabamento e tingimento. A coloragao forte € uma caracteristica desses
efluentes que sédo ricos em corantes de origens e naturezas diferenciadas. Suas
presencas causam dificuldades na penetragéo dos raios solares nos corregos, lagoas
e rios, impedindo assim a fotossintese de algumas espécies, comprometendo a fauna
e flora aquética local (GOIS et al., 2016).

A retirada da coloracao dos efluentes téxteis € uma das principais dificuldades
que as industrias enfrentam. Existem algumas alternativas para esses tratamentos
como a utilizacao de reagdes diretas ou indiretas por métodos eletroquimicos, o uso
de biomateriais adsorventes (coco e bambu), membranas de nanofiltracéo e o uso de
fungos ou bactérias. Mas a escolha do método para a retirada do corante precisa ser
bem criteriosa, pois no caso de via eletroquimica ou por adsor¢éo pode ser gerado um
lodo ou residuo solido contaminante (BAIRD e CANN, 2011; MUNCHEN et al., 2015;
EYVAZ, 2016; PIZATO et al., 2017).

A Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada - IUPAC (2013) apresentou

Elementos de Quimica Capitulo 1




recomendacgdes para padronizar a nomenclatura da Metal-Organic Framework - MOF,
sendo definida como uma rede de coordenacdo com ligantes organicos e estrutura
porosa (BATTEN et al., 2013).

A utilizagdo de MOFs como material adsorvente de compostos nocivos ao meio
ambiente tem sido explorada. Aquino et al. (2012) observaram que as MOFs- MIL-53
e Cu-BTC apresentaram uma eficiente capacidade de adsorcéo de pesticidas quando
comparadas a fase comercial silica-C.,.

Ke et al. (2011) modificaram a estrutura da MOF de [Cu,(BTC),.(H,0),] que
foi transformada em Cu-BTC-DTG, (DTG=ditioglicol) para remover ions de mercurio
em agua. A elevada capacidade de adsorcéo de tais MOFs tiol-funcionalizadas foi
atribuida aos grupos tiol que tornou esse material promissor na adsorcéo de ions de
metais pesados.

Haque et al. (2011) utilizaram uma MOF de Fe®* para a remo¢ao dos corantes
azul de metileno (catiénico) e o alaranjado de metila (aniénico). Ela adsorveu grande
quantidade de corantes através de uma interacéo eletrostatica entre a MOF e o corante.

Por ser um material poroso, a MOF pode ser usada como material adsorvente
para a remocao de corantes de tecidos em efluentes. O objetivo dessa pesquisa foi
sintetizar por via eletroquimica a MOF de [Cu,(BTC),.(H,0),]. e aplica-la como material
adsorvente para a remocgao de corantes de tecidos em agua.

2| MATERIAL E METODOS

Na sintese da [Cu,(BTC),.(H,0),]., os reagentes foram usados sem purificagéo
previa: acido 1,3,5-benzenotricarboxilico (BTC) com pureza de 98%, N,N-
dimetilformamida (DMF) 99,8%, o nitrato de s6dio 99%, duas placas de cobre 99% e
agua com alta pureza (MILLIPORE). As placas de cobre foram usadas como eletrodos
auxiliar e de trabalho de sacrificio (consumido pela oxidagcéo). Esses eletrodos sofreram
pré-tratamento fisico (com lixa d’agua) e quimico, imergindo uma area de 5 cm? em
acido nitrico a 20% em volume, durante 2 min.

O sistema foi composto por uma célula eletroquimica de vidro pirex com um
compartimento. A rota eletroquimica foi a amperométrica mantendo-se o potencial
em 12 V utilizando-se a fonte DC POWER SUPPLY modelo PS-1502 DD. A solugao
utilizada foi uma mistura de acido 1,3,5-benzenotricarboxilico (0,048 mol L") com
nitrato de sodio (0,24 mol L"), solubilizados em uma mistura de solventes DMF/H,O
(1/1). Ap6s 17 min. de reacéo foi obtido um solido azul de MOF. Este sélido foi filtrado,
lavado com a mesma mistura de solventes e levado a secura em uma estufa a uma
temperatura de 120 °C por 30 min (SILVA, 2015).

Acaracterizagao eletroquimicafoirealizada por voltametria ciclica no potenciostato
da Metrohm, modelo PGSTAT 302N e o software GPES 4.9. A voltametria ciclica foi
realizada em uma solugcao de 0,1 mol L' de tampé&o fosfato com pH 7,0 e na temperatura
ambiente. Para isso utilizou-se uma taxa de varredura de 50,0 mVs' numa janela de
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potencial de -0,4 V a +0,4 V. O eletrodo de trabalho foi um fio de platina recoberto com
uma mistura de gel de agarose com a MOF de [Cu,(BTC),.(H,0),]., o contra-eletrodo
foi um fio de platina em espiral e o de referéncia foi o de Ag/AgCl (KCl(saturado)).

Essa MOF foi caracterizada por espectroscopia na regido do infravermelho
utilizando o espectrofotdbmetro com transformada de Fourier (FTIR) marca VARIAN,
modelo 640 IR.

Uma simulagéo do efluente gerado nas fabricas de tecido jeans foi feita a partir
de um corante comercial para tecido com fixador na cor azul jeans. Preparou-se uma
solucédo de 0,004 g mL" desse corante em agua destilada. Misturou-se 0,023 g da MOF
em 10 mL da solucéo do corante e manteve-se em repouso. O precipitado formado foi
separado por decantacao e o filtrado foi analisado no espectrofotdmetro UV/visivel da
BEL-Photonics modelo UV-M51. O residuo so6lido foi seco em estufa a 120°C por uma
hora, em seguida ele foi analisado por espectroscopia de infravermelho (FTIR).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A MOF de [Cu,(BTC),.(H,0),], foi obtida por sintese eletroquimica e por via
amperométrica em apenas 17 min, apresentando rendimento molar de 73%. Essa
sintese foi considerada rapida em relacdo aos métodos convencionais, como 0
solvotermal e o de refluxo sob pressao ambiente, obtidos por Schlesinger et al. (2010)
e Lee et al. (2013).

O espectro de infravermelho (FTIR) da MOF (Figura 1) evidencia a complexacéo
do ligante BTC®* com o ion de cobre Il, via o grupo carboxilato (COO"), de acordo
com a auséncia das bandas 1.412 a 1.404 cm (estiramento do grupo O-C-C), 1.276
cm™ (deformagado do grupo -C-C-O-H fora do plano do dimero do acido), 917 a 904
cm™ (grupo C-O-H no plano do dimero acido), 1.695 a 1.720 cm™ (ligacdo C=0) e da
banda intensa com maximo de 2.867 cm™ (estiramento da ligagdo O-H na carboxila).
As bandas em 1375 e 1445 cm™ s&o caracteristicas da estrutura [Cu,(BTC),.(H,0),]
€ sao atribuidas a presencga do iso-anisobidentado dicobre(ll) carboxilato, um tipo
de cluster monométrico. A banda larga em 3.497 cm™ é atribuida ao estiramento O-H
da agua de hidratacdo e coordenacao indicando que a supramolécula sintetizada
apresenta moléculas de agua na sua estrutura. Espectros semelhantes foram obtidos
por Seo et al. (2009), Serna et al. (2012) e Silva (2015).

Elementos de Quimica Capitulo 1




105 [Cu3(BTC)2.(HZO)3]n
100 4
95 |
=
S god
&
¥
g 854
wn
=
=
= 80
=~
ol -1
L T ————1445cm
1 1
70 - 1375 cm
i | ' 1 : 1 ! I L | i 1 4 |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de Onda (cm')

Figura 1. Espectro de infravermelho (FTIR) da MOF de [Cu,(BTC),.(H,0),].

No voltamograma ciclico apresentado na Figura 2 observa-se um pico de
potencial anddico (Epa= + 0,1 V) que corresponde a oxidagdo do cobre metalico
(Cu?). Apbs a inversdo da polaridade no sentido de potencias mais negativos, um
novo pico de potencial catodico (Epc) comegou a aparecer em aproximadamente -0,12
V caracterizando a reducéo do ion cobre (ll). Esse voltamograma também foi obtido
por Serna et al. (2012) e Silva (2015).
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Figura 2. voltamograma ciclico da MOF de [Cu,(BTC),.(H,0),],
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AMOF de [Cu,(BTC),.(H,0),]., uma vez caracterizada, foi utilizada para simular o
tratamento dos efluentes gerados e despejados nos rios pelas fabricas de jeans. Parte
desses efluentes sdo compostos pelos corantes azuis usados para tingir os tecidos
jeans, mas sua embalagem comercial ndo apresenta a formula quimica desse corante.
Por isso, simulamos esse efluente na forma de uma solugcdo aquosa de um corante
para tecido com fixador na cor azul jeans. Ao misturar a MOF de [Cu,(BTC),.(H,O),],
com essa solugéo, observou-se a sedimentacéo de um precipitado azul no fundo do
recipiente em menos de um minuto da mistura mantida em repouso e verificou-se que
0 sobrenadante n&o apresentava mais a coloracgéo inicial.

O sobrenadante e o precipitado foram separados e analisados separadamente.
O sobrenadante foi analisado por absorcdo na regiao do visivel que evidenciou o
desaparecimento da banda em 560 nm, presente no espectro da solugédo do corante
antes de sua mistura com a MOF (Figura 3). Essa observacéo evidencia que o corante
foi adsorvido pela MOF.

= (Corante azul (ag.) =—Efluente Tratado
0.07 -
0.06 -
© 0.05 -
o
£ 0.04 -
£
S 0.03 -
L
< 0.02 -
0.01 -
0.00 e - e e e
400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (nm)

Figura 3. Espectro de absorg¢éo na regiao do visivel obtido com a solugéo do corante azul e com
o efluente tratado.

O precipitado, aquidenominado por MOF/corante, foi analisado por espectroscopia
de infravermelho (FTIR), e seu espectro foi comparado ao do corante e da MOF antes
da mistura. Em relagéo ao espectro da MOF, o espectro do so6lido MOF/corante (Figura
4) apresenta dois novos estiramentos em 1507 cm™ e 1481 cm™, assim como um
deslocamento da banda em 1590 cm™ para 1580 cm, atribuidos a ligagdo C=C dos
anéis benzeno do BTC. De acordo com Azhar et al. (2017) o deslocamento dessa
banda € atribuido as interacbes -t dos anéis benzeno presentes na MOF e no
corante.

Apenas o estiramento em 1481 cm™ aparece no espectro do corante, sugerindo
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a presenca do corante na MOF. Barros et al. (2016), usando a MOF de Fe(BTC) para
adsorcéo do corante indigo carmim, também observou um pico do corante na estrutura
da MOF. Entretanto, este pico ndo apareceu nessa mesma regido do espectro, por se
tratar de outro corante.

1481 cm’'
1507 cm’"
1580 cm’*

<

B3

E

=

2]

=

<

Pt

[_¢

=]

S ;2_ —— MOF com corante azul
7] Corante azul T——1445cm’
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Figura 4. Espectro de infravermelho (FTIR) obtido do corante azul e da MOF antes e ap6s a
mistura com o corante.

A combinacdo do espectro na regiao do visivel evidenciando a auséncia do
corante no sobrenadante, juntamente com os espectros de infravermelho (FTIR) que
mostram os sinais do corante e da MOF [Cu,(BTC),.(H,O),] no precipitado, sugerem
gue a MOF adsorveu o corante e ambos sedimentaram. Esse sedimento MOF/corante
apresenta-se entdo como uma proposta ambientalmente vantajoso no tratamento
dos efluentes gerados nas fabricas de tecido jeans, uma vez que sua combinacao é
instantanea e apresenta-se facilmente separado do efluente tratado. Inclusive ele néo
foi descartado no meio ambiente por ser regeneravel. Isso o diferencia do lodo gerado
nos processos de coagulacao/floculagdo tradicionais, que nao pode ser regenerado.

41 CONCLUSOES

A MOF de [Cu,(BTC),.(H,0),], foi obtida por sintese eletroquimica e por via
amperométrica em apenas 17 min. Essa sintese foi considerada rapida em relagcéao
aos métodos convencionais, como o solvotermal e o de refluxo sob pressao ambiente.
As caracterizagdes por espectroscopia de infravermelho (FTIR) e voltametria ciclica
indicaram o sucesso dessa sintese, uma vez que foram semelhantes aos apresentados
na literatura.
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A MOF de [Cu,(BTC),.(H,0),], preparada apresentou-se muito promissora no
tratamento dos efluentes gerados pelas fabricas de jeans. Nossos experimentos
mostraram que a MOF permite uma imediata adsor¢céo do corante azul do jeans, em
condices brandas ainda mesmo em repouso, e esse produto apresenta-se na forma
sedimentar. Essa observacgao foi constatada mediante analises espectroscopicas nas
regides do visivel e do infravermelho que indicaram que o corante é adsorvido na MOF
formando um precipitado facilmente removivel da fase aquosa. Inclusive ele néo foi
descartado no meio ambiente por ser regeneravel. Isso o diferencia do lodo gerado
nos processos de coagulacao/floculacao tradicionais, que nao pode ser regenerado.
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CELULAS A COMBUSTIVEL

RESUMO: Células a
dispositivos promissores para geragao de
energia elétrica de baixo impacto ambiental,
larga
escala é dificultada pelo preco proibitivo
dos eletrocatalisadores utilizados na reacao
(RRO). Portanto
desenvolvimento

combustivel sao

todavia sua comercializacdo em

de reducdo do oxigénio
faz-se necessario o]

de eletrocatalisadores de baixo custo
eficientes para a RRO. O grafeno dopado
com nitrogénio vem destacando-se como
uma alternativa interessante por conta da
elevada condutividade elétrica do grafeno e
da criacdo de sitios ativos devido a dopagem.
Objetivando contribuir para a construgéo de
um entendimento sélido acerca da influéncia
da dopagem com nitrogénio sobre a atividade
eletrocatalitica do grafeno na RRO, foi realizada
a dopagem do grafeno com nitrogénio por
tratamento térmico, sua caracterizagdo através
de difracao de raios X, microscopia eletrénica de
varredura e voltametria ciclica, e sua aplicacéao
na eletrocatalise da RRO com um sistema de
eletrodo de disco rotatorio. A dopagem com
nitrogénio melhorou a atividade do grafeno
na RRO (com potencial de inicio maior que o
da reacéo eletrocatalisada pelo grafeno puro,
0,905 e 0,815 V vs. ERH, respectivamente), e
promoveu sua seletividade pela via de reducéo
total direta do oxigénio. Portanto a dopagem

com nitrogénio € uma alternativa viavel para

Capitulo 2




o desenvolvimento de eletrocatalisadores livres de metal para a RRO em células a
combustivel e se espera estudos adicionais nesse tdpico no futuro.
PALAVRAS-CHAVE: Grafeno dopado com nitrogénio, reacao de reducao do oxigénio,
eletrocatalise.

ELECTROCATALYTIC ACTIVITY OF NITROGEN-DOPED GRAPHENE IN THE
OXYGEN REDUCTION REACTION FOR APPLICATION IN FUEL CELLS

ABSTRACT: Fuel cells are promising devices for low environmental impact electric
energy generation, however its large-scale commercialization is greatly hindered by
the prohibitive cost of the electrocatalysts used in the oxygen reduction reaction (ORR).
Therefore the development of low cost efficient ORR electrocatalysts is of paramount
importance. Nitrogen-doped graphene stands out as an interesting alternative because
of the high electrical conductivity of graphene and the creation of active sites due
to doping. Aiming to contribute to the construction of a solid understanding of the
nitrogen doping influence on graphene ORR electrocatalytic activity, nitrogen doping
of graphene by thermal treatment, its characterization by X-ray diffraction, scanning
electronic microscopy and cyclic voltammetry, and its ORR electrocatalysis application
with a rotating disk electrode system were carried out in this work. Nitrogen doping
improved graphene activity in the RRO (with a higher onset potential than that of the
electrocatalysed reaction with pure graphene, 0,905 and 0,815V vs. ERH, respectively),
and promoted its selectivity towards the direct complete reduction of oxygen. Thus
nitrogen doping is a viable alternative for the development of metal-free electrocatalysts
for ORR in fuel cells and further studies on this topic are expected in the future.
KEYWORDS: Nitrogen-doped graphene, oxygen reduction reaction, electrocatalysis.

11 INTRODUGCAO

O setor energético, devido a queima de combustiveis fosseis, é responsavel
por cerca de 2/3 das emissdes globais de gases de efeito estufa (INTERNATIONAL
ENERGY AGENCY, 2017), desta forma, sendo desejavel aimplementacao de solugcdes
energéticas mais sustentaveis. As células a combustivel supridas com hidrogénio e
oxigénio puros s&o promissoras nesse sentido, pois geram energia elétrica a partir
de reacbes de oxirreducdo sem emissdao de poluentes (CHANDRAN; GHOSH;
RAMAPRABHU, 2018).

A reacao de reducao do oxigénio (RRO) tem cinética lenta e pode ocorrer através
da reducéo total direta (Equacéao 1, meio alcalino) ou indireta (Equacdes 2 e 3, meio
alcalino) da molécula de oxigénio (ZANG, 2008). A via direta é mais desejavel para
aplicacéo em células a combustivel, pois além da maior eficiéncia energética, ndo ha
formacao do intermediario reativo ion hidroperoxido (HIGGINS et al., 2016).
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Oz2g+2H00+4e —40H @ E°=0,401V vs. ERH (1)
Oz 9+ H20 )+ 2 & — HO2 (ag) + OH' (ag) E° =-0,065 V vs. ERH (2)

HOz (agy + H2O ) + 2 @ — 3 OH" (ag) E° =0,867 V vs. ERH (3)

Eletrocatalisadores baseados em platina favorecem a via direta (LEHMANN et
al., 2018) e sao amplamente utilizados em células comerciais (STACY et al., 2017),
contudo sao responsaveis por cerca de 45% do seu custo de producdo (CHANDRAN;
GHOSH; RAMAPRABHU, 2018). Em decorréncia disso um ramo atual das pesquisas
relacionadas a eletrocatalise da RRO estd voltado para o desenvolvimento de
eletrocatalisadores ndao metélicos (STACY et al., 2017), especialmente derivados do
grafeno (HIGGINS et al., 2016).

O grafeno € um material atraente por conta de sua estrutura conjugada de
atomos de carbono hibridizados em sp?, a qual lhe confere elevada area superficial,
condutividade elétrica e estabilidade quimica (CASTRO NETO et al., 2009; WANG;
SHI, 2015). No entanto tem sido reportado que a dopagem do grafeno com nitrogénio,
elemento mais eletronegativo que o carbono, altera a distribuigao de cargas no material
e induz a formacéo de sitios ativos de alta eficiéncia na RRO, favorecendo a via de
reducéo total direta (WEI et al., 2015; WU et al., 2018).

Como o desenvolvimento de eletrocatalisadores livres de metal pode ser
considerado a “fronteira” das pesquisas em RRO (STACY et al., 2017), a compreensao
acerca da atividade desses materiais esta diretamente relacionada ao progresso em
solucdes energéticas mais sustentaveis, como as células a combustivel.

Almejando contribuir para o entendimento da atividade do grafeno dopado com
nitrogénio (N-grafeno) na RRO, uma amostra de grafeno foi dopada com nitrogénio por
tratamento térmico, caracterizada por microscopia eletrénica de varredura, difracéo de
raios X e voltametria ciclica, e teve sua atividade na RRO comparada a do grafeno
puro com a técnica do eletrodo de disco rotatério. Esse trabalho discute a influéncia
da dopagem com nitrogénio sobre a atividade do grafeno na eletrocatélise da RRO.

2 | MATERIAIS E METODOS

Ainvestigacao experimental consistiu na dopagem do grafeno com nitrogénio, na
sua caracterizagcao morfologica, estrutural e eletroquimica, e na comparacao de sua
atividade eletrocatalitica na RRO a do grafeno puro (grafeno) e a do grafeno tratado
termicamente (t-grafeno).

2.1 Sintese do Grafeno

O grafeno foi sintetizado por exfoliagcdo do grafite em um moinho de bolas, um
método eficiente e de alto rendimento (BERNHARDT et al., 2010; JEON et al., 2012;
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ZHAO et al., 2010). Foi utilizado o moinho de bolas de alta energia Spex 8000, no qual
foram misturados 3 g de flocos de grafite 99% puros com 3 bolas de aco inox de 3 cm
de diametro durante 12 h a 1024 rpm. A amostra foi acondicionada em temperatura
ambiente em um recipiente inerte seco.

2.2 Dopagem

O método de dopagem por tratamento térmico foi escolhido por ser simples
e facilmente escalavel (SOO et al., 2016). A ureia foi escolhida como precursor do
dopante por ter elevado teor de nitrogénio, ser abundante e de baixo custo (ZIYIN et
al., 2012). Conforme metodologia adaptada de Ziyin et al. (2012), 100 mg de grafeno
foram dispersos em 200 ml de agua ultrapura em um banho ultrassénico por 30 min.
Entdo 500 mg de ureia foram adicionados a dispersédo, que foi mantida em banho
ultrassénico por mais 90 min. Apds secagem em estufa a 55 °C, a mistura em po
obtida foi submetida a tratamento térmico em um forno tubular a 800 °C por 30 min, a
2 °C min™ e sob atmosfera de N,. Nessas mesmas condi¢des, exceto a presenga de
ureia, foi preparado um branco do processo de dopagem, o t-grafeno.

2.3 Caracterizacao Morfoldgica e Estrutural

Analises de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e difracdo de raios X
(DRX) foram realizadas para amostras do grafeno puro, do t-grafeno e do N-grafeno.
As imagens de MEV foram registradas em um microscépio eletrénico de varredura
modelo VEGA3 da Tescan, com distancia de trabalho média de 4 mm, intensidade
do feixe de 25 kV, em escala de 5 um. As analises de DRX foram realizadas em
um difratdmetro de raios X modelo Empyrean da PANanalytical, com o equipamento
operando a 40 mV e 40 mA sob radiacdo Cu Ka (A = 1,5406 A), com padréo de silicio
como referéncia interna e na faixa de angulo 26 de 5 a 50° a 0,02 ° s™.

2.4 Caracterizagao Eletroquimica

Os eletrocatalisadores tiveram suas propriedades eletroquimicas avaliadas por
voltametria ciclica com o auxilio de um potenciostato/galvanostato modelo WaveDriver
10 da PINE. Foi utilizada uma célula eletroquimica de trés eletrodos contendo 60 ml
da solucgéo eletrolitica de KOH 0,1 mol L. Uma folha de platina foi utilizada como
contra-eletrodo e, como eletrodo de referéncia, um eletrodo reversivel de hidrogénio
(ERH) preparado na solucéo eletrolitica de KOH 0,1 mol L. Seu potencial padrao
de eletrodo € -0,822 V e surge do equilibrio entre as espécies H, e OH (BAGOSTKY,
2006).

O eletrodo de disco rotatério (EDR) de carbono vitreo foi polido com suspensdes
de alumina de diferentes granulometrias até a obtencdao de um acabamento espelhado.
Acoplado ao rotacionador modelo MSR da PINE invertido, 30 uL de uma dispersao
aquosa na concentracao de 1 mg mL"' do eletrocatalisador foram aplicados na
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superficie do EDR, que foi rotacionado a 500 rpm até completa evaporacéao da agua.
O método de secagem rotacional (GARSANY; SINGER; SWIDER-LYONS, 2014) foi
utilizado para garantir um recobrimento homogéneo do disco.

A solugéo eletrolitica foi purgada por 30 min com N, antes de cada medida e os
voltamogramas ciclicos foram obtidos dentro da faixa de potencial de 0 a 1,2 V vs.
ERH a 100 mV s'. Os valores registrados de corrente foram normalizados pela area
geométrica do disco (0,1964 cm?).

2.5 Testes de Rro

A atividade dos eletrocatalisadores na RRO foi avaliada por voltametria linear
hidrodindmica com EDR. Antes de cada medida a solugao eletrolitica foi saturada com
O, por 30 min. Os voltamogramas foram registrados na faixa de potencial de 1,2V a
0 V vs. ERH (sentido catédico) a 10 mV s, em diferentes velocidades de rotacéo do
EDR (2500, 1600, 900, 625 e 400 rpm).

As mesmas medidas foram conduzidas em eletrdlito saturado com N, para
correcao da corrente de fundo nas curvas de RRO (GARSANY et al.,, 2014). A
contribuicdo da queda 6hmica nas curvas foi corrigida (GARSANY et al., 2014) a
partir dos valores de resisténcia elétrica registrados no ponto inicial da regidao de altas
frequéncias do espectro de impedancia eletroquimica de cada eletrocatalisador.

Esses espectros foram obtidos com o auxilio de um potenciostato/galvanostato
AUTOLAB modelo PGSTAT302N da Metrohm em potencial de circuito aberto, na faixa
de frequéncia de 10 mHz a 100 kHz e com perturbacgéo potencial de 25 mV. Os valores
de resisténcia elétrica foram de 36,33, 34,17 e 36,38 Q, para o grafeno, o t-grafeno e
o N-grafeno, respectivamente.

O numero de transferéncia eletrénica (n) dos eletrocatalisadores na RRO foi
determinado a partir da equacéao de Koutecky-Levich (Equacédo 4), que descreve os
componentes cineético (l,) e difusional (I,) da corrente registrada no EDR (I). Nesta, F
é a constante de Faraday (96.485 C mol"), A é a area do EDR (0,1964 cm?), D, € o
coeficiente de difusdo do O, no eletrdlito (1,9x10° cm?2 s), é a viscosidade cinematica
do eletrolito (0,01 cm2 s' em KOH 0,1 mol L), C, € a concentragdo de O, no seio
da solucao (1,2x10°® mol cm) e 0,2 é uma constante de conversédo usada quando a
velocidade de rotacdo (w) € expressa em rpm (ZIYIN et al., 2012).

B = A S ) e o Sy )

1 1 1 1 1
I & L L Bxal?

B=02xnxFxAxDy??xv16xc, (5)

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A morfologia dos eletrocatalisadores foi investigada através de microscopia
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eletrdnica de varredura (MEV). O aspecto morfolégico predominante da amostra de
grafeno foi de agregados micrométricos de formato globular (Figura 1A). Conforme
explicado por Geim e Novoselov (2007), cristais bidimensionais extraidos sao
estabilizados através de suaves deformacdes tridimensionais.

O tratamento térmico promoveu a reorganizacdo morfolégica do grafeno em
agregados globulares irregulares maiores que os observados para o grafeno (Figura
1B e C). A dopagem com nitrogénio, em especial, promoveu a exfoliacdo desses
microagregados em estruturas folhosas defeituosas (Figura 1C). A formacdo de
defeitos morfol6gicos pode ser atribuida a evolu¢ao de gases devido a decomposicao
térmica da ureia e ao consequente processo de insercdo de atomos de nitrogénio na
estrutura do grafeno, conforme explicado por Li et al. (2018).

Figura 1 —Imagens de MEV com escala de 5 pm dos eletrocatalisadores (A) grafeno, (B)
t-grafeno e (C) N-grafeno

A estrutura cristalina dos eletrocatalisadores foi estudada através da técnica de
difracéo de raios X (DRX). O valor da distancia interplanar (Tabela 1) nesses materiais
foi estimado a partir do angulo de difragdo relacionado ao plano (002) através da
equacéo de Bragg (Equacao 6), onde é o comprimento de onda do raio X, d € a
distancia interplanar das camadas atémicas e 8 é o angulo de difracdo (DINNEBIER;
BILLINGE, 2008).

A=2xdxsenb (6)

Aestruturacristalinados eletrocatalisadores € semelhante a do grafite hexagonal,
uma vez que os picos de difracdo caracteristicos dos planos cristalogréaficos (002) e
(101) do grafite foram observados em seus padrdes de DRX (Figura 2). O tratamento
térmico exerceu um efeito de restauracao parcial da estrutura grafitica do grafeno, pois
os picos de difracéo referentes ao plano (002) das amostras t-grafeno e N-grafeno
foram deslocados para valores maiores de angulo 26 (Tabela 1).

O processo de dopagem substitucional introduz defeitos na estrutura do
grafeno (LI et al., 2018), os quais podem resultar no maior distanciamento dos planos
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cristalograficos do material, conforme observado para o N-grafeno em relacdo ao
t-grafeno (Tabela 1). As modificagdes na estrutura cristalina do grafeno induzidas
pelos processos de tratamento térmico e de dopagem relacionam-se as mudancgas
morfoldgicas reveladas na Figura 1A-C.

—— CIF 193439 ICSD - Grafite (2H) !
= Grafeno .
—— N-grafeno

— t-grafensﬁ

Intensidade (u.a.)

10 20 40 50

30
20 (graus)

Figura 2 — Padrao de difracdo de raios X dos eletrocatalisadores

n
Eletrocatalisador 26 d Einico Jatusion (0,05 V vs. ERH)
(°) (nm) (V vs. ERH) (mA cm?) ’ '
(0,6 V vs. ERH)
3,372
Grafeno 25,54 0,38 0,815 -4,302
1,78°
t-grafeno 25,64 0,31 0,854 3,288 3,36
g I I ) ] 2’07b
N-grafeno 25,59 0,38 0,905 4,252 3,91
9 3 I I ) 2,82b

BEm E =0,05V vs. ERH, ’em E = 0,6 V vs. ERH

Tabela 1 — Valores de angulo 26 da difragdo mais intensa, distancia interplanar, potencial de
inicio da RRO, densidade de corrente difusional e niUmero de transferéncia eletrdbnica na RRO

dos eletrocatalisadores

A avaliacao eletroquimica dos eletrocatalisadores foi feita por meio de
voltametria ciclica. O perfil voltamétrico semi-retangular dos materiais indica
propriedades capacitivas relacionadas a formacéo da dupla camada elétrica (Figura
3A-C). O desvio do formato retangular entre 0 e 0,9 V vs. ERH (Figura 3A-C), em
especial para o t-grafeno e o N-grafeno, pode estar relacionado a adsorcéo reversivel
de ions hidroxila a superficie do eletrocatalisador, conforme explicado por Wan et al.
(2015).

No entanto a resposta de corrente do N-grafeno é aproximadamente o dobro da
observada para os materiais ndo dopados (Figura 3A-C). Seu carater pseudocapacitivo
pode estar relacionado aos pares redox reversiveis dos grupos funcionais formados
em sua superficie devido ao processo de dopagem (WAN et al., 2015).
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Figura 3 — Voltamogramas ciclicos registrados em solu¢éo aquosa de KOH 0,1 mol L-1
saturada com N2 a 100 mV s-1 para os eletrocatalisadores (A) grafeno, (B) t-grafeno e (C)
N-grafeno; (D) curvas de RRO dos eletrocatalisadores registradas no sentimdo catddico em

solucéao aquosa de KOH 0,1 mol L-1 saturada com O2 a 10 mV s-1 e a 1600 rpm

A atividade dos eletrocatalisadores na RRO foi avaliada com um sistema de
EDR. A dopagem com nitrogénio favoreceu a atividade eletrocatalitica do grafeno na

RRO, conforme observado pelo maior potencial de inicio (E da reacdo em relagéao

inicio)
aos materiais ndo dopados (Tabela 1 e Figura 3D). Esse favorecimento decorre da
criacdo de sitios ativos eficientes na RRO pela dopagem (WANG; SHI, 2015), uma vez

que o E & maior para o N-grafeno que para o t-grafeno (Tabela 1). Vale ressaltar

que o tratamento em temperatura elevada também tem influéncia sobre o N-grafeno,
entretanto, o efeito da dopagem é bem evidente.
Além da dopagem, o tratamento térmico exerceu em efeito positivo sobre a

atividade eletrocatalitica do grafeno na RRO, que teve E._. . mais positivo do que quando

o grafeno ndo tratado foi utilizado (Tabela 1 e Figura 3D). A reorganizacéo morfologica
induzida pelo tratamento térmico (Figura 1A-C) pode ter gerado defeitos na estrutura
do grafeno, os quais sao reportados com sitios ativos para a RRO (LEHMANN et al.,
2018; WANG; SHI, 2015).

A seletividade dos eletrocatalisadores na RRO foi avaliada através do numero de
transferéncia eletrénica (n) estimado a partir da equacao de Koutecky-Levich (Equacao
4). Curvas de RRO em diferentes velocidades de rotacdo do EDR foram registradas
para os eletrocatalisadores (Figura 4A-C), sendo observado o aumento da densidade
de corrente difusional (j;, ....,) coOm o0 aumento da velocidade de rotagdo. A partir dos
dados dessas curvas, graficos de Koutecky-Levich (Figura 4D) foram construidos nos
valores de potencial que delimitam a regido de controle difusional, 0,05 e 0,6 V vs.

ERH.
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Figura 4 — Curvas de RRO registradas no sentido catédico em solugéo aquosa de KOH 0,1 mol
L saturada com O, a 10 mV s em diferentes velocidades de rotagéo para o (A) grafeno, (B)
t-grafeno e (C) N-grafeno; (D) grafico de Koutecky-Levich dos eletrocatalisadores

A dopagem com nitrogénio favoreceu a seletividade do grafeno
predominantemente pela via de reducéao total direta da RRO (Tabela 1), com n de
aproximadamente 4 em 0,05 V vs. ERH. Ja o grafeno e o t-grafeno apresentaram
seletividade pela via de reducao total indireta da RRO (Tabela 1), a qual procede
através de duas etapas que envolvem dois elétrons cada uma (Equagdes 2 e 3).

Portanto o favorecimento da atividade do grafeno na RRO decorre da criagao
de sitios ativos através da dopagem com nitrogénio e ndo simplesmente do processo
de tratamento térmico, uma vez que os valores de E_ . e de n foram diferentes para
o N-grafeno e o t-grafeno. Valores parecidos de j,. ... foram registrados para os trés
materiais (Tabela 1), ja que a . . . depende de n (DAEMS et al., 2014) e todos os
eletrocatalisadores promoveram a via de reducao total da RRO, direta ou indiretamente.

41 CONCLUSOES

A dopagem com nitrogénio melhora a atividade eletrocatalitica do grafeno
na RRO, favorece sua seletividade pela via de reducéao total direta e promove sua
reorganizacdo morfoldégica e estrutural. Portanto um eletrocatalisador ativo na
RRO pode ser preparado por uma técnica simples e facilmente escalavel como o
tratamento térmico e a partir de elementos abundantes na natureza, como o carbono
e o nitrogénio. Para avancar na pesquisa de eletrocatalisadores livres de metal para
aplicacéo em células a combustivel, o estudo sistematico da influéncia das condicées




de dopagem sobre a atividade do N-grafeno na RRO pode levar a otimizacéo deste
eletrocatalisador, sendo este um tema para trabalhos futuros.
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RESUMO: O objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos toxicolégicos do alcaloide
guatteriopsiscina em camundongos,
direcionado para o tratamento da doenca de
Alzheimer. Para isso, camundongos machos
Swiss foram tratados com guatteriopsiscina em
trés doses diferentes (0,1; 1,0 e 5,0 mg.Kg™)
e realizados ensaios ex vivo para atividade
inibitéria da enzima acetilcolinesterase no
cerebelo, cortex frontal e hipocampo, além
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friesiana

da avaliacdo toxicolégica em parametros
histolégicos do figado e hematoldgicos. Os
resultados apontaram que a guatteriopsiscina
na dose de 5,0 mg.Kg' foi capaz de inibir
a atividade da acetilcolinesterase no cértex
frontal e no hipocampo e nao apresentou efeitos
toxicos agudos. Com isso, a guatteriopsiscina
mostrou-se como substancia promissora para
sua aplicacdo na terapéutica da doenca de
Alzheimer.

PALAVRAS-CHAVE:

toxicidade, doenca de Alzheimer.

Acetilcolinesterase,

EVALUATION OF IN VIVO TOXICITY
OF THE APORFINAL ALCALOID
GUATTERIOPSISCINE OF GUATTERIA
FRIESIANA

ABSTRACT: The objective of this study was
to evaluate the toxicological effects of the
alkaloid guatteriopsiscine in mice, directed
towards the treatment of Alzheimer’s disease.
For this, Swiss male mice were treated with
guatteriopsiscine in three different doses
(0.1, 1.0 and 5.0 mg.Kg™") and performed ex
vivo assays for acetylcholinesterase enzyme
inhibitory activity in the cerebellum, frontal cortex
and hippocampus, besides the toxicological
evaluation in histological parameters of the liver

and haematological. The results showed that
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guatteriopsiscine at the dose of 5.0 mg.kg™' was able to inhibit acetylcholinesterase
activity in the frontal cortex and hippocampus and did not present acute toxic effects.
Thus, guatteriopsiscine proved to be a promising substance for its application in the
treatment of Alzheimer’s disease.

KEYWORDS: Acetylcholinesterase, toxicity, Alzheimer’s disease.

11 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma desordem neurodegenerativa na qual
ocorre perda de memdria e aprendizado, seguida por déficits cognitivos e disturbios
comportamentais que, progressivamente, tornam-se mais severos (DASTMALCHI,
2007). E o tipo mais frequente de deméncia, correspondendo a aproximadamente 70%
dos casos e afeta, principalmente, a populagéo geriatrica (SPIRES-JONES E HYMAN,
2014). Os processos neuropatoldgicos envolvidos na DA incluem acumulacédo de
peptideo B-amiloide (BA) na forma de placas extracelulares, depdsitos intracelulares
de proteina tau, perda neuronal (SELKOE, 1991) e perda singptica (MASLIAH et al.,
2001).

A perda neuronal que ocorre na DA resulta em déficit na neurotransmissao
colinérgica, serotoninérgica, dopaminérgica e noradrenérgica (KARRAN; MERCKEN;
STROOPER, 2011). Isso ocorre devido a atrofia nos nucleos densos de neurbnios
colinérgicos, os quais sdo produtores da colina acetiliransferase (CAT), enzima
que catalisa a reacao de sintese da acetilcolina (ACh) a partir da colina e da acetil-
coenzima A. Assim, com esses nucleos reduzidos, ocorre reducdo da producéo de
CAT e, consequentemente, ocorre também reducdo de ACh nas sinapses nervosas
(CRAIG; HONG; MCDONALD, 2011). Esse parece ser o principal mecanismo que
desencadeia os sintomas da DA uma vez que os neurbnios colinérgicos possuem
papel fundamental nas fun¢ées cognitivas (GUILLEM et al., 2011). Além disso, uma
parte da ACh produzida € hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE), por
isso a farmacoterapia de primeira linha no tratamento da DA é o uso de substancias
inibidoras da enzima AChE (BALLONE, 2001).

Em um screening fitoquimico realizado com substancias para verificagéo
da atividade anticolinesterasica in vitro, a guatteriopsiscina foi a que apresentou o
melhor resultado, sendo este superior ao da substancia padréo, a rivastigmina, um
dos medicamentos mais utilizados no tratamento da DA (FEITOSA et al., 2015a). A
guatteriopsiscina & um alcaloide dehidroaporfinico (LUCIO et al., 2014) que pode ser
isolado das folhas ou do caule da espécie vegetal Guatteria friesiana (W.A. Rodrigues)
Erkens & Maas (COSTA, 2009), uma arvore conhecida popularmente como “envireira”
e “envira” e encontrada na Regido Amazénica (MAAS; LOBAO E RAINER, 2015).

Entretanto, a guatteriopsiscina € uma substancia que ainda néao possui aplicagéo
clinica visto que fora descrita pela primeira vez por Costa (2009) e apenas dois estudos
relatam atividades biolégicas para esta substancia. Um dos estudos é o de Costa et
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al. (2013), que mostraram que este alcaloide ndo possui atividade citotoxica e o outro
€ o de Feitosa et al. (2015a), que mostraram a potente atividade anticolinesterasica
da guatteriopsiscina. Portanto, é de fundamental importédncia estudar os efeitos
de novos inibidores da AChE de origem vegetal, em sistemas biol6gicos, uma vez
que o composto mais eficaz no tratamento da DA e que apresenta menos efeitos
colaterais é a galantamina, um alcaloide inibidor da AChE isolado a partir de plantas da
familia Amaryllidaceae. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
toxicologicos da guatteriopsiscina em camundongos.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

As folhas de G. friesiana foram coletadas em Janeiro de 2005, na Fazenda
Experimental da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), localizada no Km 38 da
BR-174, na cidade de Manaus, Amazonas, Brasil. A identificacdo do material botanico
foi feita pelo taxonomista Dr. Anténio Carlos Weber, do Instituto de Ciéncias Biologicas
da UFAM, e a exsicata foi depositada no herbario da UFAM sob o numero de registro
7341.

2.2 Extracao e isolamento do alcaloide guatteriopsiscina

A guatteriopsiscina utilizada neste estudo foi obtida a partir das folhas de Guatteria
friesiana. O isolamento e a identificacdo foram descritos por Costa et al. (2013).

2.3 Quimicos

lodeto de acetiltiocolina e acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico foram adquiridos
da Sigma—Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Os sais para preparo dos
tampdes foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Germany). Todos os outros quimicos
e solventes organicos utilizados foram de grau analitico.

2.4 Animais

Foram utilizados camundongos heterogénicos machos albinos (Mus musculus)
variedade Swiss,com 3 meses de idade, com peso variando entre 25 e 40g, provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Piaui.
Durante todos os experimentos, os animais foram aclimatados a 25 + 2 °C, com ciclo
claro/escuro alternado de 12 horas (7:00 a.m./7:00 p.m.), com livre acesso a agua e
comida. Todos os experimentos foram realizados de modo a minimizar os sofrimentos
e a reduzir o numero de animais utilizados. O projeto desta pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui, sob o
numero 005/15.
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2.5 Procedimentos experimentais

Camundongos (n=30) foram distribuidos, randomicamente, em seis grupos
de cinco animais cada, assim distribuidos: solucéo salina 0,9% (controle negativo);
DMSO 20% (veiculo); guatteriopsiscina 0,1 mg.Kg™'; guatteriopsiscina 1,0 mg.Kg™;
guatteriopsiscina 5,0 mg.Kg' e rivastigmina 2,0 mg.Kg'. A guatteriopsiscina foi
dissolvida em dimetilsulfoxido (DMSO) e solugdo salina 0,9% até se obter uma
concentracéao final de 20% para o DMSO para poder ser administrada nos animais,
0 grupo rivastigmina constituiu o controle positivo para verificacdo da atividade
anticolinesterasica. Os animais foram tratados com solucédo salina, DMSO e
guatteriopsiscina por via intraperitoneal (i.p.) € com rivastigmina por via oral (v.0), 60
minutos antes da realizacdo da eutanasia.

2.6 Analise da atividade inibitoria da AChE

Os animais foram tratados conforme o procedimento experimental e, 60 minutos
depois, foram eutanasiados com injecao de pentobarbital sddico (i.p. na dose de 150
mg.kg") apOs anestesia prévia com cloridrato de cetamina (i.m na dose de 50 mg.kg™).
Foi, entao, realizado procedimento cirargico para remocao do cérebro e disseccao das
seqguintes areas cerebrais dos camundongos: hipocampo, cértex frontal e cerebelo.
Essas areas cerebrais foram homogeneizadas em tampao fosfato de sodio (pH 7,4;
50 mmol/L) para se obter homogenatos na concentracéo de 20 mg de tecido cerebral
por mL de tampao.

Para verificacdo da atividade da enzima AChE, foi utilizado o método proposto
por Ellman et al. (1961) com minimas modificacées. Uma aliquota dos homogenatos
foi adicionada a uma cubeta contendo agua destilada, tampé&o fosfato de sédio (pH
8,0; 0,1 mol/L) e o reagente acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB); a absorbancia
foi zerada. Apds isso, foi adicionado a cubeta o substrato iodeto de acetiltiocolina
(ATCI) e a variacédo da absorbéncia foi registrada durante 3 minutos, com intervalos
de 1 minuto, a 412 nm (Espectrofotdmetro Biospectro SP-220). A atividade da AChE
foi calculada de acordo com a razdo de acetiltiocolina hidrolizada, segundo a equacao
(ELLMAN et al., 1961):

R=5,74 (10%) AA/C,
Onde: R =razao, em mols, de acetiltiocolina hidrolizada por minuto por grama de

tecido; AA= variagé@o da absorbancia por minuto; C_= concentragéo do tecido em mg/
mL.
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2.7 Avaliacao dos efeitos da guatteriopsiscina em parametros hematolégicos

O tratamento no qual foi submetido os animais, foi conforme o procedimento
experimental e, 60 minutos ap6s os tratamentos, foi feita a coleta de sangue por
rompimento do plexo retro-orbital com auxilio de capilar de vidro (WAYNFORTH, 1980).

Os seguintes parametros hematologicos: hemacias, hemoglobina, hematdcrito,
volume globular médio (VGM), concentracdo de hemoglobina globular média
(CHGM), plaquetas e leucécitos foram determinados por meio do analisador de
células hematoldgicas SDH 3 VET com sistemas comerciais da Labtest®. A contagem
diferencial de leucdcitos foi realizada em extensdes coradas utilizando o Kit Pantotico
Rapido da Laborclin®. Em cada ensaio, 100 células foram analisadas e contadas
(MALONE, 1977; AL-HABORI et al., 2002).

2.8 Analises histopatoldgicas dos figados dos camundongos

Os animais foram tratados conforme o procedimento experimental e, 60 minutos
depois, foram eutanasiados com injecao de pentobarbital sddico (i.p. na dose de 150
mg.kg") apOs anestesia prévia com cloridrato de cetamina (i.m na dose de 50 mg.kg™).

A partir disso, foi realizado procedimento cirtrgico para remocéo dos figados.
Estes foram mantidos em recipientes com formol tamponado 10% (pH 7,4) durante
24h e, logo em seguida, o formol utilizado foi removido e os figados dos animais foram
acondicionados em recipientes com alcool 70% durante 72h. Foram, entao, preparadas
laminas histoldgicas com os tecidos hepaticos e coradas com hematoxilina e eosina,
para observacdao em microscopio éptico.

2.9 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados como média + desvio padréao (D.P). A analise
estatistica necessaria para os testes, foi realizada utilizando one way ANOVA,
seguida pelo teste Student-Newman-Keuls como post hoc teste. Os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. As anélises foram
realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.01 (San Diego, CA, USA).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise da atividade anticolinesterasica ex vivo da guatteriopsiscina

O tratamento para a DA é sintomatico e consiste na tentativa de restauracéo
da funcé@o colinérgica. Inibidores da acetilcolinesterase (AChE) sédo amplamente
usados baseados na hip6tese colinérgica. Os inibidores da AChE comercializados
como medicamentos como fisostigmina (Synapton®), rivastigmina (Exelon®), donepezil
(Eranz®) e galantamina (Reminyl®), alteram a fungé@o colinérgica central ao inibir a
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enzima AChE, aumentando, assim, a quantidade de acetilcolina nas sinapses. Desde a
introducao desses medicamentos na pratica clinica, os inibidores da AChE constituem
o tratamento sintomatico de escolha para a doenca de Alzheimer (SERENIKI E VITAL,
2008).

Entretanto, esses inibidores comercializados geralmente apresentam alguns
efeitos indesejaveis. A rivastigmina, por exemplo, apresenta muitos efeitos colaterais
relacionados ao trato gastrointestinal; a fisostigmina & moderadamente eficaz e o
medicamento que causa menos efeitos prejudiciais e € considerado o mais eficaz
€ a galantamina, um alcaloide isolado primeiramente da espécie vegetal Galanthus
woronowi (Amaryllidaceae) que € um inibidor competitivo da AChE de longa duragao
e é bastante seletivo (FEITOSA et al., 2015b).

Outros alcaloides vegetais que foram estudados e apresentam resultados
promissores como inibidores da AChE sao a huperzina A e huperzina B, que podem
ser isolados de espécies do género Lycopodium e de outras espécies também (HALL-
DORSDOTTIR; JAROSZEWSKI; OLAFSDOTTIR, 2010).

Diante disso, este estudo relata pela primeira vez a atividade anticolinesterasica
ex vivo da guatteriopsiscina, além da toxicidade aguda em parametros hematol6gicos
e hepaticos, que foram verificadas a partir das técnicas utilizadas, direcionadas para
aplicagdo desse alcaloide na terapéutica da doencga de Alzheimer.

A Figura 1 mostra os resultados de inibicdo da AChE nos cértices frontais (Figura
1A), hipocampos (Figura 1B) e cerebelos (Figura 1C) de camundongos tratados com
guatteriopsiscina, rivastigmina, soluc¢ao salina e DMSO 20%. As médias apresentadas
foram: 30,03; 17,58; 22,68; 27,04; 27,0 e 28,34 para o cerebelo; 20,10; 19,56; 40,60;
22,18; 2,62 e 27,56 para o cortex frontal e 27,36; 31,02; 9,48; 35,60; 12,18 e 16,42
para o hipocampo. Essas médias sdo para os grupos controle negativo; veiculo; GUA
0,1; GUA 1,0; GUA 5,0 e rivastigmina, respectivamente.
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Figura 1 — Inibicdo da enzima acetilcolinesterase no cértex frontal (A), hipocampo (B) e cerebelo
(C), em camundongos Swiss.

Os valores representam a média + D.P das velocidades de formagéo de tiocolina em mols/min/g de tecido,
n=5 camundongos por grupo, (ANOVA seguida de Student-Newman-Keuls como post hoc teste; p<0,05). Gua:
guatteriopsiscina; Riv: rivastigmina.

Nao houve diferenca estatistica (p<0,05) entre os grupos para as trés areas
cerebrais investigadas: cerebelo, cortex frontal e hipocampo. Mas, observou-se que,
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no cortex frontal, o grupo tratado com guatteriopsiscina na dose de 5,0 mg.Kg™,
apresentou velocidade de producao de tiocolina bastante inferior a do grupo controle
positivo. J& no hipocampo, os grupos tratados com guatteriopsiscina nas doses de
0,1 e 5,0 mg.Kg™, apresentaram velocidades de producéo de tiocolina inferiores aos
grupos controle negativo e veiculo e semelhantes ao grupo controle positivo.

Dessa forma pode-se inferir que a guatteriopsiscina inibiu a enzima AChE, pois foi
possivel observar que promoveu redug¢ao na velocidade de producéao de tiocolina, o que
significa, também, reducao da atividade da AChE, ja que essa enzima é responsavel
pela hidrélise do substrato acetiltiocolina em tiocolina e acetato.

3.2 Avaliacao dos efeitos da guatteriopsiscina em parametros hematolégicos e

histopatolégicos

Dados obtidos a partir de ensaios pré-clinicos de toxicidade devem ser avaliados
antes da liberacao de novos medicamentos, aditivos, pesticidas e outros produtos
quimicos. Alteracdes de parametros em modelos experimentais podem estar
relacionadas aos efeitos terapéuticos e/ou toxicol6gicos. Entre esses parametros, os
hematoldgicos sao de grande importancia na determinacgéo dos efeitos induzidos pelo
tratamento (PETTERINO E ARGENTINO-STORINO, 2006).

Estudos hematologicos foram realizados nos grupos de animais submetidos
ao tratamento com guatteriopsiscina nas doses de 0,1; 1,0 e 5,0 mg.Kg' e também
nos grupos controle negativo e veiculo para fins de comparagdo com os resultados
obtidos nos grupos tratados com o alcaloide. A tabela 1 apresenta os valores obtidos
em parametros hematol6gicos de camundongos Swiss submetidos ao tratamento com
guatteriopsiscina, via intraperitoneal (i.p).

) Contrqle Veiculo GUA GUA GUA
Parametros negativo (DMSO (0,1 mg/Kg) (1,0mg/Kg) (5.0 mg/Kg)
(salina 0,9%) 20%) ’ ’ ’

Heméacias (x108/uL) 12,4 8,3 7,7 9,1 10,5
Hemoglobina (g/dL) 17,0 13,7 13,2 14,7 15,1
Hematbcrito (%) 51,0 38,1 36,2 38,7 37,0
VGM (fL) 42,4 45,6 47,0 42,5 35,2
CHGM (g/dL) 33,5 36,1 37,0 38,2 40,8
Plaquetas (x10%/uL) 1588 1021 1252 1093 1477
Leucocitos totais 2617 2640 2600 3775 1150
(CeliuL)
Mielocitos (Cel/uL) 0 0 0 0 0
Metamielécitos (Cel/ 0 0 0 0 0
pL)
Bastonetes (Cel/ulL) 0 0 0 0 0
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Segmentados (Cel/

i) 497,7 795,2 512,0 379,5 391,0
Linfocitos (Cel/uL) 1970 1727 1915 3159 690,0
Eosindfilos (Cel/ulL) 119,0 84,8 1425 161,5 23,0
Monocitos (Cel/uL) 14,6 8,8 245 34,5 23,0
Basofilos (Cel/uL) 15,0 24,4 6,2 41,0 23,0

Tabela 1 — Pardmetros hematol6gicos de camundongos Swiss submetidos ao tratamento com
guatteriopsiscina, por via (i.p).

Os resultados representam as médias dos parametros apresentadas para cada grupo, n=5 animais por grupo.
Gua=guatteriopsiscina.

De acordo com Bihun (1997) e Hrapkiewicz, Medina e Holmes (1998) os valores
de referéncia determinados para constituintes do hemograma podem nao representar
precisamente aqueles de certa populagdo ou espécie animal e, por esta razdo, devem
ser interpretados cuidadosamente, uma vez que existe uma ampla faixa de variacéo
fisiologica para tais avaliacées. Além disso, destaca-se que essas determinacdes
estdo sujeitas as seguintes influéncias: condicbes ambientais, sexo, procedéncia,
sistema de criacdo, dieta, linhagem (SPINELLI et al., 2012), idade e local de coleta
(FERNANDEZ et al., 2010).

Dessa forma os resultados mostraram que os camundongos tratados com
guatteriopsiscina nas doses de 0,1; 1,0 e 5,0 mg.kg™" (i.p) apresentaram todos os
parametros hematolégicos dentro da faixa de referéncia, observando-se apenas
pequenas alteracbes nos valores de CHGM, leucécitos totais e segmentados, mas
sem importancia estatistica. Apenas o grupo GUA 5,0 apresentou taxa de linfécitos
baixa, sugerindo anemia e o grupo GUA 1,0 apresentou taxa elevada de basdfilos,
sugerindo anemia ou alergia, sendo que ndo é possivel afirmar se essas alteracoes
possuem relagdo com o tratamento submetido.

Entretanto, pode-se afirmar que a taxa de linfécitos do grupo GUA 5,0 esta
baixa, ndo se podendo atribuir esse achado as influéncias de algumas das condi¢des
que foram citadas, ja que € sabido que camundongos possuem valores normais de
referéncia para linfécitos muito elevados, quando comparados a outras espécies
animais, por exemplo, a espécie humana (HEINECKE, 1961).

O figado tem a capacidade de remover solutos presentes no sangue,
medicamentos ingeridos e substancias que podem ter efeito toxico sobre o organismo
tais como, elementos quimicos, compostos organicos, substancias toxicas de plantas,
entre outros (BOYER, 1996). Por isso € de grande importancia realizar um estudo
morfolégico desse érgdo quando se testa alguma substéncia nova em ensaios pré-
clinicos, pois algumas substancias causam efeitos nocivos ao figado trazendo prejuizos
a saude. Exemplo disso é a Tacrina (Cognex®), um dos medicamentos utilizados no
tratamento da doenca de Alzheimer, que foi retirada do mercado por apresentar acao
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hepatotoxica (KIM et al., 2004).

Na figura 2 podemos observar as micrografias dos figados dos animais tratados
com guatteriopsiscina, com salina e com veiculo e observou-se que n&o houve
presenca de lesdo nos hepatoécitos dos animais tratados com guatteriopsiscina.

Figura 2 — Micrografias de figados de camundongos Swiss tratados com salina (A); DMSO (B);
guatteriopsiscina 0,1 mg/Kg (C); guatteriopsiscina 1,0 mg/Kg (D); guatteriopsiscina 5,0 mg/Kg
(E) e rivastigmina 2,0 mg/Kg (F).

Laminas histoloégicas coradas com hematoxilina-eosina. Aumento: objetiva 40x.
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De acordo com Klaassen e Watkins (2012) a magnitude do dano causado por
substancias quimicas sobre o figado depende da intensidade da acéo, do tipo de
células afetadas e se a exposicdo foi aguda ou crénica. Os hepatocitos e ductos
biliares podem ser acometidos pelos seguintes tipos de danos: esteatose hepética,
morte dos hepatocitos, resposta imune-mediada, colestase canalicular, dano no ducto
biliar, dano sinusoidal, fibrose e cirrose e tumores.

Todavia, na tentativa de reverter esses danos, os hepatécitos elevam a atividade
das enzimas de fase | as quais convertem agentes toxicos em metabdlitos eletrofilicos,
além de produzir, também, grande quantidade de enzimas de fase Il, as quais adicionam
um grupo polar a uma molécula e, em consequéncia, favorecem sua remocao do
organismo e € esse balanco entre reacdes de fase | e de fase Il que determina se o
metabdlito ativo iniciara a lesao celular ou sera detoxificado.

Portanto, o conhecimento da hepatotoxicidade induzida por farmacos e outras
substéncias quimicas deve ser estudada incluindo modelos in vitro e in vivo, inclusive
usando hepatoécitos de tecido humano, além da combinagcdo com abordagens
gendmicas e proteémicas.

41 CONCLUSOES

A qguatteriopsiscina € uma substancia capaz de inibir a agcdo da enzima
acetilcolinesterase. Além disso, o tratamento com esse alcaloide ndo apresentou
alteragdes significativas no hemograma e nem altera¢cdes morfolégicas no figado em
camundongos, porém um estudo toxicolégico mais amplo deve ser feito, uma vez que
este estudo verificou os efeitos agudos da administracéo de guatteriopsiscina. Dessa
forma, a continuacéo de estudos com esse alcaloide mostra-se promissora para sua
aplicacao na terapéutica da doenca de Alzheimer.
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RESUMO: O ciclamato (CIC) é um edulcorante
sintético  vastamente = consumido pela
populacdo em diversos produtos. Diante de
sua presenca expressiva em aguas naturais
e de sua toxicidade, o CIC foi classificado
como um contaminante emergente de aguas
naturais. A determinagéo do CIC em aguas se
torna complexa diante do intenso efeito matriz
e da baixa absortividade molar da espécie,
quando do uso de instrumentos mais simples,
como a espectrometria de absorcdo no UV-
VIS sdo utilizados para sua determinacéo.
Como consequéncia, utilizam-se detectores
de alto desempenho de alto custo e métodos
complexos e onerosos. Assim, esse presente
trabalho teve como objetivo estudar a viabilidade
da determinacéo espectrofotométrica do CIC. O
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procedimento baseou-se na formagao do acido
ciclamico em meio acido, e em seguida, uma
micro extracdo por emulsdo dessa espécie
para a fase organica, cloroférmio (CLF) com
Rodamina B (RhB). Esse complexo par-ibnico
de intensa coloracédo foi detectado na regiao
visivel (560 nm). O método apresentou resposta
analitica para as concentrag6es de CIC variando
de 5 - 20 mg L', com incrementos de 2,5 mg
L' e resposta linear satisfatoria (y = 0,1641 +
0,0064 x) com R? = 0,9933, (n=3). Ensaios de
interferéncia reacional foram realizados com
uma solucdo aquosa ternaria contendo CIC,
cafeina e sacarina em concentracées de 15
mg L. Tais estudos apresentaram seletividade
adequada para o CIC, com erro relativo em torno
de 3 %, tornando-se um método adequado para
a quantificacdo de CIC em matrizes aquosas.
PALAVRAS-CHAVE: ciclamato, contaminantes
emergentes, derivatizagcdo quimica, extracao
assistida por ultrassom.

SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION
OF CYCLAMATE IN SURFACE WATERS BY

ULTRASSOM-ASSISTED EXTRACTION AND
POSTERIOR CHEMICAL DERIVATIZATION

ABSTRACT: Cyclamate (CYC) is a synthetic
sweetener widely consumed by the population in
several products. Given its expressive presence
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in natural waters and its toxicity, CYC was classified as an emerging contaminant of
natural waters. The determination of CYC in water becomes complex due to the intense
matrix effect and low molar absorptivity of this specie when simpler instruments, such as
UV-VIS absorption spectrophotometry, are used for its determination. As a consequence,
high-performance detectors and complex and onerous methods are commonly used.
Thus, this present study aimed to study the feasibility of the spectrophotometric
determination of CYC. The procedure was based on the formation of the cyclamic acid
in acidic medium, and then a micro-emulsion extraction of this species for the organic
phase, chloroform (CLF) with Rhodamine B (RhB). The ion-pair complex of highly
colored formed was detected in the visible region (560 nm). The method presented
analytical response for CYC concentrations ranging from 5-20 mg L™, with increments
of 2.5 mg L' and satisfactory linear response (y = 0.1641 + 0.0064 x) with R2=0.9933,
(n = 3). Reaction interference assays were performed with a ternary aqueous solution
containing CYC, caffeine, and saccharin at concentrations of 15 mg L. These studies
showed adequate selectivity for the CYC, with a relative error around 3%, becoming an
adequate method for the quantification of CYC in aqueous matrices.

KEYWORDS: cyclamate, emerging contaminants, chemical derivatization, ultrasonic
assisted extraction.

11 INTRODUCAO

Os adocantes artificiais sdo vastamente utilizados em diversos alimentos, bebidas,
formulacdes farmacéuticas em substituicdo ao acgucar. Os edulcorantes nao nutritivos
de alta intensidade de dulcor sédo utilizados principalmente em dietas de restricao
caldrica, para o controle dos niveis de agucar no sangue de diabéticos e prevencgao e/
ou redugéo da cérie dentaria (ARBELAEZ et al., 2015a). Nesta classe est&o inclusos
a sacarina, aspartame, sucralose, alitame, neotame e o CIC (PRAVEENA; CHEEMA;
GUO, 2019). Apesar da seguranca consolidada desses compostos como aditivos
alimentares, estudos evidenciaram niveis de concentracbes preocupantes desses
compostos em diversos compartimentos de aguas naturais, principalmente em aguas
superficiais (PRAVEENA; CHEEMA; GUO, 2019).

Diante da estabilidade quimica desses compostos, eles sdo considerados
persistentes em sistemas aquaticos, capazes de interferir na fotossintesee ainda causar
alterac6es no sistema endoécrino humano, através da desregulacdo do processo de
quebrado agucar. Alémdisso, comrelacao ao CIC, estudos sobre os riscos toxicolégicos
dessa espécie indicaram efeitos carcinogénicos aos seres humanos provenientes
do seu subproduto de metabolizacdo: a cicloexilamina (TRAN et al., 2014). Diante
dessa problematica, esses compostos foram recentemente incluidos na lista de novos
contaminantes emergentes de aguas naturais (RICHARDSON; KIMURA, 2016).

Para quantificacao desses compostos em matrizes ambientais sdo comumente
empregadas técnicas de separacéo de modo a proporcionar maior disponibilidade do
analito para a deteccdo com menor interferéncia da matriz (ARBELAEZ et al., 2015b).
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Neste sentido, os métodos analiticos empregados normalmente possuem um preparo
de amostra laborioso exigindo a posteriori uma separagdo cromatografica aliada
detectores de alto desempenho, visto a baixa absortividade molar do CIC na regido
UV-Vis (HASHEMI; ZOHRABI; ABDOLHOSSEINI, 2015). Assim, procedimentos com
deteccdes mais acessiveis apresentam alta relevancia analitica.

Com a auséncia de separagcado cromatografica, Hashemi et al desenvolveram
um método analitico para quantificacdo de CIC em alimentos e adocantes de mesa
através da microextracéo por emulséo assistida por ultrassom (ME-US) (HASHEMI;
ZOHRABI; ABDOLHOSSEINI, 2015). O método apresentou recuperagcdes acima de
99,7 % do CIC com limite de deteccéo de 10 ng mL™".

Assim, o objetivo desse presente trabalho foi avaliar a adequacao da ME-US
para deteccao do CIC visando sua determinacdo em aguas superficiais naturais.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes

Sacarina, pureza = 99 % (Sigma Aldrich); ciclamato de sddio, 98,9 %, (Sigma
Aldrich); acido sulfarico, = 98 % (Vetec); cloroférmio, grau HPLC, pureza: 99,99 %
(Tedia) e Rodamina B, 98 % (Merck).

2.2 Equipamentos

Agitador vortex — AP 56 (Phoenix); banho ultrassom sem aquecimento -40 Hz
(Eco-sonics); tubos de ensaio de 10 mL, funil de separacao 125 mL; espectrofotdmetro
UV-Vis, modelo: Cary 8454, Agilent.

2.3 Condicoes Analiticas do Método

O método desenvolvido foi baseado nos estudos de Hashemi et al. com algumas
alteracbes (HASHEMI; ZOHRABI; ABDOLHOSSEINI, 2015). Em 10 mL de uma
solugéo contendo ciclamato de sodio adicionou-se 0,3 mol L' de H,SO, e, em seguida
em um tubo de ensaio com tampa (20 mL), misturou-se 3 mL de uma solucao de 4,5
pmol L' RhB B em CLF. A mistura foi homogeneizada vigorosamente em um agitador
vortex por 30 s e apods isso, a solucéo foi sonicada por 20 s. Ap6s um min de equilibrio
da emulséo, a solugéo foi levada para centrifugacdo por 5 min a 3500 rpm. Logo
apos a centrifugacao, na fase organica depositada houve a formacao de um produto
de coloracéo rosa intensa detectavel em 560 nm. Assim, foi realizada uma curva de
calibracao para o método, na faixa de 5 a 20 mg L' de ciclamato de sédio (n = 3).

2.4 Estudo da Seletividade do Método

Foram preparadas solu¢des aquosas contendo CIC, sacarina e cafeina em
concentragdes de 15 mg L' e o procedimento de determinacéo do CIC foi conduzido
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conforme o método descrito no item 2.3
2.5 Aplicacédo Preliminar em Amostras de Aguas Superficiais

As amostras de agua superficial foram coletadas em dois pontos do Lago Paranoa,
Brasilia - DF, Brasil, com o auxilio de um frasco de polietileno, previamente ambientado
com a amostra. As amostras foram fortificadas com ciclamato de sddio de modo a
obter a concentracao final de 10 mg L' de CIC. O procedimento de determinacéo do
CIC foi conduzido conforme o descrito no item 2.3.
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A separacao do CIC foi conduzida através da extracéo liquido-liquido do &acido
ciclamico, a forma neutra do CIC (Figura 1), que permitiu a migracéo da espécie para
a fase orgéanica (CLF). Com o deslocamento do equilibrio de particdo do acido para a
fase organica, o mesmo reage com a RhB formando um composto de cor rosa soluvel
na fase orgéanica e detectavel em 560 nm.

: Acido ciclamico

03

0.1

Absorbancia (u.a.)

0.0 T T
450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Esquema da reagéo entre acido ciclamico e RhB para a formagao do produto
detectavel por UV-Vis e espectro de absorcéo do par ibnico formado (ciclamato de sédio 15 mg
L7).

3.1 Otimizacao dos Parametros do Método

Primeiramente variou-se a concentracdo da RhB, reagente colorimétrico
responsavel pela formagao do par-ibnico. Foram preparadas solu¢cées de RhB em
CLF nas seguintes concentragdes: 1,0, 1,5, 2,0, 4,5, 5 e 20 ymol I''. Para acidificar
a solugdo de CIC 15 mg L adicionou-se 0,3 mol L' de H,SO, e essa concentragéo
permaneceu fixa em todos os ensaios. O efeito obtido pode ser visualizado na Figura
3 a qual ilustra um sinal analitico de maior magnitude para a concentracédo de 4.5 pymol
L' de RhB. Assim, essa concentracéo foi mantida para os testes posteriores.
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Figura 2. Efeito da concentracdo de RhB sobre a absorbancia do par idnico formado.

Com relacdo ao tempo reacional de emulsificacdo no US foram estudados os
tempos de 5, 10 e 20 s, sendo que em 20 s foi possivel obter maior magnitude de sinal
analitico (0,32 u.a.) com maior estabilidade da emuls&o formada. Modos de agitacéo
também foram testados: agitacdo magnética e agitagao por vortex por 30 s. A agitacao
por vortex demonstrou maior intensidade (0.33 u.a.) na formagédo do produto com
menor perda de solugcdo em comparacao a agitacdo magnética, a qual utiliza uma
barra magnética de agitagéao.

3.2 Parametros Analiticos e Seletividade do Método

Os paréametros analiticos do método foram estimados para as condicoes
estudadas. Conforme observado na Figura 3, foi possivel obter uma faixa linear de
5a20 mg L' de CIC para n =3 com R2 = 0.9933 e limite de deteccado = 750 pyg L™
que foi calculado conforme a equacgao 1, em que s é o desvio padrao dos residuos da
regresséo e b1 é a inclinagdo da curva analitica obtida para o método:

LOD = b1 Equagao1)
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Figura 3. Curva analitica para determinagéo do CIC por derivatizacao quimica.

A seletividade do método foi investigada através da analise de uma solucéo
ternaria contendo CIC, sacarina e cafeina em concentracdo de 15 mg L. Observou-
se um erro relativo de 3 % da concentragdo de CIC inicial corroborando a seletividade
do método a espécie conforme pode ser observado na Tabela 1.

Ensaio Absorbancia (550 nm) CIC [mg L]
1 0,264 15,60
2 0,266 15,91
3 0,260 14,97

Tabela 1. Concentracao de ciclamato encontrada nos ensaios de seletividade.
3.3 Aplicacao em Amostras de Aguas Superficiais

A aplicabilidade do método em amostras de aguas superficiais naturais foi
investigada através de estudos de recuperacao do CIC (10 mg L"), em que foi possivel
observar recuperacdo em torno de 60 % (n=3). Esses resultados demonstraram a
minima interferéncia da matriz na determinacdo e corrobora a potencialidade do
procedimento para aplicacdo em amostras de aguas superficiais a partir de um método
simples e de baixo custo.

41 CONCLUSOES

O método apresentou boa seletividade ao CIC com erro de quantificagdo
satisfatorio em torno de 3 %. As figuras de mérito do método foram adequadas com
limite de deteccéao satisfatério e possibilidade de ampliacao da faixa linear com maiores
aprimoramentos dos parametros experimentais. A estratégia demonstrou-se como
um procedimento simples, de baixo custo e sem a necessidade de separacdo por
cromatografia, possibilitando a determinacéo do CIC por espectrofotometria UV-Vis.
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Esse estudo demonstrou a potencialidade do método ME-US para a determinacéo do
CIC em aguas superficiais e aponta direcbes como algumas propostas para trabalhos
futuros.
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CAPITULO 5
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IGARAPE DE MANAUS UTILIZANDO UM REATOR
FOTOCATALITICO HETEROGENEO SOLAR

Quelren Benacon Lima Marinho
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RESUMO: A  degradacédo  fotoativada
dos compostos carbonilicos (R,CO) e
nitrocompostos (RNO,) presentes nas aguas do
Igarapé do Quarenta foi estudado utilizando TiO,
(Aldrich) como catalisador. Quatro parametros
foram avaliados para andlises de pré e pds
tratamento: condutividade elétrica, nitrogénio
total, alcalinidade total e espectroscopia UV-Vis.
Antes do tratamento, foram encontradas taxas
superiores ao limite permitido de nitrogénio total
e taxas n&o excedentes de alcalinidade total em
todos os pontos de coleta e ambos periodos
de seca e cheia do rio. A partir da analise UV-
Vis foi possivel notar, antes do tratamento, a
absorcdo dos compostos carbonilicos os quais
absorvem em torno de 280nm - 290nm (n-11*) e
compostos de nitratos e nitritos que absorvem
por volta de 220nm - 300nm (n-1t*). E apds o
tratamento, notou-se através da mesma analise
que 0s mesmos compostos encontrados foram
degradados apresentando apenas uma nova
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absorcédo referente a presenca do catalisador
TiO, nas amostras. A eficiéncia da degradagéo
dos contaminantes presentes na agua do
lgarapé do Quarenta apontou valor de um
pouco mais que 90% para o periodo de seca
e um pouco mais que 80% para o periodo de
cheia.

PALAVRAS-CHAVE: Fotorreatores;
Degradagéo Fotocatalitica; POA; TiO,,.

STUDY OF WATER TREATMENT OF A
RIVER FROM MANAUS USING A SOLAR
HETEROGENEOUS PHOTOCATALYTIC

REACTOR

ABSTRACT: The photoactivated degradation
of the carbonyl compounds (R,CO) and nitro
compounds (RNO,) present in the water of
Quarenta River was studied using TiO, (Aldrich)
as catalyst. Four parameters were evaluated
for pre and post treatment analyzes: electrical
conductivity, total nitrogen, total alkalinity and
UV-VIS spectroscopy. Rates above the allowed
limit of total nitrogen and non - surplus rates
of total alkalinity were found at all points of
collection and in both drought and flood periods
of the river. From the UV-VIS analysis, it was
possible to observe, before the treatment, the
absorption of the carbonyl compounds, which
absorb about 280nm - 290nm (n-rt *) and
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nitrate and nitrite compounds absorbing around 220nm - 300nm (n-1t *). And after the
treatment, it was observed through the same analysis that the same compounds found
were degraded, presenting only a new absorption regarding the presence of the TiO,
catalyst in the samples. The efficiency of the degradation of the contaminants present
in the water of the Quarenta River indicated a value of a little over 90% for the drought
period and a little more than 80% for the flood period.

KEYWORDS: Photoreactors; Photocatalytic Degradation; AOP; TiO,,.

11 INTRODUCAO

A agua é um recurso fundamental para a sobrevivéncia dos seres vivos e a
base para inUmeras atividades humanas que vao desde o consumo publico, agricola,
industrial até a producéo de energia. O surgimento de compostos organicos sintéticos
e a intensificacdo das atividades industriais conduziram a um aumento no nimero
de substancias quimicas disponiveis, que consequentemente, trouxeram problemas
mais complexos relacionados a poluicdo das aguas (Mierzwa e Hespanhol, 2014).
Durante a implantagdo da Zona Franca de Manaus, um rapido crescimento da cidade
ocorreu a qual nao foi acompanhada de politicas publicas de controle ambiental, areas
anteriormente florestadas foram transformadas em bairros para acomodar a populacao
e sem um sistema de tratamento e coleta de esgoto adequado, assim os igarapés
resultaram em efluentes domésticos e industriais (Velloso, 2002). No igarapé do
Quarenta foram observados varios indicadores de poluicdo das aguas como o aumento
do pH, alta condutividade, baixos teores de oxigénio dissolvido, altas concentracoes
de cations e anions e altas concentracdes de metais (Cu, Cr, Zn e Ni) (Melo et al.,
2005). A aplicagcao de programas, normas ou legislacdes sado formas imprescindiveis
para limitar o despejo de efluentes. No entanto, n&o se torna suficiente para a reducéo
total destes contaminantes. Assim, faz-se necessario a busca por diversas maneiras
de tratamento da agua. Nos ultimos anos, varios estudos tém utilizado os Processos
Oxidativos Avancados (POA) como um método de degradar poluentes através da
fotocatalise heterogénea (Soares et al, 2007; Padovan e Azevedo, 2015; Santos et al,
2006). A fotocatalise heterogénea é o processo que envolve reagdes redox induzidas
pela radiagéo na superficie de semicondutores como, por exemplo, o TiO, que é um
material grandemente empregado na degradagdo de poluentes devido ao seu baixo
custo, alta estabilidade contra fotocorrosdo e baixa reatividade (Nogueira e Jardim,
1996). A radiacéo solar tornou-se uma alternativa eficiente tecnoldgica de baixo custo
para descontaminacao de agua, diferentes tipos de reatores fotocataliticos solares
foram desenvolvidos para esse fim (Malato et al, 2009). Desse modo, este trabalho
buscou desenvolver um reator fotocatalitico heterogéneo solar baseado em um sistema
de heterojungao para tratamento de agua de um lgarapé de Manaus.
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2| METODOLOGIA

2.1 Coleta Das Amostras

Foram coletadas amostras nos meses de outubro e abril (periodo de seca e
cheia do rio, respectivamente) em quatro pontos do Igarapé do Quarenta. Estes foram
definidos ap6s uma visita em loco, obedecendo algumas condi¢des para definicdo dos
pontos de coleta, como aparéncia da agua, odor da agua, latas e plasticos na agua.
Posteriormente, estas amostras foram armazenadas em recipientes de polietileno
de alta densidade o qual foi previamente tratado a fim de evitar contaminantes na
amostra, as mesmas foram utilizadas para analise de parametros de qualidade da
agua para efetuar uma andlise comparativa do pré e pos tratamentos e, em seguida,
serem empregadas no reator fotocatalitico solar.

2.2 Obtencao do Filme de Tio,

Utilizou-se uma placa de 6xido de indio dopado com estanho (ITO) com o
tamanho de 14cm x 10cm para a deposi¢cdo do filme de TiO,. O catalisador utilizado
para o processo foi o TiO, obtido da Sigma-Aldrich. A producéo do filme deu-se a partir
da solugdo de TiO, em suspenséo utilizando 0,1g de TiO,, 10mL de agua deionizada
e 3 gotas do surfactante triton X-100. A imobilizagéo de TiO, sobre a superficie da
placa ocorreu a partir do método Doctor Blade o qual permitiu delimitar a regiao a ser
depositada e o controle da espessura do filme. Utilizou-se fita isolante nas bordas
das placas para o controle da area do filme e gotejou-se algumas aliquotas sobre
a superficie. Obteve-se um filme uniforme com o auxilio de um bastao de vidro e,
em seguida, as placas com o filme foram calcinadas em mufla a uma temperatura
de 450°C durante 30 minutos. Realizou-se 2 camadas do filme utilizando a mesma
temperatura e tempo.

2.3 Reator Fotocatalitico

A montagem do reator foi realizada conforme a literatura (Nogueira, 1995; Vilela,
2009) seguindo o modelo TFFBR (Thin-Film Fixed-Bed Reactor) cuja conformacgao
apresenta melhor desempenho. O reator consistiu numa caixa de vidro com a placa
de ITO recoberta com o filme de TiO, em um suporte de madeira com uma inclinagéo
de aproximadamente 32,4° o qual apés alguns testes demonstrou ser o melhor para
a conformacgéo do prototipo. O reator de vidro possuia dimensdo de 23cm x 10,5cm
em seu total com uma calha ao final e orificios, ao inicio, nos quais escoava-se a
agua. O funcionamento do reator foi operado no modo continuo com reciclo, isto é,
utilizou-se um recipiente com o efluente armazenado onde este foi impulsionado por
uma bomba centrifuga e escoado pela placa até ser recolhida pelo mesmo recipiente
promovendo um ciclo. O tratamento das amostras ocorreu durante 4 horas num
horario em que apresentava maior incidéncia solar. Para analise de degradacgao foi
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utilizado a espectroscopia de UV-VIS bem como a analise de alguns parametros fisico-
quimicos a fim de observar a eficiéncia da reagao fotocatalitica e verificar a qualidade
do tratamento da agua. E importante ressaltar que todo o sistema montado fez parte de
um projeto piloto realizado em laboratério. A Figura 1 a seguir esquematiza o sistema
montado para o tratamento.

Water Treatment System

oF

TiC; Film

Pump
T

Water

Reactor

Recirculation

Figura 1: Sistema de tratamento de agua modelo thin-film fixed-bed reactor.

2.4 Caracterizacao das Amostras a Partir de Parametros Fisico-Quimicos e

Espectroscopia Uv-Vis

As descricbes e analises criticas dos parametros seguiram com base nas
recomendacgdes do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). Desta forma,
alguns parametros fisico-quimicos foram analisados como: Alcalinidade Total,
Condutividade Elétrica e Nitrogénio Total a fim de realizar um estudo de possiveis
contaminantes presentes nas aguas do Igarapé do Quarenta. Todos estes parametros
foram realizados pelo Laboratério de Anélise de Agua e Qualidade Ambiental - LACQUA
e a analise UV-Vis foi realizada pelo Laboratério de Métodos Espectroscopicos —
LAMESP, ambos oriundos do Centro de Apoio Multidisciplinar Central Analitica da
Universidade Federal do Amazonas — UFAM.

2.5 Calculo de Eficiéncia da Degradacao dos Contaminantes

A avaliacdo da degradagdo dos contaminantes se deu por meio do calculo de
eficiéncia expressa pela Equacéo 1 a seguir:

Absy, — Abs
Eficiéncia (%) = (AbS — Abs) x 100 (1)
Abs,

Onde Abs, corresponde a absorbancia inicial obtida antes do tratamento e Abs
corresponde a absorbancia final obtida ap6s o tratamento. Esta equacao foi aplicada
para cada ponto de coleta em ambos os periodos.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise Pré-Tratamento Dos Parametros De Alcalinidade Total E Nitrogénio

Total

Os resultados pré tratamento dos parametros de alcalinidade total e nitrogénio
total nos periodos de seca e cheia do rio sdo demonstrados na Tabela 1. Inicialmente,
notou-se que a alcalinidade total nos quatro pontos de coleta em ambos periodos
n&o excedeu o limite maximo de 500 mg/L CaCO, para aguas superficiais de acordo
com o CONAMA demonstrando normalidade nos processos de decomposicdo da
matéria organica. Além disso, o experimento apresentou auséncia de hidroxidos (OH)
e carbonatos (CO,) os quais estdo mais relacionados a contaminantes prejudicais ao
ser humano e indicou apenas presencga de Bicarbonatos (HCO,) o qual ndo apresentou
excedente. Em contrapartida, para o parametro de nitrogénio total observou-se que
todos os pontos de coleta apresentaram grandes taxas de nitrogénio total ao se
fazer uma comparagéo com o valor permitido pela resolugdo 357/2005 CONAMA o
qual admite que para as aguas doces quando o nitrogénio for fator para determinar
0 processo de poluicdo de corpos d’agua, o valor de nitrogénio total n&do podera
ultrapassar 2,18 mg/L em ambientes I6ticos.

Alcalinidade Total (mg/L CaCO,) Nitrogénio Total (mg/L)
Pontos de Periodo de Periodo de Periodo de Periodo de
Seca Cheia Seca Cheia
Coleta
01 140,63 + 5,94 89,70 + 2,24 5,73+0,18 1,00 £0,0
02 143,37 + 1,19 121,97 + 1,94 10,90 + 0,04 5,00 +0,0
03 150,92 + 3,14 138,50 + 1,12 13,18 £ 0,01 9,00 +£0,0
04 117,31 £ 2,06 49,69 + 2,24 8,62 + 0,05 2,00 £ 0,1
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Tabela 1: Alcalinidade Total e Nitrogénio Total pré-tratamento do Igarapé do Quarenta.

A partir dos dados na Tabela 1 foi possivel relacionar um gréafico que ilustrasse
o comportamento de tais, por meio desse grafico, presente na Figura 2, verificou-se
que para ambos parametros os pontos de coleta 01 e 04 apresentam taxas menores
gue os pontos de coleta 02 e 03. Isto € justificado devido a localizacéo de tais pontos,
uma vez que, os pontos 01 e 04 estao relacionados a montante e jusante do Igarapé
do Quarenta, respectivamente, e os pontos 02 e 03 correspondem a locais mais
urbanizados onde se ha descarte ndo controlado de efluentes industriais e domésticos.
Percebe-se ainda que tanto para a alcalinidade total quanto para o nitrogénio total, os
dados de periodo de cheia mostraram-se estar abaixo do periodo de seca, visto que, 0
volume de agua no periodo de cheia aumentou tornando a concentracéo das espécies
quimicas presentes no meio mais diluidas.

Capitulo 5




14 160

—m— Periodo de Seca T
- s e ]
12 o
. Q 1404
-}
D 104 3
£ S 1204
5 ] £
|E o
& 6 )
o S
£ S 80
Z 4 E
®
o
2] < 604
0 T T T T 40 T T T T
1 2 3 4 1 2 3 4
Pontos de Coleta Pontos de Coleta

Figura 2: Comportamento dos parametros de Alcalinidade Total e Nitrogénio Total do Igarapé do
Quarenta antes do tratamento.

3.2 Analise Pré e Pos-Tratamento do Parametro de Condutividade Elétrica

A condutividade elétrica da agua indica a sua capacidade de transmitir a corrente
elétrica em funcao da presenca de substancias dissolvidas que se dissociam em anions
e cations. Quanto maior a concentragao desses ions na agua, maior € a capacidade
de conduzir corrente elétrica (Bem e Dombroski, 2010). Fundamentado nisso, a Tabela
2 demonstra os resultados obtidos do Igarapé do Quarenta com as amostras filtradas
e realizado triplicata tanto no periodo da seca como da cheia do pré e pos-tratamento.
Com base nesta, observou-se que as amostras do periodo da cheia indicaram estar
inferior ao da seca, pois tais ions estao mais diluidos num maior volume de agua. Nota-
se ainda que para as amostras da seca, o valor mais elevado foi o ponto de coleta
02 o qual é caracterizado por uma area que mais apresenta a influéncia da poluicao
oriunda de, dejetos de esgotos industrias da Zona Franca de Manaus enquanto que
o ponto de coleta 03 apresenta apenas polui¢ao por esgoto doméstico, dado que,
este se encontra préximo a uma das habitacbes do PROSAMIM (Programa Social e
Ambiental dos Igarapés de Manaus). Apds o tratamento, verificou-se que os dados
de condutividade elétrica aumentaram cerca de 13.18%, 2.28%, 2.68% e 8.92% para
o periodo de seca e 4.83%, 3.58%, 6.02% e 8.095% para o periodo de cheia em
todos os pontos de coleta, respectivamente. Esse aumento € explicado pois durante
o tratamento de agua ocorreu o desprendimento das nanoparticulas de TiO, fazendo
com que as mesmas tornassem dispersas em solugdo aumentando a capacidade de
corrente elétrica da agua
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Pré-Tratamento Pés-Tratamento
Pontos de Periodo de Seca | Periodo de Cheia | Periodo de Seca | Periodo de Cheia
Coleta (uS/em) (uS/cm) (MS/cm) (uS/em)
01 334,5 188,3 378,6 197,4
02 354,7 222,9 362,8 230,9
03 384,1 280,5 3944 297.,4
04 282,6 67,2 307,8 72,64

Tabela 2: Dados de condutividade elétrica pré e pos-tratamento

N&o obstante, todos os pontos de coleta apresentaram valores de condutividade
elétrica acima de 100 uS/cm que € o limite superior esperado para aguas naturais nao
poluidas conforme a literatura (Brigante et al, 2003) com excec¢éo apenas do ponto de
coleta 04 da cheia pré e pos-tratamento que apresentou a menor quantidade de ions
demonstrando estar dentro desse limite permitido, ja que, tal ponto reflete ao local
onde o Igarapé do Quarenta desagua indicando que os ions estdo mais dispersos.

3.3 Analise Pré e Pos-Tratamento de Espectroscopia Uv-Vis

A espectroscopia no ultravioleta € uma técnica baseada na transicéo de elétrons
presentes em moléculas ou atomos que ao serem radiados sdo capazes de absorver
luz em um certo comprimento de onda. Este tipo de analise se torna uma boa alternativa
quando se deseja investigar moléculas organicas ou grupos funcionais, uma vez que,
a maioria destes se apresentam transparente nas regides do espectro eletromagnético
(Pavia et al, 2012). Para estudo dos resultados obtidos nos quatro pontos de coleta, 01,
02, 03 e 04, dos periodos de seca e cheia pré-tratamento, utilizou-se a espectroscopia
UV-Vis a fim de observar quais possiveis espécies de contaminantes sdo encontrados
ao longo do Igarapé do Quarenta. Realizou-se uma varredura completa das amostras
partindo de 200nm — 1000nm e analisou-se faixas de comprimento de onda apenas
onde se mostrava absorcéo, a Figura 3 a seguir apresenta um espectro de absorcéo
o qual parte de 200nm — 400nm (regiao ultravioleta).

3,0

—— 01_Drought —— 01_Flood
) —— 02_Drought —— 02_Flood
2,54 —— 03_Drought —— 03_Flood

04_Drought

04_Flood

Absorbance (%)

T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
Wavelength (nm)

Figura 3: Espectro de absorcéo de todos os pontos de coleta nos periodos de seca e cheia do
rio.
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Para este gréafico é notado que para as amostras do periodo de seca (Drought)
do igarapé héa absorcao de espécies numa faixa de 260nm —290nm e que tal absorcéao
vai aumentando gradativamente com o aumento da distancia dos pontos de coleta,
sendo 01 o ponto inicial e 04 o ponto final. De acordo com os autores Brigante et al
(2003) e Soares et al (1971), essa faixa absorvida pode ser justificada pela presenca
de espécies quimicas caracterizadas por compostos carbonilicos os quais absorvem
em torno de 280nm - 290nm (n-11*) ou compostos de nitratos e nitritos que absorvem
por volta de 220nm - 300nm (n-1T*). Para as amostras do periodo da cheia (Flood),
verifica-se que essa regiao absorvida € bem suave e menor quando comparada com
as amostras do periodo da seca isso é justificado devido ao volume de agua estar
maior e a quantidade de espécies estarem mais dissolvidas. Ainda assim, para o ponto
de coleta 04 no periodo de cheia é possivel observar uma leve absorcdo numa faixa
de 250nm — 290nm a qual se adequa a faixa absorvida por compostos carbonilicos ou
nitratos e nitritos discutidos anteriormente. Os pontos 01, 02 e 03 mostraram-se estar
bem distantes do ponto 04, visto que, este ultimo ponto de coleta é proximo ao porto
de Manaus (Jusante do Igarapé) onde no periodo da cheia ha varios barcos os quais
funcionam com éleo diesel e gasolina ricos em compostos de nitrogénio e carbonilicos.
Ao relacionar a presenca destas espécies quimicas, no Igarapé do Quarenta, com
poluentes caracteristicos provenientes da Zona Franca de Manaus, pode-se atribuir que
paracompostos carbonilicos, os coliformes podem ser classificados como um parametro
microbiolégico capazes de desenvolver estes compostos e indicar a qualidade de
agua em termos de poluicéo por efluentes domésticos, assim quanto maior a presenca
destas bactérias nos corpos receptores, maior sera a quantidade dos compostos
carbonilicos produzidos tornando-se prejudicial para a biota aquatica (Pereira, 2004).
Ja para compostos de nitrito e nitrato, estes apresentam caracteristicas importantes
guando se ha um nivel de concentracdo adequada na agua. Pois, 0s mesmos numa
concentracéo ideal séo indispensaveis para o crescimento de vegetais e organismos
em geral, portanto, pode afetar a vida aquatica. Altas concentracdes de nitrito podem
significar uma grande atividade bacteriana e caréncia de oxigénio podendo provocar a
eutrofizacéo o qual consiste num processo de poluigcdo dos corpos d’agua causando
a morte de diversas espécies de animais e vegetais. Ja quantidades excessivas de
nitrato em aguas de abastecimento podem causar o mal chamado metaemoglobinemia,
0 qual acomete criancas de até trés meses de idade (Silva, 1990). Estes compostos
de nitrogénio estao presentes, em sua maioria, em esgotos sanitarios e industrias que
utilizam fertilizantes e inseticidas. Ao identificar tais espécies presentes no Igarapé do
Quarenta, realizou-se o tratamento através do reator fotocatalitico heterogéneo solar
com o intuito de degradar esses possiveis contaminantes a fim de verificar a eficiéncia
do dispositivo. Efetuou-se o tratamento das 8 amostras (Periodo de Seca + Periodo de
Cheia), numa duracéo de 4 horas para cada amostra e utilizando uma vazao de 14,40
m3/s. Vale ressaltar que a vazao utilizada esta um pouco acima das vazdes adotadas
pelos autores, uma vez que, tratou-se de um projeto piloto com dimensdées menores
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aquelas utilizadas na literatura. O tratamento se deu no més de julho e agosto os quais
s&o caracterizados por meses que apresentam maior insolagao e pouca precipitacao
na cidade de Manaus conforme o INMET (Instituto Nacional de Meteorologia). A partir
do tratamento, foi possivel observar notaveis diferencas das amostras do periodo de
seca e cheia do rio com relacao ao comparativo pré e pés-tratamento, como observado
na Figura 4 a seguir.

3.5 3.5

3,0 e

Tio —— 01_Drought_pre —— 01_Drought ITO_after ——01_Flood_pre —— 01_Flood_ITO_after
10, —— 02_Drought_pre —— 02_Drought_ITO_after| |~ 02_Flood_pre —— 02_Flood_ITO_after

—— 03_Drought_pre —— 03_Drought_ITO_after 3.0 — TiO —— 03_Flood_pre —— 03_Flood_ITO_after|
|—— 04_Drought_pre 04_Drought_ITO_after 2 04_Flood_pre 04_Flood_ITO after
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Figura 4: Espectro de absor¢do comparativo dos periodos de seca e cheia pré e pos-tratamento
do Igarapé do Quarenta.

E possivel verificar, para o grafico no periodo de seca (drought), que apds o
tratamento ndo houve a absorcao das espécies quimicas anteriormente identificadas,
considerando entdo estas degradadas por meio da fotocatalise heterogénea. Em
contrapartida, nota-se uma nova absorcdo numa faixa de 200nm — 230nm podendo
ser apontada como a possivel influéncia do catalisador. Isto é explicado devido ao
desprendimento de algumas nanoparticulas que ocorreu durante o tratamento,
influenciando assim nos dados analisados. Para o grafico no periodo de cheia (Flood),
observa-se apenas uma reducéo na intensidade da absorbéancia. Antes do tratamento,
a absorbancia das amostras apresentava em torno de 0.25% para os pontos de
coleta 01, 02 e 03 e 0.65% para o ponto de coleta 4. Apbs o tratamento, observa-se
a diminuicdo dessa intensidade apresentando para todos os pontos de coleta uma
absorbancia equivalente a 0.15%. E assim como no periodo de seca, ha a influéncia
do catalisador no espectro do periodo de cheia apontando absor¢cédo numa faixa de
200nm — 230nm. Destaca-se ainda que para ambos os periodos, apds o tratamento, a
presenca do catalisador mostrou intensidade de absorbancia correspondente a 3.0%.

3.4 Analise de Eficiéncia da Degradacao dos Contaminantes

O estudo da avaliacao da eficiéncia da degradag¢ao dos contaminantes presentes
na agua do lgarapé do Quarenta se deu a partir da Equacgao 1 citada na metodologia.
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Figura 5: Desempenho da eficiéncia de degradacao de todos os pontos de coleta dos periodos
de seca e cheia do Igarapé do Quarenta

Na Figura 5 observa-se o desempenho da eficiéncia de degradacdo dos
periodos de seca e de cheia. Para o periodo de seca, identifica-se que todos os
pontos de coleta alcancam uma eficiéncia de um pouco mais que 90% no tempo
de 240 min o qual se caracteriza como o tempo final do processo de tratamento. E
observado ainda que o ponto de coleta 01 apresenta a menor eficiéncia atingindo
um valor de mais ou menos 92% e o ponto de coleta 04 mostra a maior eficiéncia
atingindo um valor de mais ou menos 97%, isto é evidenciado pela concentracéo de
contaminantes presentes nas amostras, ou seja, quanto menor a concentragao destas
espécies melhor é a eficiéncia de degradacéo. Para o periodo de cheia, nota-se uma
distancia entre as eficiéncias dos pontos de coleta diferentemente do periodo de seca
em que ha proximidade de suas eficiéncias. Os pontos de coleta 01 e 03 apresentam
eficiéncias aproximadas alcancando uma faixa de 85% — 88% no tempo final de 240
minutos, enquanto os pontos de coleta 02 e 04 apresentam eficiéncias diferentes,
sendo 80% para o ponto 01 e 99% para o ponto 04, no fim do processo. Além disso, o
ponto 04 atinge eficiéncia de 80% no tempo de 50 minutos, a0 mesmo tempo em que
os pontos 01 e 03 atingem 50% e o ponto 02, 29%. Esperava-se que as eficiéncias
de todos os pontos de coleta do periodo de cheia apresentassem um desempenho
aproximado entre estes como observado no periodo de seca e valores superiores
ou equivalentes aos periodos de seca. Contudo, dois fatores podem ser atribuidos
a essas divergéncias, como a concentracdo de nanoparticulas presentes na placa,
visto que, a placa com o TiO, imobilizado foi utilizada para as amostras do periodo de
seca num tempo de contato total de 16 horas antes de ser utilizada para as amostras
no periodo de cheia, influenciando assim em sua eficiéncia. Outro fator & a taxa de
radiacédo solar que influencia na eficiéncia de degradacao, dias com maior taxa de
radiacado apresentam melhor eficiéncia e dias com menor taxa de radiacdo indicam
uma eficiéncia inferior. Ademais, nota-se que o tratamento se tornou eficiente para
ambos os periodos a partir de 25 minutos de tratamento, isto €, a degradacédo dos
contaminantes presentes no Igarapé do Quarenta comecou a partir deste tempo ap6s
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0 inicio do processo.

41 CONCLUSAO

Levando em consideragao os objetivos propostos, o projeto em questao conseguiu
suprir tais levantamentos de forma conclusiva. O método de deposi¢ao doctor blade se
tornou executavel e eficiente na formagéo da camada TIO,/ITO, o qual foi responsavel
em proporcionar possiveis reacdes de degradacdo dos contaminantes presentes
na agua do Igarapé do Quarenta. Para o sistema de tratamento, notou-se que o
mesmo mostrou eficaz em promover o transporte de massa da amostra em contato
com o catalisador. Além disso, foi possivel obter as amostras tratadas do Igarapé do
Quarenta apresentando eficiéncia maior que 90% para o periodo de seca e maior
gue 80% para o periodo de cheia. Observou-se ainda aspectos visuais resultantes de
uma agua limpida diferente daquelas encontradas nos pontos de coleta. Os resultados
apresentados neste trabalho foram importantes e promissores, visto que, através do
mesmo foi possivel degradar contaminantes por meio da fotocatélise heterogénea.
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CAPITULO 6

SENSOR ELETROQUIMICO BASEADO EM
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RESUMO: Polimeros
impressos  fornecem

plataforma para a modificacdo de eletrodos
seletivos para aplicacbes de sensoriamento.
Neste trabalho, apresentamos um novo
eletrodo de pasta de carbono (EPC) modificado
com um polimero molecularmente impresso
(MIP) seletivo para o reconhecimento de éxido
de cariofileno, constituido de importantes
plantas O6leo-resinas e extratos. A MIP né&o
covalente foi sintetizada utilizando AA, EGDMA
e AIBN como monbémero funcional, agente
reticulante e agente iniciador, respectivamente.
A caracterizacdo estrutural e quimica da MIP
sintetizada foi realizada através de microscopia
eletrdnica de varredura (MEV), espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR) e anélise térmica (TG). Foi possivel
verificar as caracteristicas funcionais do
MIP sintetizado relacionado ao processo de
extracdo da molécula molde. O EPC modificado

molecularmente

uma excelente

Elementos de Quimica

com MIP para o reconhecimento de &xido
de cariofileno foi caracterizado por técnicas
eletroquimicas como voltametria ciclica (CV) e
voltametria de onda quadrada (SWV). O maior
eletrodo de reconhecimento seletivo permite
detectar concentracdes na faixa entre 3,5x1078
a 3,5x107 M, apresentando grande potencial
para aplicacbes no monitoramento do teor de
oxido de cariofileno em processos tecnologicos
e na previsao da qualidade de extratos, Oleos e
resinas de vegetais.
PALAVRAS-CHAVE:
MIP; eletrodo de pasta de carbono; sensor
eletroquimico.

oOxido de cariofileno;

ELECTROCHEMICAL SENSOR BASED ON
MOLECULARLY IMPRINTED POLYMER FOR
THE DETECTION OF CARYOPHYLLENE
OXIDE

ABSTRACT: Molecularly printed polymers
provide an excellent platform for the modification
of selective electrodes for sensing applications.
Inthis work, we present a new electrode of carbon
paste (EPC) modified with a molecularly printed
polymer (MIP) selective for the recognition of
caryophyllene oxide, composed of important
extracts plants and oil-resins. Non-covalent
MIP was synthesized using AA, EGDMA and
AIBN as functional

monomer, crosslinking
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agent and initiator, respectively. The structural and chemical characterization of the
synthesized MIP was performed by scanning electron microscopy (SEM), Fourier
transform infrared spectroscopy (FT-IR) and thermal analysis (TG). It was possible to
verify the functional characteristics of MIP synthesized related to the extraction process
of the template molecule. The MIP-modified EPC for the recognition of caryophyllene
oxide was characterized by electrochemical techniques such as cyclic voltammetry
(CV) and square wave voltammetry (SWV). The largest selective recognition electrode
allows detecting concentrations in the range of 3.5x10® to 3.5x107 M, presenting
great potential for applications in the monitoring of caryophyllene oxide content in
technological processes and in the prediction of the quality of extracts, vegetable oils
and resins.

KEYWORDS: caryophyllene oxide; MIP; Carbon paste electrode; Electrochemical
sensor

11 INTRODUCAO

O 6xido de cariofileno € um constituinte importante encontrado em varios
extratos de plantas, Oleos e resinas e sua quantidade pode variar de acordo com a
parte da planta da qual é extraido ou mesmo dos periodos de coleta (CHAVAN, et al.,
2010 ; GOREN et al., 2011). O 6xido de cariofileno é amplamente utilizado como um
agente aromatizante nas industrias de cosméticos e sabonetes, bem como muitas
outras aplicagbes importantes, como o uso farmacéutico, exibindo varias propriedades
medicinais (CHENG et al., 2004; SAULO et al., 2007).

Usualmente, para obtencdo do éxido de cariofileno, sdo utilizados métodos
cromatograficos e, para a qualificacao, técnicas analiticas dispendiosas devem ser
empregadas (ANDERSSON, 2000; NILSSON et al., 1994). A partir da impossibilidade
de contar com sistemas de qualificacdo dos extratos e 6leos que contém o Oxido de
cariofileno impossibilita o controle qualidade e consequentemente a perda do valor
agregado destas matérias primas. O emprego de sistemas de detecc¢ao de baixo custo
e de elevada seletividade pode contribuir a criacdo de redes de fornecedores com
produtos de elevada qualificacéo.

Os polimeros de molecularmente impressos (MIP — Molecularly Imprinted
Polymer) tém sido amplamente utilizados na separacdo cromatografica, extracao
seletiva, microextracao em fase soélida, e para os sensores eletroquimicos através da
interacdo entre a matriz polimérica sintetizada que possui cavidades especificas com
a molécula molde impressa. A incorporacdao de MIP em dispositivos eletroquimicos,
como sensores, pode oferecer alto desempenho na detecg¢ao especifica do 6xido de
cariofileno e uma aplicacéo tecnolégica para as industrias farmacéutica e cosmética
para a qualificacao de matérias-primas.

Neste trabalho é apresentado um sensor eletroquimico para detec¢céo do oxido
de cariofileno baseado em EPC modificado com MIP. Foram realizados estudos sobre
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aspectos morfologicos e estruturais do MIP sintetizado através da caracterizagdo com
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e analises termogravimétrica (TG). O sensor
eletroquimico desenvolvido apresentou um excelente desempenho com potencial
aplicacao tecnolbgica para qualificacao e controle de 6leos-resinas e extratos vegetais
com aplicagdes nas industrias cosmética e farmacéutica.

2| EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

Oxido de cariofileno, acido acrilico (AA), dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA),
2,2’-azo-bis-isobutironitrilo (AIBN), metanol e acetonitrila foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (Steinheim, Alemanha). Todos os reagentes séo de grau analitico e foram
utilizados como adquiridos. Todas as solu¢des foram preparadas usando agua Milli-Q
da Millipore (Billerica, MA, EUA).

2.2 Sintese do MIP

A sintese do MIP foi realizada utilizando o procedimento relatado por Pardeshi
(PARDESHI et al. 2012). Primeiramente, a molécula-molde 6xido de cariofileno (1 mmol)
e o mondmero funcional AA (4 mmol) foram adicionados com 10 mL de acetonitrila em
tubo de vidro com a tampa de rosca. Posteriormente, o agente reticulante EGDMA
(40 mmol) e o iniciador AIBN (0,3 mmol) foram adicionados. A mistura foi purgada
com nitrogénio durante 10 min antes de ser colocada para polimerizar durante 24
h imersa em banho termostéatico a 60 °C. Ap6s a polimerizagéo, o MIP sintetizado
foi macerado em argamassa Agatha por 5 min, misturado com metanol e colocado
no banho ultrassdnico por 15 min; este procedimento foi repetido para remover a
molécula molde da matriz polimérica. A Figura 1 mostra a representagéo esquematica
do funcionamento da MIP antes e depois da extragcdo da molécula molde.

O polimero nao impresso (Non Imprinted Polymer - NIP) foi sintetizado seguindo
a mesmo procedimento descrito acima sem a molécula molde.

B-cariofilenc

hedoserico L el .

ECGMA
Salvente A~

Iniciador AIBN

Figura 1: Esquema de sintese e interacdo do 6xido de cariofileno com MIP.
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2.3 Métodos de caracterizacao

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos por meio de um
espectrdmetro de infravermelho com transformada de Fourier modelo Nicolet IR 200,
operando no modo de transmissao entre 4000 e 400 cm'. Cada amostra foi misturada
com KBr na proporc¢éo 1:100 e prensada em disco na pressao 80 KN por 2 min.

As andlises de Termogravimetria (TGA) foram realizadas em um SDT Q600 da
Ta Instrument, localizado no laboratério de Ensaios Fisico-Quimicos/FT/UFAM. Todas
as amostras foram aferidas a aproximadamente 10 mg, a taxa de aquecimento foi de
10 °C/min até a temperatura final de 600°C, com fluxo de gas N 5.0 de 30 ml/min. O
cadinho utilizado nos testes foi 0 de alumina de 90 microlitros sem tampa.

A analise morfoldgica foi realizada por Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV) para avaliar as caracteristicas morfologicas das particulas e suas respectivas
superficies dos MIPs, como também dos NIPs. As morfologias dos polimeros foram
avaliadas a partir da MEV usando o microscépio de varredura eletrénica (modelo LEO
— 435 VP, Zeiss, Oberkochen, Germany) com voltagem de aceleracao de 30 kV.

A caracterizacao eletroquimica foi realizada no AUTOLAB® PGSTAT 204 N
(Metrohm Autolab) com o NOVA 2.1 com fio de platina como contra-eletrodo, Ag / AgClI
como eletrodo de referéncia e EPC comercial (diametro de 3,00 mm, com cavidade de
2 mm de profundidade) como eletrodo de trabalho.

2.4 Preparacao dos eletrodos

A pasta de carbono modificada foi preparada pela mistura de 0,025 g de negro de
fumo, 0,025 g de MIP ap6s a remog¢ao do molde e 0,100 g de resina epdxi bicomponente,
com a adicado de 15 uL de ciclohexanona. A pasta resultante foi entdo empacotada
firmemente na cavidade do eletrodo. Os eletrodos foram deixados a temperatura
ambiente para solidificacéo e o excesso de material solidificado foi cuidadosamente
removido com lixa (grao 4000). Para estudos comparativos, a EPC modificada com
NIP foi preparada seguindo o mesmo procedimento.

2.5 Caracterizacao eletroquimica

A caracterizacao eletroquimica foi realizada por Voltametria Ciclica (VC) com
potenciais entre -1V e 1V, velocidade de varredura de 25 mV em 10 mL de K,[Fe(CN),}/
K,[Fe(CN), (5 mM) e KCI (0,2 M). Para a determinagéo do EPC, os EPC foram imersos
por 5 min em solu¢des contendo diferentes concentra¢des de (3-cariofileno, seguido da
remocao do excesso de solugdo da superficie do eletrodo por imersao por 10 s em
metanol. A medic&o eletroquimica foi realizada utilizando a técnica de Voltametria de
Onda Quadrada (VOQ) com os seguintes parametros: potencial de varredura de -0,1 a
0,7 V, amplitude de modulacéo de 0,02 V, etapa de 0,005 V e frequéncia de 25 Hz. As
medigOes foram realizadas em 10 mL de K [Fe(CN),J/K,[Fe(CN), (5 mM) e KCI (0,2 M).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao funcional, morfolégica e estrutural dos MIP’s

Com o objetivo de aprofundar nos aspectos funcionais, morfolégicos e estruturais
diferentes técnicas de caracterizacgao fisico-quimicas foram utilizadas. A espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF) € uma técnica que possibilita os
estudos dos modos vibracionais nos grupos funcionais. Neste sentido, foi realizado um
estudo comparativo que possibilitou aprofundar nos mecanismos de funcionamento
do MIP, assim como, a caracterizagcdo das espécies quimicas envolvidas. A figura 2
mostra os espectros IV-TF do 6xido de cariofileno, do NIP (poli(acido acrilico)) e do
MIP antes e depois de extraida a molécula molde 6xido de cariofileno.
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Figura 2: Espectros de IV-TF de 6xido de cariofileno, NIP, e MIP antes e depois da extracéo da
molécula molde.

No espectro IV-TF do 6xido de cariofileno, Figura 2, é observado um estiramento
vibracional (=C-H) em 3071 cm™" e estiramentos de vibracbes assimétricas (2936
cm™ e simétricas (2859 cm™) caracteristicas do CH, (SCHULZ & BARANSKA, 2007).
Foi identificado o estiramento C=C (1633 cm™) referente a ligagdo dupla que esta fora
do anel terpénico, assim como, a banda de absor¢ao angular simétrica no plano em
(1451 cm™) do CH, ligado ao carbono da dupla ligagéo fora do anel e picos duplos
(1383 e 1368 cm™) das vibragdes de deformagGes simétricas do CH, atribuidas as
duas metilas ligadas ao anel ciclobutano. O estiramento em 1671 cm™ referente a
frequéncia de absorcao de grupo alquila ligado diretamente a ligacédo dupla do anel foi
detectado (LIU et. al., 2013). Também a vibragdo acentuada em 886 cm é caracteristica
a deformacéo do =C-H fora do plano (SCHULZ & BARANSKA, 2007; LIU et. al., 2013;
SCHULZ et. al., 2003; PAVIA et. al., 2015).

No espectro FTIR do NIP foi identificada uma proeminente banda de absorcao
atribuida ao estiramento -OH em 3400 cm, assim como, vibragbes assimétricas (2961
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cm™) e simeétricas (2918 cm") caracteristicas de CH, e um pequeno estiramento em 1633
cm referente a dupla ligagdo (C=C). Em 1724 cm™ é observada a banda vibracional
referente ao grupo carboxila (C=0) do &cido carboxilico, que originariamente era
uma banda de estiramento a 1670 cm™' e esta variacdo de energia do grupo funcional
indica o envolvimento do grupo carboxilico na formacao do polimero (UMEMURA &
HAYASHI, 1974; RAVICHANDRAN et. al., 2004).

A analise comparativa entre os espectros de IV-TR do NIP e do MIP depois da
extragdo da molécula molde permitiu identificar bandas similares. Contudo, ao comparar
os espectros do MIP antes e depois da extracdo, é possivel verificar a contribuicdo do
oxido de cariofileno devido a presenca de estiramentos caracteristicos no espectro do
MIP antes da extracéo, Figura 3.
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Figura 3: Espectros IV-TF do MIP antes e depois da extracdo do 6xido de cariofileno.

No espectro do MIP depois da extracéo do 6xido de cariofileno, Figura 3, ocorre
uma reducéo nas intensidades das bandas atribuidas a vibracdo de deformacéo axial
de grupos C=C, e nas regides das vibracbes assimétricas (2936 cm™) e simétricas
(2958 cm™) tipicas de CH, quando comparado ao espectro do MIP antes da extragéo.
A diminuicdo nas intensidades foi corroborada através de estudo termogravimétrico
comparativo que mostrou 57% de perda de massa atribuida a perda de éxido de
carifioleno, Figura 4.
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Figura 4. Termogramas do 6xido de cariofileno, NIP e MIP antes de depois da extracéo do 6xido
de cariofileno.

Nos termogramas da Figura 4 pode ser verificado que o NIP e o MIP depois
da extracdo da molécula molde apresentam uma perda de massa em 100 °C
correspondente a 2% da massa inicial atribuido ao desprendimento de agua de
absorcéo da matriz polimérica e de solvente residual. Na faixa de temperatura entre
238 a 440 °C observam-se duas perdas de massas consecutivas, que correspondem
aproximadamente a 94% de perda de massa e que foram atribuidas a decomposicéo
dos polimeros poli(acido acrilico) (SANTOS et al., 2009; MATAet al., 2014; MARESTONI
et. al., 2014).

No termograma do MIP antes da extragcdo da molécula molde sdo observadas
perdas de massas entre 35 °C e 185 °C atribuida a decomposicao do Oxido de
cariofileno que representa 57% de massa e perdas de massa entre 238 e 440 °C que
corresponde ao 42% relacionadas a degradacao do MIP. Por outro lado, o termograma
do 6xido de cariofileno mostrou perda de massa de 94% no intervalo entre 92 e 200 °C.
Estudos anteriores reportaram que os constituintes terpénicos da mesma classe que
do éxido de cariofileno apresentaram comportamento termogravimétrico semelhante
(HIJO et. al., 2015; FELIX et. al., 2017).

ApOs a caracterizagcao estrutural dos polimeros NIP e MIP por IV-TF e TG, foi
possivel observar a formacao de estruturas porosas no MIP depois da extracdo do
Oxido cariofileno pela técnica de MEV.

A caracterizagdo morfolégica do NIP e do MIP, depois de extraida a molécula
molde, foi realizada mediante a microscopia eletronica de varredura e possibilitou
visualizar as estruturas caracteristicas destes materiais, Figura 5.
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Figura 5: Imagens de microscopia eletrénica de varredura do NIP a) e do MIP depois da
extracdo oxido de cariofileno b).

Na Figura 5a) é possivel identificar que a superficie do NIP possui uma
morfologia lisa e continua com crescimento de graos incipientes e estruturas néo
porosas (BELTRAN et al., 2010). Por outro lado, na Figura 5b) s&o observados
graos definidos e de tamanho médio de 100 nm, com morfologia irregular e porosa e
estrutura caracteristica em MIP depois da extracdo da molécula molde (FEAS et al.,
2009) (BELTRAN et al., 2010).

A estrutura porosa observada na Figura 5b) esta relacionada com a saida do
Oxido de cariofileno da matriz polimérica. O éxido de cariofileno, que constitui a molécula
molde, pertence ao grupo dos sesquiterpenos e apresenta estrutura apolar apesar
de possuir um grupo epoxido no seu esqueleto carbdnico. No entanto, a interacéao
entre a matriz polimérica, que é formada pelo poli(acido acrilico) e a molécula molde é
considerada como nao-covalente (Ye L. &« MOSBACH 2008; Ye L et. al.,2001;ARSHADY
& MOSBACH, 1981; SHIMA et. al., 2014) A interacdo de moléculas terpénicas ou
apolares foi descrito por Asasuna et. Al., (2004) que observaram que a interacdo da
matriz polimérica no MIP com moléculas de dioxina era do tipo hidrofobica. Chen et.
al., (2014), estudou a detecgao do terpeno a-pineno e sugeriu que as principais forcas
de ligacéo entre o monoterpeno, a-pineno, e a matriz polimérica séo as forcas fracas
de Van Der Walls.

3.2 Caracterizacao eletroquimica do sensor para 6xido de cariofileno

3.2.1 Eletrodo de pasta de carbono (EPC) modificado com MIP

EPC modificados com NIP e MIP foram estudados mediante o emprego da
técnica de voltametria ciclica. Devido as caracteristicas apolares da molécula de 6xido
de cariofileno foram realizados os estudos eletroquimicos com método de detecgao
indireta, medindo a resposta eletroquimica da solugéo do par redox [Fe(CN) >+,
Figura 6.
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Figura 6: Voltamogramas dos EPC modificados com NIP e MIP antes e depois da extracéo.

A Figura 6 mostra que o voltamograma relacionado com o eletrodo NIP nao
apresentou o perfil caracteristico do par redox [Fe(CN),J***-. Contudo, o voltamograma
do eletrodo modificado com MIP depois da extracao, apresentou o perfil caracteristico
do par [Fe(CN)J*"* devido a formacédo de sitios ativos que possibilitam a difuséo
das espécies através das cavidades formadas no MIP pela extracdo da molécula
molde facilitando as reagbes de transferéncia de elétrons sobre superficie do eletrodo
(TARLEY et al., 2005). O NIP é sintetizado através de mecanismo de condensacéo
radicalar com a formacéo de estruturas ndo porosas com a auséncia de cavidades,
que possibilitem o processo de difusdo do par redox [Fe(CN).J**. A morfologia das
estruturas de NIP e MIP pode ser observada nas imagens de MEV da Figura 5.

3.2.2 Detecgcdo do oxido de cariofileno

O processo de reconhecimento do 6xido de cariofileno foi realizado mediante o
emprego da técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ). Os EPC modificados
com MIP foram colocados em contato com solucbes de Oxido de cariofileno de
diferentes concentracdes por cinco minutos, e posteriormente imerso em metanol por
dez segundos para retirar o excesso de residuo da solugao ao redor do eletrodo.

Assim como foi realizada na caracterizacéo do eletrodo, na detecgéo do 6xido de
cariofileno, também foi empregado o método de deteccéao indireta, medindo a resposta
eletroquimica da solugéo do par redox [Fe(CN) J***-, Figura 7.
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Figura 7: a) VOQ do sensor para 6xido de cariofileno baseado em MIP em diferentes
concentragdes de Oxido de cariofileno. Faixa de concentragdes de 6xido de cariofileno
utilizadas, a — f: 3,5x10-8, 5x10-8, 7,5x10-8, 1,5x10-7, 2,5x10-7 e 3,5x10-7 M,
respectivamente. b) Relagéo log C vs corrente.

A Figura 7a mostra que na medida que as concentrac¢des das solugcdes de 6xido
de cariofileno aumentam ocorre uma diminuicdo nos valores de correntes nos picos
anddicos. Esta resposta esté relacionada com o progressivo incremento na ocupagao
das cavidades do MIP pela incorporacdo das moléculas de éxido de cariofileno que
limitam a difus&o do par [Fe(CN)_]***. Foram plotados os valores de corrente de pico
versus ao logaritmo da concentragao e obtida a equagao de regressao para [, (UA) =
0,017 log C + 0,072 com R? = 0,9828, Figura 7b. O limite de deteccéo do eletrodo foi
de 0,42 ug/L.

Kanetal., (2012) e Luo et al., (2014) reportam a diminuicédo da corrente em sensor
para hemoglobina bovina e observaram a relagao entre 0 aumento da concentracao
da proteina com a diminuigéo da corrente de pico do par [Fe(CN).J***. Resultados
semelhantes também foram observados por Betatache et. al., (2013), na determinacéo
de testosterona, Duan, et. al., (2013) no estudo sobre detec¢ao de epigalocatequina-3-
galato em chas, e Chen et. al., (2013) na detecg¢édo de 4-nonifenol.

3.2.3 Teste de detecgcdo do oxido de cariofileno em amostra de Copaiba

Foram preparadas duas solu¢des deste 6leo copaiba, 1x107 e 3x107 mol/L,
e posteriormente realizadas as medidas eletroquimicas em ftriplicata para cada
concentragéo, com a técnica de VOQ, utilizando o mesmo procedimento realizado
na determinacédo da curva de calibragcdo das solugcbes de 6xido de cariofileno. Os
resultados das medidas em 6leo de copaiba, foram adicionados no resultado da curva
de calibracédo obtida para o 6xido de cariofileno, como pode ser observado na figura
8 abaixo.
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Figura 8: Aplicacao real: testes de deteccéo do 6xido de cariofileno em amostra de 6leo de
copaiba in natura. A - Triplicata da concentragéo de 1x107 mol/L; B — Triplicata da concentracao
de 3,5x107 mol/L.

Como foi observado na Figura 8, as correntes de picos correspondentes a
concentracdo 1x107 mol/L, apresentaram valores de correntes préximos ao que foi
encontrado para a solucéo 1,5x10~7 mol/L de éxido de cariofileno, e as respostas dos
picos correntes referente a solucao 3,5x107 mol/L de copaiba, exibiram valores de
correntes aproximados ao observado na concentracéo 2,5x107 mol/L da solugao de
Oxido de cariofileno.

Estes resultados mostram a possibilidade de aplicacdo do sensor para o 6xido de
cariofileno em amostras de 6leo de copaiba.

CONCLUSAO

O desenvolvimento de um novo sensor para a deteccéo de 6xido de cariofileno
baseado em EPC modificada com MIP foi apresentado. O NIP e o MIP sintetizados
foram caracterizados estruturalmente mostrando a formacéo de estrutura porosa
no MIP apés a remocgao do éxido de cariofileno. A caracterizacdo espectroscopica
possibilitou demonstrar as caracteristicas funcionais da MIP sintetizada antes e apds
a extracado da molécula molde.

As técnicas eletroquimicas como CV permitiram aprofundar os mecanismos de
reconhecimento molecular e as caracteristicas eletroativas do 6xido de cariofileno.
A deteccdo do 6xido de cariofileno foi realizada através do VOQ que permitiu a
deteccdo em um intervalo de concentracao entre 1,5x10-" mol/Le 7,5 x 107 M com o
coeficiente de correlagao de 0,9916. Esses resultados mostraram o grande potencial
de monitoramento do conteudo do Oxido de cariofileno em processos tecnologicos e
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na predicdo da qualidade de extratos, 6leos e resinas de plantas.
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