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@@@ Todo o contelido deste livro esta licenciado sob uma Licenca de
Atribuicdo  Creative ~ Commons.  Atribuicdo-Nao-Comercial-

NaoDerivativos 4.0 Internacional (CC BY-NC-ND 4.0).

O contelido dos artigos e seus dados em sua forma, correcdo e confiabilidade sao de
responsabilidade exclusiva dos autores, inclusive nao representam necessariamente a posicao
oficial da Atena Editora. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam
atribuidos créditos aos autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou
utiliza-la para fins comerciais.

Todos os manuscritos foram previamente submetidos a avaliacdo cega pelos pares, membros
do Conselho Editorial desta Editora, tendo sido aprovados para a publicacao com base em
critérios de neutralidade e imparcialidade académica.

A Atena Editora € comprometida em garantir a integridade editorial em todas as etapas do
processo de publicagao, evitando plagio, dados ou resultados fraudulentos e impedindo que
interesses financeiros comprometam os padrdes éticos da publicacédo. Situagdes suspeitas de
ma conduta cientifica serdo investigadas sob o0 mais alto padrao de rigor académico e ético.

Conselho Editorial

Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia do Parana
Prof. Dr. Américo Junior Nunes da Silva - Universidade do Estado da Bahia
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Prof. Dr. Carlos Antonio de Souza Moraes - Universidade Federal Fluminense

Prof. Dr. Criséstomo Lima do Nascimento - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof. Dr. Daniel Richard Sant’Ana - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Ronddnia

Prof® Dr® Dilma Antunes Silva - Universidade Federal de Sao Paulo

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Elson Ferreira Costa - Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Gustavo Henrique Cepolini Ferreira - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® lvone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice
Prof. Dr. Jadson Correia de Oliveira - Universidade Cat6lica do Salvador

Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr? Lina Maria Gongalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Luis Ricardo Fernandes da Costa - Universidade Estadual de Montes Claros
Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Pontificia Universidade Catélica de Campinas
Prof® Dr® Maria Luzia da Silva Santana - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Pablo Ricardo de Lima Falcéo - Universidade de Pernambuco

Prof? Dr? Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr? Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa
Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Saulo Cerqueira de Aguiar Soares - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Urandi Joao Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof® Dr® Vanessa Ribeiro Simon Cavalcanti - Universidade Catélica do Salvador

Prof. Dr. William Cleber Domingues Silva - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Arinaldo Pereira da Silva - Universidade Federal do Sul e Sudeste do Para
Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias

Prof® Dr® Carla Cristina Bauermann Brasil - Universidade Federal de Santa Maria
Prof. Dr. Cleberton Correia Santos - Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazénia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vicosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof. Dr. Fagner Cavalcante Patrocinio dos Santos - Universidade Federal do Ceara
Prof® Dr® Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof. Dr. Jael Soares Batista - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Jayme Augusto Peres - Universidade Estadual do Centro-Oeste

Prof. Dr. Jalio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof® Dr® Lina Raquel Santos Araujo - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Pedro Manuel Villa - Universidade Federal de Vicosa

Prof? Dr? Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof Dr? Talita de Santos Matos - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Tiago da Silva Teéfilo - Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas
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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Llcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

A proposta implicita nessa coletanea fundamenta-se numa valorizacdo eclética da
pluralidade e diversidade, que reline pesquisas que envolvem diversas linhas de abordagem,
destacando-se por meio de tendéncias de estudos envolvendo a Ciéncia “Quimica”. Tendo
como propésito principal disseminar e divulgar no meio académico, envolvido com tal
Ciéncia, informacdes provenientes de estudos e pesquisas desenvolvidas pela comunidade
académica contemporanea.

O e-book “A Geracdo de Novos Conhecimentos na Quimica”, esta dividido em
dois volumes, totalizando 46 artigos cientificos, destacando-se tematicas pesquisadas
e discutidas por estudantes, professores e pesquisadores. Os quais evidenciam, artigos
tedricos e pesquisas de campo, abrangendo a linha de Ensino e diversas outras linhas de
estudo, que se desenvolveram por meio de pesquisas laboratoriais.

O volume | aborda tendéncias, envolvidos com a area de Ensino de Quimica, os
quais dao énfase as seguintes abordagens: Ensino Remoto, Experimentacdo, Concepcgbes
Pedagobgicas, Bioinformatica, Contextualizacdo, Jogos Ludicos, Redes Sociais,
Epistemologia, Formacéo de Professores, Habilidades e Competéncias e Metodologias
utilizadas no processo de Ensino e Aprendizagem.

O volume Il aborda tematicas de cunho experimental, desenvolvidas e comprovadas
por meio das andlises desenvolvidas em diferentes universidades brasileiras, dando
énfase a: Quimica Inorgénica, Eletroquimica, Quimica Orgénica, Quimica dos Alimentos,
Quimiometria, Quimica Analitica, Quimica Biolégica, Nanoquimica e Processos Corrosivos.

A coletanea ¢ indicada para aqueles (estudantes, professores e pesquisadores)
envolvidos com a Ciéncia “Quimica”, que anseiam por intermédio de informagdes atualizadas,
apropriarem-se de novas informagdes, correlacionadas a pesquisas académicas, tendo
desta forma, novas bases de estudo e investigacéo para a aquisi¢céo e construcéo de novos
conhecimentos.

Excelente leitura!

Eleonora Celli Carioca Arenare
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RESUMO: Varios ramos da industria utilizam
0 6leo como matéria-prima, tornando-o assim,
importante insumo para o setor. No tocante ao
consumoalimenticio, ele pode possibilitardiversos
beneficios se utilizado com moderacdo. H4 uma
amplitude de técnicas que sédo empregadas na
extracdo de Oleos, bem como a extragéo a) por
solvente; b) por prensagem; c) por liofilizagao,
etc. Tem-se como objetivo na presente pesquisa,
a realizagédo de analises bromatolégicas a fim de
determinar se os métodos empregados para a
extracdo, atendem as exigéncias da resolugédo n°
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270, de 22 de setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Para
tanto, propde-se a estruturagéo de dois métodos distintos para a extracdo de 6leo de coco
(Cocos nucifera L.) e de abacate (Persea americana Mill) extra virgem — sem a utilizagao
de solventes quimicos que podem ser nocivos a saude —, sendo estes: 1) a extracao por
decantacdo, para o 6leo de coco; 2) e a extrag@o por secagem, para o 0leo de abacate, tendo
como aporte as metodologias propostas por Pinho e Souza (2018) e por Dors (2013). Todos
os parametros analisados mantiveram-se dentro do permitido pela legislacéo vigente, com
excecao do indice de acidez do 6leo de coco, que obteve uma média de 1,42% — a média
permitida é de até 1% de acido oleico/100g de 6leo —, devido a problemas atinentes ao
armazenamento. Por fim, com a analise dos indices obtidos, pdde-se verificar a eficacia de
ambas as metodologias.

Palavras - chave: Legislacéo; Decantacdo; Secagem; Analise; Qualidade.

BROMATOLOGICAL ANALYSIS OF COCONUT OIL (Cocos nucifera L.) AND
AVOCADO OIL (Persea americana Mill.)

ABSTRACT: Several branches of industry use oil as raw material, thus making it an important
input for the sector. With regard to food consumption, it can enable several benefits if used
in moderation. There is a range of techniques that are used in the extraction of oils, as well
as extraction: a) by solvent; b) by pressing; c) by lyophilization, etc. This research aims to
determine whether the methods used for extraction meet the requirements of resolution No.
270, September 22, 2005, of the National Health Surveillance Agency (ANVISA). Therefore,
it is proposed to structure two distinct methods for the extraction of extra virgin coconut oil
(Cocos nucifera L.) and avocado oil (Persea americana Mill.) — without the use chemical
solvents that can be harmful to health —, which are: 1) extraction by decanting, for coconut
oil; 2) and extraction by drying, for avocado oil. All the parameters analyzed remained within
the permitted by current legislation, except the coconut oil acidity index which obtained an
average of 1,42% — the allowed average is up to 1% oleic acid/100g of oil — due to problems
related storage. Finally, it was possible to verify the effectiveness of both methodologies with
the analysis of the evidences obtained.

KEYWORDS: Legislation; Decantation; Drying; Analyze; Quality.

11 INTRODUGAO

O 6leo é reconhecido como o insumo de maior consumo no mundo, que pode ser
encontrado tanto no setor alimenticio quanto ndo-alimenticio, sendo a sustentagéo para a
indUstria oleoquimica, pertencente a crescente area da “quimica verde”, devido ao fato de
ser um excelente substituto para os derivados de petréleo. O consumo de 6leos vegetais
na dieta diaria é de extrema relevancia para o homem, considerando a sua consideravel
qualidade nutritiva, uma vez que estes sdo ricos em acidos graxos e nutrientes, tais como
a Vitamina E e Omega-3 (Centro De Gestdo E Estudos Estratégicos, 2010).

Nesse sentido, existe certa variedade de 6leos vegetais no mercado, dentre eles, o
6leo de coco e 6leo de abacate, atrelado ao fato de ambos possuirem muitas propriedades
lipidicas (Diana, 2018). O 6leo de coco (Cocos nucifera L.) € composto por acido laurico,
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pertencente aos triglicerideos de cadeia média (TCM), e por essa razao, tem o diferencial
de ser rapidamente metabolizada. Ha estudos que demonstram que o éleo de coco pode,
também, colaborar com a diminuigéo dos niveis de triglicéride e das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e com o aumento dos niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL) no
sangue, contribuindo com a saude cardiovascular (Santos et al., 2013). O 6leo de abacate
(Persea americana Mill.), por sua vez, pode ser comparado ao 6leo retirado da oliva no
tocante a riqueza de vitaminas. O teor de proteinas de 1,14% permite classificar o abacate
dentre as frutas mais ricas em nutrientes, além de conter um alto teor de fibras e sais
minerais, destacando-se 0 potassio e sua riqueza em acidos graxos e 6mega-9. O abacate
€ rico em &cido oleico e o consumo de alimentos ricos em acidos oleicos reduz os niveis
de fibrinogénio do plasma - onde o fibrinogénio & uma proteina que tende a desenvolver
lesdes arteriais (Ferrari, 2015).

Os processos de extracdo dos 6leos vegetais dependem da matéria-prima a ser
utilizada. De modo geral, a extracéo € dividida em dois métodos: a extragdo por solvente,
que gera os O6leos refinados (comumente vendido nos supermercados), e a extragao por
prensagem, que tem como produto final os éleos extra virgem. A extragdo por prensagem
remete a um método rudimentar que € utilizado desde a idade média. Nesse processo, o
material € submetido ao esmagamento sob presséo que facilita 0 escoamento do éleo. Para
a industria, esse procedimento é ineficaz, pois parte do produto néo é utilizado e possui um
baixo rendimento. Em escala comercial, € empregado o método de extragao por solvente,
que consiste na trituracao do vegetal e adi¢cdo do solvente, sendo mais comum a utilizacéo
do hexano (Prado, 2014). Por sua vez, o hexano pertence a classe dos hidrocarbonetos
alcanos e é considerado um composto toxico, visto que pode causar dor de cabeca,
nauseas, tonturas, perturbagdes visuais, auditivas e irritacdo dérmica. A exposi¢cao crénica
pode levar a doencgas cardiovasculares, respiratérias e desordem no sangue, de acordo
com a Ficha de Informagdes de Seguranca dos Produtos Quimicos (FISPQ). Quando um
6leo é extraido por solvente, ele passa pelo processo de refinamento, que utiliza uma
série de produtos quimicos para a retirada de possiveis particulas de hexano, além de
branqueé-lo, desodoriza-lo e aromatiza-lo. Dessa maneira, o 6leo acaba perdendo muitas
propriedades, tornando a técnica de prensagem a melhor aliada ao consumo potencializado
dos nutrientes que os 6leos vegetais podem oferecer (Dors, 2016).

No que diz respeito aos 6leos consumidos na alimentagéo diaria, faz-se necessario
o controle de qualidade do produto consumido, certificando que a mercadoria final possua
uma acidez adequada, assim como a densidade, o indice de componentes toxicos, entre
outros parametros que analisam e estabelecem se o fruto da indastria é realmente proprio
para a utilizagédo. Destarte, para todos esses parametros, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) define uma porcentagem maxima e minima de nutrientes e indices que
os 6leos devem conter para serem considerados proprios para o consumo (Trancoso, 2013).

Tanto os Oleos refinados quanto os 6leos extra virgem possuem instru¢cdes normativas
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especificas para sua producdo, que foram determinadas pelo Ministério Da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento. Os 6leos extra virgem sdo considerados produtos orgénicos,
que pela legislacédo brasileira, sdo produtos in natura ou processados que s&o provenientes
de extracdes sustentaveis sem causar danos ao meio ambiente e ao consumidor final
(Brasil, 2003). O controle de qualidade é imprescindivel para assegurar a qualidade do
produto que o consumidor leva, além de garantir a credibilidade da empresa produtora da
mercadoria final (IBD Certificagbes, 2013).

Diante do exposto, tem-se como objetivo, neste trabalho, analisar dois métodos
de extracdo do 6leo de duas frutas que sdo habitualmente utilizadas, coco e abacate,
considerando seus teores de umidade e consisténcias. Para a escolha dos métodos, levou-
se em consideracéo, aqueles que permitissem uma menor degradacéo das propriedades
das frutas. Ainda, visou-se contrapor os resultados obtidos através das analises do 6leo de
coco e do 6leo de abacate com os parametros determinados pela resolugéo n° 270, de 22
de setembro de 2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Extracéao

As amostras de 6leo foram obtidas com base em duas técnicas distintas propostas
por Pinho e Souza (2018) e por Dors (2013), sendo utilizada a extragdo por decantagédo
para obtencédo do 6leo de coco e extracdo por secagem para obtencéo do 6leo abacate.

2.1.1 Extracdo de d6leo de Coco

Separou-se a polpa de 5 cocos da agua, pesou-se a polpa (876 g) em uma balanca
€ a reservou para uso posterior. Levou-se os pedacgos de coco ao triturador adicionando a
agua reservada. Filtrou-se o sumo do coco com o auxilio de gazes a fim de retirar todo o
leite. Colocou-se o leite de coco em um balédo de destilacao o deixando em repouso por 48
horas ao abrigo de luz visando a fermentagéo. Apds o periodo de fermentagéo, decantou-
se o leite da gordura suspensa, reservando-a em um béquer. Aqueceu-se o0 béquer em
banho maria com o auxilio de uma manta aquecedora, vigiando para que a temperatura
nao ultrapassasse 50° C até a fase solida se liquefazer.

2.1.2 Extragdo de dleo de Abacate

Retirou-se a polpa de quatro abacates (1,358 kg) levando-as a um mixer, triturando a
polpa até a mesma ficar com um aspecto pastoso e uniforme. Armazenou-se a polpa em um
béquer, o levando a uma estufa a uma temperatura de 50°C durante o periodo de 5 horas.
Colocou-se as raspas de abacate em uma gaze, espremendo-a para obter, assim, o 6leo.
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2.2 Analise bromatoldgica

As técnicas de analise nessa pesquisa, seguiram as metodologias normativas
determinadas pela American Oil Chemists Society (A.O.C.S.). Foram utilizados seis (6)
parametros de analise, sendo esses, o teor de umidade (Ba 2a-38), a densidade (Cc 10a-
25), os indices de peroxido (Cd 8-53), iodo (Cd 1-25) acidez (Ca 5-40) e saponificacdo (Cd
3-25).

2.2.1 Teor de umidade

Pesou-se 5g da amostra em uma capsula de porcelana, levando-a a estufa por uma
hora a 105°C. Decorrido o tempo, resfriou-se a amostra em um dessecador. Repetindo o
processo até que a massa se mantivesse constante.

2.2.2 Densidade

Filtrou-se a amostra, aquecendo-a até 23°C. Aferiu-se a massa de um picnémetro
vazio, preenchendo-o, posteriormente, com a amostra. Tampou-se e o colocou em banho-
maria na temperatura de 25 + 0,1°C. Removeu-se com cuidado o 6leo que havia escorrido
pela lateral do recipiente. Pesou-se o picnédmetro e calculou-lhe a densidade.

2.2.3 Indices de peréxido, iodo, acidez e saponificacdo

Para determinar o indice de peroxido, pesou-se 5g da amostra em um erlenmeyer
de 250mL. Adicionando 30mL de uma solucéo de &cido acético-cloroférmio 3:2, agitando-o
até a dissolugédo da amostra. Adicionou-se 0,5mL de solugéo saturada de KI, deixando-a em
repouso ao abrigo da luz por exato um minuto. Acrescentou-se 30mL de agua, titulando-o
com uma solucdo de tiossulfato de sodio 0,1M em constante agitacdo. Continuou-se a
titulacdo até que a coloracdo amarela enfraquecesse completamente. Adicionou-se
0,5mL de solugédo de amido indicadora, prosseguindo com a titulagdo até o completo
desaparecimento da coloragdo azul. Preparou-se uma prova em branco nas mesmas
condicoes.

Para determinar o indice de iodo, pesou-se em um erlenmeyer de 500g, 5g da
amostra, adicionando 10mL de tetracloro de carbono agitando até total diluicdo. Apos a
diluicdo da solugéo, adicionou-se 25mL da solucdo de wijs (iodo e cloro), abrigando da luz
por 30 minutos. Passado o tempo, colocou-se 10mL de KI 15% e 100mL de agua destilada
na amostra. Titulou-se com uma solucao de tiossulfato de sédio 0,01M até o aparecimento
de uma coloracéo amarelada. Adicionou-se 3mL da solu¢do de amido, mudando assim, a
coloracao para azul intenso. Continuou-se a titulagcao até que o azul desaparecesse.

Para determinar o indice de acidez, pesou-se 1g do 6leo em um erlenmeyer,
adicionando em seguida 25mL de uma solugdo de éter etilico com alcool etilico (2:1).
Adicionou-se 3 gotas de fenolftaleina, titulando com NaOH 0,01M e agitando, até o
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aparecimento da coloragéo résea, por 30 segundos.

Para o indice de saponificacdo, pesou-se 1,2g da amostra em um erlenmeyer,
adicionando, posteriormente, 25mL de KOH. Adicionou-se fenolftaleina e a titulou com HCI
0,5M até a cor rosada desaparecer. A anélise estatisticas dos dados coletados foi realizada
de maneira quantitativa, através das médias +/- desvio padréo e interferecional, por meio
do teste da ANOVA para comparacgao entre grupos. O intervalo de confianca foi de 95%, e
o nivel de significancia (probabilidade) de erros na analise, p < 0,05. Os resultados foram
quantificados e expressos atraveés tabelas utilizando o software estatistico Origin 2016.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracao

Para realizar a extragcédo do éleo de coco, foi necessario que o coco passasse por
diversas etapas, tendo como etapa critica, a fermentagéo do leite, visto que promove a
degradacado através do “processo de coalhadura”, visando reduzir o teor de lactose
(Greenwood, 2015).

Na Figura 1, pode-se observar algumas etapas do processo de extracédo do 6leo de
coco. Durante a decantacéo (a), foi possivel verificar a formacéo de trés fases: a fase mais
préxima ao bico, 12 fase, formou-se por residuos do endocarpo do fruto; ja a 22, constituiu-
se do soro do leite, que € um subproduto com turbidez e coloragdo amarelada, sendo rico
em aminoacidos e lactose (Zanin, 2007); por fim, a 3% fase é a fase sobrenadante formada,
grosso modo, por gordura, sendo esse, 0 subproduto de interesse. O método empregado
permitiu que o leite fermentasse, provocando, assim, a modificacdo da estrutura do leite
de coco através da quebra de grandes particulas de gordura, transformando-as em
particulas menores. A partir disso, as proteinas presentes no leite entornam-se ao redor
das particulas viabilizando a melhor distribuicdo da gordura (Greenwood, 2015). A fim da
obtencéo do 6leo do coco, submeteu-se a gordura a um aquecimento controlado a 105°C
(b), proporcionando a desidrogenagdo da cadeia carbdnica e formando glicerideos de
acidos insaturados, viabilizando, assim, a conversédo da gordura em 6leo. Decorrido 35
minutos de aquecimento, obteve-se cerca de110 mL de 6leo (c).

A Geragéo de Novos Conhecimentos na Quimica 2 Capitulo 1 _



Figura 1 - Extragéo de 6leo de coco. a) Processo de extragédo do 6leo de coco através de
decantacéo. b) Aquecimento da gordura do coco. c) Oleo de coco.

Fonte: autor (2020)

Para extrair o 6leo do abacate empregou-se o0 método de secagem, cuja escolha
da técnica se justifica pelo fato de sua polpa ser extremamente cremosa devido a grande
porcentagem de agua em sua composicao, sendo cerca de 72% (Sampaio, 2008). A
secagem permitiu que boa parte da agua contida no fruto evaporasse e permanecesse
apenas o 6leo.

Figura 2 - Processo de extragdo do 6leo de abacate — a) trituragdo da polpa de abacate; b)
oxidagéo da polpa; c) 6leo de abacate.

Fonte: autor (2020)
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Na Figura 2, que apresenta algumas etapas do processo de extracdo do 6leo de
abacate, tem-se (a) a liquidificagcdo da polpa do abacate, a qual foi levada ao aquecimento
durante o periodo de 5 horas a uma temperatura de 50°C. Decorrido o tempo necessario
para a secagem, observou-se o escurecimento da polpa (b), devido a reagdo quimica
denominada de escurecimento enzimatico, que é provocada através da acéo da polifenol
oxidase (PPO) — enzima que estd presente em algumas frutas e vegetais. Ao triturar a
polpa do abacate, promoveu-se a quebra de algumas células e se permitiu que as PPOs
interagissem com o oxigénio presente no ar. Por sua vez, a interagcdo do oxigénio com a
fruta promoveu a oxidagéo dos compostos fenolicos ali presentes. Atribuindo a oxidacéo
dos compostos fenélicos com a acédo das PPOs, ocorreu o escurecimento da polpa, visto
que a acdo destas enzimas resulta na formacao de pigmentos escuros. O fato de haver
uma mudancga na aparéncia da fruta n&o significa dizer que a fruta esta imprépria para o
consumo, porém, tem-se uma reducéo significativa na vida atil do alimento (Santos, 2009).

Para evitar a umidificacdo da polpa, colocou-se o material em um dessecador
durante o periodo de uma (1) hora para o resfriamento do mesmo. Seguiu-se a metodologia
proposta utilizando gazes para separar o 6leo da polpa. Dada a elevada porcentagem de
agua presente no abacate, mesmo com a secagem, néo foi possivel retirar toda umidade
presente. Diante disso, utilizou-se papel filtro para evitar que resquicios da polpa entrassem
em contato com o 6leo extraido. Contudo, obteve-se cerca de 50 mL de éleo (c).

3.2 Analise bromatoldgica

3.2.1 Teor de umidade

Independentemente do método de extracdo pelo qual o alimento tenha sido
submetido, sempre havera uma determinada quantidade de agua presente, sendo essa
denominada de umidade. Em uma condicédo a qual se pretende remover a agua através
de um aquecimento, ocorre eventualmente a perda de substancias volateis, alterando,
assim, o peso final da amostra. A diferenca entre o peso inicial e o peso final da amostra
representa o teor de umidade. A determinagéo do teor de umidade para a indUstria € muito
importante, pois assegura a qualidade do produto final, uma vez que influi diretamente no
tempo de duracdo do produto e também na conservagcédo das propriedades alimenticias.
A resolucao 45/14-ANP determina que o teor maximo de agua que um 6leo virgem deve
conter € 0,2 g. ATabela 1 apresenta a média + desvio-padrdo das analises realizadas tanto
para o 6leo de coco quanto para o 6leo de abacate.
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Oleo Média * desvio-padrio

Oleo de coco 0.09 g/mL + 0.04
Oleo de abacate 0.06 g/mL + 0.05

Tabela 1 - Teor de umidade das amostras de 6leos.

Fonte: dados de pesquisa, 2020.

3.2.2 Densidade

A densidade dos 6leos possui uma grande influéncia na qualidade dos 6leos, bem
como na qualidade de seus subprodutos. A densidade aponta o quanto de 6leo contém
em um determinado volume, contribuindo, assim, para a sua caracterizacdo. A ANVISA
determina que um 6leo virgem deve possuir a densidade maximo de até 0,921 g/mL. As
determinacdes da densidade dos 6leos analisados foram realizadas em triplicata, e, apos
o tratamento matematico e estatistico dos dados, foi determinado a média + desvio padrao

para o 6leo de coco e de abacate, como se pode constatar na Tabela 2.

Oleo Média *+ desvio-padréo
Oleo de coco 0.45 g/mL + 0,0009
Oleo de abacate 0.45g/mL + 0,0002

Tabela 2 - Densidade das amostras de 6leos.

Fonte: dados de pesquisa, 2020.

3.2.3 Indices de peroxido, iodo, acidez e saponificacdo

O indice de peroxido (IP) determina qual é o estagio de degradagédo de Oleos e
gorduras. Um elevado IP possui uma série de consequéncias, tais como um sabor € um
odor desagradavel, além da destruicdo de vitaminas lipossolluveis e de acidos graxos
essenciais. As analises dos 6leos foram realizadas em triplicata, onde obteve-se as médias
e os desvios padrbes em meqg/kg de amostra, onde pode-se observar na tabela 3, assim
também como o valor maximo permitido pela ANVISA.

Oleo ANVISA Média * desvio-padrao
Oleo de coco Maximo 10 1,7+05
Oleo de abacate Maximo 10 49+11

Tabela 3 - indice de peroxido das amostras de 6leos.

Fonte: dados de pesquisa, 2020.
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A medida total das insaturacoes, isto é, das ligagbes duplas presentes nos 6leos e
gorduras é definido pelo indice de iodo, que por sua vez, é determinado pela quantidade,
em gramas, de iodo que reage com 100 gramas do 6leo ou gordura. A ANVISA determina
que o Oleo de coco deve conter entre 6 (valor minimo) a 11 gramas (valor maximo) de iodo
por 100g de 6leo de medida total de insaturacoes, para assim, ser considerado proprio para
o consumo. Utilizando o método de Wijs, obteve-se que a média das amostras de éleo coco
ficou dentro do esperado, 8,14g. Para o 6leo de abacate, a ANVISA determina que o indice
de iodo deve estar entre 4 g (minimo) e 13 g (maximo). Na tabela 4, pode-se observar que
o 6leo de abacate teve a medida total de insaturacdes de 6,99 g de iodo/100 g de 6leo.

Oleo ANVISA Média t desvio-padrao
Oleo de coco 6 - 11, gde iodo/100 g 8,14+ 0,71
Oleo de abacate 4—-13, g de iodo/100 g 6,99 + 0,046

Tabela 4. indice de iodo das amostras de 6leos.

Fonte: dados de pesquisa, 2020.

Em se tratando de 6leos néo refinados, que € o caso dos objetos desse estudo,
a ANVISA determina que o teor de acidez deve estar em um limite de até 1%, de acordo
com a resolucao n° 270 (ANVISA, 2005). O indice de acidez é expresso em teor de acido
oleico/100g de cada amostra. Como esta descrito na tabela 5, o 6leo de abacate ficou
dentro do limite estabelecido pela vigilancia sanitaria, 0,92%; em contrapartida, o 6leo de

coco ultrapassou o limite, ficando com uma média de 1,42%.

Oleo ANVISA Média * desvio-padrao
Oleo de coco 1% acido oleico/100g 1,42% + 0,37
Oleo de abacate 1% acido oleico/100g 0,92%= 0,026

Tabela 5 - indice de acidez das amostras de dleos.

Fonte: dados de pesquisa, 2020.

A quantidade relativa de acidos graxo de alto e baixo peso molecular séo
determinados pelo indice de saponificagdo, cujo valor é expresso de acordo com a
quantidade necessaria, em miligramas, de hidroxido de potassio para neutralizar uma
grama da amostra analisada (HARTMAN e ESTEVES, 2008). Seguindo as normativas da
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A.O.C.S - Cd 3-25, os dois 6leos em estudo ficaram dentro dos padroes determinados pela
ANVISA. O éleo de coco obteve uma média de 265,42 mg KOH/g e 6leo de abacate, uma
média de 185,44 mg KOH/g, como pode ser observado na tabela 6.

Oleo ANVISA Média * desvio-padrao
Oleo de coco 248 — 256 mg KOH/g 265,42 £ 14,63
Oleo de abacate 177 — 198 mg KOH/g 185,44 +7,43

Tabela 6 - indice de saponificacdo das amostras de 6leos.

Fonte: dados de pesquisa, 2020.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir das analises bromatolégicas realizadas, nota-se que todos os indices
ficaram parcialmente dentro da faixa determinada pela ANVISA, com exce¢ado do indice
de acidez do 6leo de coco, que obteve uma porcentagem bastante elevada em relagao ao
permitido. O alto indice de acidez pode ter sido ocasionado por inumeros fatores, tais como,
as condicbes e o tempo de estocagem. Foi possivel notar uma série de caracteristicas
indesejaveis, como a elevada acidez do 6leo, que pode causar rancidez no produto, tal
qual a formacédo de espuma e escurecimento. Isso ocorreu, pois o indice de acidez mede a
quantidade de acidos graxos livres presentes no 6leo, tendo uma relagéo direta com a sua
taxa de decomposicéo.

Mesmo com o indice de acidez de uma das amostras estando elevado, visto que
esse indice se relaciona com as condi¢cdes de estocagem e nao, diretamente, com a
producdo, faz-se notoria a eficacia dos métodos escolhidos para extragdo. Tanto a extragéo
por decantacdo quanto a extragéo por secagem foram bem-sucedidas, validando o que era
previsto na literatura. Portanto, o 6leo de abacate obteve melhor desempenho, pois nédo
ultrapassou nenhuma das determinagées do érgao responsavel pela fiscalizagéo.
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RESUMO: O ago galvanizado é uma liga
metélica revestida com zinco que possui
diversas aplicagbes industriais, usualmente
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GALVANIZADO

passa por processos de pré-tratamento a base
de cromatos ou fosfatos visando uma protecao
contra corrosdo. Apesar das camadas de
conversdo obtidas atravées da cromatizagéo
serem conhecidas por sua eficiéncia, os ions
Cr+ possuem alta toxicidade e geram efluentes
prejudiciais a salde humana e ao meio ambiente.
A partir disso, surge a necessidade de pesquisar
métodos alternativos de pré-tratamentos com
materiais menos agressivos, naturais e amigaveis
ambientalmente. Os silanos organofuncionais sao
moléculas hibridas e conferem boa resisténcia
a corrosd@o. Pesquisas indicam que a adicao
de inibidores verdes nas solucdes de silano
aumenta o poder inibitorio dos filmes. O objetivo
dessa pesquisa € avaliar o comportamento do
filme de silano obtido por viniltrietoxisilano (VS)
com y-glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPTMS)
modificado com o pé da casca de alho como
inibidor de corrosao. A investigacao foi realizada
utilizando espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIS) e curvas de
polarizacdo potenciodindmicas, como técnicas
de caracterizagdo quimica e eletroquimica,
respectivamente. A analise de FTIR indicou
que o espectro do silano (VS+GPTMS) é muito
similar ao do silano (VS+GPTMS) modificado
com a casca do alho. Os resultados dos ensaios
eletroquimicos mostraram que, na presenca
do modificador, as amostras impediram melhor
a penetracédo do eletrélito. Com isso, conclui-
se que a modificacdo do filme de silano com a
casca do alho é promissora, entretanto tempos
de contato com o eletrolito maiores devem ser
estudados.
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PALAVRAS - CHAVE: Aco galvanizado; Pré-tratamento; Silano; Inibidor verde; Casca de
alho.

APPLICATION OF SILANE FILM VS/GPTMS MODIFIED WITH GARLIC PEEL
FOR PROTECTION AGAINST CORROSION OF GALVANIZED STEEL

ABSTRACT: Galvanized steel is a zinc coated alloy that has several industrial applications,
pretreatment processes are required to improve the properties of galvanized steel. Although
the conversion layers obtained through chromatization are known for their efficiency, Cr®
ions are highly toxic and generate effluents that are harmful to human health and the
environment. Therefore, it is necessary to research alternative pretreatment methods with
less aggressive, natural, and environmentally friendly materials. The organofunctional silanes
are hybrid molecules and provide good resistance to corrosion. Research indicates that the
addition of corrosion green inhibitors to silane solutions increases the inhibitory power of
films. The objective of this research is to evaluate the behavior of silane film obtained by
vinyltriethoxysilane (VS) with y-glycidoxypropyltrimethoxysilane (GPTMS) modified with the
garlic peel powder as a corrosion inhibitor. The investigation was carried out using Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), electrochemical impedance spectroscopy (EIS)
and potentiodynamic polarization curves, as chemical and electrochemical characterization
techniques, respectively. The FTIR analysis indicated that the spectrum of silane (VS+GPTMS)
is like that of silane (VS+GPTMS) modified with garlic peel. The results of the electrochemical
tests showed in the presence of the modifier, the samples better prevents the penetration of
the electrolyte. It is concluded that the modification of the silane film with the garlic peel is
promising, however longer electrolyte contact times should be studied.

KEYWORDS: Galvanized steel; Pretreatment; Silane; Green inhibitor; Garlic peel.

11 INTRODUGAO

A galvanizacdo é uma técnica secular para protecdo dos produtos siderurgicos
da corrosdo atmosférica de forma eficaz e econémica, ocorre a partir de um banho de
imersdo a quente zinco fundido ou eletrogalvanizacéo para obter um material revestido
com uma camada protetora de zinco, resultando no ago galvanizado. Possui um amplo
uso na construgdo civil, na industria automobilistica e de linha branca, bem como em
materiais expostos a atmosfera terrestre, como torres de transmissdo de energia elétrica.
Por sua vasta aplicacéo, diversas pesquisas estédo sendo realizadas para aperfeicoar as
propriedades mecanicas e prolongar a vida Gtil desse material (SERE, P. R. et al., 2018;
ZHAOHUA, L. et al., 2018).

Para reduzir a reatividade das superficies zincadas e aumentar a vida Util desses
materiais sdo usualmente utilizados pré-tratamentos. Os processos mais comuns de pré-
tratamentos sdo o da cromatizacdo e da fosfatizagdo, porém possuem alta toxicidade e
geram efluentes prejudiciais ao meio ambiente e a satde humana. Dessa forma, torna-se
necessario o estudo de métodos sustentaveis de pré-tratamentos (AN et al., 2017; LONG;
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LIU; PENG, 2021).

Como alternativa para os pré-tratamentos surgiram estudos com silanos, que sdo
moléculas hibridas, funcionais e organofuncionais que atuam como agentes de acoplamento
entre materiais organicos e inorganicos, além disso conferem boa resisténcia a corrosao
atuando como uma protecdo de barreira fisica, dificultando a penetracdo do eletrdlito
e a difusdo do oxigénio na interface do substrato metalico. Muitos estudos citam bons
resultados com o uso de silanos na protegdo contra a corrosdo (FOROOZAN; NADERI,
2015; TAHERI; NADERI, 2018; GARCIA; CASAS; MORALES, 2020).

Na literatura é possivel verificar exemplos de trabalhos reportados na area de filmes
de silanos modificados com a adicdo de inibidores de corrosao. Por exemplo, Li et al. (2020)
relataram um método para formacao de uma superficie hidrofobica resistente a corrosao
na superficie do ago galvanizado a partir do silano viniltrimetoxisilano (VTMS) acrescidos
de nitrito de prata e nitrato de cério (lll) hexahidratado. Nikpour et al. (2018) avaliaram o
desempenho do filme formado a partir da mistura dos silanos metiltrietoxisilano (MTES), y-g
lycidoxypropyltrimethoxysilane (GPTMS) e tetraetilortosilano (TEOS) com Mentha longfolia
na superficie do ago carbono. Hamidon e Hussin (2020) estudaram a resisténcia a corrosao
no ago carbono revestido com filme de silano TEOS e 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES)
modificado com a cafeina extraida de folhas de cha.

O extrato de casca de alho (Allium sativum. L.) foi estudado para possivel
substituicao do benzotriazol (BTAH) na inibicdo da corroséo do aco carbono ASTM 1020
(CS-1020) em 0,5 mol. L -* meio de acido cloridrico. O estudo concluiu que a eficiéncia de
inibicdo do extrato da casca de alho foi apenas ligeiramente inferior ao BTAH, mostrando
que o primeiro inibidor pode ser uma op¢ao ambientalmente correta para inibidores toxicos
(BARRETO et al., 2017).

Em direcdo a um novo campo de pré-tratamento sustentavel a atual pesquisa
objetiva avaliar a casca de alho como modificador na obten¢éo do filme de silano VS com
GPTMS na superficie do aco galvanizado em meio salino de cloreto de sédio a 0,1 mol.L",
para diferentes concentragdes do inibidor, por meio das técnicas quimicas e eletroquimicas.
Apesar da casca de alho ter sua eficiéncia estabelecida em meio acido (BARRETO et
al.,, 2017), o presente trabalho estudou um eletrélito neutro, pois pretende-se proteger o

substrato de ambientes confinados contendo cloretos.

21 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

2.1 Obtencao do inibidor

Inicialmente, as cascas de alho foram lavadas em agua corrente e secas em estufa
na temperatura de 60 °C até obter massa constante. Para reduzir a granulometria, o
material seco foi triturado em um moinho de facas e tiveram suas particulas separadas

através do sistema de peneiras Tyler, o p6 utilizado como inibidor foi o retido na peneira de
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fundo apés a peneira de 170 mesh.

2.2 Preparacao do substrato

As placas de aco galvanizado obtidos por imersdo a quente, fornecidas pela
USIMINAS (Usinas Siderurgicas de Minas Gerais S.A), foram cortados por uma guilhotina
em corpos de prova (CP) de 15 mm x 20 mm x 0,9 mm. Depois disso, os CPs foram limpos
com algodao e éalcool etilico, secos com soprador térmico e levados para melhor limpeza
de sua superficie irregular em banho ultrassénico por 10 min, e secos novamente. Em
seguida, os CPs foram levados para remog¢ao de gorduras e 6leos sendo imersos em uma
solucdo desengraxante alcalina Saloclean N667 na concentracdo de 50 g.L", a 55°C e sob
agitacao durante 10 min. Apds o desengraxe, os CPs foram lavados com agua destilada
para remog¢ao da solucdo desengraxante e secos com soprador térmico.

2.3 Formacao do filme

Os filmes foram preparados a partir da adicao de 4% da mistura 1:1 (m/m) dos silanos
VS e GPTMS na solucao solvente de agua/etanol (50 % m/m). Essa solugéo alcodlica
teve seu pH ajustado para 4 com acido acético glacial, em seguida adicionou-se o inibidor
em diferentes concentracdes (1,44 g.L'; 1,77 g.L'"; 2,11 g.L"") para encaminhar ao banho
ultrassénico por 10 min, depois disso foram adicionados os silanos e levada a hidrélise sob
agitacao magnética por 60 min. Apos o tempo de hidrolise os CPs foram imersos por 2 min
na solucdo de silanos na auséncia e presenca de inibidor em diferentes concentragdes, e
depois levados para cura em estufa a temperatura de 150 °C por 120 min.

2.4 FTIR

As analises por espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR) foram obtidas na faixa média de comprimento de onda de 4000 a 400 cm' a uma
resolucéo de 4 cm, utilizando um espectrometro Thermo Scientific TM Nicolet TM is10. As
amostras foram preparadas em laminas de vidro, o filme formado foi raspado e utilizado em
pastilhas de KBr.

2.5 Ensaios eletroquimicos

Os ensaios eletroquimicos foram realizados em uma célula eletroquimica de trés
eletrodos com NaCl 0,1 mol.L™* como eletrdlito, sendo: o eletrodo de trabalho o CP com
1 cm? de area exposta, AglAgCIIKClsat como eletrodo de referéncia e contra eletrodo de
titanio revestido com rodio. Os ensaios foram feitos em triplicatas a temperatura ambiente
de 25 °C.

As medidas eletroquimicas das amostras sem inibidor e com inibidor nas
concentracbes estudadas foram realizadas por um potenciostato/galvanostato Metrohm
Autolab modelo PGSTAT302N com software NOVA 2.1.4. Primeiramente ocorreu 0 ensaio
de monitoramento de potencial de circuito aberto (OCP) durante 90 minutos, tempo
necessario para estabilizagdo do potencial de eletrodo. Logo apés, obteve-se as medidas
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de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE), em um intervalo de frequéncia de
100 kHz a 10 mHz com 10 pontos/década e amplitude de perturbacédo de 10 mV (rms).
Depois disso, as curvas de polarizagdo potenciodindmicas foram obtidas no intervalo de
sobretensédo de -250 mV a +250 mV em relacdo ao OCP, com velocidade de varredura em
0,5 mV.s". Os dados foram tratados e ajustados com auxilio do software Origin 8.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Estudos espectrais do FTIR foram realizados para determinar os grupos funcionais
presentes na casca do alho, no filme de silano (VS+GPTMS) e no filme de silano
(VS+GPTMS) modificado com o pd da casca do alho.

3.1.1 FTIR da casca do alho

Afigura 1 apresenta o espectro FTIR da casca do alho, em 3421 cm™, o estiramento
caracteristico de ligagdo O-H e/ou NH como as existentes em grupos fenélicos (ALANEME
et al., 2015). Outras bandas importantes neste espectro sdo a de 1734 cm™ (C = O), e
aquelas entre 1325 cm™ e 1636 cm™, correspondendo a compostos organicos contendo
nitrogénio e enxofre. Outras bandas especificas atribuidas a compostos contendo enxofre
também foram detectadas em 720 cm-' (CS), 1061 cm™ (S = O) e em 1235 cm~' (SS).

O espectro do FTIR do p6 da casca do alho evidenciou a presenca de alguns
compostos com propriedades antioxidantes, a saber: enxofre e nitrogénio. A presenca
desses atomos pode favorecer a adsorgdo de moléculas organicas as superficies metalicas
potencializando suas propriedades inibidoras (ZUCCHI et al., 1985; RAJAM; RAJENDRAN;
SARANYA, 2013; BARRETO et al., 2017).
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Figura 1 — Espectro FTIR do p6 da casca do alho.

3.1.2 FTIR do filme de silano (VS+GPTMS) e Espectro FTIR do no filme
de silano (VS+GPTMS) modificado com o pé da casca do alho.

A figura 2 apresenta os espectros no infravermelho para os filmes de silano
VS+GPTMS, e também para os filmes modificados com 1,44 g.L"' do p6 da casca do alho.
Avaliando os espectros do infravermelho (Figura 2) nota-se que as amostras modificadas
ou ndo com o p6 da casca do alho, apresentam bandas de absor¢do no mesmo numero de
onda, indicando que os filmes obtidos possuem estrutura quimica semelhantes.

60
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1—— VS+GPTMS
400 300 300 2500 2000 1500 1000 500
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4 1105,78
1080,52

Figura 2 — Espectro FTIR do filme de silano (VS+GPTMS) e Espectro FTIR do no filme de
silano (VS+GPTMS) modificado com o pé da casca do alho.
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A presenca da banda em torno de 1080 cm™' corresponde ao estiramento Si-O das
ligagdes siloxano (Si-O-Si), e caracterizam a presenca das redes siloxanos nos filmes
(OOMWJ et al., 2005). Em 957 cm™ indica a presenga de grupo Si-OH devido a presenca
de silandis produzidos na hidrélise do silano e ndo condensacéo de todos eles. Em 1392
cm™ encontra-se a banda caracteristica dos dobramentos CH, e CH, e em 2975 cm™ uma
banda de estiramento C-H. A banda em 1603 cm' é caracteristica do grupo vinil (C=C), ou
seja, corresponde a deformacéo axial do C=C-H (OOlJ et al., 2005; SANTOS et al., 2020).
A banda larga em 3440 cm™ é caracteristica da deformagéo axial OH das ligagbes Si-OH
que de grupos que nao foram reticuladas no processo de obtencéo do filme (AQUINO,
2006).

Nota-se que o espectro do silano é muito parecido com o espectro do silano modificado
com a casca do alho, o que indica que o sinal do silano foi mais forte, possivelmente por
ele ser mais absorvente que o p6é da casca do alho ou por estar em quantidade maior na
proporg¢éo silano — alho, além das liga¢des entre os elementos no silano e no alho serem
parecidas. No espectro do silano modificado com a casca do alho nota-se uma pequena
diminuic@o de intensidade nas bandas referentes as ligagbes siloxano (Si-O-Si), como o
revestimento de silano oferece protecéo por barreira e essas ligagdes devem garantir uma
reticulacdo adequada do filme para a formacdo de uma densa camada, a eficiéncia do
revestimento diminuida, com o aumento da concentragéo, nos resultados do EIE pode ser
justificada.

3.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

A Figura 1 apresenta os diagramas de impedancia para o ago galvanizado pré-
tratado com VS e GPTMS (VS+GPTMS) e para a mistura de silano na presenga das
diferentes concentragdes de p6 da casca de alho: 1,44 g.L'; 1,77 g.L"; 2,11 g.L".
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Figura 3 — Diagramas de Nyquist (A), Bode modulo de impedéancia (B) e Bode angulo de fase
(C), para amostras na auséncia e presenca das diferentes concentragdes de p6 da casca de
alho no filme de silano VS+GPTMS.

Na Figura 3A, observa-se que o maior valor de impedancia real (Z’) obtida foi para
a amostra na auséncia de p6 da casca de alho, conforme aumentou a concentracdo do
pd a impedancia diminuiu. No entanto, na Figura 3B, nota-se que o valor do médulo de
impedéancia das amostras VS+GPTM e 1,44 g.L"' sdo muito proximos em toda faixa de
frequéncias analisada, indicando que o comportamento eletroquimico das duas amostras
€ muito similar.

Pelos diagramas angulo de fase x log frequéncia (Figura 3C), pode-se visualizar que
todas as amostras contendo o inibidor de corrosdo ndo apresentaram a constante de tempo
relativa aos fendmenos interfaciais metal/eletrélito na regiao de baixas frequéncias (< 10Hz).
Por outro lado, a constante de tempo relacionada aos fendbmenos interfaciais metal/eletrolito
da amostra VS+GPTMS pode ser identificada, revelando que o eletrélito permeou o filme
no tempo de imersao do ensaio. Este contato do eletrolito com o substrato de zinco formou

0 carbonato basico de zinco, que modifica o comportamento eletroquimico do sistema e
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aumenta a impedancia total do mesmo, assim como observado no trabalho de Paswan et
al., (2020) e Kaleva et al., (2020). Esse efeito pode ser comprovado pelos maiores valores
de impedancia da amostra VS+GPTMS nas regides de média a baixas frequéncias, porém
em altas frequéncias (regido de resposta do filme) possui valores inferiores de impedéancia
do que as amostras 1,44 g.L ' e 1,77 g.L". A partir dessas observacdes, pode-se dizer que
todos os sistemas contendo o inibidor de corrosao apresentaram um resultado satisfatério,
pois ndo permitiram o contato do eletrélito com o substrato no tempo estudado.

3.3 Curvas de Polarizacao

As curvas de polarizagéao potenciodinamicas estéo apresentadas na Figura 5.
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Figura 5 — Curvas de polarizacdo potenciodindmicas (Tafel) obtidas para as amostras com filme
de silano na auséncia do p6 da casca de alho e para as diferentes concentragGes adicionadas
no filme.

Observa-se na Figura 5 que a amostra que ndo foi modificada com o p6 da casca
de alho apresenta correntes de corrosao anddicas maiores do que os sistemas contendo
o inibidor de corrosé@o. Esse resultado pode ser relacionado com o que foi observado
nos ensaios de EIE, pois quando ha o contato entre o eletrélito e o substrato metalico,
a corrente anddica resultante € maior do que a corrente resultante da interface eletrolito/
filme, ja que a resisténcia a transferéncia de carga do filme é superior. Por outro lado, a
formacgéo do produto de corroséo do zinco, resultou em correntes catédicas menores para
a amostra VS+GPTMS, pois o carbonato de zinco é capaz de bloquear os sitios catddicos
da superficie, enquanto o oxigénio é reduzido livremente nas amostras em que o filme esta
intacto.

Observando as curvas de polarizagdo, pode-se afirmar que os filmes de silano
contendo inibidor possuem uma resisténcia a polarizagdo anédica superior ao filme sem

A Geragéo de Novos Conhecimentos na Quimica 2 Capitulo 2 m



inibidor em toda faixa de potencial aplicado (RAJAM; RAJENDRAN; SARANYA, 2013).

41 CONCLUSOES

O estudo indica que para a metodologia apresentada de adicdo do p6 da casca
de alho na formacéo do filme de silano ha melhoria na atividade anticorrosiva, uma vez
que o desempenho eletroquimico das amostras com inibidor & superior ao da amostra
sem inibidor. No entanto, um tempo maior de imersdo deve ser estudado, para que o
comportamento cinético desses filmes possa ser avaliado.
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RESUMO: Polimeros molecularmente impressos
(MIP) s&o adsorventes de alta seletividade
bastante usados no preparo de amostras de
matrizes complexas. Sua seletividade advéem de
sitios de interagdo especificos formados durante
a complexacdo entre o analito e mondmeros
funcionais previamente a sintese. Para obtencao
das melhores condi¢bes, foi realizado um
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estudo para verificagdo da proporcdo molar
entre sacarina (SAC) e o mondmero hibrido
acido metacrilico-aminopropil-trietoxisilano por
titulacdo espectrofotométrica. Com os dados
obtidos e aplicagéo do MCR foi possivel observar
uma complexacdo em duas etapas e estimar a
propor¢do MM-MF mais adequada. A constante
de formacéo foi estimada em 4,76, o que indica
alta estabilidade do complexo formado.
PALAVRAS - CHAVE: sacarina, MIP, titulagcdo
espectrofotométrica, quimiometria, MCR.

EVALUATION OF THE COMPLEXING
BETWEEN SACCHARIN AND AN
ORGANIC-INORGANIC MONOMER VIA
TITRATION

ABSTRACT: Molecularly imprinted polymers
(MIP) are highly selective adsorbents widely
used in sample preparations. lts selectivity
comes from specific interaction formed during the
complexation between the analyte and functional
monomers. To obtain the best synthesis
conditions, the pre-polymerization complex
between saccharin (SAC) and a hybrid monomer
(methacrylic  acid-aminopropyl-triethoxysilane)
was evaluated by spectrophotometric titration.
Through this study and the application of MCR, it
was possible to observe a two-sites complexation
and estimate the appropriate MM:MF molar ratio.
The estimated formation constant was 4.76,
which indicates high stability of the complex.
KEYWORDS: saccharin, MIP, spectrophotometric
titration, chemometrics, MCR.
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11 INTRODUGAO

Polimeros molecularmente impressos (MIPs) sdo adsorventes especificos, de alta
seletividade, muito aplicados na extracdo de compostos em matrizes complexas. Seu
mecanismo primario se baseia na fixacdo de grupos funcionais do mondémero funcional
(MF) na rede polimérica que possui interagbes especificas com o analito de interesse
(KUBO; OTSUKA, 2016). Para isso, o analito (molécula molde, MM) é misturado com os
MF em uma solugéo, que resulta na formagdo de um complexo pré-polimerizagédo (Figura
1). Este complexo deve ser bastante estavel para que as ligagbes MM-MF permanecam
inalteradas durante a etapa seguinte de polimerizacdo com um reagente de ligagcéo cruzada.
Com a formagédo da matriz polimérica sélida, a MM & extraida do polimero, resultando
em cavidades tridimensionais com sitios especificos para esta molécula. Neste sentido,
€ importante que o MF possua muitos sitios disponiveis para interagir com a MM, sendo
as ligagdes ndo covalentes, como as liga¢des de hidrogénio (AH= 5,0 a 20,0 kJ mol "), as
mais adequadas para uma eficiente extracao posterior (YE, 2015; MAYES e WHITCOMBE,
2005). Assim, quanto mais fortes as ligagées e maior o nUmero de sitios de complexagéo,
mais estavel sera o complexo, o qual promovera uma alta especificidade e seletividade de

separagédo na cavidade polimérica.

Complexacao }

TTHTIE=—

S

Polimerizagao
m l (com agente de
|

igacao cruzada)

Adsorcao

|

Eluigao

Figura 1 — Esquema genérico da sintese de MIP. Adaptado de Wan, Wagner e Rurack (2015).
MFs = mondémeros funcionais, MM = molécula molde (analito de interesse).
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Normalmente, para se estimar a proporgéo estequiométrica de MM:MF s&o utilizados
métodos univariados, os quais sintetizam um MIP para cada propor¢éo, seguido de todos
os procedimentos envolvidos para obtencdo das cavidades e capacidade adsortiva, tais
como a remog¢ao da MM via solvente, evaporagao dos solventes e a realiza¢do dos ensaios
de adsorcao da MM. Isso resulta em grande numero de sinteses com alto consumo de
reagentes, além da obtencéo de resultados indiretos que séo susceptiveis a uma grande
incidéncia de erros sistematicos, ja que existem muitas variaveis experimentais (SHAHAR;
TAL; MANDLER, 2016).

Técnicas espectroscopicas para avaliagdo da propor¢ao MM:MF, como ressonancia
magnética nuclear e infravermelho ja foram bastante utilizadas por volta da década de 1990.
Dentre essas técnicas, a titulagdo complexométrica com deteccéo espectrofotométrica no
UV foi uma das primeiras empregadas para verificar a estequiometria de complexacéo de
MM:MF (ANDERSSON e NICHOLLS, 1997; LI e ROW, 2018; SVENSON et al., 1998). Essa
técnica consiste em titular uma aliquota de uma solugédo com concentragéo conhecida de
MM (titulado) com uma solugéo de MF (titulante) e observar as variagcbes nos espectros
adquiridos ap6s cada adicao de aliquotas do titulante. O ponto final de equivaléncia é entdo
estimado a partir da auséncia de variacao do espectro em um determinado comprimento de
onda (LI; ROW, 2018; NICHOLLS et al., 2001). Com os dados obtidos é possivel estimar
a constante de dissociacdo deste complexo, e, portanto, a estequiometria de formacgéo
(coordenacao). Uma das vantagens dessa técnica é a possibilidade de se avaliar também
o tipo de solvente usado na solugd@o, uma vez pode favorecer ou néo as interacdes MM:MF
(NICHOLLS et al., 2001).

Entretanto, a estimativa do ponto de equivaléncia neste método tende a ser dificil,
devido as diferentes absortividades molares do analito, titulante e complexo, ainda mais
quando se trabalha com mondmeros funcionais hibridos de caracteristicas orgéanico-
inorganicas, considerados o ideal para matrizes aquosas (DOURADO et al., 2021). Desta
forma, as técnicas quimiométricas podem ser uma importante ferramenta para a resolugéo
dos mecanismos de equivaléncia de complexagdo com maior exatidao e confiabilidade.

Nesse contexto, esse presente trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade do
complexo formado e a propor¢éo molar entre a sacarina (SAC) e o MF hibrido por meio da
titulacao espectrofotométrica e da aplicagéo da resolugdo multivariada de curvas (MCR).

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Equipamentos
. Espectrofotémetro UV-Vis, modelo: Cary 8454, Agilent;

+  Sistema Peltier com controle de temperatura (10 a 120 °C) e agitacéo (40 a
1000 rpm), modelo 89090 A, Agilent;
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+  Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia, modelo LC-20 AD, composto por uma
bomba de alta presséo, detector: PDA Flexar, alca de amostragem: 20 pL, sof-
tware: Chromera 3.4.0 5712, Perkin Elmer;

. Cubeta de quartzo com tampa, volume 4,0 mL, Helma;

+  Sistema reator com agitador em hélice, modelo Eurostar Werke digital, rotacao
(0 a 1200 rpm), IKA. Reator de vidro encamisado com capacidade de 500 mL
e banho maria-criostato com recirculagéo, modelo 521 TD, Ethik technology.

+  Agitador magnético (Modelo IKA-3581201);

+  Banho de ultrassom (Ultra Cleaner 1450).

2.2 Reagentes quimicos

Todos os reagentes utilizados nos procedimentos foram de grau analitico, da marca
Sigma Aldrich. AMM e o MF estudado foram, respectivamente, SAC e o mondémero-hibrido
AMA-APTES, este ultimo sintetizado de acordo com o procedimento descrito por Dourado
et al. (2021).

2.3 Titulacao espectrofotométrica

2,0 mL da solug¢ao de 0,1 mmol-L'* SAC em acetonitrila foi titulada com uma solugéo
de 0,9 mmol-L"' de AMA-APTES. Foi adicionado 2,0 mL da solugdo de sacarina em uma
cubeta de quartzo adaptada no Sistema Peltier sob agitacdo constante de 1000 rpm.
Primeiramente, se adquiriu o espectro apenas da solugédo de SAC em 230 nm e iniciou-se
as adicoes consecutivas das aliquotas de titulante. A aquisi¢cdo do espectro foi realizada
apo6s 90 s da adicao da aliquota do titulante, como forma de garantir o estabelecimento do
equilibrio quimico. Esse procedimento foi realizado para todas as aliquotas adicionadas e
prosseguiu-se até atingir o ponto final da titulagéo.

2.4 Resolucao multivariada de curvas (MCR)

Em plataforma Matlab R-2017b, a analise por MCR foi feita na interface MCR-ALS
toolbox e os nimeros de componentes estimado por SVD foi 3 para a titulagdo com AMA-
APTES. A estimativa inicial dos espectros foi realizada pelo método Pure e foi imposta a
restricao de ndo negatividade nos espectros.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Titulacao espectrofotométrica de complexacéao

A titulagéo classica com deteccdo espectrofotométrica no UV foi capaz de fornecer
bons resultados que permitiram confirmar a formacdo do complexo entre MM e MF e
ainda, verificar a proporcéo estequiométrica adequada a partir do ponto de equivaléncia
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(SVENSON et al,, 1998). Assim, utilizamos a acetonitrila como solvente, por atender
melhor aos requisitos do método em termos de solubilidade, por ser um solvente aproético e
apresentar um espectro com menor interferéncia de visualizag@o das bandas dos reagentes
envolvidos. Dentre os aspectos do solvente para complexagéo, a auséncia de liberacéo
protbnica € o aspecto que mais contribui para a formacao de complexo (FIGUEIREDO;
DIAS; ARRUDA, 2008).

As titulagdes foram conduzidas conforme o item 2.3 e a cada aliquota adicionada
observou-se aumentos de absorbéancia na banda de 230 nm da SAC (Figura 2). Apos
estabilizacdo desse sinal, as adicbes foram cessadas. Para a obtencdo dos valores de
absorbancia em fungéo da diluicdo da solucao de SAC ap6s cada adicéo de titulante,
realizou-se a correcdo das absorbancias pela equacéo 1.

Vim’ciul + Ludicianado

A =AX

corrigida Voo !
nicta.

Equacgéo 1. Corregédo da absorbancia do produto em fungéo do volume de titulante

Absorbancia (u. a.)
e

240 260 280 300
Comprimento de onda (nm)

0° !
200 220
Figura 2. Espectros da titulagdo com AMA-APTES.

Com os dados de absorbancia corrigidos para cada ponto, foi possivel correlacionar
com o numero de mols de MF adicionado, obtendo-se a curva de titulagdo (Figura 3A).
Para uma melhor visualizagdo dos pontos finais, aplicou-se a primeira derivada (Figura
3B) e a segunda derivada (Figura 3C) onde foi possivel identificar de forma mais precisa
o ponto final. O ponto de inflexdo forneceu uma regresséao linear de y = 18,10 x — 96,55
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e considerando y = 0, a propor¢ao molar foi de 1,06 mol de SAC para 5,33 mol de AMA-
APTES no ultimo ponto de complexacao. Assim, pode-se propor que a complexagéo ocorre
em duas etapas, provavelmente em sitios distintos do mondémero funcional, conforme
podemos observar dois potenciais sitios de platé da isoterma de saturagéo (Fig. 3A) e nos
resultados de primeira e segunda derivada.
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Figura 3. Curva de titulagdo da complexagéo entre a SAC e o AMA-APTES (A); (B) primeira
derivada (AA/ AV) e (C) segunda derivada (A2pH/AV?) para determinac¢éo do PE da titulagédo da
SAC com AMA-APTES.

Para a determinagéo das constantes de complexagéo (K|) do produto formado, um
grafico de correlagao (Figura 4) foi construido com o inverso do MF versus o inverso da
concentracdo SAC:MF, obtendo-se uma correlagao linear. A partir da equacéo linear gerada
pode-se estimar o valor da constante de dissociagéo K (11/K)) através da inclinagéo da reta
[l]:b+1<(l] em que y = concentragdo do AMA-APTES e x = razao das concentracdes entre
APTES-MAA e SAC. Obteve-se uma relagéo linear de R* = 0,99, K, = 0,21 e constante de
formagéo K, = 4,76.
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Figura 4. Regressao linear.

Como as trés espécies quimicas envolvidas no sistema em estudo possuem
diferentes niveis de absor¢cdo no UV que poderiam interferir no resultado da titulagéo,
foi empregada a técnica de MCR (resolugao multivariada de curvas) para a identificagéo
dos sinais analiticos responsaveis por cada componente na reacéo. Esse tipo de andlise
foi importante para verificar se houve interagdo e sobreposicdo de sinal na leitura de
absorbancia, que poderia levar a um resultado nao fidedigno. A MCR é uma ferramenta
quimiométrica de processamento de sinais analiticos que permite resolver mistura de
sinais. Através de concentragdes relativas, esses métodos recuperam 0s espectros puros
presentes na matriz de sinais que podem ser atribuidos as espécies quimicas envolvidas na
reacdo. Assim, o modelo da MCR pode ser atribuido a equacéo 2 abaixo (JUAN; JAUMOT;
TAULER, 2014):

D=CST

Equacéo 2. Modelo MCR.

Em que D é a resposta analitica do instrumento, C é a matriz de concentracao
relativa e S € a matriz de espectros puros. Dessa forma, considerando os trés componentes
(Figura 5), pode-se observar um decréscimo da concentracdo da componente da SAC,
0 que sugere diminuicdo de sua concentragcdo no meio devido a sua complexagéo pelo
AMA-APTES, que foi comprovada pelo aumento das componentes atribuidas ao complexo.
Observam-se duas linhas de complexacédo, que puderam ser atribuidas a dois pontos de

complexacdo que sugerem em seus maximos estequiométricos na faixa de 1:2 - 1:8.
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Complexagao sitio amida

Complexagdo silanol

Concentragdo da componente

Proporgdo em mmol (SAC:AMA-APTES)

Figura 5. Perfis de concentracéo recuperados por MCR das trés componentes estimadas.

Assim, esses dados indicam que a complexacdo pode ocorrer em duas etapas e
dois sitios do MF, um referente ao grupo silanol e outro referente ao nitrogénio da amida,
ilustrados na Figura 6, em que é possivel visualizar os potenciais sitios de complexagéo. O
ponto de intersec¢éo entre as duas curvas referente as concentragées do complexo uma
faixa de proporcao MM-MF para se empregar na sintese do MIP e coincide com o ponto
encontrado pela segunda derivada.

Figura 6. Indicacéo dos sitios de interagdo entre SAC e AMA-APTES.
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Dessa forma, considerando os maximos estequiométricos obtidos, o polimero
poderd ser sintetizado na faixa de 1:2 a 1:8, sendo o recomendado que a propor¢ao seja
um pouco maior do que a minima, para que a reagéo ocorra de forma mais rapida e efetiva.
Esses dados estdo de acordo com a maioria dos trabalhos de sintese de MIP, onde o

excesso de MF em comparacao com a MM é o mais empregado.

41 CONCLUSOES

Atitulacéo espectroscépica foi eficiente na avaliagdo do complexo pré-polimerizagédo
SAC-AMA-APTES, visto que possibilitou a determinacéao da estimativa de proporgéo molar e
constante de formag&o de complexo, sugerindo favoravel a complexac¢ao. Com a aplicacéo
do MCR aos dados espectrofotométricos, verificou-se que os resultados foram similares,
podendo entdo ser usada como ferramenta mais simples e eficaz para identificar o ponto
de equivaléncia de complexagdo da SAC e reduzir os erros de subjetividade durante a
inspecéo visual e atribuicdo de regides lineares do método convencional. Além disto, o
MCR foi capaz de distinguir diferentes concentragdes relativas com relagdo ao complexo
formado, que permitiu visualizar uma possivel complexacédo em etapas. Esta interpretacéo
atribui um valor significativo para esta técnica, de modo a contribuir no desenvolvimento da
ciéncia dos materiais impressos. Dessa forma, este trabalho apresentou uma ferramenta
simples e de facil aplicagéo preliminar a sintese dos MIPs, que reduz o tempo de bancada
e consumo de reagentes.
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RESUMO: O uso de fibras vegetais em
compositos de matriz poliéster tem apresentado
resultados interessantes em suas propriedades
mecanicas. As fibras de timbo-agu (Heteropsis
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jenmanii) e juta (Corchorus capsular) com5 mmde
comprimento foram distribuidas aleatoriamente
por moldagem manual a temperatura ambiente
na proporcao de 6% em relacéo a resina poliéster
e tururi (Manicaria saccifera) em sua forma
natural em tecido. As fibras foram analisadas
segundo a sua morfologia, densidade e indice de
cristalinidade, enquanto nos compésitos avaliou-
se a resisténcia a flexao em trés pontos. O
composito elaborado com fibra de juta apresentou
resisténcia mecanica superior aos demais devido
a forte adesao interfacial entre fibra/matriz.
PALAVRAS - CHAVE: Fibras vegetais, reforgo,
compositos.

EVALUATION OF THE USE OF AMAZON
FIBERS FOR REINFORCEMENT IN
POLYESTER MATRIX COMPOSITES

ABSTRACT: The use of vegetable fibers in
polyester matrix composites has presented
interesting results in its mechanical properties.
The timbé-agu fibers (Heteropsis jenmanii) and
juta (Corchorus capsular) with long 5 mm were
randomly distributed by manual molding at room
temperature in the proportion of 6% relative to
polyester resin and tururi (Manicaria saccifera)
in their natural form in cloth. The fibers were
analyzed according to their morphology, density
and crystallinity index, while in the composites
the resistance to flexion was evaluated in three
points. The composite made from jute fiber
presented superior mechanical resistance to
the others due to the strong interfacial adhesion
between fiber/matrix.

KEYWORDS: Vegetable fibers, reinforcement,
composites.
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11 INTRODUGAO

As fibras naturais tém sido tema de diversos estudos por parte da comunidade
cientifica devido as suas particularidades morfologicas, resisténcia mecanica e néao
abrasividade, que as possibilitam de serem utilizadas em compésitos estruturais em
diferentes setores industriais como na construcao civil, automobilistica, aeronautica, dentre
outras. Elas também sdo vistas como alternativas em substituicdo as fibras sintéticas
tradicionais, como a de vidro, pela minimizagdo de impactos ambientais gerados durante
seu processamento e de descarte por serem de fontes renovaveis e de baixo custo [7,15].

As fibras vegetais tipicas da Amazbénia como timbé-agu (Heteropsis jenmanii),
juta (Corchorus capsular) e tururi (Manicaria saccifera) sdao amplamente utilizadas em
artesanatos no estado do Para gerando emprego e renda através do desenvolvimento de
artefatos de moda na producgao de sacolas, cintos e bolsas. Numa visdo tecnolégica, sdo
também usadas na fabricagdo de cordas, barbantes, sacarias e na industria automobilistica
para produgdo de componentes para bancos, revestimento de automoéveis dentre outros
[9,16].

O poliéster € um tipo de resina muito utilizada pela sua facil obtengédo no mercado e
baixo custo. Além disso é de simples processabilidade e pode ser manuseado a temperatura
ambiente, apresenta boas propriedades elétricas, térmicas e mecanicas, facilidade de
coloracao e modificagdes para necessidades mais especificas, caso seja necessario [4,18].

Um dos maiores interesses no desenvolvimento de compésitos poliméricos com
fibras vegetais é contribuir para a sustentabilidade, ocupando assim, um espag¢o muito amplo
para pesquisas no que condiz a beneficios gerados ao meio ambiente, pois suas fontes
sao de facil cultivo e o Brasil € um potencial dessa matéria prima pela sua biodiversidade,
principalmente na Amaz6nia, onde encontra-se uma vasta gama de espécies de arvores
ja reconhecidas e catalogadas, o que facilita muito seu uso em aplicacdes tecnolégicas.
Porém, existem desafios técnicos referentes a certas variaveis de processo como a
compatibilidade entre fibra/matriz, temperatura de processamento e absor¢do de umidade
para obtencdo de compdésitos na area da engenharia de materiais.

O objetivo da presente pesquisa € avaliar o uso das fibras de timb6-agu, juta e tururi
na producdo de compdésitos de matriz poliéster insaturada em produtos com agregacgéo de
valor na area tecnoldgica e do design através da caracterizag¢do fisica-mecénicas desses

compositos.

21 EXPERIMENTAL

As fibras utilizadas foram adquiridas na cidade de Belém do Para e armazenadas
em sacos plasticos com fecho. Os diametros médios das fibras foram obtidos a partir de
100 amostras de cada fibra em um estereomicroscopio Optico Zeiss Stemi 508 da Carl
Zeiss com ampliagdo de até 50X. A massa especifica, em triplicata, das fibras cortadas com
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20 mm de comprimento e secas em estufa a 70°C até variacdo de 0,1% da massa seca,
foi obtida por picnometria de acordo com a norma ASTM D 854:2014, ap6s 24 horas de
imersdo em agua destilada a 25°C + 1 [1]. As andlises morfolégicas foram realizadas em um
microscépio eletrénico de varredura (MEV) da TESCAN Vega 3.LM e uma anélise prévia
de alguns dos seus constituintes quimicos em um Espectrometro de Energia Dispersiva
(EDS) do SHIMADZU, o qual permite identificar a composicdo da amostra, mesmo que
qualitativamente, em pontos especificos daimagem. Foram realizadas analises por difracéo
de raios-X (DRX), para a obtencado dos difratogramas das fibras naturais. O difratdmetro
usado foi da BRUKER D2 PHASER, com tubo de cobre ()\=1,5406A) e angulo 26:5-75°.
A identificagéo de fases foi feita usando o software HighScore Plus da Panalytical e a
base de dados PDF: Powder Diffaction File. A resina comercial de poliéster cristal foi a
tereftalica curada a temperatura ambiente com peroxido de metil-etil-cetona (MEK) a
0,33% v/v em relacédo a resina, comprada na regidao metropolitana de Belém/Pa. As fibras
de juta e timbo6-acu foram distribuidas aleatoriamente e as de tururi na sua forma natural
em tecido com gramatura média de 0,202 g/cm? por moldagem a compressao com o auxilio
de um laminador manual a temperatura ambiente. As fibras foram cortadas com 5 mm de
comprimento e mantido constante a quantidade de 6% de fibras em volume em relacéo
a resina poliéster e homogeneizadas com a ajuda de um bastdo de vidro até ponto de
gel e transferidas para moldes de silicone de acordo com a norma ASTM D-638-90 [3].
Os compésitos foram desmoldados apds quatro dias de cura e submetidos a ensaios
mecanicos. Os testes de resisténcia a flexdo (o) em trés pontos com 30 kN de célula de
carga, velocidade de 1,36 mm/min e afastamento entre os suportes de 51,2 mm foram
realizados em maquina de ensaio universal AROTEC - Modelo WDW 100E de acordo com
a norma da ASTM D 790 [2].

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do didmetro médio e massa especifica de cada fibra estao
apresentados na Tabela 1.

Fibras Timbd-acu ~ Juta Tururi
Diametro (mm) 0,78 £0,157 0,82 £0,049 0,21 £0,056
Massa especifica (g/cm?) 1,55 0,02 1,26 £0,06 0,97 +0,06

Tabela 1 - Diametro médio e massa especifica das fibras.
A Fig. 1 mostra uma imagem selecionada aleatoriamente, dentre as 100 analisadas,

das fibras de juta, timb6-agu e tururi para elucidar suas dimensdes e morfologia, neste
trabalho.
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Figura 1 - Imagens dos diametros das fibras: (a) juta, (b) timbo-agu e (c) tururi obtidas por meio
do estereomicroscopio.

As propriedades mecéanicas das fibras naturais apresentam grande variagbes as
quais, algumas dessas dependem de fatores como as irregularidades e didmetro das fibras
associados a pontos de falhas e defeitos. Tomczak e colaboradores observaram variagbes
na que a resisténcia a tragcdo e o médulo de elasticidade das fibras com a variagcéo de seus
diametros e comprimentos [5,8,10,20]. Os resultados da média das massas especificas
estdo dentro da faixa de valores considerados por Spinacé e colaboradores da ordem de
1,100 a 1,500 g/cm? para serem usadas como reforco de polimeros [6,19]. Esses valores
diferem devido combinagcbes de caracteres anatomicos, fisicos e quimicos, fortemente
influenciados por varios fatores como, espessura da parede celular, quantidade de vasos,
dimensdes das fibras, teor de extrativos, origem, entre outros. A Tabela 2 mostra uma
andlise prévia de alguns constituintes quimicos nas fibras a partir do equipamento EDS.
Elementos presentes no material como C, O, Na, Mg, Si, P, K, Ca e Ti foram encontrados
e sdo comuns em fibras naturais, os quais variam entre as espécies, inclusive na parede
celular da mesma fibra.

Fibras Elementos (%)

Elementos C o} Mg Si P S K Ca Ti Fe Al Total
Timboé-agu 60,33 39,17 - - - - 0,23 0,14 0,05 - - 99,92
Juta 58,93 39,87 0,05 028 - - 0,08 034 - 0,27 0,17 99,99
Tururi 68,40 29,68 024 0,14 024 029 053 044 - - 0,06 100,00

Tabela 2 — Analise prévia da composi¢ao quimica de alguns constituintes por EDS das fibras.
A Fig. 2 mostra os difratogramas das fibras em estudo, as quais apresentaram fases

amorfas e eventualmente fases cristalinas e a Tabela 3 mostra o indice de cristalinidade
das fibras (lcr) calculado segundo a equacgéo (1):
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_ 1(002) ~ I(am) (Eq. 1)
- 1(002)

Onde | (002) € a intensidade correspondente ao pico do material cristalino (26 =
22,8°) e I(am) corresponde a intensidade da banda referente ao material amorfo (26 = 18°).
A formacéo do pico em 22° corresponde a presencga de celulose nas fibras, além de que
alguns halos séo referentes a parte amorfa caracteristicas de microfibrilas (hemicelulose
e lignina). Em analise futura, através da espectroscopia no infravermelho sera possivel
elucidar as bandas caracteristicas dos componentes das fibras: celulose, hemicelulose e
lignina. De acordo com a Tabela 3, as fibras de juta mostraram Icr de 56%, superior as de
tururi e timbo6-agu, apresentando fases cristalinas com picos bem definidos n&o identificados
neste estudo, ja as de tururi obteve-se menor Icr de 33%. As variagdes das resisténcias
mecénicas das fibras estédo relacionadas diretamente com o indice de cristalinidade, ou
seja, com a quantidade de celulose presente nas fibras uma vez que a celulose € o Unico
componente presente na fibra que se cristaliza [11,12].

Ww o

TUTURI

\\M‘J\\‘/\L’m TIMBO-ACU
A i - o liimy
® B * & % & 7
20

Figura 2 - Difratogramas das fibras naturais, mostrando fases amorfas e cristalinas.

Fibra Fase Amorfa Fase cristalina ler (%)
Tururi Amorfo Quartzo 33
Timbo-agu Amorfo Fases néo identificadas. 49
Juta Amorfo Fases néo identificadas. 56

Tabela 3 - indice de cristalinidade das fibras vegetais (lcr).
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A Fig. 3 (a-f) apresenta as micrografias obtidas por MEV da superficie longitudinal e
transversal das fibras “in natura”, ou seja, sem tratamento quimico. As micrografias revelam
fibras de jutas longas continuas com morfologia mais lisa e regular em sua superficie; timbo-
acu descontinuas, forma homogénea com diferentes tamanhos e de tururi escamosas e
irregulares. Observa-se ainda, que de modo geral, as fibras apresentaram impurezas na
superficie provenientes provavelmente do seu beneficiamento e/ou armazenamento. Esses
residuos podem ter causados uma reducéo na adesao fibra/matriz, prejudicando assim sua
resisténcia mecanica, principalmente no compoésito com a fibra de tururi [9,17].

Figura 3 - MEV das sec¢bes transversal e longitudinal das fibras, respectivamente: (a, b) timbo-
acu, (c, d) juta e (e, f) tururi.

As imagens obtidas dos compoésitos com as fibras naturais em matriz de resina
poliéster sa@o apresentados na Fig. 4 (a-c). A Figura mostra os fractogramas da zona de
fratura dos compdsitos poliméricos apds os ensaios de resisténcia a flexdo. Na Fig. 4 (a)
observa-se uma fraca adeséo entre fibra timbdé-agu/matriz apresentando vazios em sua
interface, resultando em uma resisténcia a flexdo (o) de o = 43,75 MPa; (b) fibras de juta
completamente envolvidas pela matriz e o = 98,99 MPa; (c) cavidades e rasgamento das
fibras de tururi durante o ensaio resultando em uma tenséo inferior as demais de o = 33,5
MPa. O resultado do ensaio a flexdo para a resina poliéster alcangou o valor de 45,02 MPa
[13,14,16].
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Figura 4 - MEV dos compositos de resina de poliéster com fibras (a) timbo-agu; (b) juta e (c)
tururi.

41 CONCLUSOES

A fraca adeséo das fibras de tururi na matriz poliéster em comparacao as fibras
de timbo6-agu e juta pode estar relacionada ao tipo de produgédo dos compositos, ou seja,
conformados na forma natural de seus tecidos provocando uma incompleta molhabilidade
da resina sobre os mesmos a partir de 6% de fibra em relacdo a resina, observando assim,
formacéo de bolhas de ar presas. O melhor desempenho mecénico obtido com compdsitos
de fibras de juta associa-se a uma superficie mais lisa e homogénea de suas fibras
favorecendo, assim, uma melhor interacéo fibra/matriz e, portanto, uma boa transferéncia
de energia de ruptura da matriz a fibra em regides de alta tenséo, bem como um indice de
cristalinidade superior as demais. A resisténcia a flexdo do compésito com juta provocou
um aumento significativo na resina poliéster sem reforco, portanto, o uso do compoésito na
area tecnolégica e do design torna-se promissor.
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RESUMO: Compostos organicos com
heterodtomos apresentam a caracteristica
de inibicdo da corrosdo, formando uma
pelicula protetora. Apesar desses compostos
apresentarem boa eficiéncia a maioria dos
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inibidores de corrosao sao sintéticos, os quais sao
prejudiciais ao meio ambiente. Nesse trabalho foi
avaliada a protecéo da corroséo do aco carbono
SAE 1020, promovida por um inibidor natural, a
cafeina, nas concentragdes de 0,1; 0,01; 0,001
e 0,0001 mol.L'. Para comparacao foi utilizado
o benzotriazol BTAH 0,01 mol.L', como um
inibidor tradicional. A resposta eletroquimica foi
determinada por medidas de espectroscopia
de impedancia eletroquimica e polarizagéo
potenciodinamica andédica. Os ensaios de
corrosao foram realizados em cloreto de sédio
0,5 mol.L". Nesse contexto, o objetivo desse
trabalho foi estudar a inibicdo da corrosdao do
aco carbono utilizando a cafeina. Os resultados
demonstraram que a cafeina pode ser empregada
como inibidor de corroséao do ago carbono.
PALAVRAS - CHAVE: Inibidores de corrosao;
quimica verde; eletroquimica.

ABSTRACT: Organic compounds with hetero
atoms have the characteristic of corrosion
inhibiting, forming a protective film. Although these
compounds have good efficiency, most corrosion
inhibitors are synthetic, which are harmful to the
environment. In this work, the corrosion protection
of SAE 1020 carbon steel was evaluated,
promoted by a natural inhibitor, caffeine, in
concentrations of 0.1; 0.01; 0.001 and 0.0001
mol.L'. For comparison, benzotriazole BTAH
0.01 mol.L'" was used as a traditional inhibitor.
The electrochemical response was determined
by measurements of electrochemical impedance
spectroscopy and anodic potentiodynamic
polarization. The corrosion tests were performed
in sodium chloride 0.5 mol.L. In this context, the
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objective of this work was to study the corrosion inhibition of carbon steel using caffeine. The
results showed that caffeine can be used as a corrosion inhibitor for carbon steel.
KEYWORDS: Corrosion inhibitors; green chemistry; electrochemistry.

11 INTRODUGAO

Corroséo é deterioracdo de um corpo sélido por meio de uma reagéo quimica ou
eletroquimica com o meio (FURTADO et al, 1981). Esses processos ndo deixam de ocorrer,
porém, podem ser controlados por meio de medidas como tratamentos de superficie,
protecao anddica ou catodica e adigdo de inibidores de corrosdo (SOLTANI et al, 2012;
GENTIL, 2003). Controlar a corroséo significa controlar a reagéo entre o metal e o meio, de
forma que suas propriedades fisicas e mecanicas nao sejam afetadas durante o seu tempo
de vida util (GROSSER, 2008).

O ago carbono é uma importante liga utilizada em grande demanda de aplicacoes,
devido a seu baixo custo e suas propriedades (ROCHA et al, 2014, SOUZA et al, 2014).
Consiste na sua composicao ferro e carbono, amplamente utilizada em pegas, maquinas,
automéveis eletrodomésticos em diversos setores de escala industrial (GENTIL, 2013;
VIOMAR, et al, 2004). Contudo a utilizagcéo dessa liga metalica se torna limitada, pertinente
a sua propensao a processos COrrosivos, assim se € necessario o uso de métodos que
impecam esse efeito (SANTOS, et al, 2016).

O uso de inibidores, geralmente orgéanicos, caracteriza-se em um dos métodos de
grande interesse, ja que funcionam como peliculas protetoras, devido a presenga de grupos
funcionais contendo heteroatomos como enxofre, nitrogénio e oxigénio, que interferem na
acao eletroquimica inibindo a corrosao (ROSSI et al, 2007; SOLTANI et al, 2012; PEREIRA
et al, 2012).

A ligacao pode ser formada a partir do par de elétrons dos atomos doadores, com
a superficie do metal, promovendo a absorcédo, a intensidade dependera da densidade
eletrénica sobre o atomo doador e da polarizagéo do grupo, reduzindo assim o processo
corrosivo (TORRES, et al, 2016). O uso de inibidores sdo uma forma de evitar o problema
da corrosdo com vantagens econémicas, sendo capaz de afetar as reagbes anddicas ou
catodicas ou ambas e de acordo com a situacéo, e podem ser classificados como inibidores
de corrosao catédicos anédicas ou mistos (GROSSER, F. N. 2018).

Apesar de apresentar grande eficiéncia na inibicdo das reagdes que ocasionam
processos corrosivos, a maioria desses compostos é de origem petrolifera apresentando
efeitos indesejaveis. Com o advento de discussGes acerca da sustentabilidade dos
processos, faz-se necessario repensar o uso de compostos ndo renovaveis (SPIRO e
STIGLIANI, 2009).

O efeito negativo desses inibidores ndo afeta somente organismos vivos, mas

acaba sendo prejudicial ao ambiente, trazendo consequéncias muitas vezes irreversiveis
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ao ecossistema afetado, com isso o desenvolvimento de inibidores que ndo agridam o meio
ambiente se faz necesséario (SANTOS et al, 2016).

Li (2012) utilizou extrato de bambu para inibir as reagbées de corrosdo do ago em
HCl e H,SO,, obtendo eficiéncia de até 79% em H,SO, 0,5 mol.L". Pereira (2012) utilizou
extrato de casca de alho para a inibicdo da corrosdo do ago carbono em HCI, obtendo
eficiéncia de até 90%.

Rocha (2014) fez uso de extrato aquoso de manga e casca de laranja como inibidor
verde, em ago carbono em solucdo de acido cloridrico, alcangando eficiéncia 96%. O
extrato de café foi estudado por Vasconcelos (2011) e apresentou até 88% de eficiéncia em
HCI. Torres (2016) utilizou extrato de semente de mamao papaia para inibicao da corrosao
do acgo carbono, em meio de acido cloridrico, apresentando eficiéncia de 93%.

Ochoa (2013) obteve uma eficiéncia de 98%, utilizando amido de mandioca como um
inibidor sustentavel. Extrato de Phyllantus amarus foi utilizado para a inibicdo das reagdes
de corrosdo do aluminio em meio basico e os autores obtiveram um maximo de 76% de
eficiéncia de inibicdo em uma porcentagem de 20% de extrato (LI et al, 2012; PEREIRA et
al, 2012; ROCHA et al, 2014; VASCONCELOQOS et al, 2011; OCHOA et al, 2013; ABIOLA e
OTAIGBE, 2009).

Alguns trabalhos investigaram o uso da cafeina contra a corros@o de diferentes
substratos metalicos com vantagens de inibicdo da corrosdo para o zinco, cobre e
aco carbono (GROSSER, F. N. 2008; SILVA et al, 2002, MACHADO, T. F. et al, 2005;
FORNAZARI, M. S. et al, 2006).

O objetivo desse trabalho foi estudar o uso de cafeina como inibidor da corrosao
do ago carbono (SAE 1020), visando a substituicdo dos inibidores organicos de origem
petrolifera por produtos naturais.

21 MATERIAIS E METODOS

Preparacédo dos substratos metalicos

Os substratos metalicos foram amostras de ago carbono (SAE 1020) disponiveis no
laboratério do Grupo de Pesquisas em Eletroquimica — GPEL®, preparadas por meio de
lixamento com lixas de SiC de granulometrias #320, #400, #600 e #1200.

A composi¢éo quimica das amostras de acgo foi obtida por meio de fluorescéncia de
raios-X, em um equipamento portatii OXFORD XMET 7500, disponivel no GPEL®.

Eletrélitos

Foi utilizada uma solugéo de NaCl 0,5 molL' como eletrélito para a realizagdo dos
ensaios de corrosao e para a determinac¢ao do comportamento eletroquimico do metal base
sem a presenca de cafeina.

Para a avaliacdo da inibicdo da cafeina uma solu¢cdo de NaCl de 0,5 mol.L" foi
utilizada como solvente para a preparacao das solugdes inibidoras nas concentragdes: 0,1,
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0,01, 0,001 e 0,0001 molL™.

Ensaios de corroséo

Os ensaios de corrosao foram realizados em um potenciostato da GAMRY em uma
célula de trés eletrodos, constituida de um eletrodo de trabalho de ag¢o carbono (SAE 1020);
eletrodo de referéncia de prata cloreto de prata e contra eletrodo de platina de grande area
superficial.

Potencial de circuito aberto (PCA): o potencial de circuito aberto foi monitorado por,
no minimo, 2 horas anteriormente a realizacdo dos demais ensaios;

Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE): os ensaios de EIE foram
realizados a partir do PCA, com uma perturbagéo de potencial de +10 mV em frequéncias
de 10* Hz até 0,001 Hz.

Polarizagcdo Potenciodindmica (POL): os ensaios de POL consistirdo na aplicagéo de
um sobrepotencial catédico de — 1,0 V e de um sobrepotencial anodico de +1,0 V a partir
do PCA.

Calculo da eficiéncia do inibidor: a eficiéncia de inibicdo promovida pelos inibidores
foi obtida a partir da equacéo (1) (TUSSOLINI, 2010):

g = Jsubstratometilico ~ Jsubstrato metilico com inibidor

Jsubstratometilico (1)

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de potencial de circuito aberto estdo apresentados na Figural. As
respostas da variacdo de potencial em fungcdo do tempo demonstram o comportamento
das amostras em circuito aberto, a partir das quais pode se observar um deslocamento
para valores mais negativos para as amostras com inibidores. Tal resposta sugere um

comportamento catédico.
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Figura 1. Potencial de circuito aberto (PCA)

Para a amostra com inibidor de BTAH um comportamento diferente foi observado,
pois 0s potenciais se tornaram mais positivos que para o substrato e as outras amostras
indicando um comportamento anddico.

Os resultados de espectroscopia de impedancia eletroquimica estdo apresentados
na Figura 2. Os diagramas de Nyquist da Figura 2(A) apresentam apenas um arco capacitivo
para todas as amostras sugerindo que apenas um processo esta ocorrendo.
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Figura 2. Diagramas de Impedancia (A) Nyquist (B) Modulo de impedancia e (C) Bode Angulo
de Fase.

Maiores valores de impedéancia foram medidos para as amostras tratadas com

inibidores, indicando que estes promoveram um aumento na resisténcia a corroséo

do ago carbono. Para o BTAH os valores de impedancia foram os maiores indicando a

maior resisténcia a corrosao, ja para a cafeina os maiores valores de impedancia foram

observados para as concentracdes 0,001 mol.L.
Os diagramas da Figura 2(B) demonstram que ha uma resposta distinta quando

sdo comparados os sistemas. Apenas uma constante de tempo foi determinada para o

substrato e para cafeina. Entretanto, maiores valores de angulo de fase foram medidos com
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cafeina. Em presenca de BTAH duas constantes foram observadas. A primeira esta entre
100 e 1000 Hz, atribuida ao inibidor adsorvido na superficie do metal. A segunda constante
esta entre 0,1 e 1 Hz e pode ser atribuida aos processos de corrosdo. Os resultados da
Figura 2(C) indicam um aumento do médulo de impedancia para as amostras com cafeina
e BTAH evidenciando a maior resisténcia a corrosdao. Os maiores valores de modulo de
impedancia foram obtidos com a concentracéo de cafeina de 0,01 mol/L. Tais respostas
estdo de acordo com os diagramas de Nyquist.
Os resultados de polarizagdo potenciodindmica estéo na Figura 3.
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Figura 3. Curvas de polarizagdo potenciodindmica anddica.

As curvas de polarizagdo apresentam um comportamento ativo para todas as
amostras. Menores densidades de corrente foram determinadas para os sistemas com
inibidor, quando comparadas com aquelas medidas para o substrato. Estes resultados
demonstram que os inibidores atuaram na protecéo da corrosdo do ago carbono, entretanto,
o BTAH foi inibidor que apresentou menores densidades de corrente, por isso, foi o mais
eficiente na protecédo da corrosdo do ago carbono.

A composigéo quimica do ago carbono foi avaliada por fluorescéncia de raios-X e os

resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Amostra Elementos (% m/m)
Fe Mn Al Si S Cr Ti C
Aco carbono (SAE 1020) 98,7% 0,19 0,11 0,03 0,04 0,03 0,02 0,21

Tabela1. Composig¢éo quimica do ago carbono (SAE 1020).
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A composicdo determinada estd de acordo com as especificacdes para o aco
carbono (SAE 1020), pois para esta liga metélica a proporcéo de carbono deve estar entre
0,19-0,23 %.

Os valores de eficiéncia estao apresentados na Tabela 2.

Amostra Jmédio (A.cm™) 0 (%)
Aco Carbono 4,02.10° -

BTAH 1072 mol/I. 1,90.10* 95,3%
Cafeina 10 mol/L 1,03.10° 74.4%
Cafeina 10”" mol/L 1,31.10° 67,5%
Cafeina 10 mol/L 1,50.10° 63,1%
Cafeina 107 mol/L 1,51.10° 62.4%

Tabela 2. Valores de eficiéncia da inibicdo da corroséo a partir do grau de cobertura das
amostras.

Os resultados demonstram que os inibidores aumentaram a resisténcia a corrosdo
do substrato metalico, pois menores densidades de corrente foram determinadas para os
materiais em contato com os inibidores.

A maior eficiéncia medida foi para o inibidor BTAH, entretanto, a cafeina apresentou
eficiéncias de inibicdo significativas, com o maior valor sendo determinado para este
inibidor verde na concentracdo de 1.102mol.L".

41 CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho indicaram que a cafeina pode ser utilizada como um
inibidor verde para a protecéo da corros@o do ago carbono SAE 1020 em meio de NaCl 0,5
mol/L.

As eficiéncias de inibicdo determinadas para a cafeina permitem concluir que esta
substancia é um inibidor verde com potencial significativo para a protecao da corrosao do
aco carbono (SAE 1020).

O comportamento de prote¢do da corrosdo promovida pela cafeina foi inferior a
protecao promovida pelo BTAH, entretanto, a cafeina apresenta vantagens ambientais.
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RESUMO: O emprego nanoparticulas de Au
suportadas em processos de oxidagdo de
alcoois mostra bons resultados em relagdo ao
desempenho catalitico. Além disso, a aplicagao
de suportes com basicidade intrinseca mostra-
se eficaz para a ocorréncia de uma reagao
com alta seletividade e a utilizagcdo de suportes
magnéticos possibilita a separacdo mais pratica
do catalisador contido no sistema. Dessa forma,
€& coerente considerar o aprimoramento da
performance catalitica através da impregnacao
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de Oxidos béasicos em suportes magnéticos,
considerando especialmente a combinagao
de propriedades favoraveis a oxidagédo, como
basicidade, area superficial especifica e
porosidade. Nesse contexto, o presente estudo
investigou uma possivel rota de obteng¢éo de &cido
benzoico através da oxidagao de alcool benzilico
catalisada por Sr(OH),-SrCO,@CoFe,O,. Para
tanto, foram sintetizadas, a partir do método de
sol-imobilizagdo com NaBH,, nanoparticulas de
Au (AuNPs) suportadas em Sr(OH),-SrCO,@
CoFe,O,. Para a caracterizagdo dos materiais,
foram utilizadas as técnicas: difracao de
raios X (DRX), adsor¢do e dessorgdo de N,
Fluorescéncia de raios X (FRX), microscopia
eletrénica de varredura (MEV) e Espectroscopia
na Regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR). Essas técnicas evidenciaram a
presenga de SrCO, e Sr(OH),, em decorréncia do
precursor do suporte e da adsor¢cdo de umidade
do ar e também uma distribuicdo uniforme desse
material sobre a fase magnética. O catalisador
final alcancou converséo de 70% com 69% de
seletividade par ao acido benzoéico a 100°C, 4
bar de O, por 2,5h, com reutilizagéo estavel por
6 ciclos. Os resultados demonstraram, portanto,
que o material tem grande potencial para a
sintese requerida e, em comparagcdo com a
literatura, que uma maior pressao pode conferir
uma maior seletividade para o acido benzéico.
PALAVRAS - CHAVE: Alcool benzilico, Acido
benzoico, Catélise heterogénea, Nanoparticulas,
Controle de seletividade.
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CATALYSIS FOR FINE CHEMICALS: SYNTHESIS OF BENZOIC ACID BY
SELECTIVE OXIDATION OF BENZYL ALCOHOL WITH GOLD NANOPARTICLES
SUPPORTED ON SR(OH),-SRCO,@COFE,O,

ABSTRACT: Supported gold nanoparticles (AuNPs) for the oxidation of alcohols have
shown high catalytic performance results. Besides, the use of supports with intrinsic basicity
is effective for a reaction with high selectivity and the use of magnetic supports allows an
efficient separation of the catalyst from the reaction system. Thus, the impregnation of basic
oxides on magnetic supports can improve catalytic performance, considering the combination
of properties favorable to oxidation, such as basicity, specific surface area, and porosity. In this
context, this paper investigated a possible reaction route for the production of benzoic acid by
the oxidation of benzyl alcohol catalyzed with AuUNPs supported on Sr(OH),-SrCO,@CoFe,O,.
Thereby, AuNPs supported on Sr(OH),-SrCO,@CoFe, O, were synthesized using the sol-
immobilization method using NaBH4 as the reducing agent. For the material characterization,
the techniques used were: X-ray diffraction (XRD), N, adsorption and desorption, X-ray
fluorescence (XRF), scanning electron microscopy (SEM), and Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR). These techniques showed SrCO, and Sr(OH), uniformly distributed over
the magnetic phase. The presence of strontium carbonate and hydroxide is due to the support
precursor and the adsorption of moisture in the air. The catalyst achieved 70% conversion
with 69% selectivity for benzoic acid at 100°C, 4 bar of O, and 2.5h, allowing the reuse in 6
consecutive cycles. Therefore, results presented that the material has great potential for the
required synthesis and that a higher pressure favors a greater selectivity for benzoic acid in

comparison with the scientific literature.
KEYWORDS: Benzyl alcohol, Benzoic acid, Heterogeneous catalysis, Nanoparticles,
Selectivity control.

11 INTRODUGAO

No advento do século XXI, a sintese de nanoparticulas metélicas configura um
importante objeto de pesquisa no campo da catélise. Seus infimos tamanhos e amplas
superficies especificas Ihes garantem caracteristicas totalmente distintas dos materiais
macroestruturados (NASIR; NUR, 2008). Dentre as varias funcbes das nanoparticulas
metalicas, destaca-se a sua utilizacao na catalise de reagdes organicas, uma vez que elas
favorecem a ocorréncia dessas reagdes em condi¢cdes mais brandas e mais sustentaveis.

Dentre os catalisadores heterogéneos, 0os que se baseiam em nanoparticulas de
metais nobres s&o economicamente mais relevantes (SCIRE, et al., 2009). O alto potencial
de redugéo desses metais explica a eficacia na nanoparticularizagdo dos materiais, visto
que essa propriedade auxilia na redugéo ibnica e na estabilidade das nanoparticulas
(EVANOFF; CHUMANOV, 2005). Nesse ambito, o ouro € um dos principais metais nobres
utilizados, seja na forma monometalica ou combinado com outros metais. Conforme relata
a literatura, as vantagens dos nanocatalisadores de ouro séo sua eficacia, apresentando
boa atividade e seletividade, e sua boa interacdo com a maioria dos suportes (KIM, 2009).

A quimica fina € um seguimento industrial em constante crescimento e os produtos
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de oxidagéo de alcoois sdo demasiadamente utilizados na mesma. Convencionalmente, os
oxidantes utilizados nessas reag¢des tém base em crémio e originam residuos poluentes
e, assim, tem-se como solugdo a substituicdo destes pelo oxigénio molecular, o que
proporcionard condi¢des reacionais mais adequadas a preservagcdo do meio ambiente
(MELO, et al., 2019).

Um dos processos mais utilizados na obtencéo de produtos de alto valor agregado
por catalise heterogénea com nanoparticulas de metais nobres é a oxidagcéo de alcoois,
que tem como reacdo modelo a oxidacdo do alcool benzilico. Por conta dos varios
produtos de oxidacdo do alcool benzilico, € necessaria a utilizagcéo de catalisadores que
proporcionem uma reag¢do com altas converséo e seletividade para o produto almejado,
gerando substancias mais valorizadas no mercado industrial. Além disso, nesse processo,
torna-se desnecessario o uso de agentes oxidantes tdxicos, partindo do pressuposto
de que os nanocatalisadores permitem a participacdo de oxigénio molecular na reagéo
gerando apenas dgua como subproduto (PEREIRA, et al., 2019).

A obtencdo de um bom desempenho catalitico do ouro, com ambas conversado
e seletividade elevadas, exige a presenca de um meio reacional alcalino, isso porque a
adicdo de uma base favorece a extragado do oxigénio do alcool, o que ativa o substrato e,
consequentemente, acelera o processo oxidativo (FALCAO, et al., 2018). Considerando
essa exigéncia, a utilizagdo de Oxidos e carbonatos de metais alcalinos-terrosos, que
possuem basicidade intrinseca, pode ser uma alternativa viavel a adi¢cao de sais alcalinos
ao meio reacional. O 6xido de estroncio, por exemplo, vem sendo usado como suporte para
catalisadores heterogéneos aplicados a produgcédo de biodiesel, os quais demonstraram
eficiéncia catalitica relevante, tanto em termos de atividade quanto em termos de
estabilidade (FALCAO, et al., 2018).

Pereira, et al. (2019) aplicou o cataisador Au/Sr(OH),/CoFe,0, na oxidag&o do Alcool
benzilico obtendo uma rota seletiva para a produg¢édo de Benzaldeido com um percentual
de converséo de 87,4% e seletividade de 88,1%, sob condi¢cbes amenas (2 bar de O,, 100
°C e 2,5 h). Contudo, ainda houve a produgdo de 11,9% de Acido benzéico, que também
€ um produto muito utilizado na industria alimenticia e na produg¢éo de nylon, se tornando
interessante a realizacdo do estudo de uma rota sintética para o mesmo (OLIVEIRA; REIS,
2017).

Nesse contexto, o desenvolvimento de uma rota sintética viavel para a producao
do Acido benzéico a partir da oxidagdo do Alcool Benzilico em uma reacéo catalisada por
nanoparticulas de ouro suportadas em 6xido de estroncio dopado em ferrita de cobalto,

compde uma proposta relevante e pertinente.
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21 METODOLOGIA

2.1 Preparacao do Suporte

O suporte SrO@CoFe,O, foi preparado pelo método classico de impregnagéo, mas
com algumas modificacdes. Inicialmente foram adicionados em acetona e sob constante
agitagéo (800 RPM), o SrO, obtido a partir da calcinagéo do SrCO, a 900°C, e a CoFe,O,
em uma proporgédo massica de 1:5 (CoFe,0O,:Sr). A mistura foi mantida sob refluxo por
24h e posteriormente o material foi lavado 3 vezes com acetona, seguido de secagem em
estufa a 150°C por 8h.

2.2 Preparacao do catalisador (nanoparticularizacédo e deposicao de metal)

O preparo do catalisador se da em duas etapas: sintese das nanoparticulas de ouro
por reducéo e deposigédo sobre o suporte pelo método de sol-imobilizacdo, com algumas
modificagdes (Love et al., 2005). Para a sintese das nanoparticulas foram adicionados
0,6 mL de uma solugéo aquosa 2,0% de alcool poli vinilico (PVA 80%, 36 mg) sobre uma
solugéo acetbnica de HAuCl, (2,05 mmol; 4,10 mmol e 6,15 mmol de Au em 150 mL de
Acetona) sob agitacdo magnética (800 RPM). Seguidamente, adicionou-se uma solugcéo
NaBH, na proporgéo méassica de 1:4 (metal:hidrogénio) para a redugdo do metal e, ap6s o
escurecimento da solugéo, o sistema permaneceu sob agitagdo por 30 minutos. De forma
subsequente, foram adicionados 500 mg de suporte e a solugdo permaneceu sob agitacéo
por 2h. A separacéao foi feita com auxilio de um im& e o material foi lavado 3 vezes com
agua (100 mL) e uma com acetona (30 mL). Por fim, o catalisador foi seco em estufa a
150°C por 10h.

2.3 Reacoes de oxidacao

O estudo do desempenho do catalisador foi realizado a partir de sua aplicagédo em
reacOes de oxidagao seletiva do alcool benzilico, que consiste em uma reagdo modelo em
virtude da presenca de apenas uma hidroxila na molécula. Na primeira etapa de testes
foram realizadas quatro reag¢des, uma para cada um dos catalisadores sintetizados e uma
para o suporte (SrO@CoFe,0,). As reacgGes foram feitas em um reator do tipo Fischer-
Porter com capacidade de 100 mL no qual foram adicionados o catalisador (30 mg), o sal
alcalino K,CO, (0,33 mmol) e o alcool benzilico (9,6 mmol). Sob presséo de 4 bar de O, e
temperatura de 100 °C, a mistura reacional foi submetida a agitagéo por 2,5 h. Ao fim das
reacoes, o catalisador foi separado pela acdo de um iméa e uma aliquota de 20 pL da fase
liquida foi coletada e solubilizada em 1 mL de diclorometano para analise. A identificacao
dos produtos da oxidag&o do alcool benzilico foi realizada por cromatografia gasosa (CG)
com utilizacao do padrdo de oxidagao do alcool em estudo (PEREIRA, et al., 2019).

A segunda etapa de testes consistiu na definicdo das melhores condi¢cdes de tempo
e pressdo para o catalisador que obteve melhor desempenho nos testes iniciais. Essa
definicao teve como principal critério o controle da seletividade. Além disso, a estabilidade
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do catalisador também foi verificada por ensaios de reuso a fim de verificar a vida util do
material.

2.4 Caracterizacao do catalisador

Para a caracterizagdo do catalisador de melhor desempenho foram aplicadas as
seguintes técnicas: difratometria de raios-X (DRX) utilizando um difratograma Shimadzu
XRD-6000 (Shimadzu Corp, Kyoto, Japan) com radiacao Cu Ka (1,5418 A), operando a
40 kV e 40 mA. O refinamento de Rietveld da amostra foi realizado usando o software Rex
0.8.2. Os parametros de superficie foram determinados pelo método Brunauer-EmmettTeller
(BET) em uma faixa de presséao relativa de 0,07 <P / Po <0,3; O método de Barrett, Joyner
e Halenda (BJH) foi usado para determinar o didmetro médio dos poros. A quantificacéo
relativa dos metais no material foi feita por fluorescéncia de raios-X (FRX) nos parametros
de 120 s, 4 filtros, filtro minério de Cu/Zn e ponto focal ativado. Foi realizada espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR), feita pelo espectrofotometro
Spectrum 100 (Perkin Elmer, Massachusetts, EUA), com programacéo para 32 varreduras
cumulativas a 4 cm™'. As caracteristicas estruturais e homogeneidade na distribuicao do
6xido no suporte foi analisada por Microscopia eletrénica de varredura (MEV) com feixe
primario de elétrons acelerados com 25 kV. Por fim, as analises de cromatografia gasosa
(GC) foram realizadas usando Cromatografo Shimadzu 2010 equipado com detector de

ionizagcéo em chama (FID) e coluna capilar Carbowax, usando p-xileno como padréo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Verificacdo do desempenho catalitico em funcéo da carga metalica

A eficacia do ouro metélico nanoparticulado como catalisador da rea¢éo de oxidagcéo
do alcool benzilico foi comprovada por meio da comparagao entre as conversdes alcancadas
pelos catalisadores e pelo suporte, bem como esta disposto na Tabela 1.

Como pode ser observado, o suporte sozinho (entrada 1) n&o foi capaz de converter
0 alcool benzilico aos correspondentes produtos oxidados, evidenciando a necessidade de
um agente catalisador em sua superficie para promover a reagdo. De forma semelhante,
percebe-se um notavel aumento na converséo do catalisador Au,, /SrO@CoFe,0, em
0]
da carga metalica disponivel no suporte.

relagéo ao catalisador Au,,, /SrO@CoFe o que pode ser facilmente atribuido ao aumento

2748

Em contrapartida, a variagdo da conversao obtida quando a carga metalica do
catalisador € aumentada para 3% é bem sutil, essa observacao, aliada as variacbes
também sutis das seletividades, sugerem um melhor desempenho catalitico ao material
Au,, /SrO@CoFe,O, nas condigbes relatadas. Esse catalisador, portanto, foi o escolhido
para otimizagéo e discussao mais detalhada no presente trabalho.
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Seletividade (%)

Conversao ]
Entrada Catalisador Acido
(%) Benzaldeido )
Benzoico
1 SrO@CoFe204 0 - -
2 Au1%/STO@CoFe204 32 65 35
3 Auz/STO@CoFe204 70 69 31
4 Auan/SrO@CoFe204 77 71 29

Tabela 1. Verificagdo do desempenho catalitico do suporte e dos catalisadores nas reagdes
oxidativas do alcool benzilico

Fonte: O autor, 2019.

De acorco com Pereira et al. (2019), o material Au/Sr(OH),/CoFe,O,, que é
semelhante ao material aqui trabalhado, foi capaz de produzir benzaldeido através da
reacdo de oxidagéo do alcool benzilico sob condigbes amenas (2 bar de O,, 100 °C e
2,5 h), obtendo converséo de 87,4% e seletividade de 88,1%. Dessa forma, observa-se a
influéncia da pressao na seletividade do material, deslocando a seletividade para o préximo

produto de oxidacéo.

3.2 Caracterizacao do catalisador Au,, /SrO-CoFe,O,

O SrO foi sintetizado em condi¢des diferentes do método de referéncia, por esse
motivo se fez necessario submeté-lo a analise de FTIR para confirmar se sua composicao
era a esperada. Os espectros de infravermelho da ferrita de cobalto (CoFe,O,), 6xido de
estroncio (SrO), ferrita dopada com 6xido (SrO@CoFe,0,) e catalisador final (Au,,/SrO@
CoFe,0,) estéo expostos na Figura 1.

Como se observa na figura, o espectro correspondente a CoFe,O, exibe uma banda
larga e fraca localizada em torno de 580 cm™, a qual pode ser atribuida a vibragéo Fe-O
da ligagéo Fe-O da estrutura MFe,O, confirmando a formacé&o da ferrita (ZHANG; WANG,
2008).

Comparando-se os outros trés espectros, é possivel constatar a presenga do SrCO,
no suporte. O ion carbonato (CO,?) isolado conta com uma simetria D h e, por conta disso,
tem quatro modos vibracionais: em 1071 cm™ para u,, se refere as vibragbes assimétricas
de estiramento C-O; em 858 cm™ para u, e em 698 cm™ para u,, podem ser atribuidos as
vibragdes de deformagéo dentro e fora do plano do grupo CO,*; e em 1476 cm™ para u,,
representa o estiramento simétrico de C-O (MELO et al., 2019).
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Figura 1. Espectros de FTIR das quatro fases de sintese do catalisador
Fonte: O autor, 2019.

Entre 3608 e 3499 cm™" aparece uma banda que indica estiramento de OH-, acusando
a presenca de ligagdes Sr-OH, que seriam resultantes da hidratagdo do SrO com a agua
proveniente do ar. Além disso, no espectro referente ao Au,,/SrO@CoFe,O, conta com
uma banda entre 3413-2536 cm™ referente & estiramento H,O, que indica a presenca um
composto hidratado (MELO et al., 2019).

Com a auséncia de bandas correspondentes ao SrO no espectro de infravermelho, se
fez necessaria a caracterizagéo do material Au,, /SrO@CoFe,O, pela técnica de DRX para
a identificagdo e quantificacdo, a partir do refinamento de Rietveld, das fases cristalinas do
catalisador. O difratograma e os dados do refinamento de Rietveld encontram-se dispostos
na Figura 2.

O tratamento dos dados cristalograficos permitiu a identificacdo de trés fases
cristalinas na amostra, cujos padrbes utilizados foram indexados para CoFe,O, (ISCD
191044), SrCO, (ISCD 166088) e Sr(OH),°H,O (ICSD 60661). Quanto aos dados
quantitativos, o refinamento Rietveld indicou que o catalisador € composto por uma mistura
de 43,7% de ferrita de cobalto, 31,4% de carbonato de estroncio e 24,8% de hidroxido de

estréncio monohidratado.
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Figura 2. Difratograma de Raios-X do catalisador
Fonte: O autor, 2019.

Esses resultados demonstram que a calcinacao a 900°C néo foi suficiente para
decompor todo o SrCO, em SrO. Além disso, a interagdo do SrO presente com a agua
presente no ar pode ter levado a formagéo do Sr(OH),*H,0 (CASTRO, et al., 2018). Nao
foram identificados picos de difracdo caracteristicos das fases do ouro, possivelmente por
estarem em uma quantidade muito pequena em relacéo a totalidade do material. Com base
nessas analises o catalisador foi redesignado para Au,, /Sr(OH),-SrCO,@CoFe,0,.

As investigacdo das propriedades morfologicas do catalisador por meio da técnica
de microscopia eletronica de varredura revelou uma significativa uniformidade tanto no
tamanho das particulas de Sr(OH),*H,O, quanto na sua distribuicdo sobre a ferrita de
cobalto. Essas observagdes sugerem uma boa homogeneidade do material, garantindo-lhe
estabilidade relevante.

SEl 5kV  WD9mm SS50 x3,000 Sum WD8mm §522 x17,000  1um

Figura 3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)
Fonte: O autor, 2019.
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A porosidade e a area superficial especifica séo caracteristicas determinantes para
o desempenho de materiais cataliticos. As isotermas de adsorgéo e dessorgédo de N, e os
dados correspondentes estéo dispostos na Figura 4 e na Tabela 2, respectivamente. Por se
tratar do mesmo material e mesmo grupo de pesquisa, estes resultados foram reproduzidos
de Pereira, et al. 2019.

30 20

—a— Adsorcéo —a— Adsorcdo
(a) —&— Dessorcéo (b) —e— Dessorcéo

»n
o
1

[~}
o
1

-1
Volume Ny / (cm3 g )
Volume Ny / (cm3 g'1)

00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 08 10

Presséo relativa Presséo relativa

Figura 4. Isotermas de adsorgéo e dessorgéo de N, do (a) suporte e (b) catalisador

Fonte: Pereira, et al., 2019.

O perfil das curvas de adsorc¢éo e dessorgdo de N, evidenciam isotermas do tipo 2
sugerindo um sistema n&o poroso. Essa informacgédo é coerente com o material analisado,
ja que, de acordo com Pereira, et al., 2019, tanto o CoFe,O,, quanto o SrCO, e Sr(OH), néo

tém grandes poros, bem como pode ser observado na Tabela 2.

Area . Volume total
Au Diametro do
Catalisador superficial do poro (cm-
(%) poro (A)
(mg) *g7)
SrCOs-
24,75 64,02 0,033
Sr(OH)2@CoFe204
Auz%/SrCOs-
2,0 9,22 89,37 0,018
Sr(OH)2@CoFez204

Tabela 2. Propriedades de superficie mensuradas por fisissor¢éo de N, do suporte e catalisador

Fonte: Pereira, et al., 2019.

Quanto as propriedades de superficie (Tabela 2), verifica-se uma consideravel
reducdo na area superficial especifica e no volume de poros do catalisador em relacao
ao suporte. Isso possivelmente decorre da deposicdo de nanoparticulas de ouro nos
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pequenos poros do material e indica uma distribuicdo uniforme. Dessa forma a superficie
do catalisador tende a estar totalmente recoberta pelo metal, possibilitando uma maior
interacdo com o meio reacional.

A quantificacdo metdlica relativa dos componentes do catalisador foi investigada
pela técnica de fluorescéncia de raios X, conforme esta demonstrado na Figura 5.

Assim como na difragdo de raios X, ndo foi possivel identificar o sinal correspondente
ao ouro, o0 que pode ser explicado pela pouca quantidade do metal em relagéo aos outros.
Embora o pico nédo seja visivel, a analise permitiu a detec¢do e quantificagdo do ouro no

catalisador, revelando um percentual de 1,8% em relacéo ao suporte.
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Figura 5. Fluorescéncia de Raios-X do catalisador
Fonte: O autor, 2019.

Como a sintese do catalisador analisado foi planejada para obtengdo de um material
com 2% em peso de metal. Essa diferenca entre o valor teérico e o calculado por FRX
pode ser explicado por flutuagdes amostrais, isto é, o ouro pode estar distribuido de forma
ndao homogénea fazendo com que alguma regido especifica da superficie tenha mais NPs
de ouro que outra, além disso, alguns erros podem estar envolvidos na andlise, como
a flutuacdo do equipamento e a area superficial ocupada pelo catalisador na execucéo
da técnica (MELO, et al., 2019). Para os demais metais a técnica indicou quantidades
coerentes com o valor tedrico individual, como visto no grafico: 20,5% de Fe; 11,35% de
Co e 66,4% de Sr.

3.3 Ensaios reacionais e otimizacao

O material aqui investigado ja era alvo de investigacées no grupo de pesquisa para
a produgédo de benzaldeido, portanto, o presente estudo buscou otimizar a rota catalitica
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em funcdo da obtencdo do composto mais oxidado, o acido benzoico. Como pode ser
observado na Figura 6, o 4cido benzoico é produto da oxida¢do sequencial do benzaldeido,
produto menos oxidado.

O caréter sequencial da reacéo ja sugere por si s6 a necessidade de uma maior
disponibilidade de oxigénio ou um tempo maior de reagéo. Desta forma, a otimizagéo do
processo foi feita pela investigacao das variagcdes de tempo e pressao a fim de se obter as
melhores condi¢bes para alcangar uma boa conversao e seletividade para o acido benzoico
(PEREIRA, et al., 2019).

HO o o) OH

Oz 02
—_— —_—
Catalisador Catalisador
a b c

Figura 6. Representagdo esquematica da reagéo de oxidagao do alcool benzilico (a), para os
principais produtos: (b) benzaldeido e (c) acido benzoico.

Fonte: (Pereira, et al., 2019).

Seletividade (%)
Tempo Pressdo Conversao §
Entrada Acido
(h) (bar) (%) Benzaldeido i
Benzoico

1 25 2 72 68 32
2 4 2 e 52 48
3 25 4 78 34 66
4 4 4 80 31 69

Tabela 3. Otimizagéo da reacgéo e oxidagao do alcool benzilico

Fonte: O autor, 2019.

Como esperado, o aumento da pressdo e do tempo de reacdo favoreceu tanto a
conversao quanto a seletividade para o acido benzoico. Porém, como pode ser observado
na Tabela 3, a influéncia da variagdo da pressado foi mais significativa que a variagao
do tempo. Além disso, é possivel observar que o aumento da pressado favorece mais a
seletividade que a conversao.
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Com base nos resultados demonstrados na Tabela 2, apenas o aumento da pressao
de bar é suficiente para alcangar um desempenho satisfatorio, especialmente no quesito
custo beneficio, ja que a seletividade dobra em relacéo a pressdo de 2 bar. Assim, podem
ser consideradas condigGes 6timas de reagéo o tempo de 2,5 h e presséo de 4 bar de O,.

A estabilidade do catalisador Au,,/Sr(OH),-SrCO,@CoFe,O, foi investigada pela
realizac¢do de 6 ciclos reacionais consecutivos. Os dados obtidos a partir dessa investigacao
estdo representados na Figura 7 e, como pode ser observado, demonstram que o material
se manteve estavel e com boa atividade ao longo dos 6 ciclos.

Séao observadas apenas sutis flutuagdes nos resultados de conversao e seletividade,
indicando a manutengao das propriedades cataliticas do material durante todos os ciclos.
Essa manutencéo das propriedades cataliticas indica claramente que ndo ocorre nenhum
processo de desativagdo do material.

90
80
70
60
50

m Conversao (%)
40

M Benzaldeido (%)
30 o

Acido Benzdico (%)
20
10
0
1 2 3 4 5 6

CICLOS REACIONAIS

Figura 7. Ensaios de reuso do catalisador
Fonte: O autor, 2019.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

O catalisador Au/Sr(OH),-SrCO,@CoFe,O, demonstrou ser ativo para a oxidagéo
do alcool benzilico independente da carga metélica depositada (1%, 2% ou 3%), como o
suporte ndo exibiu conversao do alcool, a presenca do ouro foi considerada imprescindivel
para a reacdo, de modo que qualquer atividade pode ser atribuida a ele. Comparando os
resultados obtidos com os testes cataliticos iniciais, o catalisador contendo carga metalica
de 2% obteve melhor desempenho catalitico em relacdo aos demais. As andlises de FTIR
e DRX revelaram a ocorréncia de SrCO, remanescente do precursor junto ao Sr(OH),,

compondo duas fases cristalinas que, com base nas andlises de MEV encontram-se
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homogeneamente distribuidas sobre a superficie da ferrita de cobalto. O estudo catalitico
do material indicou a pressdo como principal variavel para o controle da seletividade, de
modo que a insergéo de 4 bar de O, favorece fortemente a obtengéo do acido benzoico,
atingindo valores de conversdo e seletividade de ~80% e ~65%, respectivamente, em
2,5h. Além disso, o material se demonstrou estavel por 6 ciclos reacionais consecutivos e
atingindo conversdes de até 79% e seletividades de até 70% para o acido benzoico. Por
fim, este trabalho enfatiza o grande potencial do catalisador Au,, /Sr(OH),-SrCO,@CoFe,O,
para a oxidagdo do alcool benzilico e evidencia a possibilidade do controle da seletividade
apenas pela variagdo da presséo de O, inserida no sistema.
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ABSTRACT: A simple, fast and sensitive method
for the determination of lodenafil carbonate in
pharmaceutical formulations was developed
by employing the technique of square-wave
cathodic stripping voltammetry (SWCSV), using
the hanging mercury drop electrode and sulfuric
acid 0.10 mol L' as a support electrolyte. In the
optimized conditions (accumulation potential -0.8
V, accumulation time 40 s, equilibration time 7 s,
scan increment 6 mV, pulse amplitude 60 mV,
frequency 100 Hz) the method presented linearity
ranging from 1.5x107 mol L' to 1.0x10° mol
L7, the quantification and detection limits were
1.4x10® mol L' and 4.6x10° mol L™, respectively.
The method was validated for the application in
the determination of lodenafil carbonate in drugs.
KEYWORDS: Analytical methods, lodenafil
carbonate, voltammetry.
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VOLTAMMETRY

DETERMINAGAO DO CARBONATO DE
LODENAFILA POR VOLTAMETRIA DE
REDISSOLUCAO CATODICA POR ONDA
QUADRADA

RESUMO: Um método simples, rapido e
sensivel para a determinacdo do carbonato
de lodenafila em formulagbes farmacéuticas,
foi desenvolvido empregando a técnica de
voltametria de redissolucdo catoédica por
onda quadrada utilizando o eletrodo de gota
pendente de mercurio e acido sulfarico 0,10
mol L' como eletrélito suporte. Nas condi¢bes
otimizadas (potencial de acumulacdo -0,8 V,
tempo de acumulagéo 40 s, tempo de equilibrio
7 s, incremento 6 mV, amplitude de pulso 60
mV, frequéncia 100 Hz) o método apresentou
linearidade na faixa de 1,5x107 mol L' a 1,0x10
mol L, os limites de quantificagéo e de detecgéo
calculados foram respectivamente 1.4x10® mol
L' e 4,6x10° mol L'. O método foi validado para
aplicacdo na determinacdo do carbonato de
lodenafila em farmacos.

PALAVRAS - CHAVE: carbonato de lodenafila,
métodos analiticos, voltametria.

11 INTRODUCTION

Erectile dysfunction (ED) is defined
as the difficulty to start or keep enough penile
erection for a satisfactory sexual activity, and it
is the most common sexual problem that affects
men (DAVIS et al., 2012). It is estimated that
approximately 50% of the male population aged
between 40 and 70 years old will suffer from ED
at a stage of their lives (HASANAIN et al., 2017).
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Among the several available options for treatment, the possibility to use drugs of the class of
the phosphodiesterase type 5 inhibitors (PDE-5) is pointed out (SCAGLIONE et al., 2017).
Lodenafil carbonate (LC), (bis-(2- {4- [4-ethoxy-3- (1-methyl-7-0x0-3-propyl-
6,7-dihydro-1H- pyrazolo [4,3-d]pyrimidin-5-yl) - benzenesulfonyllpiperazin-1-yl} -ethyl)
carbonate is a PDE-5 inhibitor developed in Brazil, and it is a dimer formed by two lodenafil
molecules linked by a carbonate bridge (Figure 1A). After the ingestion, the carbonate bridge
is broken and two lodenafil molecules (Figure 1B) are released (CODEVILLA, CASTILHOS
& BERGOLD, 2013; DAVIS et al., 2012; HASANAIN et al., 2017; SCAGLIONE et al., 2017).
There are studies reporting the determination of LC in pharmaceutical formulations
using mainly chromatographic techniques (CODEVILLA et al., 2011a; CODEVILLA et al.,
2011b; CODEVILLA et al., 2012). However, even though common, the chromatographic
techniques are high-priced and not all laboratories have the necessary equipment for this
kind of quantification. Thus, simpler, faster, and low-cost analytical methodologies are
desirable in routine analyses.
Electroanalytical techniques are an interesting option for the analysis of drugs
since many of these compounds have an electrochemical response (HIGSON, 2009;
RODRIGUES FILHO et al., 2015). Among them, voltammetric techniques stand out; they
present advantages about chromatographic methods because the cost of operation and
instrumentation is low, they allow a fast and sensitive analysis, with little need of treatment
and purification of the sample (DEMIR & INAM, 2015). Among the electrodes employed, the
hanging mercury drop electrode (HMDE) is pointed out. It has been used in the analysis
of organic compounds, such as drugs, colorings, and pesticides (CACAR, DURMUS &
KILIC, 2014; CUELLAR et al., 2019; Es & Tasdemir, 2015; GOMEZ et al., 2016; KABLAN
& OZALTAN, 2019). This electrode has advantages in comparison with solid electrodes
since it has an extremely plain, uniform, and renewable surface, which avoids poisoning
problems, contributing to better reproducibility. It is worth highlighting that, even though
mercury is toxic, the amounts used in the measurements with HMIDE are extremely small,
and the whole process is carried out in a controlled way. Because of that, it can be recovered
and later be recycled by specialized companies, allowing its use safely, making it possible to
explore its advantages about other kinds of electrodes (NUNES, ANJOS & QUINAIA, 2018).
All things considered, in this work a new method was developed for the determination
of LC in pharmaceutical formulations by square-wave cathodic stripping voltammetry using
the HMDE as a working electrode. The methodology developed was compared to the
spectroscopy one in the ultra-violet region (UV) (CODEVILLA et al., 2011b).
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Figure 1: Chemical structures of lodenafil carbonate (A) and lodenafil (B).

21 MATERIALS AND METHOD

2.1 Materials and Apparatus

The voltammetric measurements were performed in the Methrom 757 VA voltammetric
analyzer, controlled by the 757 VA Computrace software (Methrohm, Switzerland). All the
measurements used a 10 mL cell with a system of three electrodes, being HMDE the
working electrode (drop size 4), a platinum wire an auxiliary electrode, and an Ag/AgClI
(KCI 3.0 mol L") electrode as a reference electrode. The solutions were purged with
nitrogen (Air Liquide, 99.999%). The pH measurements were performed with a pH meter
(Hanna, EUA), using a glass electrode with Ag/AgCl. For the preparation of the samples, a
centrifuge (Quimis, Brazil) and an ultrasonic bath (Hipperquimica, Brazil) were used. The
spectroscopy measurements in the ultraviolet region were taken with the Spectrum SP-
2000UV spectrophotometer.

All the reagents used in this work had an analytical grade. The standard of LC (98.6%)
was kindly given by the “Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA” company. The
pharmaceutical samples containing the active principle were acquired in the local business.
The stock solutions were prepared through the dissolution of the standard in 500 pL of
dichloromethane (NUCLEAR, Brazil), being later diluted at 10 mL with ethanol (Biotec,
Brazil). The solution of sulfuric acid (Merck, 95-97%) was prepared through the dilution of
ultrapure water obtained from a Milli-Q purification system (Millipore, Brazil). The pH of the
solutions was adjusted with the addition of NaOH (Synth) 2.0 mol L'. For the UV method,
ultrapure water was acidified with acetic acid (Carlo Erba) up to pH 4.

A Geragéo de Novos Conhecimentos na Quimica 2 Capitulo 7



2.2 Voltammetric measurements

The cyclic voltammetry was employed in the study of the LC reduction mechanism.
Solutions containing LC 1.0 pmol L' were analyzed in the range from -0.7 to -1.2 V. (Eac
-0.8 V; accumulation time of 30 s; in H,SO, 0.10 mol L™"). In these conditions, the scan rate
ranged from 25 to 500 mV s™'.

For qualitative measurements, square-wave stripping voltammetry was used. The
optimization of the experimental parameters was carried out with a solution of LC 1.0 pmol
L" in 10 mL of sulfuric acid 0.10 mol L. The parameters were studied in the following
ranges: pH from 1 to 3; accumulation time from 10 to 100 s; accumulation potential from
-0.8 to 0 V; equilibration time from 0 to 18 s; increment from 2 to 10 mV; amplitude from 10
to 100 mV and frequency from 10 to 140 Hz.

The validation of the methodology developed was carried out through the evaluation
of performance characteristics, such as linearity, the limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ), accuracy, and precision. An analytical curve from 0.15 to 1.5 umol
L' was built in triplicate. The data were treated with the Minitab statistical software, to
evaluate linearity in this range of concentration. LOD and LOQ were determined by the
following equations LOD =3.3SB/B and LOQ = 10SB/B, where SB is the standard deviation
of ten blank readings, and B is the slope of the analytical curve. Measurements of five
solutions containing 0.15 umol L' of LC were performed on the same day and on different
days to determine the precision of the method developed. The accuracy of the method was
evaluated through addition and recovery tests (0.15, 0.30, and 0.45 umol L") in solutions of
the commercial sample, and also by the comparison of the proposed method with the UV
method described in the literature.

The preparation of the commercial sample was carried out through the weighing
and maceration of a pill until a thin powder was obtained. The necessary amount of the
pill was precisely weighed and dissolved in 500 uL of dichloromethane, and subsequently,
5 mL of ethanol were added; this solution was taken to an ultrasonic bath for 10 minutes,
then centrifuged and the supernatant was diluted with ethanol up to the volume of 10 mL.
The voltammetric measurements were performed using 15 pL of the standard with 10 mL
of electrolyte.

2.3 UV measurements

The UV measurements were carried out by dissolving 0.001g to the LC standard with
500 pL of dichloromethane, and after that ethanol was added until it completed 10 mL of
solution. Sample aliquots were diluted in acidified water (pH 4). Then measurements on the
spectrophotometer were performed with LC concentrations ranging from 1.0 to 20 pg mL"
(CODEVILLA et al., 2011b).

The preparation of the commercial sample was carried out as previously described
for the voltammetric method. The measurements in 292 nm were performed taking out
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aliquots of this solution, with subsequent dilution in acidified water pH 4 (CODEVILLA et
al., 2011b).

31 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Support Electrolyte and pH

The electrochemical response of the LC 0.50 umol L' in HMDE was studied in
acetate buffer 0.10 mol L' (pH 4), phosphate buffer 0.10 mol L' (pH 4), and H,SO, 0.10 mol
L' (pH 1). H,S0, 0.10 mol L' was considered the most adequate support electrolyte for the
development of the methodology. Due to the significant increase in the intensity of current
and peak potential closest to zero. This condition is desirable as in this region there is lower
interference in the baseline (Figure 2A).

The pH of the support electrolyte was varied by adding NaOH 2.0 mol L. It can be
observed a displacement of the peaks to the most cathode regions with the increase of the
pH of the medium, apart from a decrease in the intensity of the peak currents, indicating
that protons may be involved in the reaction (Figure 2B), probably due to the reduction of
the amide group (LAGERON et al., 1994). As the intensity of the signal is decreased with
the increase of pH, it was decided to use H,SO, 0.10 mol L' as the support electrolyte to
obtain better sensitivity.

0.6 ]
1A 1.57 B)
0.4 ]
E < 1]
" 0.2 ~05]
07 T T T T 0- 1 T
-0.8 -1 -1.2 -0.8 -1 -1.2
E / Vvs Ag/AgCl E / V vs Ag/AgCl

Figure 2: A) square-wave cathodic stripping voltammograms of LC 0.50 pmol L in different
electrolytes. Red: H,SO, 0.10 mol L; green: acetate buffer 0.10 mol L (pH 4); black:
phosphate buffer 0.10 mol L' (pH 4). B) Square-wave stripping voltammograms of LC 1.5
pmol L in H,S0, 0.1 mol L at different pH. Red: pH 1.00; green: pH 2.05; black: pH 2.99.
Experimental conditions: accumulation potential -0.8 V, accumulation time 30 s, equilibration
time 10 s, scan increment 6 mV, pulse amplitude 40 mV, frequency 120 Hz.

3.2 Cyclic voltammetry

The voltammetric behavior of LC was studied by using cyclic voltammetry at different
scan rates. The presence of four peaks of reduction in -0.93, -1.00, -1,08, and -1.11 V
can be observed (Figure 3). With the increase of the scan rate, the intensity of the peaks
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increases, but in a non-linear way. Also, there are no anodic peaks, and the cathodic peaks
suffer a displacement to the most negative regions with the increase of the scan rate. These
characteristics indicate that the reduction process of LC occurs irreversibly (GOSSER

JUNIOR, 1993).
1 600
750__ £ 400
1™ 200

] 0 200 400
600 | v/mvs?

-0.7 -0.8 -0.9 -1 -1.1 -1.2
E / V vs Ag/AgCl

Figure 3: Cyclic voltammograms of 1.0 umol L' of LC in H,SO, 0.10 mol L. Black: support
electrolyte at 100 mV s'; blue: 25 mV s'; dark yellow: 50 mV s™; yellow: 75 mV s™'; pink: 100
mV s7; red: 300 mV s'; green: 500 mV s™'. Conditions: Eac -0.8 V; accumulation time 30
s;equilibration time 10 s.

There is a linear relationship (r = 0.999) between the logarithm of the peak current
log Ip and the logarithm of the scan rate log v (Figure 4A). The angular coefficient of the line
is 0.53, indicating that the process of reduction of LC on the surface of the HMDE must be
controlled by the diffusion since the value obtained for the slope of the line is close to the
value 0.50, which is typical of processes controlled by diffusion. It was noticed that there is
a linear relationship (r = 0.999) between the peak current |, and the square root of the scan
rate V2 (Figure 4B), such a fact which also indicates that the electrochemical process of LC
occurs being controlled by the diffusion (GOSSER JUNIOR, 1993).
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Figure 4: A) The relationship between the logarithm of the peak current and the logarithm of the
scan rate. B) The relationship between the peak current and the square root of the scan rate.

3.3 Optimization of the SWCSV Operation Parameters and validation

For the determination of LC, the SWCSV was chosen. To obtain a better voltammetric
signal, parameters of the technique were optimized, and the data regarding this optimization
are shown in Table 1. After being optimized, the parameters were used for the validation of
the methodology developed.

Parameters Values investigated Value selected
Accumulation potential -08-0V -0.8V
Accumulation time 20-100s 40s
Equilibration time 0-12s 7s
Amplitude 10 -100 mV 60 mv
Scan increment 2-10mVv 6 mV
Frequency 10— 140 Hz 100 Hz

Table 1: Data of the optimization of the SWCSV parameters.

Figure 5A presents the square-wave cathodic stripping voltammograms for different
concentrations of LC in H,SO, 0.10 mol L. There is no increase in the voltammetric signal
in concentrations higher than 1.0 pmol L', probably because of the saturation of the
mercury drop due to the accumulation of LC, since the LC molecule has a high molar mass
(1035.206 g mol-1).

To prove the linearity of the technique, an ANOVA linear regression was carried out
using the Minitab® 16.2.2 statistical software to the data of the calibration curve referring to
the peak whose potential is closest to zero, as in this region there is lower interference in
the baseline. For a model not to present a lack of adjustment, the value of the coefficient of
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determination (R?) must be close to 100%, the f value of the regression (f) must be higher
than the value tabulated and the f value of lack of adjustment must be lower than the value
tabulated.

For the interval of concentration of 0.15 — 1.0 umol L™, a coefficient of determination
equal to 98.6% was obtained, such a value that is close to 100%, which is desirable (Figure
5B). An f test was carried out for a confidence interval of 95%. The f value of the regression
found was 1337.12 such a value that is higher than the tabulated one (4.38). The f value of
lack of adjustment found was 2.36, which is lower than the tabulated one (2.96). This fact
proves the linearity of the technique in this range of concentration, and the determination of
LC in this concentration interval can be carried out.

2,25 5
15 —— Regression
——- 95% Cl
————— 95% P
S 0.0482037
& 154 1o R-Sq 98 6%
a T R-Sq(adj) 98 5%
~ =
= =
05
1=-001069+1282C
0.75 +
0.0
02 04 08 08 10
0- - C (umoit ) B)
-0.7 -0.8 -0.9 -1 =11 -1.2
E / Vvs Ag/AgCl

Figure 5: A) Voltammograms of SWCSYV for LC, additions of 0.15—1.5 pmol L' in 0.10 mol L™

H,SO,. Wine: support electrolyte; purple: 0.15 pmol L; dark blue: 0.30 umol L*; dark yellow:
0.45 pmol L7; yellow: 0.60 pmol L*; pink: 0.75 pmol L™'; cyan: 0.90 pmol L'; blue 1.0 pmol L7;
green: 1.2 ymol L, red: 1.3 pmol L; black: 1.5 umol L. B) cathodic peak current as a function
of LC concentration. Experimental conditions: accumulation potential -0.8 V, accumulation time

40 s, equilibration time 7 s, scan increment 6 mV, pulse amplitude 60 mV, frequency 100 Hz.

The values calculated for the LOQ and the LOD were 1.4x10® mol L' and 4.6x10"
® mol L, respectively. The inter-day precision was calculated by the measurement of 5
solutions of LC 0.15 umol L, on the same day, and the value of relative standard deviation
was equal to 2.9%. The inter-day precision was evaluated by the measurement of five
solutions of LC 0.15 umol L on different days, and a value of relative standard deviation
equal to 5.8% was obtained. Both, the values of the relative standard deviation of intra-day
precision and inter-day precision, were lower than the maximum accepted by the AOAC for
this range of concentration, which is 15% (AOAC, 2016).

In Table 2, some analytical parameters are shown, and they refer to methods
employed for the determination of LC in pharmaceutical formulations. When comparing the
techniques, it can be noticed that the method proposed in this article has better sensitivity,
being possible to detect far lower amounts of LC than the ones described by other methods.
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Technique Linearity (ug mL") LOD (pug mL1) References

uv 5-35 - CODEVILLA et al., 2011b

LC 10 - 80 - CODEVILLA et al., 2011a

CZE 20 - 80 1.36 CODEVILLA et al., 2012
SWCSV 0.16 —1.09 0.0047 This article

Table 2: Comparison of the methods for the determination of LC in pharmaceutical formulations.

The accuracy was evaluated by addition and recovery tests in samples of pills
containing LC. For the calculation of recovery, the following formula was used: REC= (C1
— C2) x 100 /C3, where REC is recovery, C1 is the concentration found after the addition,
C2 is the concentration found before the addition, and C3 is the added concentration. The
recovery values obtained (Table 3) were higher than 80%, such a value that is within the
range accepted by the AOAC for this range of concentration (AOAC, 2016).

Sample Added (pmol L) Found (umol L") Recovery (%) RSD (%)

Tablets 0 0.21 - 3.7
0.15 0.35 93 1.3
0.30 0.45 80 4.4
0.45 0.59 84 7.5

Table 3: Determination of LC in tablet sample (80 mg per tablet) by the recovery method.

The method proposed was compared to the UV method (CODEVILLA et al., 2011b).
To do so, an analytical curve from 1.0 to 20 ug mL" of LC was built (figure 6). The linearity of
the technique was determined with an ANOVA linear regression using the Minitab® 16.2.2.
statistical software.

For the concentration interval from 1.0 to 20 pg mL™", a determination coefficient
equal to 99,5% was obtained, such a value that is close to 100% (Figure 6). The f test was
performed for a confidence interval of 95%. The f value of the regression found 3508.88
is higher than the tabulated one (4.49). The f value of lack of adjustment found 1.28 is
lower than the tabulated one (3.26), proving the linearity of the technique in this range of
concentration.
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Figure 6: Measurements of UV absorption (292 nm) with different concentrations of LC.

The results obtained by the SWCSV and UV methods were compared through a
paired t-test, the t value found was equal to 2.97, which is lower than the t tabulated one
(3.18), for a confidence level of 95%. This demonstrates that the method was equivalent
to the UV one, and it can be employed in the determination of LC in pharmaceutical

formulations.

41 CONCLUSION

The determination of LC in pharmaceutical formulations using SWCSV with HMDE
was successfully achieved. By using H,SO, 0.10 mol L' as a supporting electrolyte, peaks
with a higher current signal can be obtained in comparison with the other electrolytes studied.
After the optimization of the SWCSV parameters, the method was validated presenting
satisfactory precision and accuracy, according to the validation guidelines followed. The
LOQ and LOD values found were 1.4x10® mol L' and 4.6x10° mol L™, respectively, and
they were lower than the ones obtained by other methods. The method developed can
be efficiently employed in the determination of LC in pills, at a low cost, when compared
to chromatography, which is normally used in the determination of organic compounds;
besides the simplicity of implementation, the method is fast and sensitive.
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RESUMO: O seguinte artigo aborda um problema
ambiental no qual os frutos apés sua colheita tem
uma vida de prateleira muito curta. Neste quesito,
0 objetivo da pesquisa foi o desenvolvimento
de Biofilmes para conservagéo pos-colheita da
laranja Péra, utilizando uma solucdo polimérica
amido 2% e Amido\Quitosana (2:1), estes
biofilmes foram criados com a finalidade de
prolongar a vida util dos frutos pos-colheita e,
através de andlises de pH, solidos soluveis totais
(SST), aspecto visual e textura foi avaliado o
potencial dos biofilmes desenvolvidos utilizando
os frutos “controle” como referéncia de anélises.
Os resultados mostraram que o pH se manteve
constante ao longo do experimento e 0 aspecto
visual dos frutos contendo o recobrimento ndo
se modificaram em comparacao aos frutos sem
biofilme.

PALAVRAS - CHAVE: Biofilmes; quitosana;
amido; revestimentos.

DEVELOPMENT OF BIOFILMS FOR
POST-HARVEST CONSERVATION OF
ORANGE PEARS

ABSTRACT: The following article addresses an
environmental problem where fruits after harvest
have a very short shelf life, so the objective of
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the research was the development of biofilms for
post-harvest conservation of orange pear using a
polymer solution 2% Chitosan (2: 1), these biofilms
were created with the purpose of prolonging
the life of the fruits post-harvest, these biofilms
were created with the purpose of extending the
useful life from post-harvest fruits and,through pH
analysis,total soluble solids(TSS),visual aspect
and texture,the potencial of biofiims developed
using “control” fruits as na analysis reference
was evaluated.The results showed that the pH
remained constant throughout the experimente
and the visual aspect of the fruits containing the
coating did not change compared to the fruits
without biofilm.

KEYWORDS: Biofilms; chitosan; starch; coatings.

INTRODUCAO

Em razéo da rapida perda de qualidade
pbs-colheita ha uma grande limitagdo ao
atendimento do mercado de frutas frescas.
Devido a estrutura fragil e alta atividade
respiratéria dos frutos, sua vida poés-colheita
€ relativamente curta, sendo preferivel que
os frutos sejam comercializados na forma
industrializada.

Nos Ultimos anos, tem havido um
interesse crescente pelo desenvolvimento de
formulacgbes de filmes e coberturas comestiveis
aplicaveis a superficie de produtos pereciveis,
como frutas e hortalicas. Esse fato advém da
demanda crescente dos consumidores por
produtos com elevada qualidade e vida util
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prolongada. Também tem sido consideradas a redug¢éo no uso de embalagens descartaveis
que ndo sao biodegradaveis e a melhoria no sistema de embalagens reciclaveis (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

O conhecimento da fisiologia p6s-colheita dos frutos é de grande relevancia para
ampliar seu tempo de armazenamento sem, no entanto, alterar suas caracteristicas fisicas,
organolépticas e nutricionais. Apés a colheita muitos sdo os fendmenos fisiolégicos que
ocorrem durante o amadurecimento dos produtos vegetais, destacando-se entre eles, a
respiracao.

Depois da colheita, a respiracdo assume o papel principal e o fruto ndo depende
mais da Absorcdo de agua e minerais pelas raizes, nem da conducao pelos tecidos
vasculares e tampouco da atividade fotossintética das folhas. A intensidade respiratéria
indica a velocidade com que se desenvolve 0 metabolismo, ou seja, altas taxas respiratorias
estdo geralmente associadas a curta vida de armazenamento. O objetivo desta pesquisa
foi o desenvolvimento de Biofiimes de amido e amido/quitosana para possivel uso no
prolongamento da vida p6s-colheita da laranja-péra.

A laranja Péra & a mais importante variedade citrica brasileira, sendo utilizada
pela industria e para os mercados internos e externos de fruta fresca. Para industria, seu
rendimento industrial € muito bom, e as qualidades de seu suco tornaram-na preferida, além
de sua época de producdo, entre as precoces e as tardias. E uma rica fonte de vitamina C,
que contribui para a manutencéo da nossa saude. Além dessa propriedade, a fruta ainda
apresenta magnésio, potassio e betacaroteno em sua composicdo. Os nutrientes presentes
na laranja agem como antioxidantes naturais, contribuindo para a prevencao dos diversos
problemas cardiovasculares e até mesmo do cancer. (BRAZ, 2014).

METODOLOGIA

Iniciou-se a pesquisa com a preparacao das solucdes poliméricas de amido 2% e
amido/quitosana (2:1), apos foi realizada a colheita dos frutos e entéo eles foram lavados,
deixados secar naturalmente, pesados e imersos na solugéo filmogénica para a formacéao
do Biofilme.

Ficaram imersos por aproximadamente 1 minuto e retirados para secar, neste
mesmo dia segui-se com a analise de tempo zero que foi realizada em triplicata, como
mostra a figura 1 :
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Figura 1: Analise em triplicata

Fonte : Autoria Prépria

Sempre nesta logica, os frutos da primeira linha foram designados controle (frutos
sem biofilme), a segunda linda frutos imersos no amido e a terceira os imersos na solucéo

Amido/quitosana.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados mostraram que o pH se manteve constante ao longo do tempo do
experimento, os valores dos solidos sollveis totais (SST) aumentaram para as amostras
controle devido a desidratagcdo do fruto, e se mantiveram nas amostras contendo os
biofilmes.

A aparéncia visual dos frutos foi modificando com o tempo, mas com o biofilme de
amido/quitosana no Ultimo dia de anéalise manteve as laranjas com boa aparéncia visual
comparado com as frutas controle (sem o biofilme). A figura 2 demonstra os resultados
descritos sendo: A/Q (amido/quitosana), A (amido),C (controle).

S

Figura 2: Andlise aspecto visual frutos com recobrimento.

Fonte: Autoria Propria
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CONCLUSOES

As caracteristicas de uma cobertura para que respondam de forma satisfatéria como
barreiras dependem n&o somente do material em si, mas igualmente do produto a ser
revestido, cuja fisiologia tem um papel relevante nas condi¢cdes de conservagéo. Através
dos resultados obtidos neste estudo pode-se concluir que os biofilmes de amido e amido/
quitosana tem potencial para uso como coberturas de protecéo para esse tipo de fruta.
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RESUMO: Biocarvoes de residuos de casca
de amendoim foram obtidos utilizando-se
torrefacdo com taxa de aquecimento de 10°C/
min até temperatura final de 280°C e tempo de
retencdo de 30 min em restricdo de oxigénio.
Estes parametros de torra foram obtidos por
determinacdo de estabilidade térmica por
analise termogravimétrica TG/DTG aplicando-se
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POR ANALISE TERMICA

razao de aquecimento de 10°C/min e variagéo
da temperatura final de 180°C a 300°C em
atmosfera de nitrogénio de forma a obter maior
rendimento de solidos apos a torra. Apos selecéo
das temperaturas, foram obtidos biocarvées nas
temperaturas finais de 260°C, 280°C e 300°C,
e submetidos a teste de estabilidade em meio
aquoso para verificag@o de sua integridade apés
24h. O biocarvao obtido em 280°C, aprovado no
teste de estabilidade, foi submetido a ensaios
de remocéo de cor e turbidez de agua bruta e
apresentou eficiéncia de remogéo de cor (22,1%),
turbidez (86,6%), e ferro (61,4%), desempenho
similar ao carvéo antracitoso.

PALAVRAS - CHAVE: torrefagdo, biomassa,
analise termogravimétrica.

DETERMINATION OF ROAST
TEMPERATURE BY THERMAL ANALYSIS

ABSTRACT: Biochars from peanut shell residues
were obtained using torrefaction at a heating rate
of 10°C/min to a final temperature of 280°C and a
retention time of 30 min under oxygen restriction.
These roasting parameters were obtained by
thermal stability determination by TG/DTG
thermogravimetric analysis by applying heating
rate of 10°C/min and final temperature variation
from 180 °C to 300° C in nitrogen atmosphere in
order to obtain higher solids yield after roasting.
After temperature selection, biochars were
obtained at the final temperatures of 260 ° C,
280 ° C and 300 ° C, and subjected to aqueous
stability testing to verify their integrity after 24h.
The biochar obtained at 280°C, passed the
stability test, was submitted to color removal and
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raw water turbidity tests and presented color removal efficiency (22.1%), turbidity (86.6%),
and iron (61.4%), performance like anthracite coal.
KEYWORDS: torrefaction, biomass, thermogravimetric analysis.

11 INTRODUGAO

Uma das medidas de manutencdo da saude publica é fornecer a populagéo acesso a
agua tratada de forma eficaz e que garanta a satisfacao de suas necessidades basicas como
alimentacgéo, profilaxia, asseio, limpeza dos ambientes (ANDRADE, SILVA e OLIVEIRA,
2014). Desta forma, para que tal ocorra, as estagdes de tratamento de agua (ETAs) devem
atender a uma série de requisitos como dimensdes adequadas, impermeabilizacdo de
boa qualidade, canais de escoamento bem calculados, e 0 uso de insumos destinados ao
contato primario com a agua a ser tratada atendendo a normas de qualidade nacionais e
quando cabivel internacionais (BRASIL, 2017). De grande importancia para o tratamento
de agua é a qualidade do carvéo utilizado nos filtros, sendo este determinante para a
eficiéncia do tratamento (KURODA, JUNIOR, et al., 2005).

O carvao comumente utilizado em plantas de tratamento de agua é o carvao
antracitoso, que é de origem mineral. Este possui alta resisténcia ao cisalhamento a que séo
submetidos nos leitos filtrantes, dureza e rigidez estrutural. Embora sua area de superficie
e porosidade nédo sejam altas, seu custo é acessivel e possui boa oferta de fornecedores.
Alguns trabalhos tém apontado o potencial do uso de biocarvdes de residuos em plantas
de tratamento de agua potavel (DIAS, 2007) e ou remocdo de poluentes especificos,
sendo uma alternativa economicamente viavel para paises em desenvolvimento, onde os
investimentos nas instalagdes e na melhoria da qualidade sédo precéarios (GWENZI, 2017).

O uso de residuos para preparo de biocarvoes satisfaz as orientacdoes de
legislagdes, como o Plano Nacional de Residuos Solidos (CIVIL, 2010), as quais
encorajam e sistematizam o relso, quando possivel, de residuos de forma sustentavel
e ambientalmente correta. Devido a falta de padronizacéo e sistematizacdo de seu uso
(DIAS, 2007), o biocarvao de residuos ainda néo € uma realidade nas ETAs, porém alguns
trabalhos apresentaram remogao de azul de metileno com biocarvao da blenda entre lodo
de esgoto e serragem de pinus (CHENG, 2013), adsorgéo eficiente de fenol e azul de
metileno por carvéo de casca de café e ativado com ZnCl, (BRUM, 2008), adsorc¢éo de
diclofenaco com biocarvéo da casca da batata inglesa ativado com K,CO, (BERNARDO,
2016) e muitos outros trabalhos indicam a viabilidade de se utilizar biocarvoes de residuos
de biomassas agricolas diretamente em ETAs.

O uso de biocarvoes deve ser encorajado e investigado na producéo de agua potavel
e ter aferida sua influéncia na agua final, tanto nos aspectos microbiolégico, atenuacéo das
concentragbes de organicos, inorganicos, organolépticos, subprodutos da desinfecgéo por
cloro, pesticidas, herbicidas, horménios e medicamentos, cujos metabdlitos e o excedente
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séo eliminados via urinaria (GWENZI, 2017).

Biocarvdes de matrizes lignoceluldsicas normalmente sédo desenvolvidos e testados
utilizando um composto organico (GUILARDUCI, 2006), metais (AMIN, 2018), farmacos
(BERNARDO, 2016) e corantes (TU, 2017).

A grande prioridade de um carva@o no tratamento de agua é a remogéo de cor e
turbidez remanescentes dos processos de coagulagéo, floculagdo e decantacdo em ETAs
cujo manancial é superficial ou subterrdneo. Esses dois parametros sao indicadores
da presenca de matéria organica na agua superficial. Demais substancias sédo também
importantes, porém, ndao é produtivo elimina-las totalmente no processo de tratamento
principal, mas na fase de polimento, onde parcela significativa da matéria orgénica tenha
sido removida e consequentemente, grande parcela das substancias indesejaveis a agua
potavel.

Deve-se frisar que uma planta de tratamento de agua nao é adequada para remogao
de uma infinidade de substancias. O propoésito principal desta é tornar a agua proveniente
de manancial superficial ou subterranea potavel, respeitando determinado nivel de
contaminantes presentes (BRASIL, 2017) e que ndo sdo complemente removidos. Sendo
assim, os biocarvoes produzidos neste trabalho foram avaliados quanto a sua adequagéo
para remogao de cor, turbidez e ferro de 4gua bruta (adgua nao tratada).

21 MATERIAIS E METODOS

Abiomassa empregada no estudo foi o residuo de casca de amendoim, e 0 processo
de desenvolvimento dos biocarvdes consistiu em submeter a amostra de residuo ao processo
de pirdlise lenta e baixa temperatura, torrefagdo, o qual forneceu altos rendimentos em
solidos, em um forno programavel EDG-EDGCON 5P, FV-2-EDG Equipment and Controls
Inc, em restricdo de oxigénio, seguindo razao de aquecimento 10°C/min, com temperaturas
de residéncia (180 a 300°C) e tempos de residéncia de 30 min.

2.1 Materiais

2.1.1 Biomassa de casca de amendoim

2.1.2 Molde macho fémea em aco com parafuso
2.1.3 Forno programavel EDGCOM

2.1.4 Analisador SDT 2960 TA Instruments

2.1.5 Amostra de agua bruta de manancial superficial
2.1.6 Turbidimetro DLT-WV Dellab

2.1.7 Colorimetro DM-Cor Digimed

2.1.8 Espectrofotdbmetro DR-2000 HACH
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2.2 Metodologia

2.2.1 Coleta da biomassa de casca de amendoim

Foram coletadas amostras de casca de amendoim da fazenda Santa Terezinha em
Praddpolis/SP. As amostras foram secas em estufa a 100 °C por 24h, trituradas em moedor
de facas rural.

2.2.2 Beneficiamento da biomassa de amendoim.

Apbs tritura, a casca de amendoim foi peneirada em uma Peneira de Teste de
Laboratorio A Bronzinox, abertura 2.00mm. Ap6s esta etapa, estes residuos (BMA)
foram reservados para a formag¢do de biocarvbes e determinacdo termogravimétrica da
temperatura de torra.

Foram confeccionados péletes de 50 mg em um molde macho-fémea (Fig. 1) com
diametro interno de 65 mm e prensados em prensa hidraulica (Fig. 2) com presséo de 1t,
os quais foram usados para determinar a temperatura de torra dos péletes de casca de
amendoim. O uso de péletes em determinacéo termogravimétrica fornece melhor resolugédo
dos sinais analiticos.

2.2.3 Estabilidade térmica.

Foram avaliados por TG/DTG previamente antes dos procedimentos de torra,
as melhores condicbes de rendimento de conteddo carbonaceo através do estudo de
estabilidade térmica das biomassas ['¥l. Para a determinacdo da temperatura final de
torrefacdo por termogravimetria foi necessario planejar um procedimento variando a
temperatura final e estabelecer tempos de retencdo de forma a se obter um regime de
torrefagdo da casca de amendoim de forma que o rendimento de sélidos seja maximizado.
Os péletes obtidos em 2.2.2 foram levados a determinacao de estabilidade térmica segundo
procedimento 2.2.3 com rampas de aquecimento de 10° C/min até 180 °C, 200 °C, 220 °C,
240 °C, 260°C, 280°C e 300°C.

A Geragéo de Novos Conhecimentos na Quimica 2 Capitulo 9



Fig. 1. Molde de ago macho-fémea.

Fig. 2. Prensa hidréaulica
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2.2.4 Formacéo dos biocarvbes

Béqueres de 150mL foram preenchidos totalmente com cerca de 80 g de casca de
amendoim, selados com papel aluminio e levados ao forno programavel em restricao de
oxigénio, seguindo razéo de aquecimento 10°C/min, com temperaturas finais de 260, 280
e 300°C e tempo de retencéo de 30 min.

2.2.5 Estabilidade em meio aquoso.

Para melhor selecdo do biocarvdo baseado na temperatura final de torra, foi
necessario verificar sua estabilidade em meio aquoso (DIAS, 2018).

Desta forma trés péletes de massa 500mg de cada um dos biocarvdes de torrefagéo
a 260°C, 280°C e 300°C foram obtidos utilizando-se 4,0 t de pressao com moldes de aco
macho e fémea e postos em erlenmeyers com 100 mL de 4gua deionizada por dois meses,

com eventual agitagcdo para verificar integridade.

2.2.6 Avaliagéo dos biocarvées.

A avaliacdo dos biocarvoes foi efetuada de forma a obter a capacidade de remocéo
maxima de cor, turbidez e ferro no laboratério de analises pertencente ao tratamento de
agua do Departamento Auténomo de Agua e Esgotos, em Araraquara/SP.

As analises de cor (ASSOCIATION, 2012) foram realizadas em um colorimetro
Digimed DM-Cor, calibrado com padrées 0 mg, 10 mg, 50 mg, 100 mg e 500 mgPt-Co.L™"
da Specsol.

As analises de turbidez (ASSOCIATION, 2012) foram realizadas em um turbidimetro
Dellab DLT-WYV, calibrado com padrdes 0,1 NTU, 10 NTU, 100 NTU e 800 NTU da HACH.

Asanalisesdeferro (ASSOCIATION, 2012) foramrealizadas em um espectrofotdmetro

HACH DR-2000, utilizando método interno pelo principio da ortofenantrolina.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Estabilidade térmica

Apos o teste de estabilidade térmica foi encontrado que as temperaturas de 260°C,
280°C e 300°C fornecem os melhores rendimentos de sélidos (Fig.3 e Fig. 4). Ao final das
determinacdes termogravimétricas, foi possivel observar, verificado o residuo restante, que
a torra ou queima de BMA comeca a ocorrer a 240°C. No entanto, nesta temperatura, ndo
houve suficiente formacgéo de biocarvéo. A partir de 260°C, foi observado formagédo de
biocarvdo em BMA.
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3.2 Torrefacao

Com base nestas determinagdes, foi possivel predizer quais regimes de temperatura
foram os mais adequados para proceder a torrefacado da biomassa de casca de amendoim
segundo procedimento. Foram testadas as temperaturas finais de 260°C, 280°C e 300°C,
com taxa de aquecimento de 10°Cmin-' e tempo de retengéo de 30 min na formagéo dos

carvoes em forno.
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Fig. 3. Estabilidade térmica por TG.
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Fig. 4. Estabilidade térmica por DTG.

A torrefagdo a 10°Cmin~' até 280°C e retencdo de 30 min produziu um biocarvédo
com melhor aspecto em relacéo a torrefagcdao a 10°Cmin-' até 260°C e retencao de 30 min.
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Em aspecto, os biocarvoes produzidos com temperatura final de 280°C e 300°C
apresentaram aparéncia de torra completa, enquanto o que foi produzido a 260°C

apresentou um aspecto de torra incompleta.

3.3 Estabilidade em agua.

Os péletes de biocarvao obtidos a 280°C e 300°C afundaram imediatamente. Os
péletes de biocarvao obtido a 260°C afundaram ap6s 15 min. Os péletes de biocarvéao
obtido a 300°C apresentaram-se quebradi¢os ap6s duas horas, levando a concluir que a
torrefacdo nesta temperatura deteriora estruturas importantes da casca do amendoim, as

quais favorecem a integridade do pélete em meio aquoso.

Fig. 5. Estabilidade em meio aquoso dos péletes de torrefagcao a 260°C, 280°C e 300°C.

Apos dois dias verificou-se que os péletes de biocarvao obtidos a 260°C e 300°C
apresentaram aspecto de quebradicos, e o pélete 260°C liberou substancia @mbar na agua
(Fig. 5). Os outros dois apresentaram-se limpidos. Apdés um més, os péletes de biocarvao
obtido a 280°C apresentaram-se integros e a agua limpida, demonstrando-se promissores
para as proximas etapas.

A peletizagéo do biocarvao de casca de amendoim se mostrou viavel apenas depois
da torrefacdo. Devido a sua heterogeneidade, decidiu-se que esta poderia ser melhorada
peneirando a casca ja triturada antes da torrefagéo, entdo foram usadas peneiras com
granulometria de 1,0 mm e 2,0 mm para peneiragem da casca a ser torrada e o material
se dividiu exatamente em massas iguais para as duas aberturas de 1,0 mm e 2,0 mm.
Procedeu-se a torrefacdo com temperatura final de 280°C desses materiais e 0 que se
observou foram dois biocarvées distintos, mas com aspecto bem homogéneo. Estes foram
denominados BBMA1 (1,0 mm) e BBMA2 (2,0 mm).
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3.4 Avaliacao dos biocarvoes.

Pesou-se 1,0 g dos biocarvées BBMA1, BBMA2 e CAT (carvéo antracitoso) em
triplicata em erlenmeyers de 125 mL, foram postos em agitacdo constante em cerca de 50
mL agua bruta de manancial superficial com cor (96,3+1,3 mg,, . /L), turbidez (39,15+0,81uT)
e ferro (2,30+0,08 mg/L). Apds 24h, foram determinados cor, turbidez e ferro dissolvido para

obter a taxa de remogao maxima destes parametros. Os resultados estdo sumarizados na

Fig. 6.
100 F— ' —
80 .
60 |- J[' M ]L .
-

20 F

0
BMA1 BMA2 CAT

“] 0Cor(l0Turbidez[0Ferro ‘

Fig. 6. Eficiéncia de remogéao de cor, turbidez e ferro.

Destes resultados, foi possivel verificar que embora a remog¢éo de cor para o carvao
CAT tenha sido superior, o desempenho dos carvdes BBMA1 e BBMA2 apresentaram-
se comparaveis a CAT para os parametros turbidez e ferro, o que indica que com as
devidas otimizag¢des, é possivel substituir o carvao antracitoso por carvoes de residuos
lignoceluldsicos.

41 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi possivel verificar que a analise térmica é muito Gtil para selecionar
parametros para o tratamento térmico da biomassa. Apos selecdo de determinadas faixas
de temperatura de torra, a estabilidade em meio aquoso verifica adequacgéao dos biocarvbes
gerados.

Os biocarvbes BBMA1 e BBMA2 apresentaram desempenho de remocao de
turbidez e ferro comparaveis ao carvao antracitoso, usado em ETAS, sugerindo sua
possivel substituicdo.
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RESUMO: Existe um esforco mundial entre
0s pesquisadores para estudar e entender as
propriedades fitoterapéuticas, antimicrobianas,
antimutagénicas, anticancer, antioxidantes, entre
outras dos Oleos essenciais. O objeto deste
estudo foi extrair o 6leo essencial das folhas e
galhos de Mansoa hirsuta e realizar a analise
quimica. As extragbes dos 6leos volateis foram
feitas a partir do material vegetal e hidrodestilacdo
com aparelho de Clevenger durante 4 horas
seguido de andlise da composicdo quimica
através de Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massas (CG/EM). Os
resultados mostraram que o 6leo essencial de
Mansoa hirsuta é composto principalmente pelos
constituintes quimicos 2-vinil-13-ditiano com
abundancia relativa respectivamente nas folhas
e galhos de 11,13% e 87,25% e do trissulfeto de
dialila nas folhas e galhos com 21,23% e 50,96%
de abundéancia relativa.

PALAVRAS - CHAVE: Oleo essencial.
Compostos volateis. Mansoa hirsuta. CG-EM.
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GC-MS DETERMINATION OF MAJOR VOLATILE COMPOUNDS IN MANSOA
HIRSUTA BRANCHES AND LEAVES

ABSTRACT: There is a worldwide effort among researchers to study and understand the
phytotherapeutic, antimicrobial, antimutagenic, anti-cancer, antioxidant properties, among
other essential oils. The object of this study was to extract the essential oil from the leaves and
branches of Mansoa hirsuta and carry out the chemical analysis. The extractions of volatile oils
were made from vegetable material and hydrodistillation with Clevenger apparatus for 4 hours
followed by chemical analysis using Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry
(GC/MS). The results showed that the essential oil of Mansoa hirsuta is mainly composed
of the chemical constituents 2-vinyl-13-dithiane with relative abundance in the leaves and
branches of 11.13% and 87.25%, respectively, and of the diaryl trisulfide in the leaves and
branches with 21.23% and 50.96% relative abundance.

KEYWORDS: Essential oil. Volatile compounds Mansoa hirsuta. CG-MS.

11 INTRODUGAO

O uso de ervas medicinais e aromaticas no tratamento de doencgas infecciosas
remonta a milhares de anos. Muitos dos metabolitos secundarios de plantas demonstraram
ter atividades biologicas importantes (BROOKS; BROOKS, 2014). O uso das plantas
medicinais surge como uma alternativa complementar de baixo custo e alta eficacia para
tratamento de diversas doengas (DUTRA et al., 2016), com efeitos colaterais baixos (AL-
SAYED; ABDEL-DAIM, 2018).

Nesse sentido, os 6leos essenciais (OEs) tém atraido atencdo especial devido a
sua complexa mistura de compostos organicos volateis, que sdo sintetizados em tecidos
glandulares especificos, para atrair animais para a dispersédo de sementes e pdlen e
para proteger as plantas de estressores ambientais abibticos e bioticos, dessa forma, a
sintetizacdo nas plantas ocorrem como mecanismo de defesa para exercer atividades
antifungicas, antiparasitarias, antivirais e antibacterianas (GISMONDI et al., 2021; RAUT;
KARUPPAYIL, 2014).

Segundo Gismondi et al. (2021), esses compostos sdo constituidos de derivados
fenilpropanoides, consistem na fracao lipofilica do fitocomplexo, incluindo terpenos e alguns
compostos fenolicos. Definidos como um conjunto de elementos quimicos que pertencem
a diversas fungdes quimicas distintas e compdem os elementos volateis de varios 6rgaos
das plantas que possuem caracteristicas volateis, lipofilicas, odoriferas e liquidas (SILVA,
2009). Em relagéo a sua composi¢éo quimica é variavel entre as espécies e partes de um
mesmo vegetal (MIRANDA et al., 2016).

Considerando a importancia do uso de plantas medicinais, tém-se a espécie Mansoa
hirsuta DC, conhecida como alho bravo no Brasil, é pertencente a familia Bignoniaceae,
endémica do semiarido brasileiro (LEMOS; ZAPPI 2012) se destaca por sua popularidade
e potencial de fitoquimica contra patologias inflamatérias e para a producéo de alimentos
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funcionais (SILVA, 2009). Na medicina tradicional, as folhas desta espécie tém sido
utilizadas para controlar o diabetes (CHAVES; REINHARD, 2003, AGRA et al., 2008), a sua
atividade antioxidante também foi demonstrada por Braga et al. (2000).

Devido suas propriedades bioldgicas, estudos sobre a composi¢do quimica da M.
hirsuta sao necessarios para uma valorizacao mais abrangente desta espécie vegetal como
fonte de produtos farmacéuticos. Nesse contexto, o objetivo deste estudo se concentrou
em identificar os compostos ativos dos 6leos essenciais das folhas e galhos de M. hirsuta
através da técnica de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.

21 METODOS

2.1 Material Vegetal

O material botanico de Mansoa hirsuta foi coletado na regido do Sitio do Moco,
situado a 20 km do municipio de S&o Raimundo Nonato-Pl, (09°00’55” S e 42°41’58” W). A
identificacdo do grupo e taxa ocorreu no Herbério Graziela Barroso (TEPB) da Universidade
Federal do Piaui/UFPI e o material testemunho foi incorporado ao acervo do herbario, sob
0 numero (TEPB.32.277).

2.2 Obtencao do Oleo Essencial

Os galhos e folhas de Mansoa hirsuta (alho-bravo) foram separados e submetidos a
secagem in natura por cerca de duas semanas. Realizou-se a trituragdo em liquidificador
seguido de moagem no moinho de facas. O material moido foi entdo submetido a processo
de extragédo por hidrodestilagdo por um periodo de 4 h, em aparelho de tipo Clevenger
modificado acoplado a um baldo de 5 L, em uma temperatura de 60°Celsius. Os 6leos
obtidos foram centrifugados e secos com Na,SO, anidro e calculado o rendimento do
processo de extracéo.

v Secagem da planta

Moagem

Hidrodestilacio (Clevenger) K

Obtencéo do 6leo essencial

Mansoa hirsuta

Separag&o por reparticao

Figura 1: Fluxograma de obtenc¢ado do 6leo essencial e anélise da composi¢ao quimica do 6leo
essencial por (CG-EM).
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Os constituintes volateis foram analisados em cromatografo a gas da marca
SHIMADZU modelo GC-17A acoplado a um espectrOmetro de massas GCMS-QP5050A
equipado com coluna capilar J&W Scientific DB-5 HT (95% metilpolisiloxano e 5% fenil, 30
m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e 0,1 ym de espessura do filme da fase
fixa). A programacéo de injecdo e corrida das amostras foi injetor a 220 °C, interface a 240
°C e coluna programada para operar a 60 °C, com elevacao de temperatura de 3 °C/min -1
até 240 °C. Utilizou-se hélio como gas de arraste, mantido ao fluxo constante -1 de 1,0 mL
min. Os constituintes volateis foram identificados por comparacéao dos espectros de massas
obtidos com os registros da biblioteca computacional Wiley229®, em comparagéo com 0s
espectros disponiveis na (ADAMS, 2007), aplicando-se uma série homéloga de n-alcanos
de cadeia linear, alifatica (C9-C20), nas mesmas condi¢bes usadas para a inje¢céo do 6leo

essencial.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de Oleo essencial acontece por causa das estruturas secretoras
especializadas como os canais oleiferos. Essas estruturas pode-se localizar em algumas
partes da planta ou em toda planta (SCHINDLER et al., 2018).

No caso da M. hirsurta os resultados mostraram uma maior quantidade de 6leo
essencial nas folhas do que nos galhos. Os teores dos 6leos essenciais (mg/100g) obtidos
das folhas e galhos no processo de hidrodestilagdo estdo demostrados na tabela 1.

Parte da Pé Rendiment Densidad I;;r:l:l:’r:eg tlg
planta _ (g) _ o (mg) - Cor - e (%lg)
Amarelo .
Folhas 100 _ 187,7 escuro 2,388
Amarelo
Galhos 2948 74,4 claro X 1358

Tabela 1: Rendimento da extragéo do 6leo essencial das folhas e galhos e caracteristicas fisico
quimicas.

As figuras 2 e 3 mostram cromatograma do 6leo essencial das folhas e galhos de
M. hirsuta.
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Figura 2: Cromatograma de ions totais (TIC) do 6leo essencial das folhas de Mansoa hirsuta.

Intensidade Relativa %
8
L

v T ¥ T T = T x T L = T S 1
Q 10 20 30 40 S0 60 70 80

Tempo de Retencio (min)

Figura 2:Cromatograma de ions totais (TIC) do 6leo essencial dos galhos (B) de Mansoa
hirsuta.

A identificagdo dos componentes volateis de cada material vegetal foi feita
por comparagdo computadorizada dos espectros de massas adquiridos com aqueles
armazenados no banco de dados do sistema CG-EM (NIST107, NIST21, NIST08, NIST08 e
WILEY). Da comparagéo dos espectros foi possivel identificar 02 (dois) compostos volateis
majoritarios nas folhas e 06 (seis) nos galhos.

Atabela 2 apresenta-se a composicao quimica do 6leo essencial de Mansoa hirsuta
das folhas e galhos.

Parte da planta Tempo («il‘:eirr‘c)etengao Constituintes A?:Igﬂ‘algla
31,69 2-vinil-1,3-ditiano 11,13
Folhas
21,23 Trissufeto de dialila 83,28
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Total identificado 94,41
7,63 Oct-1-en-3-ol 3,06
10,79 Acido 2-metil valerico 11,37
Galhos 11,40 Dis’sulfeto de dialila 7,27
16,33 Acido benzoico 3,63
21,28 Trissulfeto de dialila 50,96
31,69 2-vinil1,3-ditiano 10,96

Total identificado 87,25

Tabela 2: Constituintes volateis das folhas e galhos do alho bravo.

Destes compostos totais identificados (figura 3) alguns volateis foram comuns as
duas partes vegetais trabalhadas, tais como: 2-vinil 13-ditiano e trissulffeto de dialila
(caracteristicos do alho e cebola) ambos se encontram nas duas partes da planta eles
fazem parte da formacéo dos produtos da alicina (FREEMAN; KODERA,1995).

B) OH o
\)\/\/\ MOH
/A) AN ' H
QOct-1-en-3-ol Acido 2-metil valerico
S/j
o
\/‘\3

\/\S/S\/\ OH

2-vinil-1,3-ditiano

AN\

S
Trissufeto de dialila \/\S/ S\S/\/ \)\/J

Trissulfeto de dialila 2-vinil-1,3-ditiano

Dissulfeto de dialila Acido benzoico

Figura 3. Estrutura quimica dos constituintes encontrados na folhas (A) e galhos (B) de Mansoa
hirsuta.

41 CONCLUSAO

Com o estudo da planta coletada, foi possivel determinar o rendimento do 6leo
essencial a partir de suas folhas e galhos. As andlises quimicas (CG-EM) determinaram
o perfil dos compostos volateis majoritarios da espécie. Os compostos encontrados em
ambas as partes galho e folhas s&o, na maioria, compostos pertencentes ao grupo dos
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terpénicos, o que possibilita a utilizagdo de suas propriedades farmacologicas.
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RESUMO: Triplaris gardneriana (Polygonaceae),
conhecida no nordeste brasileiro como pajed,
possui varias atividades biol6gicas comprovadas,
tais como, antioxidante, antimicrobiana,
anticolinesterasica, fotoprotetora, entre outras.
Devido a sua importancia bioldgica da espécie,
a quimica ganhou importancia, evidenciando a
presenca de uma série de compostos, dentre
eles, fenois e flavonoides. Diante do interesse
terapéutico destes compostos  presentes
na espécie, associada a necessidade de
quantificacdo destes e a auséncia de métodos
analiticos validados para o seu doseamento,
objetivou-se desenvolver e validar metodologias
analiticas por espectrofotometria de absor¢do no
ultravioleta/visivel (UV/Vis) e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) para sua
quantificacdo nas folhas de T. gardneriana.
O método por CLAE-DAD permitiu identificar
e quantificar isoquercetina (87,88 pg/mL) e
quercetina (5,12 pg/mL) no extrato etandlico.
Enquanto que, o metddo por espectofotometria
UV-Vis quantificou os flavonoides totais (0,37 mg/
mL) expressos em quercetina. Ambos os métodos
analiticos garantiram rapidez, seletividade,
linearidade (R2>0,99), exatiddo e precisao.
Sendo assim, as metodologias propostas
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atenderam a todos os requisitos indicados para validagdo de uma matriz vegetal e podem ser
seguramente aplicadas para quantificagdo dos marcadores quimicos e farmacologicos nas
analises de controle de qualidade da espécie.

PALAVRAS - CHAVE: Pajeu. Isoquercetina. Quercetina. Controle de qualidade. Método
analitico.

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHODS BY HPLC-DAD
AND UV-VIS FOR QUANTIFICATION OF FLAVONOIDS IN THE LEAVES OF
TRIPLARIS GARDNERIANA WEDD. (POLYGONACEAE)

ABSTRACT: Triplaris gardneriana (Polygonaceae), known in northeastern Brazil as pajeu,
has several proven biological activities, such as, antioxidant, antimicrobial, anticholinesterase,
photoprotective, among others. Due to its biological importance of the species, chemistry
gained importance, evidencing the presence of a series of compounds, among them, phenols
and flavonoids. In view of the therapeutic interest of these compounds present in the species,
associated with the need for their quantification and the absence of validated analytical methods
for their measurement, the objective was to develop and validate analytical methodologies by
ultraviolet / visible absorption spectrophotometry (UV / Vis) and by high performance liquid
chromatography (HPLC-DAD) for its quantification in T. gardneriana leaves. The HPLC-
DAD method allowed the identification and quantification of isoquercetin (87.88 pyg/mL) and
quercetin (5.12 pg/ mL) in the ethanolic extract. While, the UV-Vis spectrophotometry method
quantified the total flavonoids (0.37 mg/mL) expressed in quercetin. Both analytical methods
guaranteed speed, selectivity, linearity (R2>0.99), accuracy and precision. Thus, the proposed
methodologies met all the requirements indicated for the validation of a plant matrix and can
be safely applied to quantify the chemical and pharmacological markers in the quality control

analyzes of the species.
KEYWORDS: Pajeu. Isoquercetin. Quercetin. Quality control. Analytical method.

11 INTRODUGAO

O género Triplaris (Polygonaceae) compreende cerca de 25 espécies distribuidas
especificamente nas Américas do Sul e Central (Hussein et al., 2005). Dentre as espécies,
destaca-se a Triplaris gardneriana Wedd. conhecida no nordeste do Brasil como pajeu.
Devido ao amplo espectro de atividades biologicas da espécie, a quimica ganhou
importancia, evidenciando a presenca de uma série de compostos. Dentre eles, fendis e
flavonoides (Macédo et al., 2015; Almeida et al., 2017; Lopes Neto et al., 2017), terpenos
(Carneiro et al., 2010; Macédo, 2015), esteroides (Braz Filho; Rodrigues, 1974; Macédo et
al., 2016), acidos e alcoois graxos (Macédo et al., 2016).

Recentemente, um estudo conseguiu identificar treze compostos fenélicos por CLAE-
DAD-IES-EM nas folhas de T. gardneriana, incluindo procianidinas, flavanois e flavonois
(Macédo, 2020). Os compostos encontrados sdo quercetina-hexosideo, quercetina-
pentosideo, quercetina-ramnobiosideo, miricetina-hexosideo, miricetina-pentosideo,
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dimero de procianidina, epi-catequina, galato de catequina, quercetina, rutina, quercitrina,
isoquercetina, quercetina-O-(O-galoil)-hexosideo, quercetina 3-a-L-arabinofuranosideo
e 2-O-galoilquercitrina, dentre eles, a isoquercetina foi identificado como o composto
majoritario (Macédo, 2015, Macédo et al., 2015; Paiva, 2018; Macédo et al.; 2019; Macédo,
2020).

Como exposto, a maioria dos metabdlitos secundarios identificados por CLAE-DAD
e/ou CLAE-EM nas sementes e folhas de T. gardneriana foram os flavonois, o que comprova
que constituem a principal classe quimica da espécie, devido a sua maior distribuicéo.
Corroborando também com outros estudos que evidenciaram essa afirmagéo, no qual,
mostraram que os flavonois poderiam ser considerados os marcadores quimicos do género
Triplaris (Oliveira, Conserva e Lemos, 2008; Hussein et al., 2005).

Diante do interesse terapéutico dos compostos flavonoidicos presente nessa
espécie, associada a necessidade de quantificacdo destes, considerando que ha apenas
um método validado por CLAE-DAD para o doseamento da quercetina descrito na literatura
para a espécie (Macédo et al., 2019), faz-se necessario desenvolver e validar metodologias
analiticas por espectrofotometria de absor¢cdo no ultravioleta/visivel (UV/Vis) e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) para sua quantificagao.

Nessa perspectiva, a padronizacdo de fitoterapicos e a garantia da sua eficacia e
segurancga requerem métodos analiticos adequados para a detecgdo e quantificacdo de
seus marcadores (Ziliotto, Farina e Souza, 2012). A validagdo de metodologia analitica para
fitoterapicos deve ser feita de acordo com o disposto nas Resolugcdes RE 899/03 e RDC
166/17 (Brasil, 2003; Brasil, 2017) e diretrizes da International Conference on Harmonization
(ICH, 2005), nas quais, determinam que a validagdo de metodologias analiticas necessita
ser especifica, robusta, sensivel, precisa e exata, constituindo fundamental importancia
para o controle de qualidade de matrizes vegetais e produtos oriundos delas.

Dessa forma, como o composto quercetina foi isolado das folhas de T. gardneriana
(Macédo, 2015; Macédo et al., 2019) e a isoquercetina identificada como composto
majoritario da espécie (Macédo, 2020), este trabalho tem por objetivo desenvolver e validar
métodos analiticos pela técnica CLAE-DAD para quantificar simultaneamente isoquercetina
e quercetina, e também por espectofotometria na regido do UV-Vis para quantificagcdo dos
flavonoides totais, expressos em quercetina para que possa ser usada rotineiramente nos
laboratérios de controle de qualidade das folhas de T. gardneriana.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As folhas de T. gardneriana foram coletadas no municipio de Santa Maria da Boa
Vista - Pernambuco, Brasil, em julho de 2013, localizado a 349 m de altitude (08 ° 47’59, 00
S, 039 ° 50 ‘42, 40 W). Uma exsicata da planta foi depositada no Herbario da Universidade
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Federal do Vale do Sa@o Francisco (HVASF) sob registro 21221 e no SISGEN, sob registro
n° A1C54A4.

2.2 Obtencéo do extrato etanélico (Tg-EtOH)

O material vegetal foi submetido a um processo de secagem em estufa com circulagao
de ar a 45 °C durante cinco dias. Posteriormente, foi pulverizado em moinho de facas,
obtendo-se material vegetal seco e pulverizado (100 g de p6 seco). Maceracgao exaustiva
foi utilizada para preparar o extrato etanélico (Tg-EtOH), utilizando etanol a 95%, por 3 dias,
realizando sucessivas extragdes a cada 72 h. A solucdo extrativa foi concentrada em um
evaporador rotativo sob pressao reduzida a 50 ° C, obtendo-se 6 g do extrato etandélico de
T.gardneriana (Tg-EtOH). Uma solucdo estoque a 1 mg/mL em metanol foi utilizada para

iniciar os desenvolvimentos dos métodos analiticos.

2.3 Desenvolvimento do método analitico por CLAE-DAD

2.3.1 Instrumentacédo e condigbes cromatograficas

O método analitico foi desenvolvido e validado usando um cromatoégrafo liquido
de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu® LC-20 com detector de arranjo de diodos (DAD),
equipado com um sistema quaternario de bombas modelo LC - 20ADVP, degaseificador
modelo DGU - 20A, detector PDA modelo SPD - 20AVP, forno modelo CTO - 20ASVP,
injetor automatico modelo SIL - 20ADVP e controlador modelo SCL - 20AVP, sendo os
dados tratados através do software Shimadzu® LC solution 1.0 (Jap&o).

O método foi desenvolvido usando uma coluna de fase reversa (RP) C-18 Eclipse Plus
da Agilent (4.6 x 250 mm, 5 um) mantida a 30°C. A fase movel utilizada foi um gradiente de
solvente: 0,3% de &cido formico diluido em agua ultrapurificada como solvente A e metanol
como solvente B. O fluxo empregado foi de 0,8 mL/min com o gradiente a seguir (A%:B%):
0 min (80:20), 3 min (80:20), 10 min (65:35), 20 min (50:50), 30 min (30:70), 45 min (30:70),
50 min (80:20) e 55 min (80:20). As analises foram realizadas em triplicata, nos quais
foram injetados 20 pL de solugéo de Tg-EtOH e feito 0 monitoramento no comprimento de
onda de 370 nm. Todas as solu¢des foram degaseificadas e filtradas através de membrana
filtrante de 0,45 um (Chromafil® Xtra), antes de serem analisadas no cromatégrafo.

2.3.2 Substancias Quimicas de Referéncia

Foram utilizadas no desenvolvimento da impressédo digital cromatogréafica vinte
e trés Substancias Quimicas de Referéncia (SQRs). Dentre eles, acido cafeico, acido
clorogénico, acido galico, acido p-cumarico, acido protocatecuico, acido tanico, apigenina,
crisina, fisetina, hesperidina, isoquercetina, campferol, lupeol, miricetina, narigenina,
quercetina, resveratrol, rutina, escopoletina, cisiliol, S-sistoterol glicosilado, harmana e

hesperitina foram adiquiridos comercialmente da Sigma Aldrich®.
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2.3.3 Identificagao de compostos por CLAE-DAD

Foram analisados 23 SQRs (Tabela 6), individualmente, para investigar sua
presenca no extrato etandlico de T. gardneriana empregando o método cromatografico
determinado. Os padrées foram diluidos em metanol, sendo a concentragéo final de 200
pg/mL e injetados 5 pL. ApOs analise, foi realizada uma comparagao entre as substancias
investigadas e os picos encontrados no cromatograma obtido a partir do extrato etanolico
da droga vegetal. Os picos foram confirmados por comparacgéo do seu tempo de retencéao

e por espectros de DAD (A ambos avaliados no comprimento de onda 370 nm, exceto

méx)’

acido tanico e B-sisterol glicosilado que foram analisados em 255 nm.

2.4 Validacao do método analitico por CLAE-DAD

Para a validacdo do método analitico para o extrato etandlico obtido das folhas e a
quercetina (SQR), os seguintes parametros foram avaliados: seletividade, linearidade, limite
de deteccao e limite de quantificacdo, precisao (repetitividade e precisdo intermediaria)
exatidao e robustez, de acordo com os padroes estabelecidos pela RE n° 166/17 da
ANVISA (Brasil, 2017) e diretrizes da International Conference on Harmonization (ICH,
2005). As analises foram realizadas em triplicata e a confiabilidade dos parametros foi
avaliada por meio da analise do coeficiente de variagdo (CV%) ou desvio padrao (DP), ndo
sendo admitidos acima de 5% para padroes analiticos e 15% para extratos vegetais (Brasil,
2003). Os dados foram tratados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) one-
way e two-way, quando aplicavel com um nivel de significancia de 95%. Andlise estatistica
e gréficos foram obtidos em OriginPro8® e/ou Excel®.

2.4.1 Parametros de validagcao

2.4.1.1 Seletividade

A seletividade foi demonstrada pela anédlise de uma solucdo a 1000 pg/mL de uma
solugdo metanolica do extrato etandlico de outra espécie, a Jatropha mutabilis (Pohl) Baill,
sob as mesmas condi¢cdes cromatogréficas do extrato em estudo e as substéncias de
referéncia quercetina e isoquercetina. Esse parametro foi verificado através da sobreposicao
dos cromatogramas obtidos relacionando aos tempos de retencédo e espectros de UV
dessas substéancias.

2.4.1.2 Linearidade

A linearidade foi verificada a partir da analise de trés curvas construidas com a
solucdo do extrato etandlico em metanol grau HPLC, em sete niveis de concentragao:
250; 500; 750; 1000; 1500; 1750 e 2000 pg/mL a partir de uma solugéo estoque de 5 mg/
mL, correspondendo 80 a 120% da faixa de trabalho. Os padrées analiticos também foram
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avaliados em uma série de concentracoes. Entretanto, a QUE e ISO variaram de 0,5 a 50
png/mL a partir de uma solucao estoque de 500 pug/mL. As amostras foram sonicadas em
ultrassom por 6 min para facilitar a solubilizacdo do processo. Os testes foram realizados
em triplicata para obter a curva de calibracdo da média desses valores. Os resultados
obtidos foram tratados estatisticamente através do calculo de regresséao linear pelo método
dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente de determinagéo (R?). Adicionalmente,

realizou-se a analise de residuo na regresséo da curva analitica.

2.4.1.3 Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Os limites de detec¢éo (LD) e quantificacao (LQ) foram estimados de acordo com
as equacoes:

LD=DPax3/IC (1)
LQ =DPax 10/IC (2)

Onde DPa é o desvio padréo do intercepto com o eixo Y, obtido das trés curvas da
linearidade e IC é a média dos coeficientes angulares (inclinagéo da reta) das respectivas
curvas (Brasil, 2017).

2.4.1.4 Precisdo

A precis@o foi determinada por analises em sextuplicatas na concentracao do
ponto médio da curva (1000 pg/mL). A precisédo foi avaliada em dois niveis: repetitividade
(precisé@o intracorrida) e precisdo intermediaria (preciséo inter-corridas), por analistas
distintos em dois dias consecutivos, sendo expressas como coeficiente de variacao (CV%)
segundo a equacao CV= DP/CMD, em que DP é o desvio padrao e CMD é a concentragédo
média determinada. (Brasil, 2017).

2.4.1.5 Exatidao

A exatidao do método cromatografico foi determinada por anélises em triplicata de
trés solugcbes do extrato e quercetina (QUE) em diferentes faixas de concentracao, sendo
uma em baixa (250), média (1000) e alta (2000 pg/mL) para o extrato e 0,5; 20 e 50 ug/
mL para a QUE. A exatiddo E(%) foi expressa pela relagdo entre a concentragdo média
determinada experimentalmente e a concentragdo teérica correspondente. A exatiddo
também foi avaliada pela taxa de recuperacao a partir da adicao do analito (QUE) de
concentragcdo conhecida no extrato nas concentragdes 250, 1000, 2000 pg/mL, adicionou-
se 10, 25 e 50 pL de quercetina (20 pg/mL), respectivamente. Calculou-se a taxa de
recuperacao R(%) das quantidades de analito adicionadas na amostra através da equacao:
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R(%)= CTQ-CQE x 100
CT

Onde, CTQ compreende a concentracao total de QUE (padrdo QUE adicionado ao
extrato de T. gardneriana), CQE compreende a concentragcdo de QUE existente no extrato
e CT a concentragéo teorica do padrao QUE. R(%) é a recuperagéo obtida (Brasil, 2017).

2.4.1.6 Robustez

Arobustez do método cromatografico foi observada mediante variagées ocasionadas
no método original no fluxo (0,6 e 1,0 mL/min) e na temperatura do forno da coluna (28 e
32 °C). Os dados obtidos foram comparados com os do método original proposto mediante
comparacao feita através da andlise de variancia.

2.5 Desenvolvimento do método analitico por espectrofotometria no UV-Vis

2.5.1  Procedimento geral para quantificacdo de flavonoides totais

A analise foi realizada no espectrofotémetro com detector UV-Vis modelo IL -592
(EVEN®) utilizando-se cubetas de vidro com 1 cm de caminho 6tico. Inicialmente, foi
preparada uma solugao estoque (5 mg/mL) utilizando 0,5 g de Tg-EtOH obtido das folhas
de T. gardneriana, que foi solubilizado em 10 mL de MeOH (correspondente a 10% do
volume total) em seguida, sonicou-se por 10 minutos até a solubilizagdo total sendo o
volume ajustado para 100 mL agua destilada. A partir da solugéo estoque foi preparada a
solugéo trabalho a 1 mg/mL. A determinacéo de flavonoides totais seguiu-se a metodologia
descrita por Macédo et al. (2015), visto que, ja foi utilizada para quantificar flavonoides
totais nas folhas de T. gardneriana, com modificacdes.

Em cubetas, 0,30 mL dessa solugéo foi misturada com 1,50 mL de agua destilada
seguido da adi¢do de 90 pL de uma solugéo de NaNO, 5%. Ap6s 6 minutos, 180 uL de
uma solugéo de AICI,.6H,0 10% foi adicionada e deixou-se repousar durante 5 min.
Em seguida, foi adicionado 600 pL de NaOH 1M. Por fim, adicionou-se 330 pL de agua
destilada e promoveu-se a homogeneizagdo, procedimento com complexacdo (Tg-
EtOH-PCC). Também foi feito esse mesmo procedimento sem complexacdo (Tg-EtOH-
PSC), substituindo o AICI, por agua destilada. Imediatamente, realizou-se uma varredura
espectrofotométrica na regido de comprimentos de onda (A) de 330 a 600 nm (de 5 em
5 nm) com o objetivo de identificar em qual comprimento de onda o extrato apresentava
valores de absorbancia maximos. Sendo entdo considerado como comprimento de onda
adequado para quantificagdo de flavonoides totais expressos como mg de equivalentes de
quercetina por grama de extrato em T. gardneriana. Utilizou-se como solu¢do do branco
apenas agua destilada para substituir o extrato sendo a absorbancia registrada.
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2.5.2 Desenvolvimento do método por UV-Vis

Foram avaliados os seguintes parametros para desenvolvimento do método analitico:
avaliacé@o da cinética de complexacéo (0, 10, 15, 20, 25 30, 45 e 60 min), concentragdo da
solugéo de AICI,.6H,0 (2,5%, 5,0 % e 10% m/v) e volume da solugéo de cloreto de aluminio
a 10% (m/v) (140, 160, 180 e 200 pL), conforme descrito a seguir.

2.5.3 Determinag&o do tempo para leitura

Para a determinagcdo do tempo adequado de leitura, avaliou-se a cinética de
complexacao nos intervalos de 0, 10, 15, 20, 25, 30, 45 e 60 min, ap6s adicao de 180 pL da
solugéo de AICI, 10% (m/v), no comprimento de onda adequado encontrado para o extrato
com e sem os tempos de 5 e 6 min, conforme metodologia citada anteriormente.

2.5.4 Concentragdo e volume da solugdo de cloreto de aluminio

Foram preparadas trés solugbes de AICI,.6H,O diluidas em agua destilada com
concentragOes diferentes, uma baixa, média e alta (2,5%, 5,0 % e 10% m/v), a fim de
analisar se a concentragdo do cloreto de aluminio influenciava na analise no tempo
determinado. Volumes diferentes (140, 160, 180 e 200 uL) da solugéo de AICI,.6H,0O de
concentracéo escolhida também foram analisados.

2.6 Validacao do método analitico por UV-Vis

Apo6s definir os melhores parametros supracitados, iniciou-se o processo de validagéo
do método analitico por UV-Vis. Para validacédo do procedimento analitico foram avaliados
0s mesmos parédmetros do método validado por CLAE-DAD, acrescentando a preciséo por
reprodutibilidade. A confiabilidade dos parametros avaliados foi observada pelo coeficiente
de variacdo (CV%). Para cada parametro avaliado, foi determinado um CV% menor que 5%
para o padrdo e menor que 15% para o extrato (Brasil, 2003) e tratados estatisticamente
por Analise de Variancia (ANOVA) one-way ou two-way, quando aplicavel, com um nivel de
significancia de 95%.

2.6.1 Seletividade

Esse parametro foi verificado através da sobreposicdo dos espectros do padrao
quercetina (0,25 mg/mL, concentra¢des mais altas estoura o pico de absor¢ao) e amostras
obtidas a partir de Tg-EtOH com e sem adi¢&o de AICI, (10% m/v) obtidos no intervalo de
comprimento de onda compreendido de 330 a 600 nm.

2.6.2 Linearidade, limites de deteccao e quantificagcdo

Alinearidade foi verificada a partir da analise de trés curvas construidas com a solugéo
extrativa (5 mg/mL) diluida em sete niveis de concentracdes: 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0;
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2,5 mg/mL, visto que a partir da maior concentracdo ocorre o estouro do pico de absorgéo.
As curvas foram construidas empregando-se os valores médios das absorbancias obtidas
a partir das triplicatas em cada nivel de concentragao testada, em fungéo da concentracgéo.
Para quantificacao de flavonoides em equivalentes de quercetina foi obtida uma curva de
calibragéo para o padréao (5 mg/mL) diluida em seis niveis de concentragéo 0,05; 0,1; 0,25;
0,5; 0,75 e 1,0 mg/mL, uma vez que, nestas concentra¢des nao foi observado o estouro
do pico de absorgdo. Os resultados foram tratados estatisticamente através do calculo
de regressao linear, com o objetivo de determinar a equacéo da reta e o coeficiente de
determinacao (R?), sendo o valor minimo aceitavel R? = 0,99. Os limites de detecc¢éo (LD) e
quantificacéo (LQ) foram calculados da mesma forma que o método cromatografico a partir
as trés curvas de linearidade (Brasil, 2017).

2.6.3 Precisao

Aprecisdo do método foi avaliada nos niveis de repetitividade, precisao intermediaria
e reprodutibilidade. A repetitividade foi verificada por seis determinacdes individuais de
mesma concentracdo (0,5 mg/mL). Para o parametro precisao intermediaria, foi realizada
da mesma forma, em sextuplicata em triplicata (n=18), onde analisou a variagéo entre dois
analistas em dois dias diferentes, ambas também na mesma concentracdo de 0,5 mg/mL. A
reprodutibilidade foi realizada em espectrofotometro UV distintos, EVEN® (modelo IL -592)
e Nova Instruments® (modelo NOVA-1600 UV), utilizando triplicata da amostra a 1 mg/mL.

2.6.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada através da taxa de recuperagéo, a partir da adicdo de uma
quantidade conhecida de quercetina (QUE), flavonoide presente no Tg-EtOH. Preparou-se
o procedimento com extrato a 1 mg/mL com complexacdo, no qual foi realizada a leitura
e, posteriormente acrescentou-se 100 pL da solugcdo de QUE a 200 pg/mL. O resultado
da recuperacgéo foi obtido pela equagéo: R (%)= CTF — CFE / CFP x 100, onde: R é a
recuperacao em porcentagem, CTF corresponde a concentragéo total de flavonoide (QUE)
adicionada a solucdo do Tg-EtOH; CFE corresponde a concentragdo da QUE no Tg-EtOH
e CFP corresponde a concentracgéo tedrica do padrao QUE.

2.7 Robustez

A robustez do método foi analisada a partir da variagao dos fabricantes do solvente
MeOH (Synth ® e Dinamica®-UV/HPLC) e dos comprimentos de ondas (463 e 467 nm).
Os resultados foram expressos a partir da média de trés determinag¢des na concentracédo
de 1 mg/mL.

A Geragéo de Novos Conhecimentos na Quimica 2 Capitulo 11 m



31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Desenvolvimento do método analitico por CLAE-DAD

Neste estudo, de forma preliminar, utilizou as condi¢bes da analise cromatografica
do método validado e utilizado por Macédo et al., (2019) para identificar e quantificar a
quercetina isolada das folhas de T. gardneriana, anteriormente. No entanto, no método
analitico do nosso estudo, com a identificacao por CLAE-DAD da isoquercetina, constituinte
majoritario, utilizando um padréao analitico e com a confirmag¢ao por CLAE-EM em estudo
anterior (Macédo, 2020) foram feitas varias modifica¢cdes obtendo-se um novo método
cromatografico eficaz para a identificagéo e quantificacao da quercetina e da isoquercetina,
simultaneamente em Tg-EtOH das folhas de T. gardneriana seguida da validagdo do
método.

No método anterior a analise foi realizada com uma coluna de fase reversa C-18
de outro fornecedor em um tempo de analise menor (45 minutos), porém maior fluxo (1,0
mL/min) e temperatura (35 ‘C). O método do nosso estudo manteve a mesma fase movel,
porém modificou-se o gradiente da fase mével para melhorar as resolugdes entre os picos,
consequentemente, aumentou o tempo para 55 minutos. O fluxo foi baixado para 0,8 mL/
min e a temperatura para 30 °C, parametro importante, que ao ser diminuido as chances de
levar a degradagao das moléculas séo minimizadas. Pois, &€ sabido que o calor nem sempre
pode ser empregado, j& que muitas substancias séo instaveis em altas temperaturas
durante o processo (Simdes et al., 2010).

O cromatograma (Figura 1) obtido mostrou 6 picos bem resolvidos. Para identificar
as substancias presentes no extrato etanodlico, 23 SQRs foram submetidos as mesmas
condi¢bes. O tempo de retencéo e os espectros UV obtidos dos padrées analiticos (Tabela
1) foram comparados com aqueles obtidos a partir de Tg-EtOH visando identificar as
substéancias.
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Figura 1. Cromatograma obtido a partir do extrato etandlico das folhas de T. gardneriana em 370 nm.

A partir da triagem utilizando os padrdes analiticos (Tabela 1) foi possivel identificar
trés substancias. Uma delas, a quercetina (TR= 30,8 min), ja isolada do extrato etandélico
das folhas (Macédo, 2015; Macédo et al., 2019), também identificada atualmente, no
extrato aquoso das folhas (Paiva, 2018) e extrato etanélico das sementes de T. gardneriana
(Almeida et al, 2017). No cromatograma obtido a substancia majoritaria (TR= 24,6 min) foi
identificada como isoquercetina ou rutina, praticamente no mesmo tempo de retencéo e
espectro de UV iguais como mostra a Tabela 1. Apenas pela analise por CLAE-DAD n&o
seria possivel confirmar qual substancia seria. Porém, a partir de uma analise por CLAE-
DAD-EM foi possivel confirmar pela massa do composto m/z 464 u.m.a que corresponde a
massa da isoquercetina (Macédo, 2020), também identificada por CLAE-DAD nas sementes
de T. gardneriana (Almeida et al, 2017).

SQRs TR Ao

Acido galico 5,0 202/271
Acido clorogénico 13,6 213/325
Acido cafeico 15,9 217/323
Acido protocatecuico 19,8 199/343
Acido p-cumarico 20,1 206/309
Acido tanico 37,4 262/400/407
Resveratrol 25,2 206/305
Rutina 24,86 201/256/355
Isoquercetina 24,98 204/256/355
Miricetina 271 207/253/371
Fisetina 27,9 208/247/360
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Quercetina 30,8 198/255/370
Kaempferol 33,8 198/265/366
Apigenina 34,5 213/267/338
Cisiliol 34,2 203/255/272/346
Crisina 39,0 198/267/313
Hesperidina 24,7 201/284
Hesperitina 31,96 205/231/288
Narigenina 31,0 200/230/289
Scopoletina 19,8 208/297/344
Sistoterol glicosilado 37,4 194/262/395
Lupeol 33,9 195/263/362
Harmana 16,8 218/243/300/365

*TR=Tempo de retengéo; A_, Comprimento de onda maximo

max=

Tabela 1. Resultados obtidos apds analise dos padrdes analiticos pelo método desenvolvido
por CLAE-DAD para Tg-EtOH.

3.2 Validacao do método analitico por CLAE-DAD

O desempenho do sistema cromatografico selecionado foi avaliado de acordo com
os parametros estabelecidos de acordo com a United States Food and Drug Administration
(US-FDA, 2000): resolucéo entre picos que deve ser>2, no qual, indica o grau de separacao
entre duas substancias; fator de cauda, referente a simetria dos picos que deve ser < 2,0;
fator de retencéo (k’), no qual, estéa relacionado a razéo dos tempos que os analitos ficam
na fase estacionaria e fase movel que deve ser >2; e nUmero de pratos tedricos, geralmente
> 2000, no qual, é uma indicagéo da eficiéncia da separagéo cromatografica. Os valores
desses parametros para o método desenvolvido foram calculados automaticamente pelo
software do equipamento e todos estavam dentro dos limites especificados como mostrados
na Tabela 2. Conforme descrito, a adequacgéo do sistema foi comprovada através da analise
dos parametros supracitados.

Tempo de  Fator de Pratos
< ~ Fator de - .
Amostra retencio retenc¢io cauda Resolucio tedricos
(minutos) (k") (N)

Tg-EtOH QUE 30,8 8.7 2,86 2,1 264795,825
1SO 24,6 6,7 1,98 272 138646,027
QUE (SQR) 30,8 8.9 2,35 492 305698,838
1SO (SQR) 248 7.1 1,58 77,0 327326,353

Tabela 2. Parametros cromatograficos do método validado de T. gardneriana por CLAE-DAD.
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A seletividade do método cromatografico que se refere a capacidade de identificar
ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de outros componentes
na amostra foi demonstrado analisando-se a amostra de outra espécie, a Jatropha mutabilis
(Pohl) Baill, nos quais, foram possiveis de observacdo dois picos cromatogréaficos nos
tempos de retencbes de 30,8 e 24,6 min, correspondentes aos picos da quercetina (QUE)
e isoquercetina (ISO), respectivamente em ambos cromatogramas (Figura 2). No entanto, a
isoquercetina ndo esta presente no extrato de J. mutabilis. A confirmacgao da identidade da
QUE e ISO se deu pela analise dos espectros de UV de ambos os extratos e dos padrbes
ISO e QUE, nos quais apresentam comprimentos de onda em absor¢cdo maxima (Amax)
em 256/356 nm e 255/370 nm, respectivamente, conforme demonstrado na Figura 3 e 4.

Aseletividade do padréo QUE foi comprovada a partir do método analitico em questao
que consegue identificar e quantificar substancias muito semelhantes separando-as em
tempos de retencao diferentes, tais como o flavonol fisetina (TR= 27,9 min; Amax=247/360
nm) que separa em tempo de retencéo diferente da QUE, como mostrado na Tabela 1.

— Quercetina
120000 - QUE —— Isoquercetina
‘\ ——T. gardneriana
\

—— J. mutabilis

100000 —

80000 — | J”

60000 — I

Intensidade(mAU)

40000

20000 —

Tempo (min)

Figura 2. Seletividade do método com os padroes analiticos e as espécies J. mutabilis (Pohl)
Baill e T. gardneriana em 370 nm.
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Figura 3. Espectros de absorbancia no UV de J. mutabilis, T. gardneriana e da quercetina.
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Figura 4. Espectros de absorbancia no UV de T. gardneriana e da isoquercetina.

Para a linearidade do método cromatografico, os coeficientes de determinagdes
obtidos para a analise de regressao foram R2>0,99 para o extrato e padrées como mostrados
na Figura5 e 6, comprovando que mais de 99% do método apresentou linearidade satisfatoria
entre 0 aumento da concentracdo de analito e a resposta cromatogréafica. As curvas de
calibragcéo sao lineares no intervalo de concentracdes testadas para o extrato [250-2000
pg/mL] e padrdes [0,5-50 pg/mL] correspondentes a faixa de 80-120% da concentracdo
doseada de quercertina e isoquercetina na amostra. Além disso, a analise dos graficos de
residuos obtidos das curvas mostraram-se homocedasticos. Dessa forma, a sensibilidade
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do método foi determinada a partir das trés curvas de calibragdo na determinagéo da menor
concentracéo de QUE e ISO que podem ser detectadas (LD) e quantificadas (LQ). Sendo
o LD= 2,05 pg/mL e LQ= 6,21 pug/mL para a QUE (SQR); LD= 0,47 pg/mL e LQ= 1,44 ng/
mL para a ISO (SQR).

® Tg-EtOH
2500004 y =123,33957x-10855,90068
R?*=0,9985

200000 H
T 150000
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£ 100000
=]
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Figura 5. Representacéo grafica da linearidade de Tg-EtOH obtido das folhas de
T. gardneriana.
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Figura 6. Representagéo grafica da linearidade dos padrdes analiticos isoquercetina e
quercetina.
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Este parametro também foi avaliado pela andlise da curva de calibragdo das

substancias identificadas no extrato, utilizando o método dos minimos quadrados e analise

de variancia (ANOVA). A ANOVA confirmou que o método proposto foi considerado linear
e indica que nao ha falta de ajuste (p<0,05), como pode ser visto na Tabela 3. Todas as

analises mostraram resultados satisfatorios com valores de F calculados (cal) abaixo dos

valores tabelados (tab) de F, no nivel de significancia 95%.

Amostra Fonte* Modelo Residuo Total
SQ 509129863,238083  119374417767,714  119883547630,952
gl 2 18 20
Tg-EtOH  MQ 254564931,6 6631912098,20635 -
F cal 0,0384 - -
F tab 3,5546 -
SO 47410570030,58  4958019031410,37  5005429601440,96
gl 2 21 23
QUE MQ 23705285015,292  236096144352,88 -
(SQR)  Fcal 0,1004 - ;
F tab 3,4668 - -
SO 3491910489,25 352146259383,25  355638169872,50
gl 2 21 23
ISO MQ 1745955244,63 16768869494 44 -
(SQR)  Fcal 0,1041 - -
F tab 3,4668 - -

*Nivel de significancia 95% (p<0,05); SQ= Soma quadratica; gl= grau de liberdade; MQ= Média

quadratica.

Tabela 3. Analise de variancia (ANOVA) para as curvas do extrato e padrdes por CLAE-DAD.
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No método cromatogréfico, os valores de CV(%) obtidos durante a avaliagdo da
precisao intra-dia (n = 6, trés repeticbes cada) e inter-dia (2 dias, n = 6) foram inferiores a
5,0%, mostrando um boa precisdo do método (Tabela 4) para o extrato, ja que, é aceitavel
uma variabilidade de até 15% para extratos vegetais (Brasil, 2003). A comparacao entre as
médias indicaram que n&o existe diferengas significativas entre as médias dos grupos (F
cal < F tab). No entanto, a avaliacdo da preciséo inter-dia para o padrdo QUE se mostrou
impreciso quando compara os dias (F cal > F tab), no entanto, entre os analistas no mesmo
dia ndo apresentaram diferencas estatisticas (F cal < F tab).

Concentracdo  Concentracio

Amostra Analista (Dia 1) (Dia 2) Repetitividade
1 5,26 281 4,96+ 3,59
QUE 5,12=3.29
2 495+414 501£3.73
Tg-EtOH
1 83,56+ 2,21 82,93+ 2,30
ISO 87,88+ 1,53
2 81,66+ 1,94 79,66+ 5,05
QUE 1 19,58+ 2,34 2226+ 246
22.34+228
(SQR) 2 20,15+ 4,15 21,75+2,19

*Valores da concentragdo em média por pg/mL + coeficiente de variagao (CV%), n=6, p<0,05.

Tabela 4. Resultados obtidos na andlise de precisdo intermediaria e repetitividade.

A determinacdo da exatidao do extrato e QUE foi calculada separadamente para
cada uma das concentrac¢des analisadas (Tabela 5) e foram encontrados resultados entre
100,76 a 118,21%. Na exatidao por recuperacgéo, no qual foi adicionado QUE (20 pg/mL)
no extrato, o valor de recuperacgéo obtido variou de 103,44 a 108,92% como mostrados na

Tabela 6.
Concentragio Concentracio
Amostra tedrica experimental Dp* CV*(%) E*(%)
(pg/mL) (pg/mL)

250 2519 0,039 2,6 100,76
Tg-EtOH 1000 1038,4 0,169 329 103,84
2000 20543 0,269 2,72 102,72

0,5 - - - -
QUE 10 23,64 0,087 0,37 118,21
50 58,601 0,372 0,61 117,23

*DP=desvio padréao; CV (%)=coeficiente de variacao; E (%) =Exatidao; n=3, p<0,05.
Tabela 5. Resultados obtidos nos testes de exatidao do método por CLAE-DAD.
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Os resultados da exatidao encontram-se dentro dos parametros estabelecidos pela
ANVISA, que determinam que os valores de exatiddo ndo devem ser inferiores a 95% e o
desvio ndo exceder 15% (Brasil, 2003). Em relacéo aos valores superiores a 100% podem

indicar erros experimentais, como calibrag@o de pipeta, por exemplo, aceitando até 110%.

Concentracdo Concentracio

Co?:;:::f 1 4eQUE  apés adico de Recu([:;;acﬁo DP*  CV(%)*
(ng/mL) QUE (pg/mL)
250 1,5 3.8 104,57 16,2 15,49
1000 4,56 10,69 108,92 6,49 5,96
2000 8,76 19,51 103,44 8,98 8,68

*DP=Desvio padrdo; CV (%)=coeficiente de variagéo; n=3, p<0,05.
Tabela 6. Resultados obtidos nos testes de exatiddo por recuperagdo método por CLAE-DAD.

Verificou-se para o método cromatografico que o mesmo também apresentou
robustez intrinseca, pois ao analisar amostras na concentra¢do de 1000 pg/mL em triplicata
e em diferentes condi¢bes (temperaturas 28 e 30 °C; fluxos 0,6 e 1,0 mL/min), as respostas
permaneceram dentro das especificacbes exigidas pela legislagéo, com valores de CV(%)

inferiores a 5,0% como mostra a Tabela 7.

Parametro  Variavel Marcador Concentragdo Fceal Ftab CV(%)

quimico

QUE 6,68 +3,57 60,43 7.71 3,57

0,6 mL/min
ISO 114,07+397 86,85 7,71 3,97

Fluxo

] QUE 5.20+2,57 0,008 7,71 2,57

1,0 mL/min
ISO 88,39+ 1,64 0,02 7,71 1,64
- QUE 5,29+ 458 0,47 7,71 4,58
ISO 88,03 £ 1,47 0,24 7,71 1,47

Temperatura

o QUE 5,10 1,94 0,99 7,71 1,94
ISO 53,99+£275 916,84 7,71 2,75
0,6 mL/min - 31,67+1,56  800,6 7,71 1,56
QUE 1,0 mL/min - 1991 +999 1245 7,71 9,99
(SQR) 28°C - 23,78 +1.23 0,77 426 1,22
32¢°C - 2344 £ 147 0,77 426 1,47

*Valores da concentragdo em média por pg/mL =+ coeficiente de variagéo (CV%); n=3, p<0,05.

Tabela 7. Resultados dos testes de robustez de Tg-EtOH para avaliagdo de QUE e ISO por
CLAE-DAD.
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Exceto, no fluxo 0,6 mL/min, no qual, o extrato ndo foi robusto para quantificacéo de
QUE e ISO e na temperatura 32 °C nao foi robusto para quantificar apenas a isoquercetina

(F cal > F tab). O padrao QUE foi robusto apenas a variagbes de temperatura F cal < F tab
(Tabela 7).

3.3 Analise por espectofometria na regiao do UV-Vis

3.3.1 Desenvolvimento do método

Para selecionar o comprimento de onda adequado para a amostra foi realizada uma
varredura nos comprimentos de onda na faixa de 330 a 600 nm com a solucédo trabalho
de Tg-EtOH (1 mg/mL) com PSC e PCC. De acordo com os resultados da determinacéao
do comprimento de onda de maior absortividade, como demonstrado na Figura 7 o
comprimento ideal para as analises foi de 465 nm. Macédo (2015) e Macédo et al. (2015) ja
haviam analisado o extrato etanolico e fragbes das folhas de T. gardnerianacom a mesma
metodologia, porém, no comprimento de onda de 510 nm e utilizando o padréao catequina,
sem analisar quais os melhores parametros para amostra e sem validar o método .

—— Tg-EtOH com AICI,
1,24 —— Tg-EtOH sem AICI,
1,0
< 4
S 0,8
© 465
E 0,6
=
o]
o]
2 044
0,2
0,0 ; : ; : ; : ; : ; : ;
350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 7. Curva de varredura da analise da solugéo teste de 1 mg/mL para Tg-EtOH com
sobreposicéo de PSC e PCC.

Observou-se que a cinética de complexagéo do AICI, (Figura 8) com os flavonoides

ndo apresentou diferencgas estatisticas (Fcal 1,50 < Ftab 2,51, ANOVA one-way) quando
se analisa imediatamente no tempo zero ou apés 60 minutos, a reacao de complexacao
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acontece de forma imediata, isso esperando 6 minutos antes de adicionar a solugéo de AICI,
e 5 minutos antes de adicionar a solugédo de NaOH, conforme metodologia. Ao contrério,
quando nao aguarda esses tempos de 5 e 6 minutos, adiciona os reagentes na sequéncia
as absorbancias sofrem alteragdes significativas a partir de 15 minutos (Fcal 13,34 > Ft{ab
7,71), como mostra a Figura 8. A diferenca entre as duas formas de analise confirmada
pelo teste estatistico ANOVA one-way (Fcal 676,99 > Fiab 4,49) e pelo decaimento da
absorbancia na analise imediata, mostra que o método mais adequado é que aguarda
os tempos de 5 e 6 min antes da adicao dos reagentes j& mencionados, indicando que a
espera proporciona 0 maximo de complexagéo dos flavonoides.

—a— Com os tempos de 5 e 6 min

—e— Imediata (sem 5 e 6 min)
7 -\’\'\—\'\‘V\\'\-
0,60 -
<
=2
< 0,55
S
j=
g
S 0,50
Ke)
<
0,45 4 S
.\.\, \.77.777'\7”77\
] e
—e
0,40 T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 8. Curvas da cinética de complexagéo do AICI, com os flavonoides em relagéo ao
tempo.

3.3.2 Concentragéo e volume da solucdo de cloreto de aluminio

Em relagéo a avaliagcao da concentragéo da solugéo de cloreto de aluminio a 2,5; 5,0
e 10% m/v, observou-se que nédo houve diferenga entre as menores concentracbes (Fcal
0,848 < Ftab 7,71), no entanto o maximo de absorbancia foi observado na concentragéo de
10%, indicando que nessa concentragdo proporciona o0 maximo de complexacao. A anélise
estatistica realizada pela ANOVA one-way, confirma que ha diferenca estatistica entre a
concentracéo de 10% e as concentracdes menores (Fcal 19,29 > Ftab 5,14). Desta forma,
no restante das analises usou-se a concentracdo de 10% para o cloreto de aluminio.

Posteriormente, testou-se os volumes dessa solugéo (140, 160, 180 e 200 pL), de
acordo com os dados, ndo houve diferenca significativa entre os volumes 160, 180 e 200
uL (Fcal 3,29 < Ftab 5,14), porém o volume de 180 pL se diferencia do volume 140 pL (Fcal
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27,5 > Ftab 7,71), o que mostra que ha um decréscimo na absorbancia quando diminui o
volume para 140 pL. Diante disso, optou por trabalhar com o volume 180 pL, ja que ndo ha

diferencgas entre 160 e 200 pL, mantendo o mesmo volume da metodologia.

3.3.3 Validagcdo por UV-Vis

A legislagédo preconiza que o método pode ser considerado seletivo se nenhum
interferente apresentar absorbancia no comprimento de onda especifico para a molécula
a ser analisada (ICH, 2005; Brasil, 2017). Para as amostras analisadas, o comprimento
de onda méaximo determinado para a leitura (465 nm) em Tg- EtOH (Figura 7, p. 149) é
distinto do comprimento de onda maximo da QUE isolada (370 nm), demonstrando que o
método mostrou-se seletivo para determinar a quantidade de flavonoides totais na amostra
analisada.

A complexagdo da Quercetina-Al** causa um deslocamento batocroémico, ou seja,
um deslocamento dos seus maximos de absor¢do para regides de maior comprimento
de onda, o que possibilita a quantificacdo dos flavonoides sem sofrer influéncia de outros
compostos fendélicos presentes na amostra (Peixoto Sobrinho et al., 2012). Os espectros
das amostras analisadas apresentaram absorbancias numa faixa semelhante quando
complexado com AICI,, individualmente. Porém, diferente do espectro da QUE isolada,
visto que no extrato existem outros flavonoides e outros milhares de compostos que podem
influenciar no comprimento de absor¢gdo maxima da amostra.

Na validacao, foi utilizada a QUE como flavonoide para determinagéo de flavonoides
totais nessa espécie, uma vez que, a QUE esta presentes nas folhas, e ainda foi comprovada
a presenca majoritaria de isoquercetina, derivado quercetinico glicosilado, além de outros
flavonois que ja foram identificados nas folhas de T. gardneriana (Macédo, 2015; Macédo
et al., 2015; Macédo et al., 2019; Macédo, 2020).

O parametro de linearidade da resposta espectrofotométrica foi avaliado tanto para
0 padréo analitico QUE quanto para Tg-EtOH. O método espectrofotométrico apresentou
linearidade a 465 nm para Tg-EtOH nas concentragdes testadas (0,05-2,5 mg/mL). Aequacao
da regresséo linear média obtida a partir de trés curvas de calibracéo, foi y = 0,5162x +
0,0252, em que y é a absorbéncia (nm) e x a concentragdo (mg/mL) em equivalentes de
QUE. O coeficiente de determinagédo obtido foi R?=0,9989, comprovando a adequagéo do
método no intervalo avaliado (Brasil, 2017). O padrdo também teve relagéo linear entre o
aumento da concentragéo do analito e a resposta espectrofotométrica na faixa de intervalo
analisado, com R2?=0,9952, isto significa que 99,52% da variabilidade experimental foi
explicada satisfatoriamente pela equacdo obtida y = 1,5535x + 0,0023. As duas curvas
apresentaram valores residuais homocedasticos, confirmando a homocedasticidade do
método. Os valores dos limites de detecgéo (LD) e quantificagdo (LQ) foram 0,05 e 0,15
mg/mL, respectivamente.
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A exatiddo por recuperacao definida como a concordancia entre o valor real do
analito na amostra e o estimado pelo processo analitico foi avaliado através da adicédo
de uma quantidade conhecida do padrédo QUE (200 pg/mL) na solugéo teste. O resultado
da recuperacao foi obtido em porcentagem pela equacéo descrita nos procedimentos de
validacdo. Os dados experimentais obtidos revelaram a média de recuperagao do padréo
de 102,7% e coeficiente de variancia 1,22%, atestando este valor como aceitavel (Brasil,
2017). Os dados demostram que o método analitico desenvolvido € satisfatoriamente exato.

O método desenvolvido demonstrou ser preciso nos trés niveis avaliados:
repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade, ou seja, foi capaz de proporcionar
resultados préximos de uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma
amostra (ICH, 2005; Brasil, 2017). O método apresentou uma boa repetibilidade, visto que,
0 CV(%) foi inferior ao especificado pela legislagdo como mostra a Tabela 8.

Concentracio Concentracio

Amostra Analista Fcal Ftab Repetitividade

(Dia 1) (Dia 2)
1 0,191= 1,72 0,188+232

Tg-EtOH 0,76 475 0299+ 1,72
2 0,184=238  0,189+252

*Valores da concentracdo em média por mg/mL + coeficiente de variacdo (CV %), n=6, p<0,05.

Tabela 8. Resultados obtidos na analise de preciséo intermediaria e repetitividade do método
por UV-vis.

Em relagéo a preciséo intermediaria, o método foi preciso para andlises realizadas
por analistas diferentes em dias consecutivos, estando a variacdo encontrada, dentro dos
limites especificados, uma vez que, os dados ndo apresentaram diferengas estatisticas
significativas (Fcal < Ftab) com nivel de significancia de 0,05, de acordo com a ANOVA two-
way (Tabela 8). A reprodutividade foi atendida, quando avaliados equipamentos distintos, de

acordo com a ANOVA one-way (Fcal < Ftab) com nivel de significancia de 0,05, mostrados

na Tabela 9.
Variaveis
Parimetro Concentracio Fcal Fab
(marca)
Espectrofotémetro EVEN® 0,371+ 4,04
. 0,35 7,71
UV-Vis Nova Instruments® 0,378+ 1,39

*Valores da concentragdo em média por mg/mL + coeficiente de variagéo (CV %), n=6, p<0,05.

Tabela 9. Resultados obtidos na andlise de reprodutibilidade do método por UV-Vis.
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Foi constatado que o método possui robustez intrinseca em meio as variagdes
realizadas (Tabela 10). Os fatores da robustez foram avaliados em triplicata individualmente
e todos os parametros conjuntamente. Os resultados apresentaram Fcal inferiores aos
Ftab, conforme ANOVA one-way, demonstrando que nado ha diferenca entre as variaveis
analisadas de forma individual e em todos os fatores analisados (ANOVA, two-way, Fcal <
Ftab).

Parimetro Variavel Concentrac¢io F cal F tab
Synth® 0,373 £2,48
Marca do solvente 0,35 7,71
Dinamica® 0,367 4,99
) 463 0,394+ 1,70
Comprimento de onda (nm) 1,15 7,71
467 0,388+ 1,91

Interacdo fatores
(ANOVA two-way)

. ; 1.28 475

*Valores da concentracdo em média por mg/mL + coeficiente de variacao (CV %), n=3, p<0,05.

Tabela 10. Resultados da robustez para o método avaliado por UV-Vis.

Os métodos analiticos propostos neste trabalho foram desenvolvidos a fim de
disponibilizar procedimentos analiticos para quantificacdo dos marcadores quimicos de
T. gardneriana devido a auséncia de métodos oficiais para a referida espécie, no intuito
de quantificar o marcador quimico majoritario, além de oferecer outro método validado
otimizado para identificar e quantificar a quercetina na espécie (Macédo et al., 2019).

Os métodos desenvolvidos neste estudo podem ser considerados intercambiaveis,
uma vez que, as amostras aplicadas na validacdo de ambos foi a mesma. Entretanto,
as metodologias apresentam faixas de linearidade distintas e complementares. O método
cromatografico é mais eficiente para o controle de qualidade de matrizes vegetais, devido
a sua maior sensibilidade e seletividade para quantificacdo de isoquercetina e quercetina
em extratos e produtos obtidos dessa espécie. No entanto, a espectrofotometria na regido
do UV-Vis é uma alternativa mais acessivel, rapida e de baixo custo para o doseamento
de flavonoides das drogas vegetais na rotina laboratorial (Peixoto Sobrinho et al., 2012;
Figueirédo et al., 2015; Alencar Filho et al., 2019).

Os dados confirmam que os métodos encontram-se em conformidade com a
legislacéo vigente e apresenta confiabilidade dos resultados. Os parametros estudados
garantiram rapidez, seletividade, linearidade, exatiddo e precisdo, apresentando-se,
portanto, validados conforme as resolugdes 899/2003 e 166/2017 da ANVISA. A validagéo
dos métodos por diferentes técnicas permitira a continuacdo dos estudos envolvendo
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extratos de T. gardneriana, a fim de comparar a influéncia de diferentes métodos de
extragdo no conteudo dessas substéncias e diferentes épocas de coletas das folhas.

41 CONCLUSAO

As metodologias recomendadas neste trabalho podem ser seguramente aplicadas
para quantificagdo dos marcadores quimicos nas analises de controle de qualidade de
T. gardneriana, pois, demonstraram estar em conformidade com a legislagdo. O método
cromatografico permite quantificar isoquercetina e quercetina em matérias-primas
obtidas da espécie. Para testes mais simples, a metodologia por espectrofotometria para
doseamento de flavonoides totais pode ser aplicada devido a sua rapidez e baixo custo.
Destarte, considera-se a relevancia desse estudo, visto a auséncia de métodos analiticos
validados para o doseamento de flavonoides totais, sobretudo o constituinte majoritario na
espécie em questao.
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RESUMO: Nanoparticulas magnéticas tém sido
intensamente pesquisadas desde os primeiros
relatos na literatura durante a década de 1940,
0 uso destes materiais desde a biomedicina
(sistemas de liberagdo de farmacos, agente de
contraste por ressonancia magnética, fluido de
hipertermia) até o campo tecnoldgico (trocador de
calor) fornecem uma ampla gama de aplicagbes. A
obtencao de nanoparticulas magnéticas tem sido
reportada por uma vasta gama de métodos desde
procedimentos fisico conhecidos pela expressédo
“top-down” ou métodos quimicos representados
pela expressao “button-up”. Dentre os métodos
quimicos de obtengcdo de nanoparticulas
magnéticas, o método de co-precipitacdo em
meio alcalino é um procedimento classico para
a obtencdo de nanoparticulas magnéticas com
estrutura cristalina do tipo AB,O, este método
ficou muito conhecido a partir de 1981 pelo
trabalho de Massart que descreveu uma nova
metodologia para estabilizar os nanomateriais
produzidos em meio aquoso, através da formagéo
de um precipitado preto um precipitado preto,
magnético, na qual as nanoparticulas possuem
morfologia esférica e alta polidispersividade.
Devido ao pequeno tamanho das nanoparticulas
formadas e consequentemente sua alta energia
de superficie essas particulas tendem a formar
aglomerados ou agregados ou ainda adsorverem
moléculas em sua superficie para alcangar uma
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situacdo de maior estabilidade, este fato torna a funcionalizagcdo ou adsor¢éo de ions mais
facil e permite modificar esses materiais para uma grande gama de aplicagdes utilizando
ions e moléculas que poderédo fornecer as caracteristicas desejadas. Neste contexto sédo
apresentados os resultados da sintese de nanoparticulas magnéticas a base de ferrita de
cobalto, sintetizadas pela co-precipitagdo de ions Co* e Fe** em meio alcalino. Apos a
sintese as nanoparticulas foram submetidas a adsorg¢éo de anions, NO,, CI, CIO,, PO 2,
S0 ? e citrato para modificagé@o das propriedades coloidais destes sistemas, as propriedades
foram avaliadas através de medidas de potencial zeta em fungéo do pH, para observar a
adsorcao especifica.

PALAVRAS - CHAVE: Nanoparticulas magnéticas, co-precipitacdo, ferrita e adsorgédo de
ions.

STUDY OF IONS ADSORPTION TO CoFe, O, COBALT FERRITE
NANOPARTICLES.

ABSTRACT: Magnetic nanoparticles have been intensively researched since the first reports
in the literature during the 1940s, using these materials from biomedicine (drug delivery
systems, magnetic resonance contrast agent, and hyperthermia fluid) to the technological field
(heat exchanger) provide a wide range of applications. Obtaining magnetic nanoparticles has
been reported by a wide range of methods from physical procedures known by the term “top-
down” or chemical methods represented by the term “button-up.” Among the chemical methods
of obtaining magnetic nanoparticles, the co-precipitation method in an alkaline medium is a
classic procedure for obtaining magnetic nanoparticles with AB,O, type crystalline structure.
Massart described a new methodology to stabilize nanomaterials produced in an aqueous
medium by forming a black and magnetic precipitate. The nanoparticles have a spherical
morphology and high polydispersity. Due to the small size of the nanoparticles formed and
their high surface energy, these particles tend to form agglomerates or aggregates or even
adsorb molecules on their surface to achieve a situation of more excellent stability. This fact
makes functionalization or ion adsorption easier and allows modify these materials for a wide
range of applications using ions and molecules that can provide the desired characteristics. In
this context, the results of the synthesis of magnetic nanoparticles based on cobalt ferrite are
presented, synthesized by the co-precipitation of Co?+* and Fe® ions in an alkaline medium.
Atfter synthesis, the nanoparticles were subjected to anion adsorption, NO,, CI, CIO,, PO,%,
S0O,* and citrate to modify the colloidal properties of these systems. The properties were
evaluated through zeta potential measurements as a function of pH to observe specific
adsorption.

KEYWORDS: Magnetic nanoparticles, co-precipitation, ferrites, and ion adsorption.

INTRODUCAO

Desde a década de 1940 com as descobertas da magnetoreologia e a eletroreologia
deu seinicio aum campo multidisciplinar bastante vasto que viriaaumentar significativamente
nos anos seguintes (BASTOLA; HOSSAIN, 2020; ODENBACH, 2002; RABINOW, 1948).
Seja no uso dos fluidos magnéticos propostos por Papel em 1965 (ODENBACH, 2000),
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ou posteriormente pelo método proposto por Massart em 1981 que permitia a obtencéo
de nanoparticulas magnéticas utilizando o método de co-precipitagdo em meio alcalino
para obtencao de fluidos magnéticos i6nicos e que se difundiria amplamente (ODENBACH,
2000; SHARIFIANJAZI et al., 2020).

A obtencdo e o uso de nanoparticulas magnéticas aumentou exponencialmente
desde suas primeiras propostas na literatura, isso € devido as propriedades Unicas que
esses materiais apresentam que séo distintas dos materiais em volume estendido (bulk),
como por exemplo permitir o controle de fluxo em circuitos microfluidicos, associado a
facilidade de modificacdo da superficie desses materiais por diferentes ions e moléculas
multifuncionais que permitiram expandir a vasta gama de aplica¢des desses nanomateriais
(MOHAMMED et al., 2017; QUAN et al., 2021).

Nanoparticulas magnéticas tem sido amplamente pesquisada em areas como a
biomedicina, em usos como liberacdo controlada de farmacos, agentes de contraste para
ressonancia magnética, ou ainda como fluido de hipertermia, ou ainda aplicacbes em
setores tecnolégicos, como selos magnéticos, fluidos magnetoreolégicos, alto-falantes,
suportes para catalise enzimaticas ou em sistemas trocadores de calor como nanofluidos
(BRANDT et al., 2019, 2021; LUCENA et al., 2020b, 2020a; MOHAMMED et al., 2017;
PIAZZA et al., 2020; SANTOS et al., 2020a).

A obtencéo de nanomateriais magnéticos tem sido amplamente reportada por uma
vasta gama de métodos desde procedimentos fisico ou métodos quimicos normalmente
esses termos séo representados pelas expressdes “top-down” e “button-up” e descrevem
respectivamente os processos fisicos e quimicos de obtencdo de nanomateriais como pode
ser observado na Figura 1 (IQBAL; PREECE; MENDES, 2012; ISAACOFF; BROWN, 2017;
SAMROT et al., 2021).

Botton-up Top-down
N -
7 ~
Py, |
Wiy, 5wy |
:;‘eiéégi% ’ "":l s |
: B 35 5% iy - | '
& "
Atomos e Material
moléculas Clusters Nanoparticulas em pé Bulk

Figura 1. Esquema para obtencdo de nanomateriais por métodos fisicos “top-down” e por
métodos quimicos “botton-up”.

Dentre a grande diversidade de métodos quimicos de obtencé@o de nanoparticulas

magnéticas, o método de co-precipitacdo em meio alcalino € um método que se difundiu
muito apds a metodologia descrita por Massart em 1981 a qual permitia através de uma
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rota simples e barata a obten¢do de nanoparticulas magnéticas com estrutura cristalina do
tipo AB,O, dispersas em meio aquoso, através da formagéo de um precipitado preto um
precipitado preto, magnético, formado por nanoparticulas geralmente com didmetro médio
inferior a 20 nm e que possuem morfologia esférica e alta polidispersividade (LAGROW et
al., 2019; MASSART, 1981, PETERNELE et al., 2014).

Devido ao pequeno tamanho dos nanomateriais e sua alta energia de superficie
esses nanomateriais tendem a formar aglomerados ou agregados ou ainda adsorverem
moléculas em sua superficie para alcancar uma situagdo de maior estabilidade, este fato
torna a funcionalizagcdo ou adsorc¢éo de ions mais facil e permite modificar esses materiais
para uma grande gama de aplicag¢des utilizando ions e moléculas que poderédo fornecer as
caracteristicas desejadas (LIU et al., 2020; WANG et al., 2020). Por exemplo recentemente
Brandt et al., 2021 obtiveram sucesso na sintese de uma nanoplataforma hibrida de
oxido de ferro com revestimento polimérico a base do copolimero em bloco PCL-PEGMA
modificado com acido folico, com capacidade de incorporacdo de &cido félico de 95%, e
com capacidade de liberagéo lenta do mesmo por até 96 horas o que garante ao material
potencial como sistema de liberacdo controlada de farmacos (BRANDT et al., 2021). Ja
Rodriguez et al., 2021 publicaram um trabalho onde avaliaram a adsorcéo de diferentes
aminoéacidos sobre as nanoparticulas magnéticas de magnetita ao os nanomateriais
foram caracterizados por diferentes técnicas que mostraram um grande potencial como
candidatos a agentes antitumorais, imunomoduladores e antiparasitarios.

Do ponto de vista tecnolégico Santos et al. 2020 obtiveram nanofluidos magnéticos
baseados em nanoparticulas de magnetita, que foram incialmente modificadas com acido
citrico e depois com um polimero polietilenoglicol com a finalidade de obterem dispersées
coloidais magnéticas com alta estabilidade coloidal que podem ser utilizados como fluidos
trocadores de calor (SANTOS et al., 2020a).

A obtencé@o e modificagcdo da superficie de nanoparticulas magnética € um campo
muito amplo na qual muitas possibilidades podem ser exploradas para obtencéo de materiais
com as mais diversas propriedades. Nesse contexto este trabalho apresenta os resultados
da sintese de nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto, obtidas pelo método de co-
precipitacdo em meio alcalino usando precursores de ions Co?* e Fe®* seguida da avaliagdo
desse sistema quando exposto a diferentes anions (NO,, CI, CIO,, PO,*, SO* e citrato).
A adsorcao especifica dos &nions sobre as nanoparticulas foi avaliada utilizado a medidas

de potencial zeta em fungéo do pH.

MATERIAIS E METODOS

Todos os solventes e reagentes utilizados neste trabalho sdo de grau analitico e
foram utilizados sem qualquer purificagdo. O gas argdnio (Ar) foi usado como géas de purga
durante as sinteses dos nanomateriais. A ferrita de cobalto foi sintetizada através do método
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de co-precipitagdo em meio alcalino modificado (MASSART, 1981) conforme a Equacgéo
1(SANTOS et al., 2020a). O esquema de obtencdo das nanoparticulas é apresentado na
Figura 2, brevemente, foi preparada uma solucdo de 250 mL de uma mistura de sais de
cobalto e ferro na proporgéo molar de 1:2, (CoCl, .6H,0, Sigma Aldrich 98%, FeCl, .6H,0,
Sigma Aldrich 97%). Esta solucao foi adicionada em 500 mL de uma solucdo de NaOH 1,5
molL", (Synth 85%) a solugéo ficou reagindo por 15 minutos este sobre agitagdo magnética
constante e a temperatura de ebulicdo, ocorreu a precipitagdo de um solido magnético de
coloracao negra. O precipitado negro e magnético obtido (PS) obtido foi isolado através da
centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado, o precipitado foi lavado com agua destilada.
Apoés as particulas foram dialisadas por cinco dias realizando trocas frequentes da agua
destilada.

2+ 3+ - — 2
Fe(aqueous) + 2Fe€(aqueous) + 80H(aqueous) = F€304 (ggjiay + 4H20 1010y CO” taquose) +

2F€3+(aquom) + 8O (aguoso) CoFe>Oussiido) + 4120 tiguido) Equacdo (1)

Aqueous solution
Co®" and Fe’"

=

PS(CoFe,0,)

Solution
NaOH

Figura 2. Esquema experimental da obtencao das nanoparticulas de ferrita de cobalto (PS).

Apo6s uma aliquota desse material foi seca em estufa a 50 °C por 48 horas, o material
foi macerado e peneirado a caracterizagdo da amostra por difracao de raios X (XRD).

Para o estudo de adsorcé@o dos anions sobre as nanoparticulas foram preparadas
previamente 50 mL de solugdes acidas na concentragdo de 0,1 molL"' dos seguintes
acidos sulfurico (Mallinckrodt 97,5%), cloridrico (Synth 36,5%), fosférico (Merk 85%),
perclérico (Reagen 70%), nitrico (J.T BACKER 69%) e acido citrico (Merk 99%). Apos
foram preparadas dispersdes contendo 50 mg de PS mais 1 mL do acido cujo anion a ser
avaliado. As amostras foram entédo colocadas em banho ultrassom por 30 minutos, apo6s
essa etapa uma aliquota contendo 100 pL da amostra foi adicionada a um frasco contendo
10 mL de uma solucéo de cloreto de sodio (Sigma Aldrich 98%,) 1TmmolL"', essa disperséao
foi centrifugada e o sobrenadante foi descartado, uma nova aliquota contendo 10 mL de
NaCl foi adicionado e a as amostras foram entéo redispersas com auxilio do ultrassom por
30 minutos, apés essa etapa foi realizada a titulacao e avaliagéo do potencial zeta de cada
uma dessas amostras como pode ser observado na Figura 3 a nomenclatura adotada para
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cada aostra é apresentada na Tabela 1.

NARN
T i\ —
Acido X* \ —ﬁ-
0,1 mmolL" 50 mg PS 50 mg PS 30 minutos
" 50mL ImL Acido X* I1mL Acido X* temperauta 25°C

n pong

I~
| | [
\,é i @ s ; 1

atalyta]

- : §

Redispersao do ppt VAUAAY

100 pL
NaCl 0,1 mmolL" Centrifugagao NaCl 0,1 mmolL" Amostras PS-X*
10 mL 10 mL

Figura 3. Esquema experimental do prepare das amostras de PS com os anions adsorvidos.
X* é referente ao respectivo anion ao qual o PS foi colocado em contato, os seguintes
anions foram avaliados NO,, CI, CIO,, PO,%*, SO ?* e citrato sendo adotada as seguintes
nomenclaturas para cada uma das amostras PS-N (NO,), PS-C (CI), PS-C2 (CIO,), PS-P
(PO,*), PS-S (SO,?), PS-AC (&cido citrico) e PS-H (agua).

PS Tratamento com acido PS-X
PS HNO;3 PS-N
PS HCl1 PS-C
PS HCIO4 PS-C2
PS H;PO4 PS-P
PS H2S04 PS-S
PS Acido Citrico PS-AC

Tabela 1. Nomenclatura das amostras dos nanomateriais ap6s o tratamento com os diferentes
acidos para avaliagéo da adsorgéao dos anions.

Caracterizacdo do PS

O precipitado negro apdés seco e macerado foi caracterizado em difratdbmetro de
raios X foram obtidos em um equipamento Rigaku Rotaflex Ru-200B utilizando radia¢ao
de CuKa (A=1,5418 A) e as seguintes condigdes de trabalho: 40 kV, corrente de 40mA no
intervalo de 20 a 80° a uma velocidade de 0,02/s localizado no Instituto de Quimica de
Araraquara.

Caracterizacdo de NP-A

A andlise de potencial zeta de cada uma das amostras foi feita utilizando um
equipamento Zetasizer Nano Zs, Malvern, acoplado com um acessorio de titulacdo

automatica MTP-2 localizado no Instituto de Quimica de Araraquara. O potencial zeta foi
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medido utilizando como eletrdlito nas titulagdes NaCl 1mmolL", e titulantes NaOH (10 - 100
mmolL") e HCI (10 - 100 mmolL™"), as amostras foram tituladas em um intervalo de pH entre

3 e 10, sendo cada ponto medido em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A estrutura cristalina da ferrita de cobalto foi avaliada através da analise de difracédo
de raios (XRD). O difratograma de raios-X da amostra assim como o padréo de difracéo
da carta 88-2152 JPCDS séo apresentados na Figura 4. Com base no difratogramas da
amostra PS foi calculado o diametro médio dos cristalitos, utilizando para isso a equagéo
de Scherrer (Equacgéo 2),

KA

Bcos(8) Equagdo (2),

Dyrg =

na qual D_, é o didmetro médio dos cristalitos, K & a constante relacionada a forma

xrd
dos cristalitos para materiais esféricos assume o valor de 0,94, A é o comprimento de
onda da radiag&o eletromagnética utilizada como emissor de raios X ( CuK, A=1,5418 A),
B é a largura a meia altura do pico mais intense e 8 é o angulo de difracdo de Bragg do
pico de maior intensidade (SANTOS et al., 2020a). A partir da equacao e relagdo inversa
de proporcionalidade entre a largura a meia altura e o tamanho dos cristalitos, temos que
quanto mais alargado forem os picos, menor sera o tamanho dos cristalitos. Fisicamente o
alargamento dos picos de difracdo (XRD) normalmente sao causados pela Optica néo ideal
instrumental e pela dispersédo do comprimento de onda devido as imperfei¢cdes estruturais
da amostra. Esse alargamento normalmente é subdividido em alargamento de tamanho e
alargamento de deformacéo. O primeiro é causado pelo tamanho finito de dominios que
causa a difracéo de forma incoerente uns em relacao aos outros. O Segundo alargamento
€ causado por varios deslocamentos dos atomos em relacao as suas posigcdes na rede
periodica do material (VAN BERKUM et al., 1994). O diametro médio do cristalito calculado
foi de aproximadamente 18 nm.
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Figura 4. Difratogramas de raios-X da amostra PS e da carta cristalografica 88-2152 JPCDS.

A analise de potencial zeta foi utilizada para demonstrar a adsorcéo especifica dos
anions sobre as nanoparticulas magnéticas (FRITZ et al., 2002; OHSHIMA, 2014; QIAO
et al., 2019; ZHU et al., 2018), na Figura 5 observa-se as curvas de titulagcdo de potencial
zeta das amostras que ndo apresentaram adsorcdo especifica de ions, nas condicbes
analisadas. As amostras PS-N e PS-C, que foram colocadas com os ions de nitrato e de
cloreto respectivamente ndo mostraram modificagdes significativos nos valores de potencial
zeta em funcéo do pH o comportamento observado foi muito semelhante a amostra teste
PS-H, que foi realizada na auséncia de acidos. Para essas amostra observou-se que abaixo
de pH 6 as amostras apresentaram valores de potencial zeta acima de 30 mV positivo
indicando que nessas condicdes 0s nanomateriais poderiam apresentar estabilidade
eletrostética, além disso o ponto isoelétrico (IEP) para essas amostras foram em pH igual
a 8,0, 8,3 e 8,9 para as amostras de PS-H, PS-C e PS-N respectivamente, como pode ser
observado embora o comportamento das amostras tenha sido muito semelhante ainda
foi possivel observar um pequeno deslocamento nos valores de IEP que podem ter sido
ocasionados principalmente como um artefato visto que essa é a regido onde as amostras
apresentam tendéncia a aglomerar o que dificulta a caracterizacao precisa das amostras
nessa regiao.

AFigura 6 apresenta as curvas de titulagcao de potencial zeta das demais amostras as
quais pode ser observado uma mudanca no perfil das curvas devido a adsorcao especifica
dos respectivos acidos (SANTOS et al., 2017). Embora a amostra PS-P tenha apresentado
0 moédulo de potencial Zeta elevado a partir de pH 5, o que foi observado que a amostra
nao apresentou estabilidade coloidal e sedimentava durante as analises 0 que pode
favorecer a presenca de artefatos durante a analise e que mesmo apresentando carga na
superficie devido a adsor¢éo do fosfato sobre as amostras acabam formando agregados e

A Geragéo de Novos Conhecimentos na Quimica 2 Capitulo 12




logo sedimentam. Ja nas demais amostras néo foi observado efeito semelhante, A amostra
PS-AC mostrou estabilidade eletrostatica acima de pH 7 e o IEP em 3,4, sabe-se que o
acido citrico possui trés valores de pKa (3,2, 4,8 e 6,40) referente a cada um de seus
hidrogénios ionizaveis, desse modo observa-se claramente a presenca do &nion citrato
sobre as nanoparticulas (HONG et al., 2007; WU et al., 2010).

Ja as amostras PS-C2 e PS-S, apresentaram um comportamento diferente na qual
as duas amostras tiveram baixo valor de potencial zeta durante toda a faixa de pH com o
IEP ocorrendo em 9,1 e 8,3 respectivamente esse comportamento das amostras se deve a
adsorgao dos anions perclorico e sulfato sobre as nanoparticulas (QIAO et al., SANTOS et
al., 2020b, 2019; ZHU et al., 2018).

45
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Figura 5. Curvas de potencial zeta em fungéo do pH das amostras PS-H, PS-N e PS-C.
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Figura 6. Curvas de potencial zeta em fungéo do pH das amostras PS-AC, PS-P, PS-C2 e
PS-S.
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CONCLUSOES

Devido as suas propriedades magnéticas e a facilidade de modificacao da superficie
com ions e moléculas especificas, nanoparticulas magnéticas tém sido intensamente
estudadas desde 1940. Sendo que um dos métodos classicos para obtencdo desses
materiais é conhecido como co-precipitagdo em meio alcalino que permite a obtencéo de
nanoparticulas magnéticas com estrutura cristalina do tipo AB,O,. Nesse trabalho foram
obtidas por esse método nanoparticulas de ferrita de cobalto CoFe,O, que puderam ser
comprovadas através do difratogramas de raios X da amostra, sendo observado um
alargamento dos picos relacionados ao pequeno tamanho dos cristalitos (18 nm). O pequeno
tamanho dos nanomateriais produzidos associado a sua alta energia de superficie permitiu
avaliar a adsorgao especifica de ions na superficie dos mesmos, para isso foram avaliados
por medida de potencial zeta em funcéo do pH, amostras submetidas ao tratamento com
acidos para observar a possivel adsor¢do especifica dos anions desses acidos sobre as
nanoparticulas. Nesse contexto foi observado que as amostras na presenca de é&cido
cloridrico e nitrico, ndo possuem adsorcao especifica dos anions, em contrapartida as
amostras expostas aos anions fosfato, citrato, sulfato e perclorato mostraram mudancgas
significativas nos valores de potencial zeta indicando a influéncia desses ions adsorvidos
sobre as nanoparticulas.
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RESUMO: O Brasil tornou-se uma grande
poténcia na industria cervejeira, considerado
o terceiro maior fabricante mundial. Em
contrapartida da economia, esse avango torna-
se uma preocupacao no o setor ambiental, tendo
em vista que € uma das maiores produtoras de
residuos agroindustriais. O bagaco de malte é
considerado o principal residuo, responséavel por
85% dos subprodutos da producéo cervejeira. A
presente pesquisa visa verificar a possibilidade
de aproveitamento de hidrolisados oriundos
do bagaco de malte como fonte de proteina
vegetal em substituicdo da farinha de soja em
produtos carneos/embutidos. Foram realizadas
as analises de capacidade de retencdo de 4gua,
Oleo e capacidade emulsificante com as amostras
de hidrolisado de bagaco de malte e proteina
texturizada de soja. O hidrolisado de bagaco
de malte apresentou resultados satisfatorios
para as propriedades funcionais avaliadas,
resultados inferiores ao da proteina texturizada
de soja apenas para capacidade de retengéo de
agua. Conclui-se que o hidrolisado de bagaco
de malte possui elevado potencial de uso em
produtos carneos, ressaltando apenas o alto teor
de fibras na amostra, o que pode influenciar em
algumas propriedades tecnologicas. Pode-se,

A Geragéo de Novos Conhecimentos na Quimica 2

VEGETAL ADICIONADA

desta forma, reduzir possiveis danos ambientais
e melhorar a lucratividade do setor.

PALAVRAS - CHAVE: Capacidade de Retencao,
Residuos Agroindustriais, Cervejaria

STUDY ON THE USE OF BSG
HYDROLYSIS IN THE SUBSTITUTION OF
SOY AS ADDED VEGETABLE PROTEIN

ABSTRACT: Brazil has become a major power
in the beer industry, considered the third largest
manufacturer in the world. In contrast to the
economy, this advance becomes a concern for
the environmental sector, given that it is one of
the largest producers of agro-industrial waste.
Malt bagasse is considered the main residue,
responsible for 85% of the by-products of beer
production. This research aims to verify the
possibility of using hydrolysates from maltbagasse
as a source of vegetable protein to replace soy
flour in meat / sausage products. The analyzes of
water, oil and emulsifying capacity were analyzed
with the malt bagasse hydrolyzate and textured
soy protein. The malt bagasse hydrolyzate shows
satisfactory results for the properties attributed,
lower than the textured soy protein only for water
retention capacity. It is concluded that the malt
bagasse hydrolyzate has a high potential for use
in meat products, highlighting only the high fiber
content in the sample, which can cause some
technological properties. Thus, it can reduce
possible environmental damage and improve the
sector’s profitability.

KEYWORDS: Retention Capacity, Agroindustrial
Waste, Brewery.
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11 INTRODUGAO

A cerveja & consumida amplamente no mundo desde os primérdios. No Brasil, a
producéo de cerveja teve inicio com a imigracéo europeia, principalmente dos alemaes.
O ano de 2017 finalizou-se com 679 estabelecimentos legalmente instalados no Brasil, de
acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), sendo o terceiro
maior fabricante mundial de cerveja com 13,3 bilhdes de litros produzidos, atras apenas de
grandes poténcias como China e Estados Unidos (SINDICERV,2020).

O setor resulta em uma imensa cadeia de valor, com inimeros impactos positivos em
outros setores econémicos, como o do agronegdcio, transportes, energia, vidro e gerando
empregos. No entanto, em contrapartida da economia, esse avango torna-se preocupante
para o meio ambiente, pois a industria cervejeira é uma das maiores produtoras de
residuos agroindustriais. Os principais residuos solidos sao o bagago de malte, leveduras e
o lodo (efluente). O bagagco do malte é responsavel por 85% dos subprodutos da produgéo
de cerveja. Esse residuo é proveniente da matéria prima utilizada para a produgéo do
mosto. Foi possivel observar que a produgéo de bagago do malte & 32% a mais do que a
quantidade de cevada inicial, isto €, a cada 100 kg de matéria prima é gerado cerca de 130
kg de residuo umido (BROCHIER, CARVALHO, 2009). Segundo Aliyu e Bala (2011), ao
final do processo da cerveja, cerca de 20% € bagaco, isto é, para cada 100 litros de cerveja,
sdo obtidos 20 Kg do residuo. Segundo o SICOBE, Sistema de Controle de Produgéo de
Bebidas, em 2015 o pais produziu cerca de 13,2 bilhdes de litros de cerveja, que gerou
aproximadamente 2,77 bilhdes de Kg de bagago de malte.

O aproveitamento do bagagco do malte como fonte de matéria prima para novos
produtos vem despertando o interesse tanto de pesquisadores como das industrias
produtoras e pode ser uma alternativa bem-sucedida, pois s&o considerados pela
Classificagédo Internacional de Alimento um subproduto altamente proteico, composto por
aproximadamente: 70% fibra; 20% proteina; 1,2% fontes de vitaminas do complexo B.
Estes dados podem variar de acordo com a formulagdo de cada cerveja e a origem do
gréo da cevada. (ZDUNCZYK et al., 2006; MUSSATO et al., 2006). A indUstria de alimentos
possui grande interesse no uso de proteinas vegetais em seus produtos, principalmente
em produtos carneos/embutidos, pois sdo um dos principais componentes funcionais
agregados a eles. De acordo com a legislacdo é permitido a adicdo de proteinas néo
carnicas de até 4%, como proteina agregada (MAPA, 2000). Atualmente a proteina vegetal
mais utilizada nos embutidos é a proteina de soja, por possuir propriedades emulsificantes,
estabilizantes, texturizantes e hidratantes. Segundo Pedersen (1995), as proteinas de
soja, quando adicionadas a produtos carneos, resultam em maior estabilidade na emulsao
e no cozimento, assegurando retencdo do suco natural da carne, maior rendimento,
produtos carneos mais suculentos e melhor textura apés o cozimento. As proteinas de

soja apresentam teor proteico de 40 a 90%, encontradas na forma de proteina texturizada,
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concentrada ou proteina isolada de soja (ANVISA, 2005).

Neste cenério onde as proteinas vegetais sédo de extrema importancia para a industria
alimenticia, cresce a necessidade de alternativas inovadoras para substitui-la. Necessidade
qual, oportuniza a utilizagdo de co-produtos derivados do proprio processamento das
industrias de alimentos, desenvolvendo assim subprodutos sustentaveis, capazes
de converter residuos agroindustriais em produtos de valor agregado para industria,
aumentando a eficiéncia do agronegocio e desencadeando alternativas viaveis para a
diminui¢do dos impactos ambientais.

Reconhecendo a grande importancia das proteinas vegetais no setor agroindustrial
e o elevado potencial da utilizac&o de hidrolisados de bagaco do malte para isto, a presente
pesquisa tem como por objetivo comparar a funcionalidade do hidrolisado do bagago de
malte com a proteina de soja, para possivel substituicdo.

21 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada no Nucleo Biotecnologico da Universidade do Oeste de
Santa Catarina (UNOESC) em Videira, no laboratério de Bromotalogia.
2.1 Amostras

Para a determinacdo dos ensaios foi utilizado uma amostra de hidrolisado de BSG
previamente determinado, nas condi¢des: hidrolise alcalina em banho maria a 60°C por
2 horas e hidrélise enzimatica iniciando em 20°C até 50°C com as enzimas Novozym
e Neutrose, com ph 7 e a Proteina texturizada de soja. Todas as andlises abaixo foram
realizadas 10 vezes com a mesma amostra.

2.2 Determinacéo da Capacidade de Retencdo de Agua (CRA)

A capacidade de retencdo de agua foi determinada pelo método delineado por
Beuchat (1977). Uma grama de amostra de hidrolisado foi pesada em tubos de centrifuga
previamente pesados de 15 mL. Para cada amostra, adiciona-se 10 mL de 4gua destilada
e mistura-se utilizando um vértice na maior velocidade por 2 minutos. Apos a mistura ter
sido completamente, as amostras permanecem em temperatura ambiente por 30 minutos
e depois centrifuga-se a 1500 rpm por 20 minutos. O volume de agua retido determina a
capacidade de armazenamento da agua.

% CRA = (Volume de agua retida/Volume inicial de dgua) * 100

2.3 Determinacdo da Capacidade de Retencdo de Oleo (CRO)

A capacidade de ligacdo ao Oleo sera determinada pelo método Chakraborty
(1986). Uma determinada massa de hidrolisado é pesado em tubos de centrifuga 15 mL
e completamente misturados em 10 mL de 6leo vegetal comestivel usando um misturador

vortex. As amostras s@o centrifugas por 30 minutos a 1500 rpm. Imediatamente apo6s a
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centrifugacédo, o sobrenadante é cuidadosamente transferido para uma nova proveta
graduada de 10 mL e o volume anotado para célculos.

% CRO = (Volume de 6leo retido/Volume inicial de 6leo) = 100

2.4 Verificacao da Capacidade Emulsificantes (AEm)

A atividade emulsificante serd determinada segundo o método de YASUMATSU et
al. (6) adaptado: solugdes de 3,5g de amostra e 50 mL de agua destilada foram agitadas
por 10 segundos utilizando um mixer manual Frattina (Eletro Power) a 15.000 rpm, e
emulsificadas com 50 mL de 6leo de soja comercial durante 120 segundos. As emulsGes
foram centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos.

% AEm = (Volume final da emulsio/Volume inicial da emulsdo) = 100

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As propriedades funcionais e tecnologicas podem ser definidas como o
comportamento fisico-quimico global de desempenho de proteinas em sistemas alimentares
durante o processamento, armazenagem e consumo (Hall & Ahmad, 1992). Os resultados
obtidos estdo descritos na tabela abaixo.

Proteina Texturizada de

Hidrolisado BSG Soja
%AEm % CRA % CRO %AEm_ % CRA % CRO

Andlise | 55,00 12,96 20,00 12,00 30,02 12,00
Anilise 2 42,00 12,17 19,00 10,00 2737 12,00
Andlise 3 36,00 11,57 20,00 30,00 27,56 10,00
Andlise 4 40,00 11,38 21,00 40,00 27,17 12,00
Analise 5 46,00 15,18 20,00 10,00 29,95 10,00
Andlise 6 50,00 11,62 18,00 16,00 28,08 13,00
Analise 7 44,00 15,99 20,00 20,00 26,70 10,00
Andlise 8 60,00 18,33 22,00 20,00 28,60 15,00
Analise 9 64,00 12,00 18,00 10,00 31,94 12,00
Andlise 10 54,00 30,12 22,00 15,00 35,07 25,00
Média 49,10 15,13 20,00 18,30 29,25 13,10
Desvio

Padrio 9,07 5,75 1,41 9,87 2,61 4,46

Tabela 1: Resultados experimentais das amostras de hidrolisado de bagaco de malte e proteina
texturizada de soja
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3.1 Anilise da Capacidade de Retencédo de Agua (CRA)

Segundo PILOSOF, a absor¢éo de agua indica a capacidade de um material absorver
a agua em sua estrutura de uma forma espontanea, quando em contato com a agua
através de uma superficie que se mantém Umida por imersao. Por outro lado, a retencéo de
agua indica a capacidade de um material hidratado reter agua frente a acdo de uma forga
externa de gravidade, centrifugacdo ou compressao dos alimentos. A Proteina texturizada
de soja apresentou melhor resultado comparado com o hidrolisado do BSG, como pode-se
observar na Tabela 1. Essa propriedade é influenciada por varios fatores, principalmente da
sua composicao, conformacgao, niUmero de grupos polares expostos, presencga de sais, pH,
etc (KINSELLA,1984). Segundo PANYAM & KILARA, a hidrélise altera a conformagéo da
proteina e produz peptideos de cadeia curta, alterando a disponibilidade de sitios polares,
influenciando assim na absor¢é@o de agua dos hidrolisados. Os hidrolisados sao altamente
influenciados pelo grau de hidrélise, podendo impedir assim de formar redes, além de
apresentar maior concentragdo de grupo hidrofobicos, portanto, menor capacidade de
retencdo de agua, como nos resultados experimentais obtidos.
3.2 Anadlise da Capacidade de Retencéo de Oleo (CRO)

A capacidade de retengéo de 6leo € um atributo que néo sé influencia no sabor do
produto, mas também é uma importante caracteristica funcional, requerida principalmente
para a indlstria de carnes emulsionadas. Esta propriedade funcional varia em funcéo
do numero de grupos hidrofobicos expostos da proteina. Ocorre uma afinidade entre as
cadeias laterais nao polares das proteinas que tém afinidade com as cadeias hidrofobicas
da molécula de gordura e desta forma colaboram para a absorcéo de gordura (DONADEL;
PRUDENCIO-FERREIRA,1999). Varios trabalhos compararam a capacidade de retengéo
de oOleo entre proteinas intactas e hidrolisados proteicos, e concluiram que estes
apresentavam uma baixa hidrofobicidade, em relagdo a proteina n&o hidrolisada, pois
quando as proteinas apresentam grandes regides hidrofébicas ocorre a facilitagdo da sua
interacdo com o 6leo (CHEFTEL et al., 1985; GBOUGORI et al., 2004). O hidrolisado de
bagaco de malte apresentou um percentual médio de 20% de capacidade de retengéo de
6leo, sendo assim 7% mais eficiente em reter 6leo que a proteina texturizada de soja.

3.3 Analise da Capacidade Emulsificante (AEm)

Obteve-se resultados expressivamente bons quanto a capacidade emulsificante do
hidrolisado de bagaco de malte, em média 30% mais eficiente que a proteina texturizada
de soja. Atualmente a PTS, é o extensor mais utilizado nas industrias de alimentos devido
seu baixo custo, entretanto possui em média 40% de proteina, percentual inferior quando
comparado com os concentrados ou isolados de soja, os quais podem chegar até 80%, este
fator pode significativamente explicar o motivo de ser menos eficiente que o hidrolisado
do BSG. Para a presente pesquisa o desempenho do BSG é de extrema importancia,
sabendo-se que a capacidade emulsificante das proteinas é essencial para a industria de
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alimentos, principalmente a carnea. Varios estudos relacionam a capacidade emulsificante
dos hidrolisados proteicos com o grau de hidrélise destes, sendo que esta propriedade
€ inversamente proporcional ao grau de hidrélise (QUAGLIA; ORBAN, 1990; RASCO,
2000; GBOGOURI et al., 2004). As propriedades emulsificantes das proteinas também
dependem da solubilidade inicial. Quanto mais dissolvida a proteina estiver no sistema da
emulsdo, mais efetiva podera ser a interface entre a fase 6leo e a fase continua durante a

emulsificacao.

3.4 Comparativo Literario da Composicao Centesimal das Amostras

Ao comparar a composi¢cdo centesimal de ambas as amostras encontradas na
literatura, percebe-se que a PTS conta com maior teor proteico em relagdo ao hidrolisado
BSG, uma diferenca significativa de 36% a maior, este fato pode ser explicado devido ao
elevado percentual de fibras no composto, pois o conteldo de proteinas é inversamente
proporcional ao de ingredientes extensores (GORDON; CACERES et al., 2004). Choi et
al. (2013). A aplicagéo de um hidrolisado com elevado teor de fibras, diferente dos demais
extensor convencionais, deve ser estudado com maior profundidade. O uso de fibras em
produtos alimentares vem sendo amplamente citado na literatura devido as suas qualidades
tecnoldgicas (aumento da capacidade de retencéo de dgua e de gordura ou estabilidade de
emulsdo, melhoria da textura e aumento da saciedade) e propriedades fisiolégicas (redugcéo
do risco de diabetes, regulacao de lipidios no sangue, cancer de célon, constipagéo). Por
isso, a aplicacdo em produtos carneos emulsionados se torna interessante, devido sua
capacidade de formar géis compactos, apresentar aroma neutro, reter agua, ligar gordura,
além de outros beneficios para a saude. Além disto, podem contribuir com a integridade
estrutural, o rendimento e a adesividade em produtos reformulados. O teor de carboidratos
e lipideos podera influenciar dependendo da formulagéo do produto que sera utilizado.

Hidrolisado BSG Proteina Texturizada de Soja
Umidade 5,67 5,20
Proteina 48,70 12,50
Cinzas 7,19 3,40
Lipideos 0,66 5,90
Carboidrato 34,48 73,00
Fibras Alimentares 8,97 27,60

Tabela 2: Composicéo centesimal
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41 CONCLUSAO

Considerando as condic¢des utilizadas e os resultados obtidos na presente pesquisa,
pode-se concluir que o hidrolisado de bagacgo de malte apresentou bons resultados quando
avaliado suas propriedades funcionais, comparando-o com a proteina texturizada de
soja. Apresentou maior capacidade de retencédo de 6leo e capacidade emulsificante, com
resultados abaixo da proteina texturizada apenas para capacidade de retencdo de agua,
sendo que este fato, é explicado pelo elevado teor de fibras na amostra, o que diminui a
eficiéncia em reter agua, conforme demonstrado na tabela 2. Assim, com base na presente
pesquisa, presume-se em produtos carneos/embutidos, aproveitando um subproduto
abundante da industria cervejeira, gerando uma matéria-prima promissora na formulagéo
de produtos industrializados carneos, aumentando a rentabilidade, e eficiéncia do setor
agroindustrial e desenvolvimento sustentavel.
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RESUMO: Filmes de quitosana e amido
apresentam alta hidrofilicidade, a adi¢&o de fibras
deve auxiliar na redugédo da afinidade destes
filmes por agua. O objetivo foi obter as isotermas,
solubilidade e permeabilidade ao vapor de agua
(PVA) de filmes de amido/quitosana adicionados
de fibras naturais e cristais de celulose obtidas
da palha residual da colheita de trigo ou sorgo.
Os filmes foram adicionados 7% de fibra ou
nanocelulose, sendo produzidos pela mistura
de 66% de amido e 34% de quitosana. Os
valores de monocamada (m ) para filmes
adicionados de fibras variaram de 0,108 a 0,050
g agual/g de filme, enquanto filmes sem fibra
apresentaram valor de m_de 0,27 g agua/g de
filme. A solubilidade também foi menor em filmes
com fibras naturais que apresentaram 5,68% de
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solubilidade em comparagcdo com filmes sem
fibra que apresentaram 30,62%. A solubilidade
reduziu em duas vezes nos filmes com
nanocelulose. A PVA reduziu, significativamente
de 2,31 para 0,98x10"2 g agua/ Pa.m.s com
adicao de cristais de celulose da palha do trigo
e paral,25 x10'2 g agua/Pa.m.s nos filmes com
fibra de sorgo. Os resultados mostraram que a
adicdo de fibras ou nanocelulose resultou em
filmes menos hidrofilicos.

PALAVRAS - CHAVE: filmes finos, residuo
agricola, polimeros naturais.

ABSTRACT: Films the of chitosan and starch
present great hydrophilicity, the addition of the
fibers can decrease the affinity these films by
water vapor. The aim this work was to obtain the
isotherms, solubility, and water vapor permeability
(WVP) of the starch/chitosan films added of
natural fibers and crystals of nanocellulose
obtained of the residual straw of the harvest
of wheat or sorghum. The films were added
7% of fiber or nanocellulose, being produced
by the mixture of 66% of starch and 34% of
chitosan. The monolayer values for films added
with nanocellulose or fiber varied from 0,108 to
0,050 g water/g films, while films without fiber
presented value of monolayer of 0,27 g water/ g
films. Films with natural fibers and nanocellulose
was less soluble that without addition of the
fiber, the solubility decrease of 30,62% to 5,15%
in films with sorghum natural fiber. The WVP
reduced, significantly, of 2,31 for 0,98 x10'2 g
water/Pa.m.s. with addition from nanocellulose
obtained of the straw of the wheat and to 1,25
x10-12 g water/Pa.m.s in the films with natural
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fiber of sorghum. The result show that he addition of the natural fibers or nanocellulose result
in films less hydrophilic.
KEYWORDS: fines films, agricultural residue, natural polymers.

11 INTRODUGAO

Residuos de filmes plasticos ndo biodegradaveis tem contribuido para aumentar
a contaminagdo ambiental pelo acumulo de deste em aterros e nos ambientes aquaticos
como rios e mares. Filmes biodegradaveis podem ser metabolizados pelos microrganismos
do ambiente em CO, e agua, reduzindo a contaminag¢éo ambiental. Os polimeros naturais
como o amido perfazem um ciclo ecologicamente correto e sustentavel, pois o CO, liberado
no processo de biodegradacao é utilizado pelas plantas para produzir o préprio polimero,
a presenca de alta quantidade de amido (pelo menos 50%) na formulagéo dos filmes pode
resultar em materiais ecoldgicos e sustentaveis. (MA et al. 2017)

O amido é um polimero biodegradavel, abundante e relativamente de baixo custo,
sendo que por técnicas de extrusdo e casting resulta em filmes muito semelhantes aos
filmes pléasticos. Os filmes de amido apresentam solubilidade elevada 30% em 24 horas de
contato com a agua e apresenta alta higroscopicidade a partir de 75% de umidade relativa
no ambiente, absorvendo agua através de interagdes do tipo ligagdes de hidrogénio que
ocorre entre agua e hidroxila do amido. A agua adsorvida pode atuar como um plastificante,
ocasionando prejuizos nas propriedades mecanicas dos filmes e nas propriedades de
barreira ao vapor de agua, limitando a aplicabilidade de filmes de amido (BRANDELERO,
2016; SUEIRO et al., 2016).

A quitosana é o segundo polimero mais abundante, ficando atras apenas da
celulose. Este polimero é obtido da quitina que esta presente no exoesqueleto de insetos e
de crustaceos, sendo industrialmente um residuo da pesca. A quitosana é extraida através
da desacetilagdo dos grupos acetaminas da quitina, resultando na formacéo de grupos
aminos que em meio acido séo protonados. A presencga de carga positiva nestes grupos
gera uma repulsao entre as cadeias poliméricas, facilitando a incorporagdo da agua em meio
acido e a associagéo desta com os grupos hidroxilas da quitosana. A maior solubilidade da
quitosana em comparagdo com a quitina possibilitou a aplicacao deste polimero na area
farmacéutica, na agricultura, na industria de alimentos e na confec¢do de biomateriais.
(LARANJEIRA e FAVERE, 2009).

A quitosana em agua comporta-se como um hidrogel, absorvendo agua sem
solubilizar-se, assim filmes de quitosana/amido sdo menos solUveis e menos hidrofilicos,
devido a associagdo entre os grupos hidroxilas dos dois polimeros, porém o efeito é
dependente da quantidade. Filmes de amido e quitosana s&o amplamente estudados
na area de alimentos, devido ao efeito da quitosana na proliferacdo de microrganismo

patogénicos, além de melhorar as propriedades mecéanicas dos filmes de amido, reduzir a
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pegajosidade em condigbes de alta humidade, conferindo resisténcia térmica, opacidade
e melhorando a processabilidade em processos de extrusdo. No entanto, estes filmes séo
ainda muitos hidrofilicos o que limita as aplicagbes em muitas areas, como em alimentos,
limitada pela absorcéo de dgua em condicdes de alta umidade (REN et al. 2017, DANG e
YOKSAN, 2016).

A solubilidade de filmes poliméricos pode ser reduzida pela incorporacédo de fibras
lignocelulésicas em materiais poliméricos, uma vez que as fibras sdo materiais hidrofilicos,
praticamente insoluvel em agua. As fibras podem melhorar as propriedades mecéanicas
dos filmes atuando como um reforgo nas propriedades mecanicas. O emprego das fibras
lignocelulésicas em materiais tem sido objeto de muitos estudos uma vez que estes
materiais sdo abundantes e podem ser obtidos por diferentes residuos industriais. As fibras
vegetais sdo compostas de celulose, hemicelulose e lignina, além disso podemos encontrar
substancias como resinas, saponinas, polifendis entre outras (MARIA et al. 2011).

Um dos problemas de utilizar as fibras naturais é a fraca interagdo com a matriz
polimérica. Processos quimicos e fisicos podem ser utilizados para separar a celulose
dos demais componentes das fibras. Assim podemos separar a celulose por via quimica
adicionando as fibras naturais em solugGes alcalinas, este processo é conhecido na industria
como mercerizagdo. Neste processo a celulose é separada da lignina e da hemicelulose,
além do hidroxido de so6dio promover a ionizagao dos grupos OH para alcoxidos, a presenca
destes grupos quimicos aumenta o contato da fibra na matriz dos filmes e a associacéo
com a matriz polimérica (BELTRAMI el al. 2014).

A hidrolise acida das fibras ocorre com a adi¢éo de &cido sulfurico as fibras, grupos
sulfatos séo carregados negativamente e introduzidos nas mesmas, aumentando a repulséo
entre as cadeias poliméricas. O acido promove a desestruturacdo das regides amorfas
das fibras. As regides cristalinas ndo séo afetadas pelo acido e aumentam ao longo das
mesmas. A fibra resultante tem alta cristalinidade, e apresentam de 2-20 nm de diametro
com comprimentos de 500-600 nm, chegando até a 1um, sendo chamados de nanofibras,
nanowhiskers, nanoroods ou cristais de celulose. A adi¢édo de cristais de celulose em filmes
pode melhorar as propriedades mecanicas e a barreira & permeabilidade ao vapor de agua,
no entanto, existe uma grande atragéo superficial entre os cristais, ocasionando a formacao
de agregados, neste caso ndo resultando nos efeitos esperados quando adicionados aos
materiais (MARIA et al, 2011).

A solubilidade dos filmes &€ uma propriedade importante uma vez que estes sao
hidrofilicos, a reducéo da agua de sorcao dos filmes em diferentes condi¢des de umidade
pela adi¢cdo de fibras pode indicar uma maior associag@o entre as fibras e os polimeros,
pois indicam que grupos hidroxilas do amido estao associados por liga¢des de hidrogénios
aos grupos quimicos da celulose. Entretanto a solubilidade dos filmes também pode ser
influenciada pela presenca das fibras, pois a solubilidade aumenta quando a agua entra em
contanto com as cadeias poliméricas, assim quanto mais afastadas as cadeias o contanto
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com a agua melhora, sendo os filmes mais solUveis.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a hidrofilicidade de filmes de amido/
quitosana quando adicionados de fibras naturais obtidas da palha de trigo e sorgo e fibras
apos hidrélise acida (cristais de nanocelulose) das fibras, estabelecendo as isotermas de
sorcdo e a solubilidade.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O amido utilizado foi amido de mandioca (Pinduca, Parana) contendo 21% de
amilose. A quitosana de peso molar médio, 75-85% de desacetilizacao foi obtida da Sigma-
Aldrich (USA). O glicerol com 98% de pureza obtido da empresa Alphatec (Brasil). O
hidroxido de s6dio com 98% de pureza foi obtido da marca Synth (Brasil). O acido sulfarico
98% de pureza marca Synth (Brasil). As fibras naturais foram obtidas da palha residual
produzida durante a colheita de gréos de trigo ou sorgo.

2.2 Métodos

2.2.1 Preparo das fibras naturais e obtencdo dos cristais de celulose

As fibras naturais foram secas em estufa a 40°C por 24 horas, apés foram moidas
em moinho elétrico, tipo willey utilizando a peneira de 250 mesh. O material triturado
foi submetido ao processo de mercerizagdo, utilizando uma solugdo de NaOH 40% na
proporgéo de 50 g de fibra para 500 mL de solugéo, sendo a solugdo aquecida a 50°C por
30 minutos. Ap6s aquecimento a solucgéo foi filtrada, o filtrado foi lavado com agua até que o
pH das fibras abaixasse para 7,0. Apos as fibras foram lavadas novamente e encaminhadas
para secagem em estufa a 65° C por 2 dias. Os cristais de nanocelulose foram obtidos
pesando 10g de fibra mercerizada e submetendo-a a hidrolise acida, utilizando 90 mL acido
sulfdrico e aquecendo a solugédo a 50° C por 30 minutos. Ap6s a solucao foi esfriada e
decantada, retirou o excesso de sobrenadante por filtragem, utilizando papel de filtro para
solugdes coloidais. Acrescentou solugéo de hipoclorito 2% por 5 minutos até a fervura. O
processo de adicdo de agua, decantacao foi repetido por varias vezes até que o pH da
solugéo de fibra foi igual a 3,0. A solucédo foi encaminha a estufa a 65° C por 2 dias para
secagem das fibras. Na Figura 1 esta apresentada a aparéncia geral das fibras naturais, e
dos cristais de celulose obtidos apés a hidrélise das fibras.

2.2.2 Obtencéo dos filmes de amido/quitosana adicionados de fibras

Os filmes de amido/quitosana foram elaborados na proporgéo de 66% de amido para
34% de quitosana, sendo os filmes adicionados de 7% sobre a massa total de polimero de
fibras naturais (FLC) ou cristais de nanocelulose (FNC), o glicerol foi adicionado nos filmes
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na proporcao de 20% sobre a massa dos polimeros. A solugéo de amido foi gelatinizada
sob agitagdo a 75° C por 10 minutos. Apos a gelatinizagdo do amido a solugdo de quitosana
foi adicionada para obter uma mistura homogénea. As fibras foram adicionadas neste
momento. Os filmes sem adi¢do de fibras serviram de controle (FSF), sendo comparados
aos filmes com fibras naturais de sorgo (FLCS) ou trigo (FLCT), e aos filmes adicionados de
nanocelulose de sorgo (FNCS) ou trigo (FNCT). A solucéo filmogénica foi depositada sobre
placas de periglass de 25x54 cm que foram secas em estufa a 50°C por cerca de 24 horas.

Fig.1-A_ Trigo ~ Fig 1-BSorgo
Fibira Matural Fitbra Matural

Figura 1. Aspecto geral das fibras naturais (Fig. 1-A trigo e Fig. 1-B, sorgo) e dos cristais de
nanocelulose (Fig. 1-C trigo e Fig. 1-D- sorgo ) obtidas da palha residual da colheita do trigo ou
s0rgo.

2.2.3 Determinagéo das Isotermas de Sorcdo

As isotermas de sor¢do dos filmes foram determinadas em diferentes umidades
relativas (11,8%, 32,8%, 43,2%, 52,9%, 64,5 e 90%) a 25°C. Corpos de provas (20 mm x 20
mm) foram condicionados por 30 dias em cloreto de célcio. Posteriormente foram colocados
em recipientes fechados contendo solugdes salinas saturadas para obter a URE desejada.
Os filmes foram pesados em intervalos regulares até obter trés pesagens consecutivas
iguais (condicao de equilibrio). A umidade absoluta (em base seca) foi determinada pelo
método em estufa (105°C, 4 horas). Todos os testes foram conduzidos em triplicata. As
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isotermas foram modeladas a partir dos valores de umidades obtidos em 11,8% de UR
utilizando o modelo de GAB (Guggenhein-Anderson-de Boer) conforme equagédo A. O
programa Statistica 6.0 foi utilizado para realizar a modelagem. Os parametros convergiram
pelo método de Quasi-Newton.

Y - Chk.am,.a,
" [0-ka,)(1-ka,+Cka,)] (Eq. 1)

onde: C (calor de sorgdo da monocamada), k (calor de sor¢éo da multicamada) e m,
(monocamada dada em g agua/g solidos) séo os parametros do modelo, X, & a umidade
em base seca (g agua/g solidos) e a,, € a UR/100.

2.2.4 Determinagdo da solubilidade dos filmes

A solubilidade dos filmes foi determinada em triplicata, para cada tratamento foram
obtidos corpos de provas de 20 mm x 20 mm. Os corpos de provas foram secos em estufa
a 105° C por 6 horas. Ap6s cada corpo de prova foi pesado em balanga analitica para
determinar a massa seca inicial (P,). Os corpos de provas foram colocados em erlenmeyer
contendo 50 mL de agua destilada (pH 7,2). O erlenmeyer foram colocados em BOD a
25° C sem agitacdo por 24 horas. ApoOs as solugbes de cada erlenmeyer foram filtradas
em papel de filtro. A massa néo solUvel foi seca em estufa da 105° C por 6 horas. As
amostras foram pesadas em balanga analitica para determinar a massa nao solubilizada

(P,). A solubilidade foi determinada em gramas soltvel por 100 g do filme pela equacgéo B.

%S =% 10 (Eq. 2)

1

2.2.5 Determinagdo da Permeabilidade ao vapor de agua (PVA)

Na determinagéo da permeabilidade dos filmes foi utilizado o método gravimétrico
adaptado da normativa E 96-95 da ASTM (ASTM, 1995). A PVA foi determinada mantendo
o gradiente de umidade relativa (UR) proxima a 30% porém, optou-se por variar os valores
absolutos das UR. Os intervalos de UR utilizados foram iguais a (2% - 32,8%), (32,8% -
64,5%) e (64,5 - 90%). Os corpos de prova foram condicionados a 64,5% UR a 25°C por 48
horas e colocados em capsulas parcialmente preenchidas com CaCl, (2% UR), solugées
saturadas de cloreto de magnésio (32,8%) e nitrato de sodio (NaNO,) (64,5%). Os corpos
de prova foram fixados na abertura circular da cdpsula e seladas com graxa de silicone.
As capsulas foram acondicionadas em dessecador nas condicoes de UR de 32,8%, 64,5%
e 90% a 25°C. A pesagem das cépsulas foi realizada em intervalos de 12 horas por 5 dias
consecutivos. A permeabilidade ao vapor de agua foi calculada em g.m.dia".Pa’" utilizando
a equacao 6.2. A determinacéo da permeabilidade foi realizada em duplicata.
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pua__ TPVA-5 6.2)

UR, -UR
AR (R

Onde: TPVA é a taxa de permeabilidade ao vapor de agua (g agua/dia), © € a
espessura média dos filmes (m), A é a area de permeagédo da cépsula (28,26 x 10* m?),
Ps é a pressao de saturacao do vapor de agua a 25°C (163.678,8 Pa) e a UR € a umidade
relativa no interior do dessecador (sub-indice 1) e no interior da capsula (sub-indice 2).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isotermas de sorcao

As isotermas dos filmes foram elaborados e estdo apresentadas na Figura 2.
Observa-se que as isotermas foram muito similares as obtidas para materiais com alto
teor de carboidratos, apresentando curvatura sigmoide e aumento da agua de sorgéao a
partir de 75% de umidade relativa. Resultados similares foram obtidos por outros autores
(LECETA et al. 2014, MULLER et al. 2009). Os filmes adicionados de fibra lignocelul6sica
(FLC) ou nanocelulose (FNC) apresentaram menor dgua de sor¢do em todas as condi¢des
de umidade, com excecéo dos filmes com fibras naturais de sorgo (FLCS) que absorveu
mais agua quando a umidade foi maior ou igual a 80%.

14
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Figura 2. Isotermas dos filmes de amido/quitosana sem adi¢ao de fibras (FSF), com adicéo de
fibras naturais lignocelulésicas (FLCS de fonte sorgo e FLCT de fonte trigo) e adi¢éo de cristais
de celulose (FNCS de fonte de sorgo e FNCT de fonte de trigo).
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Os parametros do modelo de GAB foram determinados e estéo apresentados na
Tabela 1. Observa-se que a adicdo de fibras reduziu a agua de sor¢cdo na monocamada
dos filmes quando comparamos os valores de m  (monocamada) de filmes sem fibras (FSF)
(Tabela 1). Outros autores encontraram resultados semelhantes (LENHANI et al. 2021,
MULLER et al. 2009).

Areducéo dos valores de monocamada indica que a presenca das fibras FLC e FNC
criam regides de menor afinidade pela agua na matriz dos filmes, devido as associacbes
entre grupos hidroxilas dos polimeros com os presentes na fibra contribuindo para reduzir
a disponibilidade dos sitios de ligacdo da agua. Muller verificou que em filmes de amido os
valores de monocamada diminuiram pela adicéo de fibras, sendo que a maior reducéo foi
de 0,094 para 0,058 g agua/g filme quando os filmes foram adicionados de 50% de fibras
lignocelulésicas

Filme Mo c k Coeficiente de

(monocamada) (calor de (constante de Regressdo (R)

(g &gual/ g de SOrgao) SOrcao nas
filme) multicamadas)

FSF 0,270 1,06 0,76 0,92
FLCS 0,078 5,07 0,98 0,98
FLCT 0,117 1,74 0,90 0,90
FNCS 0,050 25,28 1,01 0,98
FNCT 0,108 3,45 0,9 0,90

Tabela 1. Parametros do Modelo de GAB determinados para filmes de amido e quitosana sem

adicao de fibras (FSF), para filmes adicionados de fibras naturais (FLCS de fonte de sorgo ou

FLCT de fonte de trigo) e para filmes adicionados de nanocelulose (FNCS de fonte de sorgo e
FNCT de fonte de trigo)

Os filmes que receberam os cristais de celulose (FNC) apresentaram valores de
m_ menores que os filmes que receberam fibras naturais lignocelulésicas (FLC), sendo
que o valor de m_ reduziu de 0,270 para 0,050 quando filmes de amido/quitosana foram
adicionados de cristais de celulose obtidos da palha de sorgo.

A presenca de celulose cristalina reduzido a absor¢do da agua na matriz do filme
sendo mais eficiente que a fibra natural, provavelmente, devido sua maior cristalinidade,
conforme Batenburg e Kroon (1997) a hidrolise alcalina pode resultar na formacgéo
de celulose do tipo Il que além de ser mais cristalina apresenta ligacdes de hidrogénio
intracadeia, resultando em menor hidrofilicidade que a celulose tipo |, com ligagbes de
hidrogénio projetadas para o espaco além das cadeias poliméricas, a cristalinidade deste
materiais também podem contribuir para reduzir a ligacdo da agua, segundo Nascimento
et al.,, (2016) as fibras ficam mais cristalinas ap6s tratamento com bases e acidos, isso se
deve a remocéao da lignina e da hemicelulose que sao responsaveis pela estrutura amorfa
da fibra.
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3.2 Solubilidade e PVA dos filmes

Os valores de solubilidade foram determinados para os filmes sem fibras e para
filmes adicionados de fibras naturais (Tabela 2). Observa-se que a solubilidade reduziu
pronunciadamente nos filmes com fibras, principalmente nos filmes com fibras naturais.
Comportamento similar foi determinado por Khan et al. (2012) para filmes de quitosana
adicionados de fibras, conforme os autores as fibras sdo materiais mais cristalinos e menos
hidrofilicos que a quitosana, desta forma as fibras atuariam como uma barreira a passagem
de agua.

Filme PVA (x 10'2)  Solubilidade Densidade Espessura

(g/smPa) (g de sdlidos  (x10%kg/m?) (mm)
soliveis/100 g
de filme)
FSF 2,312 30,622 2,06 0,077¢
FLCT 2,96° 5,78° 0,69° 0,160°
FLCS 1,25° 5,15¢ 1,852 0,067¢
FNCT 0,980 18,83° 0,52° 0,3032"
FNCS 2,35° 16,04 0,63° 0,210°

Tabela 2. Valores de solubilidade em agua dos filmes de amido/quitosana sem adig¢éo de
fibras (FSF), para filmes adicionados de fibras naturais (FLCT e FLCS) e filmes adicionados de
cristais de celulose (FNCS e FNCT).

No presente trabalho filmes com fibras naturais apresentaram menor solubilidade
que os filmes com nanocelulose, 0 que pode estar relacionado a presenca de lignina
nas fibras naturais que devido a hidrofobicidade causa repulsédo nas moléculas de agua,
diminuindo a solubilidade. Os nanocelulose também diminuiram o valor de solubilidade
uma vez que a celulose néo é soluvel em agua, formando regides com menor afinidade
pela agua.

A permeabilidade ao vapor de agua (PVA) diferenciou estatisticamente para filmes
adicionados de cristais de celulose obtidos da palha de trigo e fibras naturais de sorgo.
A PVA ¢ influenciada por processos difusivos e pelo coeficiente de solubilidade do vapor
de agua, o fato & que filmes menos espessos podem apresentam menor vapor de agua
solubilizado na matriz dos filmes e menor PVA, assim a PVA dos filmes FLCS pode ser
um resultado desta propriedade. Ja os filmes FNCT diferiram dos demais pela espessura
e densidade, sendo que resultaram em filmes com a menor densidade e com a maior
espessura, assim o equilibrio dos processos difusivos e da solubilidade resultou no menor
valor para a PVA. Outros autores observaram que a PVA diminuiu com a adi¢édo de fibras
uma vez que ha a diminuigéo da densidade dos filmes (MULLER et al., 2009).
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41 CONCLUSAO

A adicado de fibras ou nanocelulose reduziu a hidrofilicidade dos filmes de amido/
quitosana, uma vez que houve reducdo na agua de sorcdo, na solubilidade e na
permeabilidade ao vapor de agua. As fibras naturais exerceram maior efeito sobre a
solubilidade dos filmes do que nanocelulose, possivelmente, devido a presenca de lignina
que pode ter exercido efeito de barreira a dgua. A permeabilidade ao vapor de agua
(PVA) foi influenciada pela densidade dos filmes uma vez que as fibras alteraram estes
parametros, flmes menos densos foram menos permeaveis. Os filmes adicionados de
nanocelulose de trigo foram os menos permeaveis e os menos densos, ja filmes adicionados
de nanocelulose da palha de sorgo resultaram em menor valor de monocamada. A adicao
de fibra ou nanocelulose reduziu a hidrofilicidade de filmes elaborados com polimeros de
amido e quitosana, sendo o efeito dependente da origem da fibra.
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RESUMO: Um novo tipo de fotocatalisador
formado por d-FeOOH, um 6éxi-hidroxido de
ferro magnético ainda pouco estudado, mas com
propriedades promissoras, e NiO, semicondutor
ja bastante conhecido, foi obtido variando as
proporgdes deste Ultimo para sua aplicagdo na
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descoloracdo de um corante. As caracterizacbes
revelaram a presenca dos dois semicondutores
distribuidos de forma homogénea na superficie
dos materiais com mudangas de band gap, o
que mostrou elevar a eficiéncia dos mesmos
na presenca de luz visivel. Calculos teéricos
auxiliaram na elucidagdo do mecanismo
fotocatalitico.

PALAVRAS - CHAVE: fotocatalise, ferroxita, luz
visivel.

PHOTOCATALYSTS BASED ON d-FeOOH
AND NiO: EXPERIMENTAL STUDY AND
THEORETICAL ASPECTS

ABSTRACT: A new type of photocatalyst made
up of d-FeOOH, a magnetic iron oxide hydroxide
still little studied, but with promising properties,
and NiO, a well-known semiconductor, was
obtained by varying the proportions of the
latter for its application in the discoloration
of a dye. The characterizations revealed the
presence of the two semiconductors distributed
homogeneously on the surface of the materials
with changes in the band gap, which showed to
increase their efficiency in the presence of visible
light. Theoretical calculations assisted in the
elucidation of photocatalytic mechanism.
KEYWORDS: photocatalysis, ferroxite, visible
light.

O desenvolvimento de fotocatalisadores
mais eficientes e versateis é de grande
interesse do ponto de vista ambiental.
Somado a isto, metodologias mais verdes e

aplicagdes que exijam menor custo contribuem
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no desenvolvimento de novos e melhores materiais. Neste trabalho foram obtidos trés
fotocatalisadores magnéticos, diferentes entre si pela porcentagem de NiO em relacao a
de d-FeOOH que foram sintetizados previamente por co-precipitacdo, chamados de 5, 10
e 20%. Os difratogramas de DRX obtidos apresentaram os picos de NiO e d-FeOOH nos
trés materiais, indicando a presenca de ambos nos fotocatalisadores. As imagens de MEV
sugeriram mudancas morfolégicas nos materiais quando comparados aos puros e a andlise
por mapeamento por EDX destas analises mostraram a presenca dos elementos Fe, O e
Ni, distribuidos uniformemente, sendo os dois primeiros os mais abundantes. Os resultados
de DRS apontam mudancgas nos band gap dos trés materiais em relacéo aos puros, embora
a absorcao na faixa do visivel tenha se mantido. Este efeito foi observado na aplicacédo
para a degradacdo do corante alaranjado de metila, uma vez que o material 20%, com
maior band gap, removeu cerca de 70% de corante na presencga da luz visivel, quando 5
e 10% tiveram comportamentos semelhantes, incluindo seus valores de band gap, ao da
d-FeOOH, cerca de 58%. A descoloragé@o do corante por NiO foi observada, porém deve-
se, majoritariamente, a adsor¢do do corante, uma vez que ela ocorreu tanto na auséncia
quanto na presenca de luz visivel. Embora o band gap do NiO seja elevado, a sua presenca
nos materiais contribuiu para a diminuicdo nas taxas de recombinacao elétron/vacancia,
0 que elevou a eficiéncia, principalmente no 20%. Na tentativa de elucidar o mecanismo
fotocatalitico, calculos teéricos de banda de valéncia, BV, banda de condugéo, BC, e band
gap foram realizados no software Gaussian09. Assim, pode-se supor que os elétrons
excitados na BV para a BC da d-FeOOH séo transferidos para as BC e BV do NiO antes de
retornarem, o que aumenta o tempo de retencdo e permite que as reacdes para a geracao
de radicais -OH ocorram. Essas reag0es sdo essenciais para a degradagéo do corante e
a juncéo destes dois solidos, provavelmente pela formacdo de uma heteroestrutura, foi
crucial nesse ponto.
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ABSTRACT: Rhodamine B (RhB) is a dye
belonging to the class of xanthene, very soluble
in water and with great chemical stability,
causing adverse effects to the natural resources
whenever discarded without previous treatment.
This work was developed to evaluate for the
first time the photodegradation of RhB dye
in an aqueous solution containing pure silver
phosphate (Ag,PO,) and supported in SBA-15
mesoporous silica as catalysts, irradiated by
white light-emitting diodes (WLEDs). The results
of the structural investigation realized by Raman
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and infrared spectroscopy revealed that both the pure crystals of Ag,PO, and the solids
impregnated Ag,PO,/SBA-15 (%), presented active modes characteristic of the crystalline
phase, as well as high degrees of purity and organization at short range. In addition, it was
possible to observe for the composites of Ag,PO,/SBA-15, some active modes in the infrared
referring to the amorphous phase of the SBA-15 molecular sieve. The samples of pure
Ag,PO, and Ag,PO,/SBA-15 (5, 10, and 20%) showed indirect bandgap energies of 2.40,
2.33, 2.34, and 2.39 eV, respectively, indicating that these samples are capable of using
visible electromagnetic radiation in photocatalysis processes. The photocatalytic tests showed
that RhB was photodegraded in 97.35% using pure Ag,PO, and 83.81, 89.79. and 96.98%
using Ag,PO,/SBA-15 in proportions 5, 10, and 20% under irradiation the WLEDs light for 80
minutes, as well as a good catalytic activity during the three reuse cycles.

KEYWORDS: Photocatalysis, Silver phosphate, Ag,PO,/SBA-15, Rhodamine B dye, WLEDs.

FOTODEGF{ADAQAO DE RODAMINA B SOBRE Ag,PO,/SBA-15 SOB
RADIACAO VISIVEL BASEADA EM LUZ DE WLEDS

RESUMO: A rodamina B (RhB) é um corante pertencente a classe dos Xantenos, bastante
soluvel em agua e com grande estabilidade quimica, causando efeitos adversos aos recursos
naturais sempre que descartado sem tratamento prévio. Este trabalho foi desenvolvido com
o objetivo de avaliar pela primeira vez a fotodegradacdo do corante RB em solugéo aquosa,
contendo fosfato de prata (Ag,PO,) puro e suportado em silica mesoporosa SBA-15 como
catalisadores, irradiados por diodos emissores de luz branca (WLEDs). Os resultados da
investigacdo estrutural realizada por espectroscopia Raman e de infravermelho revelaram
que tanto os cristais puros de Ag,PO, quanto os solidos impregnados Ag,PO,/SBA-15 (%),
apresentaram modos ativos caracteristicos da fase cristalina, bem como alto grau de pureza
e de organizacgao a curto alcance. Além disso, foi possivel observar para os compésitos de
Ag,PO,/SBA-15, alguns modos ativos no infravermelho referentes a fase amorfa da peneira
molecular SBA-15. As amostras de Ag,PO, puro e Ag,PO,/SBA-15 (5, 10 e 20%) apresentaram
energias de banda proibida indiretas de 2,40, 2,33, 2,34 € 2,39 eV, respectivamente, indicando
que essas amostras sdo capazes de utilizar radiac@o eletromagnética visivel em processos
de fotocatalise. Por fim, os testes fotocataliticos mostraram que o RB foi fotodegradada
em 97,35% usando Ag,PO, puro e 83,81, 89,79 e 96,98% utilizando Ag,PO,/SBA-15 nas
proporcdes 5, 10 e 20% sob irradiacdo a luz de WLEDs por 80 minutos, bem como boa
atividade catalitica durante os trés ciclos de reutilizagao.

PALAVRAS - CHAVE: Fotocatélise, Fosfato de Prata, Ag,PO,/SBA-15, Corante rodamina B,
WLEDs.

11 INTRODUCTION

The growth of demographic and industrial indexes has been causing negative
contributions to human health due to the increase of air, soil, and water pollution, being
one of the current environmental concerns (MELO 2009; JUMA et al. 2014; INYINBOR et
al. 2018). Among the various types of pollutants targeted to nature, stand out the dyes and
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pharmaceuticals, toxic and stable compounds, which even in small concentrations are quite
harmful to living beings, can cause endocrine changes and cancer (CERVANTES et al.
2009; RODRIGUES-SILVA et al. 2014; SHARMA et al. 2017).

Dyes are a group of organic substances synthesized by the man or obtained through
of natural routes that have proven to cause significant adverse environmental effects,
enabling the weakening or even destruction of aquatic biomes (ALCANTARA and DALTIN
1996; GURSES et al. 2016). The contamination of these resources by the incorrect discard
of the effluent can generate imbalance to the ecosystem, because its action causes a
deficiency in oxygenation capacity and the process of photosynthesis, by impediment the
penetration of light (BHATNAGAR and JAIN 2005; DALPONTE et al. 2016; SHARMA and
BHATTACHARYA 2017).

Thus, these polluting industrial wastes are classified according to their chemical
structures. The most frequently used, for example, are synthetic azo dyes that have high
toxicity, as they can give rise to amines that are as or more toxic than the compounds that
gave rise to them, when discarded in nature without previous treatments (ALCANTARA and
DALTIN 1996; GUARATINI et al. 2000; AJMAL et al. 2014).

Among this class of pollutants, stands out the Rhodamine B (RhB), which belongs
to the family of xanthene and is highly soluble in water. In addition, RhB is directed to the
dyeing of cotton and paper and also used in laboratories (dyeing of biological cells) and in
industry for traces of water bodies (BENKHAYA et al. 2017; CHEN 2007; HEITZ 1982; JAIN
et al. 2007; RICHARDSON et al. 2004).

The treatment of these effluents by traditional methods, microbiological and
incineration does not meet the efficiency required by the legislation, pointing to the
need for remediation of this problem, through processes capable of mineralizing these
pollutants (MORAIS et al. 2006; AQUINO et al. 2013; TERAN 2014; AHMAD et al. 2015;
RAJASULOCHANA and PREETHY 2016). For this, Advanced Oxidation Processes (AOPs)
are under development; which are physical-chemical processes that when applied to the
treatment of wastewater are capable of producing changes in the chemical structures of
contaminants; and thus, AOPs are regarded as a promising solution to this environmental
problem (POYATOS et al. 2010; BETHI et al. 2016).

Such processes are based on the production of radicals, in which the hydroxyl
species gains relevance for being with high reactivity and small selectivity, which attack most
of the organic and inorganic molecules producing species like CO2, H20, and inorganic
salts after a series of intermediate reactions (MIKLOS et al. 2018; ARAUJO et al. 2016;
CUERDA-CORREA et al. 2020; GUO et al. 2020). AOPs are classified into homogeneous
or heterogeneous processes. Heterogeneous photocatalysis (HP) differ of homogeneous
photocatalysis by the presence of a catalyst semiconductor in the solid state, characterized
by the presence of a valence band (VB), conduction band (CB), and the region between
the bands called forbidden energy gap (XU et al. 2014; MOREIRA et al. 2017; ANJALI and
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SHANTHAKUMAR 2019; ORTIZ et al. 2019). The search for these new semiconductors
able to be active under visible radiation is still an arduous task, although there are already
studies directed to TiO2:N, ZnO e Fe203 (FUJISHIMA and HONDA 1972; REHMAN et al.
2009; CANDAL and CRUZ 2014).

In view of this investigation, in 2010 was uncovered a new catalyst semiconductor,
the silver phosphate (Ag3P0O4), have high photo-oxidative capabilities for water splitting
and dye degradation under visible light irradiation due to its absorption near < 530 nm and
bandgap energy (EBG) ranging around 2.36 eV (indirect) to 2.43 eV (direct) and with the
quantum efficiencies of up to 90% at wavelengths greater than 420 nm (DHANABAL et al.
2015; Yl et al. 2010; Bl et al. 2011).

Synthesis methods most used for obtaining Ag3PO4 are: co-precipitation and
simple ion exchange methods, which use aqueous solutions of AQNOS or silver amine
complexes and phosphate sources (Na3PO4, Na2HPO4 and NaH2PO4) (DONG et al.
2016; DHANABAL et al. 2015; WANG et al. 2012; AMORNPITOKSUK et al. 2013; HUANGA
et al. 2015). It is worth mentioning that different temperatures of syntheses or thermal/
hydrothermal treatments can be used to obtain this material and that these synthesis
methods are used as an initial step for the formation of composites and heterostructures
based on the addition of Ag3P0O4 to the surface of supports (CRUZ-FILHO et al. 2019;
COSTA et al. 2018; KRUNGCHANUCHAT et al. 2017). In particular, these parameters
can result in Ag3PO4 of different morphologies, ranging from irregular to spherical, cubic,
tetrahedral and dodecahedral (FILHO et al. 2019; WANG et al. 2012; COSTA et al. 2018;
KRUNGCHANUCHAT et al. 2017; Al KAUSOR et al. 2019).

Ag,PO, is usually a yellow material with low water solubility (0.02 g/L at 25 °C),
considered ideal for processes for removal of organic contaminants since it is nontoxic
compound. This one still has a body-centered cubic structure composed of [PO,] tetrahedral
with 6 pairs of deformed [AgO4] tetrahedral at each cubic face. (BADUROVA et al. 2017;
LEBOGANG et al. 2019). However, Ag3P0O4 suffers reduction reactions when irradiated,
because photo induced electrons in the conduction band (CB) can combine with Ag+,
promoting the formation of metallic silver (Ag®) on the surface of the catalyst; that, depending
on the proportion may favor or disadvantage its application in photocatalytic processes
(YAO et al. 2012; SHARMA et al. 2015; GE and LI 2017; LIU et al. 2019).

Based on this negative characteristic, photocatalytic tests are being developed
with the use of a system with radiation under white light-emitting diodes (WLEDs), which
provides the decrease of the photoreduction effect, thus increasing the lifetime of the
material (SVOBODA et al. 2018; CRUZ-FILHO et al. 2019). These systems are known as
photoreactors and require an efficient and durable light source. LEDs correspond with these
characteristics, as they have high energy efficiency and versatility in making the project
more flexible concerning to intensity and wavelength (JO and TAYADE 2014; CASADO et
al. 2017).
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In this context, other studies on the optimization and stability of Ag,PO, show that
its distribution on molecular sieve Santa Barbara Amorphous-15 (SBA-15) contributes to
high photocatalytic activity, besides its Ag/Ag3P0O4 stability (MA et al. 2014; CHAI et al.
2015; COSTA et al. 2018); ever since the support favors the separation of the electron
pair/hole (e-/h+) and provides a better distribution of the active sites, because silver
phosphate nanoparticles (Ag,PO, NPs) have a strong tendency to agglomerate (ZHAO
1998; AMORNPITOKSUK et al. 2013; LEBOGANG et al. 2019; YUANA et al. 2020).

Therefore, this paper aims to optimize the photocatalytic properties of Ag,PO,
distributed on the external surface of the mesoporous molecular sieve SBA-15, applied in
the degradation of the RhB dye under white light radiation from emitting (WLEDs).

21 MATERIALS AND METHODS

2.1 Materials and Reagents

Silver nitrate (AgNO3, Aldrich, purity = 99%); sodium hydrogen phosphate (Na,HPO,,
Aldrich, 99% purity); tetraethyl orthosilicate (TEOS, Aldrich, purity = 98%); triblock
copolymer pluronic (EO,,PO, EQO,;; EO: ethylene oxide, PO: propylene oxide,) (P123,
Aldrich); hydrochloric acid (HCI, Vetec, purity = 37%); ethyl alcohol (Dinamica/E, purity =
95%); deionized water; and Rhodamine B (C28H31CIN203) (Vetec, purity = 95%) were
used in the study.

2.2 Synthesis of Ag,PO, Nanoparticles

The silver phosphate nanoparticles were synthesized by the simple precipitation
method, using 1.0 mL of 0.15 mol L' Na,HPO, aqueous solution and 3.0 mL 0.15 mol L
AgNO, aqueous solution. The two volumes were diluted together in 500 mL of deionized
water (H,O-DI) and this reaction mixture was left to rest by 72 h in the dark with the
temperature varying gradually from 4 °C to about 20 °C. Then, excess supernatant was
removed and a yellow solid obtained was placed in a porcelain capsule and dried at 65 °C
for 6 h. The dry powder was collected and then stored in a dark container.

2.3 Synthesis of SBA-15

The SBA-15 was prepared using the hydrothermal method proposed by ZHAO
(1998), in which TEOS, P-123, HCI and H,0-DI were mixed at the molar ratio 1.000: 0.015:
2.750: 166.0. The quantities of TEOS, P-123, HCI and deionized water required to prepare
100 g of gel were determined based on this molar ratio. Initially, P-123 was dissolved in
a solution of H,0-DI and HCI under magnetic agitation for 2 h at 40 °C. Then, TEOS was
added to the obtained system and the stirring was continued for more 24 h at 40 °C.

Thereafter, the sample was transferred to a Teflon™ flask, which was placed in a
stainless-steel autoclave and which was heated at 100 °C and held for 48 h. After this
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period, the sample was cooled and the product obtained was vacuum filtered, washed five
times with ethyl alcohol and dried in an oven at 100 °C for 24 h. The next step was to remove
the surfactant, and for that, the sample was calcined at 550 °C for 4 h under air flow at 100.0
mL min-' to unblock the SBA-15 pores.

2.4 Impregnation of Ag,PO, crystals on SBA-15

x-Ag,PO,/SBA-15 (x = 5, 10, 20% of Ag,PO,) composites with different loading ratios
were prepared by wet impregnation using the post-synthesis method. Initially, both Ag,PO,
and SBA-15 materials were weighed to prepare 0.200 g of the supported catalyst (Ag,PO,/
SBA-15) taking into account the above-mentioned proportions. In these cases, the SBA-15
was spilled into 20.00 mL of deionized water and sonicated for 15 min.

The Ag,PO, was then added and the resulting suspension was maintained for 20
min on the ultrasonic bath. After that, the system was stirred magnetically at 100 °C until
total water evaporation. Then, the heat treatment of the samples was carried out in a muffle
furnace with a heating rate of 10 °C/min at 200 °C for 6 h.

2.5 Characterization of Catalytic Solids

The Raman spectra were obtained using a Bruker model SENTERRA spectrometer
equipped with an Olympus BX50 microscope with an automatic resolution of 3 cm™ in the
200-1200 cm" spectral region, a wavelength of 532 nm, and output power of 5 mW. Fourier
Transform Infrared (FTIR) spectra were obtained in the 400-4000 cm™ range, applying the
dilution method to potassium bromide (KBr) pellets and using Shimadzu IR Prestige-21
spectrometer with a resolution of 4 cm™'. The optical analysis was performed using a model
UV-2600 (Shimadzu, Japan) spectrophotometer in the wavelength range of 200 to 800
nm programmed to diffuse reflectance spectra. E,; values were estimated by applying the
Kubelka-Munk functions (LIU et al. 2011).

2.6 Photocatalytic Tests

The photocatalytic performance of Ag,PO,, Ag,PO,/SBA-15 (5%), Ag,PO,/SBA-15
(10%), and Ag,PO,/SBA-15 (20%) solids was evaluated individually for the photodegradation
of 10°° mol L' RhB dye aqueous solution. 25.0 mg of the photocatalyst was dispersed in
25.0 mL of the dye solution by ultrasonic bath and kept under to magnetic stirring at 32 °C
in a glass cell positioned at a distance of 6 cm from the irradiation source.

The photocatalytic system is constituted by a visible light emitting diodes (WLEDs)
reactor with a luminous flux (® v) of 1.3 x 10° Im and relative power density of 100 mW
m2, similar to that used in the research of CRUZ-FILHO et al. (2019). Before irradiation,
the suspension was kept for 30 min in the dark under magnetic stirring to establish the
adsorption/desorption equilibrium of the RhB dye solution on the surface of the catalyst. To
accompany the degradation of the pollutant, 2.0 mL aliquots were collected and centrifuged
at 6000 rpm for 10 min. Then, the supernatant was analyzed by UV-vis spectroscopy
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(Shimadzu, UV-2600 model). The degradation rate of the RhB dye was calculated using the
following equation 1:

Degradation rate(%) = |Cy| — md(% (1)
0 o

where C; corresponds to the initial concentration (i.e. initial absorbance of the band
for the chromophore groups of the RhB dye, in A__ : 554 nm) and C corresponds to the
concentration measured in the time interval during irradiation.

31 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 RAMAN SPECTROSCOPY AND FTIR

Raman spectroscopy was realized in order to characterize the structure of Ag,PO,
and Ag,PO,/SBA-15 composites (5, 10, and 20%), through their characteristic vibrational
modes, as well as evaluate the degree of crystallinity of these samples according to the
intensity of their bands. The Raman spectra of the samples are presented in Fig. 1. It is
possible to verify 10 active vibrational modes characteristic of the phosphate group [PO].
It is worth emphasizing that the Ag,PO, crystals of the P43n space group have 18 active
vibrational modes according to the equation 2:

[ =2A1 +4E + 1272 )

However, some of these modes are difficult to identify due to their low intensities and
even overlapping bands (BOTELHO et al. 2015).

The intense and wide bands located at 100, 115, 182, and 238 cm™' are attributed to
the rotation and translation external modes of the [PO,] units, and the broad bands at 408,
415 and 553 cm refer to the symmetric and asymmetric bending of the [PO,] cluster.

A discrete band was also found in the region of 715 and 724 cm™ corresponding to
the symmetrical stretching of the bonds (P-O-P). In the region of 817 cm™ is located a band
attributed to the symmetrical stretching of the terminal oxygen of the [PO,] clusters. Finally,
the bands located at 910, 984, 1039, and 1068 cm™' are related to the asymmetric stretching
of the [PO,] cluster (BOTELHO et al. 2015; CHAl et al. 2014; PRESTON and ADAMS 1979).

On the other hand, infrared spectroscopy was used to evaluate the chemical
composition of the samples and their degree of purity. The infrared spectra of the samples
are shown in Fig. 2. The bands in the 444, 787, and 1070 cm™ regions are related to the
asymmetric stretching of the bonds (Si-O-Si), in the amorphous phase spectra (MA et al.
2014).
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Figure 1: Raman Spectra of Ag,PO,/SBA-15 (5%), Ag,PO,/SBA-15 (10%), Ag,PO,/SBA-15
(20%), and pure Ag,PO, and SBA-15 samples.

The spectra related to Ag,PO, crystals presented vibrational modes characteristic of
the material, the bands near 540, 846, and 1365 cm™' can be attributed the vibrations related
to the angular flexion of the bonds (O=P-O), symmetrical stretching vibrations of the bonds
(P-O-P) and double stretching bond (P=0), respectively (Ma et al. 2015; Wang et al. 2017).
A band was also observed at 1010 cm™ and may be correlated to the asymmetric stretching
of the [PO,] cluster (LIANG et al. 2012).

In addition, the spectra of the Ag,PO,/SBA-15 (5%, 10%, and 20%) composites
show characteristic bands of both the amorphous phase of SBA-15 and the crystalline
phase of Ag,PO,. However, it is suggested that the band near at 1010 cm™ may have been
overlapped by the band at 1070 cm™' of the SBA-15, suggesting an interaction between the
two materials (COSTA et al. 2018).
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Figure 2: FTIR spectra of the Ag,PO,, SBA-15 and Ag,PO,/SBA-15 (5%, 10% and 20%)
samples.

Finally, it can be confirmed that the Raman and infrared spectra are shown in Fig. 1
and 2 are attributed to the following materials: molecular sieve SBA-15, Ag,PO,/SBA-15 (5,
10, and 20%) and pure crystals of Ag,PO,, since all the bands detected are related to the
vibration modes of these materials. In addition, no secondary band attributed to any other

type of material was observed, suggesting that the samples have a high degree of purity.
3.2 UV-VIS Diffuse Reflectance Spectroscopy

The origin of the electronic and photocatalytic properties of Ag,PO, and Ag,PO /SBA-
15 composites were investigated using the technique of diffuse reflectance spectroscopy in
the UV-vis region. The results obtained indicate their all crystals absorb light in a wavelength
of less than 540 nm, allowing the absorption of energy in the visible region (Yl et al. 2010;
Bl et al. 2011; CHEN et al. 2015).

The indirect E values were calculated using the Kubelka-Munk function (BESANGON
et al. 2016; INDRA et al. 2014), as shown in Fig. 3 (A-D). The E_, value for pure Ag,PO,
was close to 2.40 eV, while the Ag,PO,/SBA-15 (5%, 10%, and 20%) composites presented
reduced values, being 2.33, 2.34, and 2.39 eV for the samples, respectively.
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Figure 3: Indirect band-gap energy of Ag,PO, (A) and Ag,PO,/SBA-15 (5%, 10%, and 20%)
samples (B-D).

It should be noted, however, that the reduced absorption intensity was proportional
to the decrease in the content of Ag,PO, used for impregnation, which may suggest that
light absorbing ability in the visible region may be related to the Ag,PO, crystals anchored
on SBA-15 support (COSTA et al. 2018).

3.3 Photocatalytic Activity

The photocatalytic properties of the pure Ag,PO, and Ag,PO,/SBA-15 (5%, 10%,
and 20%) composites were evaluated for the degradation of RhB (C, =10"° mol L") pollutant
under artificial irradiation based on WLEDs light.

These light sources have specific wavelengths of the visible spectral region,
corroborating with the energy absorption of the material according to the E_, values
estimated; thus, enabling photoactivation of these semiconductors on photocatalysis
processes. Also is reported in the literature that RhB absorbs energy in wavelength near
553 nm, besides having high chemical stability, suffering no significant degradation when
exposed only to irradiation (CHEN 2007; MA et al. 2014).
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Despite its resistance to irradiation, the results of the tests using the photocatalysts
were very promising in the discoloration of the pollutant, as shown in Fig. 4. These tests
are divided into two steps (dark and irradiated), in the first of them, the pollutant solution,
containing the catalyst, is subject only to magnetic agitation in the absence of light for 30
min to establish the adsorption/desorption equilibrium between the materials (MA et al.
2015; GE 2014).

The sample of pure Ag,PO, shows low adsorption rates in relation to the samples
impregnated on the SBA-15 in absence of light, as shown in Fig. 4, since the support has a
porous structure with a large surface area, an ideal characteristic for this effect to happen
(SOUSA et al. 2018).

Itis also possible to note that the adsorption values were decreasing with the increase
of Ag,PO, content, this may be related to the blockage of pores (an effect caused by the
impregnation mechanism used in the synthesis and which is already widely reported in the
literature). In view that heterogeneous photocatalytic degradation generally occurs after the
adsorbed of the pollutant on the surface of the catalyst, that first step is actually a pre-step
for the consequent photocatalytic reaction (MATTHEWS 1988).

The second step is in the decomposition of the pollutant, which occurs after the
solution is irradiated, during the period of 80 min test. This step is also shown in Fig. 4 for
both the first photocatalytic test and three recycling tests for each material. The results for
first use presented degradation rates of 97.63% for Ag,PO,, as well as 83.81, 89.79, and
96.98% for Ag,PO,/SBA-15 samples in the proportions of 5, 10, and 20% respectively.

It is important to emphasize that after the first catalytic tests all materials were
recovered simply. Initially, the solid located at the bottom of the Eppendorf microtubes used
in the centrifugation process was collected, and finally, they were oven dried at 50 °C for 3

hours.
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Figure 4: Photocatalytic degradation of the rhodamine B solution using pure Ag,PO, and
Ag,PO,/SBA-15 (5%, 10%, and 20%) composites under light irradiation of WLEDs (A) and three
cycles of reuse (B-D).

Although Fig. 4 expresses the degradation graphs of all samples, Fig. 5 depicts
the results of each test more clearly and percentage (%). The degradation rates of the
photocatalytic activities of the materials in the 1°, 2° and 3° catalytic cycle of reuse were
respectively: (98.87, 98.34 and 94.92%) for pure Ag,PO, sample, (63.79, 47.54 and 39.76%)
for the Ag,PO,/SBA-15 (5%) sample, (59.72, 53.62 and 43.02%) for the Ag,PO,/SBA-15
(10%) sample and (76.68, 64.92 and 45,00%) for the Ag,PO,/SBA-15 (20%) sample under
the same irradiation time.

This excellent photocatalytic performance of the pure Ag,PO, sample is shown in Fig.
5 as well as their reuse, may have been occasioned by the source of light originating from
the WLEDs (since some studies report the instability of this material whenever exposed to
polychromatic light sources or solar simulation), the great dispersion of active sites and the
positive nature of the dye that causes greater interaction with the photocatalyst (SHARMA et
al. 2015; MENEZES et al. 2016; CRUZ-FILHO et al. 2019; HUANGA et al. 2015).

However, the performance of the samples impregnated in SBA-15 differed from what
was proposed for this study, since the molecular sieve has the function of maintaining the
stable activity of the Ag,PO,/SBA-15 during its reuse and the graph of Fig. 4 exhibits a very
large decay of activity in the last photocatalytic cycles.
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Figure 5: Photocatalytic performance of Ag,PO, and Ag,PO,/SBA-15 (5%, 10%, and 20%)
samples in degradation of dye Rhodamine B and three cycles of reuse.

The decrease in percentages of degradation is considered one of the main problems
found for heterogeneous photocatalysis, since it is caused by the deactivation of the
catalyst. Many mechanisms seek to explain the deactivation of these materials, but for this
work it is suggested that Ag,PO,/SBA-15 is under the influence of chemical inactivation
by photocatalyst poisoning and leaching due to the unstable nature of Ag,PO, and the
synthesis pathway of Ag,PO,/SBA-15, although no analysis has been carried out to confirm
these suspicions (WANG et al. 2012; CHEN et al. 2015; ARGYLE and BARTHOLOMEW
2015; ZHANG and WANG 2017).

However, a relevant aspect of this material is the fact that the samples of Ag,PO,/
SBA-15 are constituted only by a small amount of Ag,PO, and even with these decreases
in degradation rates, the impregnated materials proved to be efficient in the degradation
of the RhB dye, since the values obtained for the last cycles are almost than 50% of the
values obtained in the first cycles. From the same point of view, it should be emphasized
that the SBA-15-impregnated materials have only 5, 10 and 20% by weight of Ag,PO, in
its composition, whereas the pure sample has 100% mass of Ag,PO,, that is, there is an
economy in the use of Ag,PO,.

41 CONCLUSION

This work consisted of the synthesis, characterization and application of Ag,PO,
crystals and Ag,PO,/SBA-15 nanocomposites (5, 10 and 20%) for the photodegradation of
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the aqueous solution of RhB. Structural investigation was realized by Raman and infrared
spectroscopy techniques revealed that pure Ag,PO, crystals have very marked active
modes that are indexed to a very crystalline Ag,PO, () structure. Ag,PO,/SBA-15 composites
(%) also presented these characteristic active modes, however, vibration modes of the
amorphous phase of the SBA-15 molecular sieve were also observed in infrared spectra.
UV-vis spectroscopy showed that the sample of pure Ag,PO, absorbed light of greater
wavelength in the visible region than Ag,PO,/SBA-15 (X%) samples, allowing E, values of
2.40 eV for pure Ag,PO, and 2.33, 2.34 and 2.39 eV for Ag,PO,/SBA-15 samples (5%, 10%,
and 20%), respectively. The photocatalytic tests developed with samples of pure Ag,PO,
and Ag,PO,/SBA-15 (X%) under the influence of light of WELDs, showed high efficiency in
pollutant decomposition the RhB. The rates of degradation were from 97.63, 83.81, 89.79
and 96.98% for the pure Ag,PO,, Ag,PO,/SBA-15 in 5, 10 and 20%, respectively, thus

allowing the reuse of these catalysts.
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Resumo: A lactoferrina (Lf) € uma glicoproteina
multifuncional de ligagéo ao ion ferro de 80 KDa
das familias das transferrinas. E abundante no
leite e na maioria dos fluidos bioldgicos e é uma
molécula secretada por células que conecta a
funcdo imune inata e adaptativa em mamiferos.
Seus efeitos protetores vao desde atividades
anticancer, antiinflamatorias e moduladoras da
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imunidade até atividades antimicrobianas contra
um grande numero de microrganismos. Essa
ampla gama de atividades é possibilitada por
mecanismos de acdo que envolvem nao apenas
a capacidade do Lf de se ligar ao ferro, mas
também as interacdes do Lf com componentes
moleculares e celulares de hospedeiros e
patdgenos. Esta revisdo resume as atividades
da Lf, seus mecanismos de regulacdo e suas
aplicacdes potenciais.

Palavras - chave: Lactoferrina, Proteina
ferro Ligante, proteina funcional, agente
antimicrobiano.

LACTOFERRIN: STRUCTURAL
PROPERTIES AND BIOLOGICAL
FUNCTIONS.

ABSTRACT: Lactoferrin (Lf) is a multifunctional 80
KDa iron-binding glycoprotein from the transferrin
families. It is abundant in milk and most biological
fluids and is a molecule secreted by cells that
connects the innate and adaptive immune
function in mammals. Its protective effects range
from anti-cancer, anti-inflammatory and immune-
modulating activities to antimicrobial activities
against a large number of microorganisms. This
wide range of activities is made possible by
mechanisms of action that involve not only the
ability of Lf to bind to iron, but also the interactions
of Lf with molecular and cellular components of
hosts and pathogens. This review summarizes
Lf activities, its regulatory mechanisms and its
potential applications.

KEYWORD: Lactoferrin, Iron-binding protein,
Protein functional, Antimicrobial agent.
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11 INTRODUGAO

As proteinas do leite consistem em dois grupos principais de proteinas chamadas
caseinas e proteinas do soro de leite. Dos cerca de 3,6% de proteina do leite, cerca de 80%
é caseina e 20% é proteina do soro de leite (REBOUILLAT; ORTEGA-REQUENA, 2015).

O soro do leite contém quase a metade dos nutrientes originais do leite sendo rico
em componentes tais como: proteinas do soro, vitaminas hidrossolUveis, sais minerais
e lactose. As proteinas do soro sédo complexas misturas de numerosas moléculas, cujas
principais sao: B-lactoglobulina, a-lactalbumina, imunoglobulinas e albumina de soro
(POPPI et al., 2010).

Dentre das inumeras proteinas do leite tem se destacado a lactoferrina (Lf) por ser
uma proteina multifuncional, desempenhando varios papéis biolégicos, tais como atividades
antibacterianas, antivirais, antifingicas, anti-inflamatérias, antitumorais, antioxidantes e
imunomoduladoras (GONZALEZ-CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ,
2009).

Tendo em vista a ampla capacidade funcional atribuida a LF sugere-se que ela tem
grande potencial terapéutico, e esta revisédo de literatura foi projetada para fornecer uma
atualizagédo do conhecimento cientifico sobre esta biomolécula e suas propriedades.

21 ESTRUTURA E PROPRIEDADES DA LACTOFERRINA

A lactoferrina (Lf) € uma glicoproteina multifuncional com massa molecular de
cerca de 80 KDa pertencente a familia das transferrinas (Tfs), que tem uma habilidade
especifica de realizar ligagdo com o ion ferro (LEGRAND et al., 2008). E excretada pelas
células epiteliais da mucosa e neutrofilos em varias espécies de mamiferos, incluindo
seres humanos, bovinos, vacas, cabras, equinos, caes e varios roedores (GIANSANTI et
al., 2016). Essa enzima também é encontrada em secre¢cdes de mamiferos como leite,
colostro, lagrimas, saliva, liquido nasal e brénquico, bile hepética, estbmago, intestinos e
urina (ELNAZ et al., 2016).

Adeterminacéo da sequéncia de aminoacidos para as Lfs de nove espécies: humano
(Homo sapiens), suina (Sus scrofa domesticus), equina (Equidae), bovina (Bovinae), bufalo
(Bubalus), ovelha, cabra (capra aegagrus hircus), camelo (Camelus) e camundongo (Mus
musculus); verificou-se que as identidades de sequéncia em pares variam de um minimo
de ~65% a quase 100%, de modo que, a Lfs de vaca, bufalo, cabra e ovelha compartilham
mais de 90% de identidade de sequéncia entre si e formam um grupo extremamente
estreitamente relacionado (BAKER; BAKER, 2005).

A Lfs tem a caracteristica de uma proteina basica carregada positivamente com um
ponto isoelétrico (pl) de 8,0 a 8,5 (GARCIA-MONTOYA et al., 2012). Composta de estruturas
de folhas com hélice e com pregas que criam dois dominios para cada lobo (dominios | e
II). Em cada lobo consiste ainda em dois sub-lobos ou dominios, que formam uma fenda
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na qual o ion férrico (Fe3+) esta fortemente ligado em cooperagéo sinérgica com um anion
carbonato (CO32-) (GONZALEZ-CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ,
2009). No sitio de ligacéo ao ion Fe3+ da lactoferrina os quatro ligantes de proteinas, mais
0 anion CO32- ligado de forma sinérgica, séo ligados covalentemente ao ion metalico, que
reticula os dois dominios que o envolvem. Os aminoacidos que contribuem para a ligacao
dos ions férricos na fenda sdo Asp-60, Tyr-92, Tyr-192 e His-253 no lobo N (Figura 1).

Figura 1. Modelo de predicdo da estrutura molecular de uma lactoferrina do leite humano com
ligagéo ao ferro e com o lobo N e o lobo C. A a-hélice que une os dois lobos esta em ciano.
Os dois ions Fe3+, ligados na fenda interdominio de cada lobo, sdo mostrados como esferas
vermelhas. (B) Sitio de ligagc&o ao ferro da lactoferrina. Sitio de ligagéo do ferro no lobo N: duas
tirosinas (Y92 e Y192), um &cido aspartico (D60), uma histidina (H253) e um anion carbonato
(CO,?) juntamente com o residuo de arginina (R121).

31 FUNCOES BIOLOGICAS DA LACTOFERRINA

A lactoferrina (Lf) atraiu muito interesse cientifico e industrial nos ultimos anos
devido as suas varias fungdes biologicas, incluindo atividades bifidogénica, antimicrobiana
(KARAV et al., 2017), imunomodulatéria (LEGRAND et al., 2006), anti-inflamatoria,
anti-carcinogénica (KARAV et al., 2017), virais e fungicos in vitro (SINHA et al., 2013).
A Lf exibe forte atividade antimicrobiana contra um amplo espectro de bactérias (Gram-
positivas e Gram-negativas), fungos, leveduras, virus (DRAGO SERRANO, 2006) e
parasitas (YAMAUCHI et al., 2006), embora pareca promover o crescimento de bactérias
benéficas como Lactobacillus e Bifidobacteria também exibe atividades anti-inflamatorias e
anticarcinogénicas e possui varias fungdes enzimaticas (GARCIA-MONTOYA et al., 2012).

3.1 Atividade Antibacteriana da Lactoferrina

A atividade antibacteriana do Lf tem sido amplamente documentada in vitro e in vivo
para bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e em algumas bactérias resistentes ao
alcool-acido.
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A Lf inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
incluindo Listeria monocytogenes (RIPOLLES et al., 2015), Escherichia coli, Salmonella
enteritidis, Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae, Streptococcus mutans, Bacillus
stearothermophilus e Bacillus subtillis (RAMOS-CLAMONT et al., 2010). Também possui
efeito bactericida e bacteriostatico in vivo e em modelos animais contra mdltiplas cepas
de Helicobacter pylori. E importante destacar que Lf também atua nas cepas resistentes a
antibiéticos de Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus
resistentes a metacilina, Klebsiella pneumoniae resistente a meticilina e Mycobacterium
tuberculosis, (RODRIGUEZ - FRANCO; VAZQUEZ - MORENO; RAMOS - CLAMONT
MONTFORT, 2005). Também se demonstrou que a Lf é eficaz contra cepas de Haemophilus
influenzae que podem se ligar & célula hospedeira (MORENO-EXPOSITO et al., 2018).

A funcéo bacteriostatica € devida a capacidade de Lf se ligar aos ions Fe. Como
a molécula é encontrada principalmente como apo-lactoferrina (forma livre de ferro)
nas secregdes, ela tem a capacidade de sequestrar esse metal nos locais de infec¢ao
(RODRIGUEZ-FRANCO; VAZQUEZ-MORENO; RAMOS-CLAMONT MONTFORT, 2005).
O sequestro de ferro de patégenos bacterianos inibe o crescimento bacteriano, limita o uso
desse nutriente por bactérias no local da infecgdo e diminui a expressao de seus fatores
de viruléncia (GARCIA-MONTOYA et al., 2012). Acreditava-se que essa fosse a Unica
acao antimicrobiana da lactoferrina por um longo tempo, e foi apoiada por varios estudos
demonstrando que apenas a apo-lactoferrina possuia atividade antibacteriana e que essa
atividade foi reduzida com a saturagéo de ferro (JENSSEN; HANCOCK, 2009).

A lactoferrina é capaz de inibir o Streptococcus mutans através de um mecanismo
independente de ferro, um efeito sugerido como resultado da interacédo direta da lactoferrina
com a superficie celular bacteriana (JENSSEN; HANCOCK, 2009).

A capacidade bactericida de Lf é atribuida a interacao direta da molécula, ou parte
dela, com a superficie bacteriana. Essa interacdo foi observada em bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Estudos com bactérias Gram-positivas, como Streptococcus
mutans, Micrococcus sp e Clostridium sp, mostram que Lf humano e bovino sdo capazes
de se ligar a superficies bacterianas, gracas a sua carga positiva (RODRIGUEZ-FRANCO;
VAZQUEZ-MORENO; RAMOS-CLAMONT MONTFORT, 2005).

Estudos da estrutura cristalina da lactoferrina demonstraram que a proteina possui
grandes manchas catiénicas em sua superficie, facilitando a interagdo direta com o lipidio
A anidnico, um componente do lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas
(SHAHRIAR; GORDON; SIMKO, 2006). Essa interagdo pode danificar a membrana
bacteriana, alterando a permeabilidade da membrana externa e resultando na liberagcédo
de LPS (JENSSEN; HANCOCK, 2009), ou seja, o terminal N carregado positivamente
de Lf impede a interagéo entre LPS e cétions bacterianos (Ca2+ e Mg2+ ) e interfere na
proliferacdo agregada em E. coli (GARCIA-MONTOYA et al., 2012).

Em bactérias Gram-negativas, como Vibrio cholerae e E. coli, foi detectada a
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interacdo de Lf com a superficie bacteriana, seguida pela liberagéo de lipopolissacarideo
(LPS), aumento da permeabilidade da membrana e liberagédo do conteudo citoplasmatico
de bactérias (RODRIGUEZ-FRANCO; VAZQUEZ-MORENO;

-CLAMONT MONTFORT, 2005). A interacé@o entre Lf e LPS ou outras proteinas da
superficie também potencializa a acdo de antibacterianos naturais como a lisozima, que
é secretada pela mucosa em concentracdes elevadas junto com Lf (GARCIA-MONTOYA
et al.,, 2012). Também foi demonstrado que o lobo N-terminal de Lf possui uma atividade
semelhante a serina-protease. Em H. influenzae, Lf é capaz de clivar proteinas em regites
ricas em arginina, e o sitio ativo da protease esta situado no lobo N-terminal, atenuando a
viruléncia e impedindo a colonizagdo (HENDRIXSON et al., 2003).

3.2 Atividade Antiviral

A Lf possui forte atividade antiviral contra um amplo espectro de virus RNA e DNA,
como virus Sindbis (WAARTS et al., 2005), citomegalovirus (ANDERSEN et al., 2001;
BELJAARS et al., 2004), virus do herpes simplex (MARCHETTI et al., 2004), virus da floresta
Semliki (WAARTS et al., 2005), poliomavirus humano (LONGHI et al., 2006), papilomavirus
humano (DROBNI; NASLUND; EVANDER, 2004), echovirus (AMMENDOLIA et al., 2007),
virus da imunodeficiéncia humana e rotavirus (SUPERTI et al., 2001). A maioria desses
estudos sugere que Lf inibe a entrada do virus na célula hospedeira, em vez de agir em
sua replicagdo. A administracdo de LF também aumenta a atividade das células Natural
Killer (NK) e a resposta dos linfocitos TH1, que secretam citocinas que protegem contra a
infecgéo viral (WAKABAYASHI et al., 2014).

A primeira estratégia da Lf de inibi¢@o a virus é ligar-se a particula viral, impedindo-a
de aderir & célula. E o caso do virus da hepatite C, no qual Lf se liga as proteinas E1 e
E2 em seu envelope. Experimentos mostram que, nesse caso, toda a molécula de Lf, em
sua conformagédo nativa, é necessaria para que o efeito ocorra. Esse mesmo mecanismo
também ocorre contra o rotavirus (SUPERTI et al., 2001). Existem outros virus nos quais
a atividade da Lf € atribuida em parte a sua ligagéo a algumas proteinas no envelope viral
e em parte ao bloqueio de receptores celulares. E o caso do virus do herpes, adenovirus
e virus do HIV (PIETRANTONI et al., 2003). Wong et al. (2014), demonstrou que a Lf
possui uma poderosa atividade inibitoria contra o virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
enquanto alguns fragmentos de LF, como a lactoferricina, exercem uma agéo inibitéria leve
na transcriptase reversa do HIV-1 e na integrasse do HIV-1. De acordo com Carthagena
(2011), a LF pode interferir na transmisséo do HIV-1 no nivel da mucosa, bloqueando sua
ligacdo as células epiteliais e com a transmisséo das células dendriticas as células T CD4+,
duas etapas cruciais na difusdo do HIV da mucosa para o tecido linféide.

Um segundo mecanismo € bloquear moléculas na superficie celular, que o virus
reconhece como receptores ou correceptores. Esses virus normalmente utilizam moléculas

comuns na membrana celular para facilitar sua invasdo nas células. Essas moléculas,
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incluindo os proteoglicanos heparano sulfato (HSPGs), fornecem os primeiros locais de
ancoragem na superficie celular e ajudam o virus a fazer contato primario com as células
hospedeiras (BELTING, 2003). Estudo revela que a inibicdo mediada por LF da infecgéo por
SARS-CoV ocorre através da localizagdo competitiva da LF nos locais de ancoragem de
SARS-CoV fornecidos pelos HSPGs. Aligacéo da LF a HSPGs impediu o contato preliminar
entre SARS-CoV e as células hospedeiras e, assim, impediu a entrada subsequente nas
células. E que a LF pode exercer suas fungdes de prote¢ado contra a invasao de SARS-CoV
de duas maneiras ao mesmo tempo (LANG et al., 2011).

3.3 Atividade Antifingica

A atividade antifungica de amplo espectro da Lf ou suas fragbes contra leveduras
e bolores estd bem documentada (SILVA et al., 2013). A atividade antifingica, inibe o
crescimento de diferentes fitopatégenos, como Aspergillus niger e Trichoderma viride
(LAHOZ et al.,, 2008), de fungos dermatofiticos como Trichophyton mentagrophytes
(FERNANDES; CARTER, 2017) e inibe a germinacao de esporos e o crescimento micelial
de Botrytis cinerea em um periodo de tempo e dose dependente (WANG et al., 2013).
Entretanto, a maioria dos estudos sobre a atividade antifungica de Lf foi realizada com
espécies do género Candida, mais amplamente estudada é a sua atividade em membros das
espécies de Candida, com Candida tropicalis, Candida krusei e Candida albicans exibindo
o maior nivel de suscetibilidade, enquanto Candida glabrata tem o menor (FERNANDES;
CARTER, 2017), provavelmente devido ao fato de a maioria das espécies serem patdgenos
humanos (ACOSTA-ZALDIVAR et al., 2016).

Em 1971, realizaram os primeiros estudos com Candida spp. e atribuiu o efeito
antifingico da Lf & sua capacidade de sequestrar Fe3+ (GONZALEZ-CHAVEZ; AREVALO-
GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 2009). Em Aspergillus fumigatus, o sequestro de Fe3+ por
apo-Lf mostrou-se importante para a defesa do hospedeiro (ZAREMBER et al., 2007),
indicando que o sequestro de ferro pode desempenhar um papel na agédo antifingica
de Lf in vivo (FERNANDES; CARTER, 2017). Posteriormente, observou-se que a apo-
lactoferrina € capaz de eliminar C. albicans e C. krusei, alterando a permeabilidade de
sua superficie celular, semelhante a forma como ocorre nas bactérias. Nesses casos,
também foi observado um efeito maior ao usar a lactoferricina; portanto, acredita-se
que 0 mecanismo de acdo seja semelhante ao que ocorre nas superficies bacterianas
(RODRIGUEZ-FRANCO; VAZQUEZ-MORENO; RAMOS-CLAMONT MONTFORT, 2005).

O uso combinado de Lf com outras drogas antifungicas tem sido cada vez mais
estudado nos ultimos anos. Quando combinado com o fluconazol, varias fontes de Lf foram
observadas para aumentar significativamente a atividade inibitoria e diminuir a concentracéo
inibitéria minima (MIC) para varias espécies de Candida, incluindo o tipo selvagem e cepas
clinicas, e biossintese e ergosterol e mutantes resistentes ao azol (FERNANDES; CARTER,
2017; VENKATESH; RONG, 2008). Varios outros medicamentos azoélicos, incluindo
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itraconazol, clotrimazol e cetoconazol, bem como 5-fluorocitosina, demonstraram funcionar
sinergicamente com Lf em C. albicans. As drogas de polieno anfotericina B e nistatina néo
exibiram interagdes com bLf quando testadas em espécies de Candida embora anfotericina
B e bLf tenham sido encontrados para agir sinergicamente em Cryptococcus neoformans,
Cryptococcus gattiie S. cerevisiae (FERNANDES; CARTER, 2017).

3.4 Atividade Antiparasitaria

Uma compreenséao clara das atividades antimicrobianas de Lf tem sido dificil de
ser alcangada porque os mecanismos de agdo de Lf e os nichos ecoldgicos de microbios
geralmente diferem de um organismo para outro. Os mecanismos moleculares da atividade
antiparasitaria de Lf sdo ainda mais complexos (GARCIA-MONTOYA et al., 2012). A
maioria dos estudos sobre a atividade antiparasitaria de Lf foi realizada in vitro, analisando
associagdes moleculares na presenca ou auséncia de Fe3+. Esta atividade também foi
demonstrada usando peptideos derivados da molécula completa (GONZALEZ-CHAVEZ;
AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 2009).

A apo-Lf é a proteina do leite com o maior efeito amebicida contra E. histolytica in
vitro, pois pode ligar os lipidios na membrana do trofozoito causando ruptura da membrana
e danos ao parasita (GARCIA-MONTOYA et al., 2012). O estudo realizado por Lopez-Soto
et al., (2010) observaram que a cepa patogénica E. histolytica HM1: IMSS foi suscetivel a
quimera Lf em curtos tempos de incubacéo (3 h), enquanto o parasita mostrou sensibilidade
moderada a LFcina17-30 e LFampina265-284, atingindo apenas a morte de amebas apoés
tempos de incubacgéo prolongados.

Outro estudo in vitro mostrou que o hLF pode ligar-se ao parasita intracelular
Toxoplasma gondii, que causa toxoplasmose e afeta humanos e animais. No entanto, LF
ndo pode impedir que o parasita entre no hospedeiro. Seu mecanismo de ac¢éo, neste caso,
é a inibicdo do crescimento intracelular de T. gondii nas células hospedeiras (GONZALEZ-
CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 2009). O estudo mostrou que a bLF
se ligou aos componentes de T. brucei e que o hidrolisado de bLF interrompeu os locais
responsaveis pela ligagdo as proteinas do parasita, causando privacéo de Fe3+ (TANAKA
et al., 2004).

O efeito da Lf nos hemoparasitas Babesis caballie Babesia equi depende se Lf esta
ou néo ligado a Fe3+. Verificou-se que B. caballi foi significativamente suprimido por apo-Lf,
mas nao foi inibido pelos outros tipos de Lf, enquanto nenhum dos tipos de Lf teve um efeito
inibitério contra B. equi (IKADAI et al., 2005).

3.5 Atividade Anti-Inflamatéria e Imunomoduladora

A Lf exibe propriedades imunolégicas que influenciam as imunidades inatas e
adquiridas (LEGRAND et al., 2006). Sua relagdo com o sistema imunoldgico € evidente
pelo fato de que pessoas com deficiéncia de Lf congénita ou adquirida tém infeccdes
recorrentes (GARCIA-MONTOYA et al., 2012). A Lf pode modular a expresséo especifica e
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nao especifica de proteinas antimicrobianas, receptores de reconhecimento de padrdes e
proteinas relacionadas ao movimento de linfécitos (YAMAUCHI et al., 2006). O papel que a
Lf desempenha na regulagéo das respostas imunes inatas confirma sua importancia como
um mecanismo de defesa de primeira linha do hospedeiro contra patégenos invasores,
modulando a inflamagéo aguda e crénica (GARCIA-MONTOYA et al., 2012). Além de
induzir a imunidade sistémica, a Lf pode promover a imunidade da pele e inibir como
respostas alérgicas. Ele induz o sistema imunolégico contra alérgenos da pele, causando
inibicdo dependente da dose de migragéo de células de Langerhans e o acimulo de células
dendriticas nos linfonodos (VAN DER STRATE et al., 2001).

Acarga positiva da Lf permite que ela se ligue a moléculas carregadas negativamente
na superficie de varias células do sistema imunolégico e foi sugerido que esta associacao
pode desencadear vias de sinalizacdo que levam a respostas celulares, como ativacéo,
diferenciacao e proliferagdo. A Lf € transportada para o nlcleo, onde pode se ligar ao DNA e
ativar diferentes vias de sinalizacdo. A Lf € secretada para o meio, onde apresenta atividade
anti-inflamatéria por meio da inibicdo de citocinas pré-inflamatoérias, como interferon-
gama, fator de necrose tumoral alfa e interleucina (IL) -1, IL-2 e IL -6. A nivel celular, a
Lf aumenta o nimero de células natural killer (NK), aumenta o recrutamento de células
polimorfonucleares no sangue, induz fagocitose e pode modular o processo mielopoiético
(GONZALEZ-CHAVEZ; AREVALO-GALLEGOS; RASCON-CRUZ, 2009).

Os trabalhos com modelos de infec¢éo in vitro e in vivo mostram que bLf exibe
efeitos moduladores para cima e para baixo no perfil de citocinas Th1 pré-inflamatérias.
O papel de bLf na resolugéo de infec¢gdes por meio da modulagdo de mediadores de
inflamacéo foi documentado em modelos de infec¢do causada por varias cepas de bactérias
enteropatogénicas e parasitas (DRAGO-SERRANO et al., 2017). Além disso, verificou-se
que a Lf promove o desenvolvimento de Bifidobacterium, um dos principais géneros de
bactérias da flora do célon usado como probioticos, de forma independente do nivel de
saturagéo de ferro de Lf (WAKABAYASHI et al., 2014). Acredita-se que esse efeito ajude a
manter a homeostase intestinal.

A bLf também exerce sua atividade anti-inflamatéria em macroéfagos inflamados por
LPS. Macréfagos humanos, responsivos ao tratamento com LPS, expressam positivamente
IL-6, que € significativamente inibida por bLf, o que reduz a inflamagéo patolégica e o dano
celular, a semelhanca do que foi observado em células epiteliais invadidas por bactérias
intracelulares (ROSA et al., 2017).

3.6 Atividade Anticarcinogénica da Lactoferrina

A Lf exerce atividade antineoplésica por diferentes mecanismos de acéo de acordo
com o tipo de cancer, incluindo: alteragdo da membrana celular, indugdo de apoptose,
parada do ciclo celular, imunomodulagdo celular, acdo antiangiogénica, inibicdo de

metastases e até necrose celular. No entanto, as bases moleculares da maioria desses
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mecanismos sao mal compreendidas e requerem pesquisas mais aprofundadas (ZHANG
et al.,, 2014).

A Lf demonstrou um potencial terapéutico notavel no tratamento do cancer. Estudos
demonstraram que a Lf e seus peptideos possuem efeito inibitorio contra linhas de células
de cancer de pulméao (A549), gastrico (AGS), intestinal (HT-29) e de mama (MDA-MB-231,
MCF-7) (AMIRI; MORADIAN; RAFIEI, 2015) lingua, eséfago, figado e colorretal (HEGAZY
et al,, 2019). Enquanto o tratamento com Lf foi considerado eficiente na inibicdo do
crescimento, metastase e tumor associado angiogénese (ZHANG; LIMA; RODRIGUES,
2014), bem como no reforco da quimioterapia (SUN et al., 2012).

Estudos mostram que a bLf inibiu a expresséo de survivin (uma proteina aumenta a
taxa de sobrevivéncia de células cancerosas) e modulou a apoptose de células cancerosas
in vitro e in vivo (GIBBONS; KANWAR; KANWAR, 2015; KANWAR et al., 2015).

41 CONCLUSAO

Conforme descrito a Lf apresenta um amplo espectro de fun¢des, varios trabalhos
abordam os efeitos benéficos Da Lf no tratamento de varias doencas infecciosas causadas
por bactérias, fungos, protozoarios e virus em animais e humanos. Apesar da extensa
literatura sobre as multifungdes biologicas da lactoferrina, muitas pesquisas e experimentos
precisam ser realizados para estudar as interacdes moleculares desta proteina com os
elementos reguladores e obter uma melhor compreenséo de sua atividade.
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RESUMO: Os avancos recentes nas areas de
ciéncias e de nanotecnologia tem possibilitado
um salto em diversos setores industriais
impulsionando, a busca por novos materiais com
propriedades fisicas e quimicas eficientes, para
suprir os novos desafios. Nos setores industriais
e tecnoldgicos esses avancos tém permitido a
compactacao e integracao de sistemas, buscando
0 aumento de desempenho e miniaturizacdo
dos mesmos. O desenvolvimento de sistemas e
dispositivos menores integrados e mais eficientes
em contrapartida acaba gerando altos fluxos
de calor em pequenas areas, que impactam
de maneira negativa na performance e tempo
de vida dos dispositivos. Um grande desafio
nesses setores & promover maneiras eficientes
de refrigeracdo de dispositivos miniaturizados.
A alternativa viavel tem sido a busca por modos
de aumentar a condutividade térmica (k) de
sistemas trocadores de calor, através do emprego
de nanofluidos. A dispersdo coloidal formada
em um nanofluido tem mostrado ser capaz de
promover um grande aumento na capacidade de
refrigeracao dos sistemas trocadores de calor. Um
grande desafio relacionado ao uso de nanofluidos
se d4 em relagé@o a estabilidade coloidal destes
sistemas que necessitam permanecer estaveis
por longos periodos em condi¢cbes drasticas
de variacéo de temperatura. Para isso deve-se
impedir as tendéncias naturais de aglomeracao
e agregacdo dos nanomateriais dispersos no
coloide. Neste trabalho serdo abordados os
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resultados referentes a produgéo de nanofluidos aquosos a base de nanoparticulas de sulfeto
de cobre. Os nanofluidos relatados apresentam uma maior condutividade térmica comparado
com o fluido base, além de sua baixa toxicidade quando comparado a fluidos orgéanicos.
Aqui relatamos a obtencé@o de dois nanofluidos com diferentes agentes de superficie que
permitiram a obten¢@o de nanofluidos com excelente condutividade térmica, além disso
um dos revestimentos (acido tioglicolico) permitiu a obtengdo de um nanofluido com alta
estabilidade quimica e coloidal na qual o nanofluido apresentou estabilidade por mais de 900
dias.

PALAVRAS - CHAVE: Nanofluidos, condutividade térmica, Fluidos complexos e sulfeto de
cobre.

COPPER SULFIDE NANOFLUIDS

ABSTRACT: Recent advances in science and nanotechnology have enabled a leap in
several industrial sectors, boosting the search for new materials with efficient physical and
chemical properties to meet the new challenges. In the industrial and technological sectors,
these advances have allowed the compaction and integration of systems to increase their
performance and miniaturization. The development of smaller integrated and more efficient
systems and devices, on the other hand, ends up generating high heat flows in small areas,
which negatively impacts the performance and lifetime of the devices. A significant challenge in
these sectors is to promote efficient ways of cooling miniaturized devices. The viable alternative
has been the search for ways to increase the thermal conductivity (k) of heat exchanger
systems through nanofluids. The colloidal dispersion formed in a nanofluid has been shown
to be able to promote a significant increase in the cooling capacity of the heat exchanger
systems. A significant challenge related to nanofluids’ use is related to these systems’ colloidal
stability, which needs to remain stable for long periods under extreme temperature variation
conditions. For this, natural tendencies of agglomeration and aggregation of nanomaterials
dispersed in the colloid must be prevented. In this work, the results regarding the production
of aqueous nanofluids based on copper sulfide nanoparticles will be discussed. The reported
nanofluids have a higher thermal conductivity compared to the base fluid, in addition to
their low toxicity when compared to organic fluids. Here we report obtaining two nanofluids
with different surface agents that allowed the obtaining of nanofluids with excellent thermal
conductivity. One of the coatings (thioglycolic acid) allowed the obtaining of a nanofluid with
high chemical and colloidal stability in which the nanofluid showed stability for more than 900
days.

KEYWORDS: Nanofluids, thermal conductivity, complex fluids and copper sulfide.

INTRODUCAO

Os avangos nos setores industriais combinados com a tendéncia atual de
miniaturizacdo de dispositivos e sistemas tém sido limitados pela crescente demanda por
sistemas de refrigeracao eficientes (ABBAS et al., 2020; AZMI et al., 2017; MAHMUD et
al., 2018). O uso de fluidos refrigerantes, nesse contexto, se destaca por proporcionar uma
maior troca de calor do que o método tradicional de resfriamento por convecc¢éo forcada de
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ar (BHATTAD; SARKAR; GHOSH, 2018; SARBU; SEBARCHIEVICI, 2013). No entanto, do
ponto de vista comercial, o uso de fluidos refrigerantes atualmente esta restrito aos fluidos
classicos, o que limita a eficiéncia da troca de calor devido a baixa condutividade térmica
desses fluidos (ASADI et al., 2019; BHATTAD; SARKAR; GHOSH, 2018; KASAEIAN et al.,
2018; NAIR; TAILOR; PAREKH, 2016)(AWAIS et al., 2021; SHARAF; TAYLOR; ABU-NADA,
2020).

Ja no comeco da década de 90, ha quase 30 anos atrds questdes relacionadas
a obtencao de fluidos refrigerantes mais eficientes levou em 1993 o pesquisador Choi a
introduzir uma nova classe de materiais com propriedades térmicas aprimoradas para
superar a limitagcdo dos fluidos cléssicos, e ele nomeou esta nova classe de nanofluidos
(NF) (KONG; SUN; BAO, 2017). Esta nova classe de materiais compdésitos foi definida por
dispersdes coloidais estaveis de nanomateriais com um tamanho médio de inferior a 100
nm em fluidos refrigerantes tradicionais (DAS et al., 2007; DAS; CHOI, 2009; GHADIMI;
SAIDUR; METSELAAR, 2011). A Figura 1 apresenta os NF a base de sulfeto de cobre
sintetizados nesse trabalho com seus respectivos revestimentos de acido tioglicélico (TGA)
e acido mercaptopropiéncio (MPA) responsaveis por melhorar a estabilidade coloidal dos

nanomateriais no meio aquoso.

oo

MPA: acido Mercaptopropionicol

ol

TGA: acido tioglicélico

Figura 1. Fluidos de sulfeto de cobre revestidos com acido tioglicélico (TGA) e acido
mercaptopropionico (MPA).

Esses compoésitos apresentam alta eficiéncia térmica e propriedades de troca de
calor superiores aos fluidos tradicionais e, por isso, sdo promissores para a resolugdo do
limite de refrigeracdo atual, que € permitir a troca de calor em altas temperaturas e em
pequenas areas.

Os principais tipos de nanofluidos estudados na literatura s@o materiais metalicos,
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como ouro(BEICKER et al., 2018; LI et al., 2019; NEOGY; NATH; RAYCHAUDHURI,
2017), prata(FRAGELLI et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019; OZSOY; CORUMLU, 2018),
cobre(HEYHAT; IRANNEZHAD, 2018; TRINH et al., 2016; ZHANG et al., 2019), materiais
ndo metalicos, como titania(DAS et al., 2018; LOGESH et al., 2018), alumina(KIRUBA et al.,
2018) e 6xido de cobre(KARAMI et al., 2016), entre outros(SANTOS et al., 2020a); derivados
de carbono, como nanotubos de carbono(SOLEIMANI et al., 2018) e grafeno(CHEN et al.,
2019), materiais ceramicos e, recentemente, sulfetos metalicos(FANG; ZHANG; ZHOU,
2018; SANTOS et al., 2017, 2020b). Além disso, diferentes fluidos tém sido estudados na
literatura, sendo os fluidos mais comuns a agua, o etilenoglicol e varios tipos de 6leos,
contudo a comparagéo das propriedades dos nanofluidos causadas apenas pelas variacao
do tipo de fluido escolhido, ndo sdo de facil interpretacdo devido a complexidade do
sistemas.

Nanoparticulas de sulfeto de cobre(l) (Cu2S) apresentam baixa toxicidade,
capacidades fotovoltaicas e pequena dureza, permitindo sua aplicacdo em diferentes areas
como biomédica, eletrénica, células solares e tribologia.

Além disso o método one-pot, escolhido para obtencdo desses nanomateriais, para
a sintese de sulfeto de cobre(l) € uma abordagem eficiente e ecologicamente correta, pois
promove a funcionalizacéo das NP durante a sintese, levando a materiais estaveis em meio
aquoso, que permite seu uso como NF para aplicagdes em trocadores de calor.

Esta pesquisa se concentra na sintese em um unico recipiente de NF aquosos a
base de sulfeto de cobre(l). Os NF foram obtidos pelo método de reducao quimica em meio
orgénico seguido de dispers@éo em meio aquoso para atingir as propriedades desejadas
do NF preparado. Este método forneceu sulfureto de cobre(l) de forma eficiente com alto
rendimento e propriedades fisicas adequadas, sem a necessidade de outras etapas para
modificar a superficie para garantir sua dispersibilidade em agua.

Neste estudo os NF obtidos apresentaram alto ganho em condutividade térmica,
em baixa fragdo volumeétrica, O NF revestido com &cido tioglicolico apresento ainda alta
estabilidade coloidal em fungéo dos ciclos de aquecimento e resfriamento e acima de 900
dias no estado estacionario diferentemente do revestido com acido mercaptopropiénico.

MATERIAIS E METODOS

Os solventes e reagentes quimicos utilizados neste trabalho apresentaram grau
analitico e foram utilizados sem qualquer purificagdo. Para as sinteses, argénio (Ar) foi
usado como gas de purga.

A sintese de nanoparticulas de sulfeto de cobre revestidas por acido tioglicolico
(TGA) ou é&cido mercaptopropidnico (MPA) foram realizadas pelo método de redugao
quimica emu ma Unica etapa como o reportado em trabalhos anteriores (SANTOS et al.,
2017, 2020b).
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Brevemente os nanomateriais foram sintetizados por um método de reducao quimica
usando borohidreto de so6dio (NaBH4 96% Fluka) como agente redutor (0,0066 mol),
conforme descrito no Esquema 1. O precursor de cobre Nitrato de cobre (Cu(NO3)2 98%
Sigma Aldrich, 0,002 mol) foi solubilizado em um solvente trietilenoglicol (C6H1404 99%
Sigma Aldrich, 20,00mL) usando purga de gas argdnio comercial, e depois disso o agente
de superficie acido tioglicolico (HSCH2CO2H 98% Sigma Aldrich, 0,002 mol) ou o acido
mercaptopropidnico (HSCH2CH2CO2H 99% Sigma Aldrich, 0,002 mol) foi adicionado. O
redutor foi injetado no meio reacional e a mistura foi aquecida a 140 ° C por 120 minutos
com agitacdo magnética. As nanoparticulas foram centrifugadas a 8.000 rpm e lavadas
com etanol (C2H60 99,5% Synth) e acetona (C4H80 99,5% Synth).

Conforme as seguintes reagdes quimicas,

Cu(NO3), + CgH1404 — Cu(CgH1404); + 2NO5 (1)
Cu(CgH,40,), + C;H, 0,5 —» Cu(C,H,0,5), + 2CcH,,0, (2)
Cu(C,H,0,5), + 3BH, + 9C;H,,0, — Cu,S + 3C,H,0,5 + 10,5H, +
3B(C¢H,30.)5 + C,H,0, 3)
Cu(CeH14,0,), + C3Hg 0,8 = Cu(C3Hg0,5), + 2CH,,0, 4)
Cu(C3H,0,5), + 3BH, + 9C,H,,0, — Cu,S + 3C,H,0,S + 10,5H, +
3B(CsH1304)3 + (3He 0, (5)

sendo as equacdes de (1) a (3) representam a obtencé&o das nanoparticulas de
sulfeto de cobre(l) revestidas com TGA e as equagdes (1), (4) e (5) para as nanoparticulas
revestidas com MPA. O esquema experimental é apresentado na Figura 2.

Obtencao das NPCu2S revestidas pelo método ONE-POT

1° Passo 2° Passo 3° Passo

Precursor de cobre + Adicdo do agente de superficie Obtencio dos nanomateriais

Solvente organico (TGA ou MPA) + agente redutor revestidos com TGA ou MPA

Figura 2. Representagdo das etapas experimentais para a obtengéo das nanoparticulas de
Cu2S revestidas com TGA ou MPA pelo método de one-pot. (Adaptado de (SANTOS et al.,
2020b))
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Obtencéo dos NF
Os NF foram preparados pelo método de duas etapas. Na qual apds a obtencao

dos nanomateriais estes foram purificados para serem dispersos no fluido base escolhido

(agua). Essa metodologia permite a producéo em larga escala de nanofluidos com menores

custos. As NPCu,, S previamente sintetizados foram dispersos em agua deionizada até a

fracdo volumétrica desejada usando agitagdo mecénica com baixas rotagdes por minute.

ApoOs a dispersdo dos nanomateriais o pH de todas as amostras foi ajustado para pH 10.
Caracterizacdo de NPCu,, S

As amostras foram dispersas em isopropanol e suspensas em banho de ultrassom.
Duas gotas foram adicionadas sobre o substrato de silicio. A morfologia das amostras
foi determinada através de um microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM 7500F,
localizado no Instituto de Quimica de Araraquara.

Caracterizacdo de NF

Afracao volumétrica dos NF produzidos foram quantificadas por absor¢éo atémica de
chama, foi realizada através da analise quantitativa de cobre presente nos NF utilizando um
espectrémetro de chamas modelo ContrAA 300 Analytic Jena utilizando como comburente
acetileno. Para calibracao foi realizado uma curva de calibragéo utilizando reagente padrao
de cloreto de cobre.

A condutividade térmica dos NF produzidos foi caracterizada pelo método do fio
quente (LI et al., 2006; SANTOS et al., 2017) com uma sonda Hukseflux modelo TP-08
calibrada com glicerina em todas as temperaturas analisadas. Seguindo o protocolo descrito
(SANTOS et al., 2017) anteriormente, no qual foi relatado o método e a incerteza associada
a medicao, resumidamente, um banho de resfriamento foi utilizado para o equilibrio da
temperatura. As medidas foram feitas em triplicata para cada temperatura na faixa de 283
a 333 K.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os NF que foram obtidos, alguns mostraram baixa estabilidade coloidal apés
a dispersdo em agua deionizada e por isso 0s materiais foram descartados. A Figura 3
apresenta exemplo de dois nanofluidos sintetizados com revestimento de TGA com
estabilidade coloidal apreciavel e sem estabilidade coloidal.
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Figura 3. Fotografia de nanofluidos aquosos de Cu(z_x)S revestidos com TGA que apresentaram
estabilidade coloidal (superior a 24 horas) a esquerda e baixa estabilidade coloidal (inferior a1
hora) a direita.

A Figura 4 mostra as fotomicrografias de SEM dos nanomateriais sintetizados em
diferentes solventes para entender a influéncia destes na morfologia dos nanomateriais
obtidos.

A mudanca do solvente acarretou na mudanca da morfologia dos nanomateriais,
foram observados aglomerados, constituidos por particulas menores, a heterogeneidade
de dos agregados pode ser atribuida a alta energia de agregacdo superficial das
nanoparticulas(ZHANG et al., 2009), com base nas micrografias da amostra e na estabilidade
inicial dos fluidos e se estabeleceu como melhor solvente para sintese o Trietilenoglicol
devido a formagéo de fluidos mais estaveis e que a fragéo ideal de agente de superficie e
cobre é de 1:1 em mol.
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Figura 3. Micrografias (SEM) das amostras; a) Etilenoglicol (EG) b) Dietilenoglicol (DEG) c)
Tetraetilenoglicol (TTEG) d) Trietilenoglicol (TEG) e) TEG com menor quantidade de TGA (1:1)
f) Agua.

Observou-se que em agua as nanoparticulas formaram grandes aglomerados
constituidos de esferas menores, contudo a estabilidade do nanofluido sintetizado em agua
foi a pior e por esse motivo ndo foi mais realizada sinteses no solvente aquoso, ja as
nanoparticulas sintetizadas nos solventes glicélicos se mostram mais estaveis, quanto a
morfologia destas observa-se que o solvente de menor massa molar (EG) levou a formacao
de aglomerados de esferas e placas, com o aumento da massa molar (DEG e TTEG) o
mecanismo da reacdo leva a formagédo de nanoplacas e nanoagulhas. O TEG levou a
formagéo de aglomerados que lembram as “nanoflores” quando sintetizado com excesso
de TGA e aglomerados esféricos quando na fragdo molar ideal (1:1) (LI; LIU; LIU, 2011).
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Figura 4. Histogramas da condutividade térmica em fungdo da temperatura para os nanofluidos
TGA (¢ = 0,06%) e MPA (¢ = 0,05%), e a 4gua usada como fluido base, as porcentagens
indicam os ganhos aumentos médios em relagdo ao observado para a 4gua, destaque para
a regido rosa (283 e 313 K) na qual os valores de desvio padrao das amostras sdo menores
0 que pode indicar uma menor contribuicdo de influéncias de convecgéo térmica durante as
medidas. (Adaptado de SANTOS et al., 2020a e SANTOS et al., 2020b)

Os histogramas mostram que a adi¢cdo das nanoparticulas ao fluido base gera um
grande aumento da condutividade térmica, o que possibilita o nanofluido formado um alto
desempenho na troca de calor (ABBAS et al., 2020)(FRAGELLI et al., 2018; OLIVEIRA
et al., 2019). Com o aumento da temperatura as medidas comecam a sofrer flutuagbes
possivelmente devido a outras trocas térmicas tais como convecgado térmica, acima de
313 K, contudo observa-se que para todas as amostras em toda a faixa de temperatura
analisado o ganho térmico foi superior a 25% o que demonstra o grande potencial do uso
desses compésitos como trocadores de calor.

Por fim cabe destacar que embora a grande semelhanca entre os NF obtidos
funcionalizados com TGA e MPA, foi observado que apenas os fluidos funcionalizados
com TGA apresentaram estabilidade coloidal apreciavel (900 dias em estado estacionario),
enquanto que os NF obtidos com MPA desestabilizavam alguns dias ap6s o prepare.

CONCLUSOES

Nesse estudo foram propostos dois novos NF aquosos sintetizados pelo método
de dois passos utilizando nanoparticulas de sulfeto de cobre (Cu,,S) revestidos com
moléculas de TGA ou MPA previamente obtidas pelo método de reducdo quimica one-pot.
Os dois NF apresentaram ganhos semelhantes na condutividade térmica, contudo apenas

A Geragéo de Novos Conhecimentos na Quimica 2 Capitulo 18 m



o NF revestido com TGA apresentou estabilidade coloidal apreciavel em funcao do tempo.
O NF revestido com TGA mostrou-se promissor para uso comercial, visto que apresentou
um aumento médio de 38% na condutividade térmica em uma fragéo volumétrica baixa (¢ =
0,06%). Além disso este NF apresenta excelente estabilidade coloidal em funcao do tempo,
mesmo apo6s 900 dias.
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CAPITULO 19
H,

ESTRUTURAL

RESUMO: Nanotubos de titanatos de sbdio
vém sendo estudados como importantes
alternativas para aplicagbes ambientais, como as
fotocataliticas. Isso se deve principalmente aos
fendmenos relacionados a estrutura eletronica,
mecanismos de transporte de cargas e estados
de defeito de superficie. Os quais podem ser
relacionados a sua complexa estequiometria
(NaH, TiO, 0 = x = 2). Neste trabalho,
demonstramos com mais detalhes os fatores
estruturais e eletrénicos desses titanatos, bem
como a caracterizagdo de trés materiais em
relagcdo a variagdo composicional entre H* e Na*.
Foram encontrados nanotubos de titanato de
sodio (Na,Ti,O,,) e hidrogenotitanato (H,Ti,O,.
H,0), de acordo com a acidez do tratamento pos
sintese hidrotermal assistida por micro ondas
e com o tratamento térmico ao qual uma das
amostras foi submetida.

PALAVRAS - CHAVE: Titanato de sddio,
Sintese Hidrotermal Assistida por Micro-ondas,
Nanotubos.

SODIUM TITANATE (NaH, Ti.O.)
NANOTUBES OBTATION AND
STRUCTURAL CHARACTERIZATION

ABSTRACT: Sodium titanate nanotubes have
been studied as important alternatives for
environmental applications as the photocatalytic.
This is mainly due to the phenomena related to the
electronic structure, charge transport mechanisms
and surface defect states. Which can be related
to its complex stoichiometry (Na H, Ti,O,, 0 = x
= 2). In this work, we show with more detail the
structural and electronic factors that titanates,

as well as the characterization of three materials
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in relation to the compositional variation between H* and Na*. Sodium titanate nanotubes
(Na,Ti,O,,) and hydrogen titanate (H,Ti,O,.H,0) were found, according to the acidity of the

2 511 2 275
treatment after microwave-assisted hydrothermal synthesis and the thermal treatment to

which one of the samples was subjected.
KEYWORDS: Sodium Titanate, Microwave-Assisted Hydrothermal Synthesis, Nanotubes.

11 INTRODUGAO

Oxidos semicondutores nanométricos apresentam propriedades versateis, o que
permite aplicacbes ao meio ambiente, tal como, por exemplo, utilizando-os em aplicacbes
fotocataliticas. Nesse tipo de aplicacao € possivel degradar varios poluentes organicos (Lin
et al., 2020). Essa possibilidade esta relacionada a estrutura eletrbnica, mecanismos de
transporte dos portadores de carga, estados de defeito e caracteristicas optoeletronicas
dos semicondutores, e assim permitem multiplas propriedades aos materiais do tipo
semicondutor (Amoresi et al, 2019).

Verifica-se que o mecanismo fotocatalitico ocorre por uma “ativagdo” do semicondutor
por fétons (hv) da radiacéo eletromagnética, geralmente compreendido na regido entre o
ultravioleta (100 nm —400 nm) e o visivel (420 nm —700 nm). Essa ativagéo do semicondutor
ocorre quando a energia incidente dos fotons sobre o semicondutor for igual ou maior que
a energia da banda proibida do semicondutor, conhecido na lingua inglesa como bandgap.
Por exemplo, um notavel semicondutor utilizado em fotocatélise é o dioxido de titanio, TiO,,
e esse material, dependendo da sintese, apresenta energia de bandgap de 3,2 eV. Assim
faz-se necessario uma energia da radiacéo eletromagnética, /', de no minimo esse valor
para ativa-lo, isto €, uma radiagdo no comprimento de onda, A, de 388 nm (esse valor
vem da relacdo de Planck-Einstein que temos //.A =1240 logo: 1240/3,2 = 388 nm). ApOs
o semicondutor ser ativado um elétron salta da banda de valéncia, BV, para a banda de
conducgao, BC, do semicondutor gerando um par elétron/buraco abreviado como: par e/h*.

A geracdo do par e/h* e a permanéncia por tempo habil desse par separados
na superficie do semicondutor sdo parémetros fundamentais para a eficiéncia do
fotocatalisador. Esse tempo habil € o tempo necessario para que o elétron fotogerado,
e o proprio h* formado, possam oxidar a dgua gerando espécies reativas de oxigénio
(OH*, OHe, O,"). Tais espécies atuam na degradagéo dos micropoluentes presentes no
meio aquatico. Discute-se que o comportamento fotocatalitico por ser uma propriedade
de superficie (isto é, todo o processo ocorre principalmente na interface entre a superficie
da particula e o meio aquatico) implicaria que quanto maior for a area de superficie do
material (particulas menores e porosas) maior sera sua eficiéncia. No entanto, recentes
investigacOes sobre as facetas das particulas dos semicondutores tém demonstrado que a
atividade fotocatalitica ndo é somente dependente das propriedades de area superficial do
catalisador, mas também da correlacao da superficie do cristal externamente exposta, isto

€, do arranjo e construgéo da superficie atdbmica. Em suma, isso implica uma mudancga na
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forma da particula (na sua morfologia), e essa mudanca tem direta relacdo com o método
de sintese empregado (Lv et al., 2020).

lani et al. (2021) demonstraram exemplos dessa relagdo com nanoestruturas
unidimensionais que apresentam alto desempenho fotocatalitico, devido a diferentes
caracteristicas como: maior exposicao de planos cristalinos com menor energia de bandgap;
ativacdo do semicondutor sob luz visivel; vacancias de oxigénio com tipos de defeitos
especificos; e menor recombinagao de cargas (e/h*). Tais caracteristicas contribuem para
um maior tempo de vida dos sitios ativos na fotoatividade do material e consequentemente
aumentam a fotodegradacdo. Demonstra-se na literatura que os materiais de didxido de
titanio (TiO,) ou titanatos (Na H, Ti.O., 0 = x = 2), como obtidos nesse trabalho apresentam
diferentes valores de energia de bandgap (Coleto et al, 2018 e lani et al., 2021). A variagéo
no valor dessa energia deve-se a fatores como: a composi¢do, o grau de cristalinidade,
o tamanho, a forma e os defeitos presentes na particula. Um exemplo de material que
apresenta morfologia similar (nanotubos) e que por alteracdo de sua composi¢ao resultou
em alteragdo da energia de bandgap s&o os titanatos supracitados (Na H, Ti.O,, 0 = x

= 2). Conforme se verifica na Tabela 1 os materiais sintetizados, chamados por NT-H,O
Ti,O) e é

e NT-HCI, apresentaram a coexisténcia de duas composi¢bes (Na,Ti,O, e H,Ti,O,

observado que ao reduzir em aproximadamente 20% a concentragdo de Na,Ti,O, no
material da amostra NT-HCI comparado & amostra NT-H,0, e consequente aumento da
fase de H,Ti,O

NT-HCI) (lani et al., 2021). A alteracdo da composicdo nas amostras com consequente

proporcionou a reducado em ~ 0,50 eV a energia de bandgap (amostra

3T7

implicacbes da alteracdo do valor da energia de bandgap deve-se a metodologia de sintese

empregada entre as diferentes amostras. As estruturas cristalinas dessas duas fases sé@o

ilustradas nas Figuras 2a e 2b para as fases Na,Ti,O,, e H,Ti,O,,, respectivamente.
Amostra Concentragao Concentragcdao Morfologia Energia de
relativa da fase  relativa da fase bandgap (eV)
Na:TisO7 H2TisO7
NT-H20 71% 29% Nanotubos 3,38
NT-HCI 49% 51% Nanotubos 2,93

Tabela 1. Composic¢ao, morfologia, e energia de bandgap de amostras de titanatos (lani et al.,
2021).
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Figura 1. Estruturas dos titatanos a) Na,Ti,O,, e b) H,Ti,O,.. As esferas de cor amarela, azul e

6138 613"
vermelha representam os atomos de Na, Ti, e O, respectivamente.

Um dos métodos utilizados para a sintese de nanoestruturas unidimensionais,
tais como os nanotubos, é o método chamado Hidrotermal Assistido por Micro-ondas
(HAM), que apresenta vantagens por utilizar temperaturas relativamente baixa, controle
de presséo e curto tempo de reacdo (geralmente entre 1 min a 180 min) (Manfroi et al.,
2014), melhorando assim a relacdo custo-efetividade do processamento e permitindo
estudar a cinética de crescimento da particula. Neste método de sintese, sdo varios os
parametros que podem influenciar no crescimento, organizagéo e forma (morfologia) das
nanoparticulas, como:

+  Solvente;

©pH;

+  Concentragéo;

»  Temperatura;

. Pressao;

+  Tempo de reacéo;

«  Possivel uso de reagentes direcionadores de crescimento.

Conforme a ilustragcdo da Figura 2, sdo observadas as diferentes etapas do
procedimento de sintese HAM. Baseando-se nessas etapas, a seguir sera descrito a
projecéo de uma sintese com alguns parametros fixos e outros variaveis entre uma sintese
e outra. Sobre os parametros fixos teremos: o solvente, usando meio aquoso; o pH, com
valor qualquer em meio basico brando; a concentracdo dos reagentes; e o tempo de
sintese, por exemplo 1 min. Dos parametros a serem variados, entre as sinteses, séo a
pressao e a temperatura. Poder-se-ia perguntar como se varia tais parametros? A fim de
alterar a temperatura da sintese, basta realizar a programagéo do equipamento (Figura
2: Etapa 3). Para alterar a pressao do sistema, altera-se a quantidade de suspensao
dentro do recipiente que o contém (Figura 2: Etapa 2). A mudancga de temperatura (ou de
pressdo) na obtengdo das diferentes amostras configura uma variagéo da energia interna,

A Geracao de Novos Conhecimentos na Quimica 2 Capitulo 19 m



AU, do sistema. No entanto, conforme a temperatura, T, de sintese (ou mesmo o volume
de suspensao) for diferente, resultar4 em alteracdo da proporcao de fase vapor formada
dentro do recipiente. Logo para cada sintese, com as variagoes termodinamicas existentes
da T, p e AU, estara diretamente associado aos processos de nucleagéo, crescimento e
transformacéo de fase da energia livre, AG, do sistema:

AG = AH —T.AS

Portanto, de formamuitoresumidatem-se que acristalizagéo da particulaseraformada
através de fases metaestaveis até alcancar a fase mais estavel termodinamicamente (AG
durante a sintese). Como séo empregados T e p distintos, no exemplo citado anteriormente,
se obtém entdo cristalinidades distintas com possibilidade de crescimento de diferentes
morfologias ja que as diferencas de energia de superficies das faces séo influenciadas
pelo ambiente do sistema (Colfen e Mann, 2003). A fim de melhor explorar esse intrigante
tema deve-se ler sobre a regra de Ostwald (Sanders et al., 2007), que se relaciona sobre a
estabilidade das fases metaestaveis até se alcancgar a espécie mais estavel.

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Temper_:ftura
Volur_r]e (\"] (T) variavel
TiO; (solico) variavel
(anatase) /

Agitagdo da Forno de
sus?ensio [ micro-ondas
800 W, 52 ps;,

1h
1 min
Tubo de teflon
(AV, AT)
@ Cubos (3D)
Lavagem com
agua deionizada
Folhas (2D)
Secagem a
70°Ci12h Tubos ou
- bastoes (1D)

Pés cristalinos

Figura 2. Esquema ilustrativo do método hidrotérmico assistido por micro-ondas usado para a
sintese de nanoparticulas com diversas morfologias exemplificadas.

Para a obtencdo, por exemplo, da morfologia de nanotubos de titanato, os

parametros de sintese com o estudo das variaveis de temperatura, pressdo e tempo de
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sintese encontram-se bem definidas na literatura (Manfroi et al., 2014 e Andrés et al., 2015).
Suetake et al. (2008) e Hu et al. (2009) observaram alteragcdes estruturais e morfoldgicas nos
materiais sintetizados ao submeté-los a tratamentos térmicos em diferentes temperaturas.
Além disso, estudos mostram que a acidez do meio influencia diretamente na composicéo
do titanato. Sandoval et al., (2017) demonstraram que quanto menor o pH, menor sera a
concentracéo de Na* no reticulo cristalino do titanato, devido a um processo de substituicdo
do Na* por H*. Portanto, observa-se que ao passo que a obtencdo da morfologia € bem
definida na literatura, a composicéo é sensivel a metodologia utilizada. Dessa forma, a seguir
sera descrito procedimentos de obtencé@o de nanotubos em trés distintas composicoes: i)
Na,Ti O, /H,Ti,0..H,O (chamada por N/H), ii) Na,Ti.O,, (N), e iii) H,Ti,O..H,0 (H).

21 PREPARAGCAO DOS MATERIAIS

2.1 Sintese Hidrotermal Assistida por Micro-ondas

O procedimento seguiu as etapas de formagdo de uma suspensédo com TiO,
comercial disperso em solucéo aquosa de NaOH 10 M, que foi transferida para um copo de
teflon, e submetida ao tratamento hidrotermal assistido por micro-ondas em digestor micro-

ondas. A temperatura de sintese foi fixada em 180°C e o tempo de 1 hora.

2.2 Tratamento Pos-Sintese

As particulas obtidas foram divididas em 3 grupos que sofreram diferentes
processos de lavagem e tratamento térmico, e encontram-se nomeadas de acordo com
tais parametros na Tabela 2. As lavagens foram feitas visando obter diferentes valores de
pH durante a lavagem, o que resulta em diferentes composi¢cdes de Na e H nas amostras,
como segue: lavagem com agua destilada (até pH = 7), e lavagem com solucéo de HCI 10
M (até pH = 1). Os procedimentos tiveram agitagéo durante 1h. Em um dos procedimentos
também se avaliou o tratamento térmico de 450°C/2h, rampa de aquecimento de 5°C/min.

Procedimento Amostra
pH 7 sem tratamento térmico posterior N/H
pH 7 com tratamento térmico posterior N
pH 1 sem tratamento térmico posterior H

Tabela 2. Amostras obtidas pelos diferentes procedimentos de sintese.
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31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Morfologia e Estrutura

A morfologia das nanoparticulas, analisadas por MEV-FEG, estéo ilustradas nas
Figuras 3a,b,c, onde encontram-se as imagens das amostras NH, N e H, respectivamente.
Observa-se para todas as amostras morfologias em forma de bastdes. Nao sdo encontradas
grandes variagoes de forma ou tamanho das particulas conforme é variada a temperatura
de tratamento térmico, amostra N/H comparado a amostra N.

No entanto, a amostra H apresenta diferengas na superficie e no tamanho das
particulas com relacéo as amostras N/H e N, as quais foram obtidas em lavagens de pH 7.
Através do histograma de distribuicdo de tamanho inseridos nas Figuras 1(c). A amostra H
apresenta a forma de tubos lisos com didmetro aproximado de 15 nm e com 109,65 nm e
129,86 nm de comprimentos aproximados.

109,65 + 1420 nm

Figura 3 Imagens de MEV-FEG das amostras a) N/H, b) N e ¢) H com insergcéo de histograma
de distribuicdo de tamanho das particulas.

Os difratogramas de raios X das amostras se encontram na Figura 4 e demonstram
perfis cristalograficos com picos alargados que podem ser atribuidos a fase cristalina de

pentatitanato de sédio Na,Ti,O,, (N) e a fase ortorrémbica de bititanato de didrogénio

1"
hidratado, H,Ti,O,.H,0 (H). O perfil de picos alargados esta relacionado com o tamanho
nanométrico dos tubos, corroborando com os resultados de microscopia.

Em N encontra-se picos correspondentes a fase Na,Ti,O,, em 28,3° e 48,1°. Em
H séo encontrados picos referentes a fase H,Ti,0,.H,O em 9,8° 24,1° e 49,1°, que
correspondem respectivamente aos planos (200), (310) e (220) desse material. Ja em N/H

€ possivel observar a existéncia dos picos de ambas as fases, descritos anteriormente.

A Geracao de Novos Conhecimentos na Quimica 2 Capitulo 19 m



H=H,Ti,0 HO

Intensidade (u. a.)

10 20 30 40 5 60 70 80
20 (°)

Figura 4. Difratogramas de raios X obtidos para as amostras N/H, N e H.

A partir das informacbes obtidas pelos difratogramas descritos, a formagéo das
fases N e H indica que os parametros da sintese, duragéo de 1 hora e temperatura a 180°C,
provocaram a insergéo de ions Na* provenientes da solugdo de NaOH utilizada no método
de sintese, bem como de ions H* provenientes da agua utilizada na lavagem na rede do
TiO, de fase anatase utilizado como precursor, que por sua vez ocasionaram a formagéo
de duas fases cristalinas de titanatos diferentes no mesmo material (N/H). Além disso,
os ions H* inseridos na rede dos nanotubos no processo de lavagem foram removidos
pelo tratamento térmico em 450°C durante 2h, e somente os ions Na* permaneceram na
estrutura do titanato, de acordo com a Equagéo 1. E possivel inferir também que houve a
remocao possivelmente completa dos ions Na* da estrutura do material através do processo
de lavagem acida a pH = 1, como demonstrado na Equacgéao 2.

A450°C
NaxHZ,xTiy02y+1. Hzo — NaszSOu + tzo Eq. 1
NayH,_,Tiy,05y41.Ho0 + XxH* = H,Ti,05. H,0 + xNa* Eq.2

Os espectros de espalhamento Raman obtidos para as amostras apresentam
bandas largas e caracteristicas de modos vibracionais de titanatos, listadas. O espectro de
N/H (Figura 4a) possui bandas que representam vibracdes das interacdes envolvendo Na*,
como em 165 cm™ e 191 cm™ que séo atribuidos a modos de flexdo de grupos terminais
do tipo Ti-O" que tem como contra ion o Na* (Hipdlito et al., 2015); e como em 663 cm"'
e 907 cm™, que sdo atribuidas a vibragdo nas regides entre camadas das paredes dos
nanotubos (Gajovic et al., 2009). Os modos vibracionais referentes as ligacdes entre o
Ti e o O se encontram representados pelas bandas em 277 cm™ e 446 cm™, que séo
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atribuidas a vibracéao da ligacéo Ti—O (Gajovic et al., 2009) e ao modo de flexao de Ti—O-Ti
envolvendo ions Ti* hexacoordenados e ions O,- tricoordenados nas camadas do titanato
(Razali et al., 2012). J4 a banda em 706 cm™' esta relacionada com vibrag¢des de Ti-O—-H
(Zhu e Strada, 2007).

No espectro da amostra N (Figura 5b) sdo encontradas menos bandas, seis,
comparado a amostra N/H. Indicando que possivelmente sua estrutura é mais simétrica.
Dessas bandas quatro sao referentes a ligacdes com Na* (121, 192, 666 e 911 cm™) e
duas séo referentes a ligagoes Ti-O e Ti — O — Ti (286 e 446 cm™, respectivamente). O
modo referente a vibragéo de Ti-O-H foi suprimido, o que pode ser devido ao tratamento
térmico ao qual o material foi submetido, que removeu os ions H* da estrutura, como
também observado dos resultados de DRX (Figura 4). Ja no espectro de H (Figura 5c)
sdo encontradas 5 bandas, das quais em 186 cm™ e 450 cm™ sdo atribuidas a flexdes e
estiramentos de Ti— O — Ti (Gajovic et al., 2009), em 278 e 841 cm™ s&o atribuidas a flexbes
e estiramento de ligagbes Ti — O (Kim et al., 1997), e em 666 cm™ ¢ atribuida por Razali et
al. (2012) as vibragdes de Ti— O — H.

T-OTia  __-Ti0 Lok,

/ 2 Ti-OH
| 278 50 i-0- ;e
o X
186 (3 3

284  Ti-O-Ti 'b) N
Ti-O-Nag \ £ ;
4 \ 446 Ti-O-Na

Intensidade (u. a.)
-z
a ©

1 i 1 i 1 L 1 L
; 'a) N/H
Ti-O-Ti  Ti-O-Na
IR fTi-o-R\
446 ; 1

663 , 706

907

1 i 1 L 1 L 1 i
200 400 600 800 100
Deslocamento Raman (cm’')

Figura 5. Espectros de Espalhamento Raman das amostras a) N/H, b) N e ¢) H.
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A partir das atribuicdes propostas para os espectros observados, € possivel tirar
algumas conclusodes a respeito do processo de formagéo dos titanatos estudados. Quando
o material de partida & tratado com NaOH nas condi¢des estabelecidas, algumas das
ligacbes Ti — O — Ti sdo quebradas e ligagcdes Ti — O — Na e Ti — OH sdo formadas. Quando
0s nanotubos formados sa@o lavados com agua destilada e solucao acida de HCI, estas
ligacbes formadas reagem com a agua e com o acido para formar novas ligagbes que,
quando submetidas a certas temperaturas, formam novas ligagdes do tipo Ti — O —Ti. Neste
ponto, a fase anatase do TiO,comeca a se formar.

Logo ap6s o tratamento hidrotermal em pH = 14, quando os nanotubos séo retirados
do micro-ondas sua superficie esta repleta de interagdes do tipo Na*-O-Ti, o que causa a
formacdo de uma estrutura em que as cargas permanecem o mais longe possivel entre
si devido a repulsa eletrostatica nessa regido do material. Quando o material é lavado
com agua destilada, as espécies carregadas séo eliminadas da superficie gradualmente,
e quando o material é lavado com a solucdo 4cida de HCI essas espécies séo eliminadas

imediatamente, o que altera a repulsao eletrostatica e estrutura da superficie.

3.2 Caracteristicas Optica e eletrénica

Os espectros de refletancia difusa no UV-Vis obtidos para as amostras encontram-
se na Figura 6a. E possivel perceber que o espectro de N/H apresenta dois pontos de
inflexdo, “ombros”, assinaladas por setas em suas curvas na figura. Esse comportamento
indica transicoes intermediarias entre a banda de valéncia e a banda de conducdo de
fases cristalinas distintas na estrutura. Os espectros das outras amostras, caracterizadas
anteriormente como puras, ndo possuem essa caracteristica.

Através de seus espectros de reflectancia difusa é possivel calcular a energia de
bandgap (Eg) das amostras, ou seja, a energia que absorvida na forma de fétons que excita
os elétrons (e’) do material para a banda de condugédo (BC), deixando um buraco (h*)
na banda de valéncia (BV). O célculo é realizado considerando a funcéo de remissao de
Kubelka-Munk (Equacgao 3), que é proporcional ao coeficiente de absorcéo a do material,
descrito na Equacgéao 4.

(1-R?)
(ahv)? = K(hv — E,) Eq.4
g=" Eq.5
=3 q.

Nas equagdes descritas acima F(R) é a funcdo de Kubelka-munk, R é o valor de

reflectancia, E é a energia de bandgap em eV, h é a constante de Plank (4,136.10-15 eV.s),
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U € a velocidade (2,998.108 m.s-1) do foton incidido e o expoente r pode ter valores Y-
e 2 representando a transicdo indireta e direta respectivamente. Assumindo a transicéo
indireta, fica evidente que ao plotar (ahv)'”? em fungdo de hv é possivel calcular E, por
extrapolagdo da regido linear para (ahv)? = 0.

4,0 b)
3,54
3,04 N/H: E9 =3,47 eV
< « 257 E =3,02eV
g = 20] ¢
2 Z “UIN:E _=332eV
< X 151 ¢
2 = H:E =3,29eV
& 1,04 ¢
051 —N/H
—N
0,0 —H
250 300 350 400 450 500 2,0 25 3.0 35 40 45 5,0
Comprimento de onda (nm) hv (eV)

Figura 6. Espectros de refletancia difusa no UV-Vis de N/H, N e H e b) espectros eletronicos de
N/H, N e H.

Os espectros eletrénicos calculados e os valores de bandgap encontrados estdo
registrados na Figura 6b. Para a amostra N/H, o primeiro valor de bandgap calculado, é
igual a 3,47 eV, correspondente ao comprimento de onda igual a 357 nm, e o segundo valor
obtido é de 3,02 eV, correspondente ao comprimento de onda de 411 nm, que se encontra
na regiao visivel do espectro eletromagnético, mais especificamente na regido da luz
violeta. Os espectros das amostras N e H apresentam apenas uma regido de inflexdo em
suas curvas, indicando a identificagéo de apenas um valor de bandgap para tais. Os valores
de bandgap encontrados para tais amostras sé&o 3,32 eV e 3,29 eV, que correspondem aos
comprimentos de onda 373 nm, 377 nm, respectivamente, todos localizados na regidao UV
do espectro eletromagnético.

Nota-se que os valores encontrados sdo maiores do que a energia de bandgapdo TiO,
anatase, utilizado como precursor da sintese, que é de 3,2 eV. Esse efeito &€ consequéncia
da insergéo dos ions Na* na estrutura do TiO, no processo de formagé&o dos titanatos (lani
et al., 2021), que promove mudangas na composicao quimica e 0 consequente rearranjo
da estrutura, e também formam possiveis defeitos estruturais (Sharma e Nihal, 2020). Tais
mudancgas na composicao e no arranjo estrutural podem causar mecanicamente tensdes
internas na particula e eletronicamente mudanca na estrutura de bandas. Tais novos
arranjos — mecanico e eletrénico — resultam na diferenca de sobreposicao dos orbitais,
influenciando assim na semicondutividade, isto é, na possivel diminuicao do gap energético
(Alkathy et al., 2021).

Comparando as informagdes obtidas das caracterizagbes discutidas com o trabalho
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de lani et al. (2021), é possivel fazer uma previsdao de quais dos materiais mostrados no
capitulo resultariam em melhores aplicagdes fotocataliticas. No trabalho de lani, que também
estudou nanotubos de titanatos, o material com maior concentragéo relativa de sodio na
estrutura (NT-H,O) obteve melhor eficiéncia fotocatalitica sob irradiagéo de luz visivel. Ja
o0 material com menor concentragéo relativa de sodio na estrutura (NT-HCI) apresentou
melhor eficiéncia fotocatalitica sob irradia¢do de luz UV, Dessa forma, foi demonstrado que
a presenca de sodio na estrutura dos titanatos favorece a agao fotocatalitica do material sob
luz visivel e desfavorece sua agéo sob luz UV. Portanto, dentre os materiais apresentados
neste trabalho, a amostra N possivelmente obteria melhores resultados fotocataliticos sob
radiacdo visivel comparado a amostra H, que por sua ve obteria melhores resultados sob
radiacéo UV.

41 CONCLUSAO

Analisando os resultados obtidos pelas diferengcas na metodologia de sintese
empregada, observa-se como os parametros de pH de lavagem das particulas e o
tratamento térmico influenciam na composi¢éo dos nanotubos sintetizados a partir de TiO,
anatase, sem alterar suas morfologias. Conclui-se que a lavagem é&cida retira os ions Na*
da estrutura cristalina dos nanotubos, que havia sido inserido pela presenca de NaOH em
alta concentragéo durante a sintese HAM. Resultando em fase pura de hidrogenotitanato
(amostra H). Além disso, o tratamento térmico em temperatura igual a 450°C durante 2h
promove a eliminagdo dos ions H* proveniente das lavagens, formando uma fase pura de
titanato de sodio (amostra N).
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ABSTRACT: This paper reports a new short time
strategy for producing rod-like morphology of
metal-organic frameworks (MOFs), by using one
minute ultrasonic homogenizer (or “sonicator”)
at room temperature and ambient pressure.
The crystallinity of the obtained Cu,(BTC), was
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ONE MINUTE SONICATION

investigated by X-ray diffraction and its stable
formation corroborated with Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR) results. This study
promotes an optimization process to synthesize
MOFs.

KEYWORDS: Metal-organic frameworks (MOF),
Morphology, Ultrasonic Energy, X-Ray Diffraction,
FTIR Spectroscopy.

PRODUCAO DE REDES
TRIDIMENSIONAIS ORGANOMETALICAS
(MOFS) DO TIPO Cu,(BTC) COM
MORFOLOGIA DE BASTONETES
USANDO SONICAGAO POR APENAS UM
MINUTO

RESUMO: Este artigo demonstra uma nova
estratégia para a producéo réapida de estruturas
metal-organicas (MOFs) com  morfologia
de bastonete, usando um homogeneizador
ultrassénico (ou “sonicador”) por um minuto
em temperatura e pressdo ambientes. A
cristalinidade do MOF Cu3(BTC)2 obtido foi
investigada por Difracdo de Raios X e sua
estabilidade foi corroborada com os resultados
de Espectroscopia FTIR (Fourier Transform
Infrared Spectrometer). Este estudo contribui
para a otimizacdo do processo de sintese dos
MOFs.

PALAVRAS - CHAVE: Redes tridimensionais
organometalicas (MOF), Morfologia, Energia
ultrassoénica, Difragcéo de raios X, Espectroscopia
FTIR.
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11 INTRODUCTION

Metal-organic frameworks (MOFs) are crystalline and porous materials with chemical
flexible properties which are composed of transition metals ions or clusters linked by organic
ligands (Doman et al.; Tranchemontagne et al.). They present wide applications, such as
gas storage and separation (Zhao et al.; Valadez Sanchez et al.; Shan et al.), catalysis
(Remya and Kurian), carbon dioxide capture (Trickett et al.), among others (Fischer and
Bétard; Kayal et al.). In this sense, researches have been done to improve its synthesis
parameters (T. Chen et al.; Moosavi et al.). The metal-organic framework Cu,(BTC),, a
coordination compound formed by copper and trimesic acid, also known as Cu-BTC and
HKUST-1, is one of the widely studied MOF.

Several methods are applied in Cu-BTC synthesis, such as sonochemical,
solvothermal, electrochemical and microwave (Furukawa et al.). The sonochemical
procedure, in particular, has been noted in the last years (Li et al.; Xu et al.), although some
ultrasonic machines offer dispersed energy, which difficult the synthesis of the material
(Sargazi et al.; da Silva et al.). This suggests the necessity to discover new routes to
achieve an increase in the yield of produced MOFs and reductions of the synthesis time.
In this scenario, the sonicator has been recently used to obtain the Cu-BTC MOF and
varied morphologies (Israr et al.; Luo et al.; Dhumal et al.). In this study, we produced a
rod-like Cu-BTC and presented an optimized synthesis through ultrasonic homogenizer (or
“sonicator”).

21 EXPERIMENTAL

2.1 CuBTC preparation

The Cu,(BTC), DMF-based was prepared using copper acetate anhydride (Cu(OAc),),
1,3,56-benzene tricarboxylic acid (H,BTC), and ethanol (99.5%), used without further
purification. All the reagents were purchased by Sigma-Aldrich. The H,BTC was dissolved
in 25 mL N,N-dimethylformamide (DMF 99,8%) and cupric acetate was added in the same
solution. Then ultrasonic irradiation was applied at different reaction times. The mixture was
filled in a 50 mL vessel and heated to 120 °C for 12 h, within and without autoclave to compare.
The products were filtered, washed with ethanol and dried at 60 °C.

2.2 Ultrassonic radiation interfence experiments

During the ultrasonic irradiation cited step, the reaction times were varied from 1
min to 60 min at a frequency of 24 KHz and 60% of power (UP 200S, Hielscher Ultrasonics
GmbH, Teltow, Germany), called in this work “sonicator”, output 200W, Figure 1, Sonotrode
S3. The time was varied to find the necessary minimum time to obtain the material.
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2.3 Techniques used for characterization

The materials were characterized by powder X-ray diffractometer (XRD) PANalytical
Empyrean X-ray in the 26 range from 5° to 20°, using scan speed of 0.02° with an acquisition
time of 20s per step. Due to the anisotropic shape of the particles, preferential orientation
was checked with the help of the Williamson-Hall approach (G.K. Williamson and W.H.
Hall). FTIR spectroscopy (Perkin-Elmer Frontier spectrometer with aid of ATR accessory)
was performed between 4000 cm™' and 400 cm, with a resolution of 4 cm™ and 128 scans.
Scanning electron microscope (SEM) Quanta 3D FEG FEI was used for morphologies
analyses. To perform the analysis on the SEM, the samples were powdered and their
surfaces were covered with a layer of about 15 nm of amorphous carbon to improve surface
conductivity, avoiding the accumulation of charges during image acquisition. TEM images
were obtained from transmission electron microscope G2-20-SuperTwin FEI microscope.
Thermal analyses (TGA) were measured using a Perkin-EImer STA 6000 simultaneous
thermal analyzer Instrument in N, atmosphere. The materials were heated from 30 °C to
900 °C at a rate of 10 °C / min.

31 RESULTS AND DISCUSSION

In this study we use an ultrasonic homogenizer (or “sonicator”) that works both
directly through cavitation energy transfer mechanism, whereby bubbles form and collapse,
as well as through the ultrasonic forces, by introducing a probe into the sample, as shown
in Fig. 16. The probe vibrates rapidly and transfers its ultrasonic energy to the sample with
a more localized process, which provides uniform MOFs in just a few seconds (da Silva et
al.; Li et al.; Sargazi et al.).

Ultrasound is cyclic mechanical vibration between 20 kHz and 10 MHz. It can
interact with liquids, alternating areas of compression (high pressure) and rarefaction (low
pressure). In the low pressure region small bubbles are formed. The bubbles grow (tens of
micrometers) under alternating pressure and ultrasonic energy is accumulated. When the
bubbles reach their maximum size, they become unstable and collapse: cavitation process.
Rapid energy release with heating and cooling rates of 10'° K/s, temperatures around 5000
K and pressures of around 1000 bar. Thereby, these points present very unusual conditions
of short duration and extremely high temperatures and pressures inside the collapsing
bubble and nearby (ring of + 200 nm) (Stock and Biswas).
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Figure 1. lllustration of the dispersion of nanoparticles by using high energy ultrasonic
homogenizer to MOF preparation

In this way, the Cu-BTC MOFs were prepared by using copper acetate and H.BTC in
DMF under sonicator for only 1 min, at room temperature and ambient pressure, (Figure 2a)
which was enough to obtain a high amount of Cu,(BTC), (68,5%, based on Cu). Furthermore,
combining with the solvothermal method, by using autoclave, we achieved even higher
values of Cu,(BTC), (78,1%, based on Cu), Figure 2b and after the drying process Figure
2c.

(a) (b) (c)

Figure 2. Process of obtaining MOFs: (a) mixture of copper and BTC precursors, (b) separation
of the two phases (MOF and solvent) characteristic of the formation of the MOF and (c) final
MOF powder.
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3.1 XRD
The Figure 3 shows the XRD patterns of the resulting MOFs obtained by using

sonicator even at very low times. The results for the samples obtained using one and five
minutes of sonication were evaluated and compared with the literature. In this sense, all of
the diffraction peaks could be correlated to the crystalline Cu,(BTC), pattern (ref.(Schlichte
et al.; Chui et al.)). The absence of additional peaks in the presented range demonstrates a
satisfactory level of purity of the crystalline structure. In addition, reflections of an unknown
phase appear (not shown here) when the reaction time was increased to 30 min, 60 min and
120 min, indicating that the structure of the sample is changed due to ultrasound irradiation
for a long reaction time, as suggested by the results for the five minutes sample shown at
Figure 2. Furthermore, the yield of solvent into the MOF pores may interfere in the relative
intensities of the diffraction peaks (Li et al.; da Silva et al.). From the Williamson-Hall plot
applying all observed (hkl)-reflections, no anisotropy could be deduced. Thus, the shape
of the particles is not reflected in the crystalline domains. Their size was calculated from
the plot to 23 nm and the stress/strain parameter € to 0.0021 d_/d, with d the lattice plane
distance. These results indicated that fast sonicator dispersion of the particles allows the

formation of crystalline and well-defined structures, which is consistent with results obtained

from FTIR.
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Figure 3. Powder X-Ray diffraction patterns simulated from the crystallographic data of
Cu,(BTC), (ref. (Chui et al.)), and samples synthesized by using high energy sonicator: 1 min
and 5 min.
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3.2 FTIR

The FTIR spectrum illustrated in Figure 4 shows the comparison between the
synthesized Cu,(BTC), and H,BTC, source of BTC. The bands around 1634 cm', 1446 cm’,
1419 cm™ and 1372 cm refer to the pure Cu-BTC which are attributed to vibrations of its
carboxylate group. The 1634 and 1419 cm™' founded bands were attributed to asymmetric
vas(COO) and symmetric vs(COOQO) stretching modes, respectively. These modes can be
assigned to those carboxylate groups located in the big pores of Cu-BTC. Meanwhile,
the 1446, and 1372 cm™ peaks were attributed to asymmetric vas(COO) and symmetric
vs(COO) stretching vibrations of those carboxylate groups located in the smaller pores
(Dhumal et al.; C. Chen et al.; Liao et al.).

i H;BTC
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Figure 4. FTIR spectrum of HBTC and Cu,(BTC), sample synthesized by 1 min ultrasonic
homogenizer

3.3 Thermogravimetric analysis TG/Degradation

The obtained material was studied in terms of thermal stability by using TG/DTG
analysis. The curves of Cu-BTC are shown in Figure 5. The first region showed a weak
peak around 100 °C which was related to the small presence of water that was physically
adsorbed in the pores. The second region about 150 °C suggests the loss of residual DMF
and ethanol solvents. The third region of weight loss occurred around 330 °C, may be
associated with the decomposition of the BTC ligands and secondary building units in Cu-
BTC, which indicates a complete collapse and degradation of the MOF structure.
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Figure 5. TG/DTG of Cu,(BTC), sample synthesized with ultrasonic homogenizer

3.4 SEM and TEM

The SEM and TEM images shown in Figure 6 demonstrated the morphologies of the
Cu,(BTC), prepared by using 1 min sonication method. The morphologies features of rod-
likes are shown in Figure 6a, with a size range of 1-2 um. According to the literature, the
conventional solvothermal method presented MOFs with octahedral shape and crystal sizes
in the order of nanomaters, which were smaller than those found here (Li et al.; Furukawa).
The crystal size can also be tuned through the reaction conditions. When the reaction was
conducted using the same sonication process, although at ambient pressure, Figure 6b,
the rod-likes appeared more agglomerated, suggesting the formation of interconnected
hollow regions. Figure 6¢ and d well indicated the crystalline nature of the nanomaterials
by transmission electron microscope (TEM). These images corroborated the morphologies
presented above with a size around 1.4 um, and exhibited the regular rod-like morphology
with hexagonal-shaped transversal section with the diameter around 100 nm, respectively.
This indicated that using even few seconds of homogenizing ultrasonic irradiation, the rod-
like morphology of Cu-BTC can be achieved and modeled.
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(c) (d)

Figure 6. SEM images of Cu-BTC by one minute ultrasonic irradiation homogenizer under
different pressures (a) autoclave, (b) ambient pressure; and TEM images of Cu-BTC by one
minute ultrasonic irradiation homogenizer both (c) and (d) under autoclave.

41 CONCLUSIONS

In summary, the obtained results in this study confirmed the successful rapid
ultrasonic homogenization technique to rod-like Cu,(BTC), formation. The material could
be prepared by using one minute sonication method due its rapidly probe vibration and the
ultrasonic energy transference. This more localized process provided uniform MOFs even
at room temperature and ambient pressure. In addition, the studied homogenization step
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promoted an optimization process of the MOF synthesis and could be associated with the

as solvothermal and sonochemical conventional methods.
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RESUMO: Nanofibras de carbono sdo materiais
que possuem ampla area de contato e boas
propriedades térmicas. Por este motivo estas
fiboras sdo amplamente utilizadas em diversas
areas, como em aeronaves e industria
automotiva. Métodos como solugéo de fiagao por
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sopro (FSS) e eletrofiagdo podem ser usados
para a produgédo destas nanofibras. FSS € um
método novo, simples, de baixo custo e efetivo
para a produgéo de micro e nanofibras a partir de
solucdes poliméricas. Diversos estudos ja foram
realizados quanto a producgdo destas nanofibras
a partir de eletrofiacdo, porém até o melhor de
nosso conhecimento ha poucos relatos em
relacdo a esta producéo a partir de FSS. Neste
trabalho foram estudadas as melhores condi¢bes
de solucédo polimérica a partir de reometria para
a producdo das nanofibras resistentes e com
boas propriedades térmicas. Estas fibras foram
caracterizadas a partir de propriedades fisico-
quimicas, propriedades térmicas, bem como
quanto as propriedades estruturais.

PALAVRAS - CHAVE: Nanofibras de Carbono,
poliacrilonitrila, fiacéo por sopro em solugéo.

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION
OF POLYACRYLETRILE CARBON
NANOFIBRAS BY SOLUTION BLOW
SPINNING

ABSTRACT: Carbon nanofibers are materials
that have a wide contact area and good thermal
properties. For this reason these fibers are widely
used in many areas, such as in aircraft and
automotive industry. Methods such as solution
blow spinning (SBS) and eletrospinning can be
used for the production of these nanofibers. SBS
is a new, simple, low cost and effective method
for the production of micro and nanofibers from
polymer solutions. Several studies have already
been carried out on the production of these
nanofibers from eletrospinning, but to the best of
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our knowledge there are few reports regarding this production from SBS. In this work the
best polymer solution conditions were studied from rheometry to the production of resistant
nanofibers with good thermal properties. These fibers were characterized from physical-
chemical properties, thermal properties, as well as structural properties.

KEYWORDS: Carbon nanofibers, polyacrylonitrile, solution blow spinning

11 INTRODUGAO

Nanofibras de carbono sdo amplamente produzidas a partir de poliacrilonitrila
(PAN) dentre outros polimeros provindos de fonte ndo renovavel. Estas fibras possuem
propriedades como elevada resisténcia mecénica, baixa densidade, alta rigidez, baixa
expansao térmica, que por definicdo possuem no minimo 90% de carbono em sua
composicao e é considerada leve em relagdo a outros materiais, tornando um material
importante para aplicagdo na industria, como automobilistica, aeroespacial, de energia
ellica, baterias, capacitores e supercapacitores entre diversas outras (FOSTON et al.,
2013; LAl et al., 2014; NORBERG et al., 2013; WANG et al., 2013).

Dentre os diversos processos de producédo de nanofibras, métodos como eletrofiagcao
tém sido amplamente estudados, ja 0 método de solucéo por sopro em solugéo até o melhor
de nosso conhecimento, na literatura ndo ha estudos aprofundados nesta vertente. Solugéo
por sopro em solugdo é um método simples, eficaz, de baixo custo, menor periculosidade
e com maior taxa de producéo de fibras se comparado com eletrofiagao (MEDEIROS et al.,
2009).

A poliacrilonitrila € um polimero atactico e linear que possui 68% de carbono em sua
composicéo e ligacoes C=EN (FRANK; HERMANUTZ; BUCHMEISER, 2012; HUANG, 2009;
SHIN; JEUN; KANG, 2012). Vérios trabalhos relatam a produ¢éo de nanofibras de carbono
a partir de eletrofiagdo, como nos trabalhos de Kim, et al. 2007, Arshad et al. 2011 e Guo, et
al. 2015 (ARSHAD; NARAGHI; CHASIOTIS, 2011; GUO et al., 2015; KIM et al., 2007). Este
método permite produzir nanofibras de didmetros entre 10nm até 10m a partir de solugdes
poliméricas (NATARAJ; YANG; AMINABHAVI, 2012). No caso de FSS, este método ainda
foi pouco explorado para a producdo de NNF de carbono. Com esta motivagéo, o presente
trabalho teve como objetivo estudar e otimizar condi¢des para a producao de nanofibras de
carbono por fiagao por sopro em solugéo (FSS) a partir de poliacrilonitrila (PAN).

21 EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

A poliacrilonitrila (PAN) usada tem uma massa molecular em peso M =150 000
g/mol e fornecida pela Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Sdo Paulo, SP, Brasil). O DMF (N,N-
Dimetilformamida) usado obtida através da Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda
(Diadema, SP, Brasil).
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2.2 Estudo reolégico de PAN

Solugbes com concentragdo de 1 % a 12 % de PAN em DMF. Elas foram ensaiadas
num reébmetro Anton Paar Physica com uma geometria de cilindros concéntricos (23,8 e
27,6 mm de didmetro e 40 mm de altura) em ensaios rotacionais. A temperatura de teste
era de 25 °C. A medicao de viscosidade foi feita por dois ensaios lineares sucessivos com
taxa de cisalhamento entre 1 s"a10s' e 10 s" a 100 s com um tempo de medicédo de um
segundo por ponto.

2.3 Fiacao por Sopro de Solucao (FSS)

Solucdes de PAN de varias concentragcdes foram preparadas para determinar as
condigcbes possiveis de fiagdo em FSS. Tempos de agitacao de 2 horas foram usados para
boa solubilizagéo. As condi¢cbes experimentais usadas foram: taxa de injecéo de 9,2mL/Hr,
presséo de 3 bar, distancia do coletor de 40 cm e concentracdes variadas.

2.4 Tratamento Térmico

As nanofibras de PAN das trés concentracbes foram preparadas as etapas de
estabilizacdo e carbonizagdo. A estabilizacdo foi realizada em mufla com rampas de
aquecimento de 10°C.min"' de 25 até 270°C. A carbonizagéo € realizada com rampa de
aquecimento de 1°C.min"" até 600°C e de 3°C.min' até 900°C em forno tubular e atmosfera
inerte.

2.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises morfologicas foram realizadas com um microscopio eletrénico de
varredura equipado com um canhé&o de emissdo de campo (FEG). As micrografias foram
tratadas numericamente com o software ImageJ com o objetivo de estudar o didmetros das

fibras. As estatisticas nestas medicdes foram realizadas usando o software Origin.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Comportamento reolégico do PAN em DMF

Foi tracada a representacao grafica da viscosidade contra a taxa de cisalhamento
em duas partes para facilitar sua visualizacdo numa escala linear na Fig. 1.

De acordo com os dados apresentados na Fig. 1, pode-se observar que de 1 % até
9 % de PAN, a solucéo apresenta uma viscosidade independante da taxa de cisalhamento.
De 10 % para cima, observou-se uma diminuicdo da viscosidade com o aumento da taxa
de cisalhamento: o PAN apresenta um comportamento pseudoplastico a partir de uma
concentracéo de 10 % em massa no DMF.
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Figura 1. Representagao gréafica da viscosidade contra a taxa de cisalhamento do PAN em
DMF a diferentes concentragdes

3.1.1 Diferentes tipos de regimes de diluicdo

Observando a viscosidade em fungéo da concentragéo € possivel notar a diferenca
de viscosidade em fungédo da taxa de cisalhamento a partir de 10 % (m/m). Observa-se
uma evolugdo semelhante a observada na curva de Parize (2016) com PLA (DA SILVA
PARIZE et al., 2016). Destacam-se o regime diluido de 1 até 5 %, o regime semi-diluido
de 6 até 10 % e o regime concentrado de 11% para cima (DA SILVA PARIZE et al., 2016).
Sabendo que o regime semi-diluido é o regime teoricamente mais adaptado, escolheu-se
esta faixa de concentracéo (6 — 8 %), acreditando-se que seja mais adaptada para fiacao
do PAN em DMF por FSS. Portanto, as solugbes que foram possiveis fiar foi de 6 %, 8 % e
10%. Esta resposta corresponde com a faixa do regime semi-diluido. Foi suposto que uma
concentragdo de 5% corresponde a fim do regime diluido, porém foi explicado na reviséo
bibliografica que solugdes no regime diluido podem também fiar se a resposta elastica do
polimero for suficiente.

3.2 Estudo morfolégico por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Quando compara-se as fibras formadas com as solu¢des de 6, 8 % (m/m), pode
se observar um aumento do didmetro médio de 393 nm para 648 nm, sendo duas vezes
maior e para 10% (m/m) o didmetro passa para aproximadamente 750 nm. Assim, quanto
maior a concentragdo, maior o didmetro das nanofibras produzidas. A Fig. 2 apresenta as
micrografias de MEV das nanofibras nas trés concentracdes e as nanofibras de carbono
produzidas através delas.
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Figura 2. Micrografia de nanofibras (a, b ,c) - 6, 8 e 10% de poliacrilonitrila (d, e, f) - 6, 8 e 10%
de carbono.

A partir da Fig. 2 é possivel notar que o tratamento térmico das nanofibras as deixa
mais quebradicas devido a evaporagdo da maior parte dos componentes, restando em
geral apenas carbono em sua composicao.

41 CONCLUSOES

As melhores concentragdes para fiacdo das nanofibras foram determinadas a
partir de reologia sendo o final do regime diluido e o regime semi-diluido entre (6-10%).
Foram obtidas nanofibras de PAN pelo processo FSS e estas apresentaram, por analises
de microscopia, diametros dentro do padréo para fibras de carbono, que é de algumas
centenas de nandmetros. Os resultados encontrados, portanto, mostraram uma tendéncia

similar a literatura, o que da credibilidade e confianga aos resultados preliminares.
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RESUMO: Filmes biodegradaveis vém sendo
estudados devido ao baixo impacto negativo ao
meio ambiente em relagdo as poliolefinas, sendo
possivel o emprego em diversos campos, como
embalagens, agricultura, farmacia, entre outros.
Dentre esta classe de polimeros, o amido possui
um grande destaque por ser um polissacarideo
de baixo custo proveniente de fontes renovaveis,
como milho, batata e mandioca. Todavia, filmes
biodegradaveis de amido possuem um grande
desafio de aplicacdo devido as propriedades
degradativas intrinsecas. Para que a utilizagéo
comercial sejapossivel, atransformagao do amido
em amido termoplastico (TPS) & uma alternativa
extremamente promissora, uma vez que garante
as propriedades mecanicas necessarias ao filme
apos o processamento. O TPS é obtido através
da adicdo de plastificante ao amido, o qual
exerce um papel de modificagdo na estrutura do
polissacarideo. Sao inUmeras as possibilidades
de plastificantes empregados para a obtencao do
TPS, dentre estas o glicerol, o acido esteéarico e a
ureia. Todavia, a ureia destaca-se por apresentar
uma menor toxicidade ao meio ambiente na
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posterior degradacao do polimero, além de ser proveniente de fontes renovaveis e possuir
um menor custo agregado, garantindo um bom custo-beneficio ao produto final. Desta forma,
o presente capitulo tratara do emprego da ureia como plastificante para obtencéo de filmes
de amido termoplastico, com foco no estudo das propriedades mecanicas finais do polimero.
PALAVRAS - CHAVE: Amido Termoplastico; Filmes; Ureia; Propriedades Mecanicas;
Plastificantes.

ABSTRACT: Biodegradable fiims have been studied due to their low negative impact on
the environment concerning polyolefins, making it possible to use them in several fields,
such as packaging, agriculture, and pharmacy. Among this polymers class, starch stands out
for being a low-cost polysaccharide from renewable sources, such as corn, potatoes, and
cassava. However, biodegradable starch films have a great application challenge due to their
intrinsic degradative properties. For its commercial use to be possible, the transformation of
starch into thermoplastic starch (TPS) is an up-and-coming alternative since it guarantees the
necessary mechanical properties to the film after its processing. TPS is obtained by adding a
plasticizer to the starch, which plays a role in modifying the polysaccharide structure. There
are countless possibilities of plasticizers that can be used to obtain TPS, among them glycerol,
stearic acid, and urea. However, urea stands out because it is less toxic to the environment
in the subsequent degradation of the polymer and coming from renewable sources. It has a
lower aggregate cost, which guarantees an excellent cost-benefit to the final product. Thus,
this chapter will discuss the use of urea as a plasticizer to obtain thermoplastic starch films,
focused on studying the final mechanical properties of the polymer.

KEYWORDS: Thermoplastic Starch; Films; Urea; Mechanical Properties; Plasticizers.

Os polimeros sintéticos sdo amplamente utilizados na fabricagcdo de diversos
produtos como utensilios domésticos, brinquedos, embalagens, pecas industriais e
automobilisticas, entre outros, e sdo destinados a uma ampla gama de aplicagdes. Com
0 aumento da demanda, a produgédo desse material € crescente e, consequentemente,
ha um aumento na geracdo de residuos de plastico sintético. Esses residuos néo séo
biodegradaveis, e permanecem por muitos anos na natureza, sendo uma fonte continua de
contaminagdo altamente preocupante (IBRAHIM et al., 2019). Em vista da dificuldade de
degradacéo, a utilizagdo de biopolimeros, obtidos através de fontes renovaveis, vem sendo
estudada como uma alternativa aos polimeros sintéticos, obtidos por meio de refinamento
de petréleo, uma vez que os biopolimeros sdo menos impactantes ao meio ambiente e
possuem menor custo energético.

Um dos biopolimeros que tem apresentado destaque é proveniente do amido, cujas
propriedades e modificagdes serdo destacadas neste capitulo. O amido é um polissacarideo
obtido por meio de fontes naturais como batata, milho e mandioca, e esta disponivel em
grande quantidade. Ele é proveniente do residuo do processamento na agricultura, e
apresenta relativo baixo custo, além de ser biodegradavel e biocompativel. E constituido
por uma macromolécula que apresenta uma estrutura formada por duas unidades basicas: a

amilose e a amilopectina, que sao constituidas por unidades de glicose unidas por ligagoes
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glicosidicas a-1,4 linear, e a-1,4 com ramificacées em a-1,6 como apresentado na Figura 1.

A ramificacao da amilopectina é responsavel pela semicristalinidade do biopolimero, sendo

a proporcao das unidades dependente da fonte utilizada (CORRADINI et al., 2005).

(H OH Amilose \

\_

H o
HO H
HO
H OH
i o
Ligacoes H
a 1-4 glicosidicas
H OH
. . HO 0 A
/ Amilopectina H He \
H 1 OH
H o 4 OH
HO H Co
HO Ligacoes

o 1- 6 glicosidicas

Ligagoes
o 1-4 glicosidicas

Figura 1 - Estrutura quimica da amilose e da amilopectina.

Fonte: Dos autores (2021).

Para aplicagbes em que o biopolimero de amido seja capaz de substituir os

polimeros sintéticos, é necessario fazer a selecdo de algumas caracteristicas. Para muitos

casos, a solubilidade em agua é desejavel, quando deseja-se manter a biodegradabilidade

do material, como em aplicagbes em sistemas de liberacdo controlada de fertilizantes

(VERSINO et al., 2020). Além disso, 0 amido também apresenta baixa resisténcia mecanica,

e naturalmente sofre um fendmeno denominado de retrogradacdo, ou seja, o aumento

da cristalinidade com o tempo, o que ocasiona uma piora da performance mecanica e

de outras caracteristicas fisico-quimicas iniciais obtidas ap6s o processamento do amido
(JIMENEZ et al., 2012).
Nesse ambito, a insercdo de materiais plastificantes na matriz polimérica de amido

melhoram o desempenho mecéanico do biopolimero, aumentando a flexibilidade do amido
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por reduzir as fortes interagcdes intermoleculares entre suas moléculas, dando mais
mobilidade para as cadeias poliméricas, além de poderem alterar sua afinidade com a
agua (EDHIREJ et al., 2017).

Aadicao de plastificantes ocorre na etapa de processamento, nafase de gelatinizagéo.
Durante esse processo, a adicao de plastificantes ocasiona a desestruturacéo e a quebra
das ligagbes de hidrogénio entre as cadeias poliméricas, mediante uma variagdo de
temperatura (fornecimento de energia), ocasionando a abertura das cadeias e o inchamento
do amido. Assim, ocorre a formacédo de um amido termoplastico, do inglés thermoplastic
starch (TPS), que é obtido por meio da adicdo do plastificante desejado (agua, glicerol,
ureia, entre outros), em uma faixa de temperatura entre 90°C a 180°C, como mostra a

Figura 2.

Agua + energia gﬁ’
mecanica e/ou
térmica @

TPS

Adicao de
plastificante

Figura 2: Processo de obtencéo do amido termoplastico (TPS).
Fonte: Dos autores (2021).

Neste processo ocorre uma expansao da regiao amorfa, que age como uma forca
sob a regido cristalina, levando ao colapso dos granulos e, consecutivamente, provocando
um aumento na viscosidade (WANG et al., 2013). Ao resfriar, com o passar do tempo, tanto
as cadeias da amilose quanto as da amilopectina passam a se reorganizar, o que tende
a ocorrer primeiramente com a amilose e, posteriormente, com a amilopectina, devido as
diferencas estruturais (FU et al., 2015). Este fendbmeno, chamado de retrogradacéo, altera
as propriedades do material conforme o passar do tempo, e sua velocidade depende de
diversos fatores, tais como o processamento, a quantidade de agua presente, o modo de
estocagem (temperatura e umidade), e se ha presenca de aditivos e reforgos durante o
processo (WANG et al., 2015).

Estas inser¢cbes no amido, tanto de reforcos como modificadores, auxiliam na
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melhoria das propriedades almejadas para a aplicagdo como biopolimero por também
reduzirem a forte interagdo atrativa das moléculas de amilose e amilopectina do amido,
que ocorrem por ligacdes de hidrogénio (IBRAHIM et al., 2019), além de conferirem maior
flexibilidade ao material, melhorando sua resisténcia mecéanica (ORTEGA-TORO et al.,
2016). Assim, a partir da adi¢cdo de plastificantes, além dos outros aditivos, é possivel
obter um produto com resposta comercial altamente desejavel e que seja favoravel ao meio
ambiente.

Para o objetivo de estudo deste capitulo, serdo considerados os materiais em forma
de filme de amido termoplastico, uma vez que o amido pode ser acrescido de diversos
materiais plastificantes, apresentando uma alta gama de alteragdes fisicas e quimicas em
suas propriedades que podem ser utilizadas para diversas aplicagbes. Além disso, a forma
de filme possui area superficial, desejavel para produgcéo de revestimentos, sistemas de
liberacdo controlada, entre outros (MANIGLIA et al., 2019; VERSINO et al., 2019).

Como visto anteriormente, os plastificantes sao altamente necesséarios como
aditivos na matriz polimérica de filmes de amido, uma vez que, antes do tratamento, os
materiais feitos puramente de amido séo altamente quebradigcos, com baixa flexibilidade
e baixa resisténcia mecanica (JOUKI et al., 2013). Entretanto, as quantidades que devem
ser adicionadas de plastificantes durante o processamento sdo controladas para garantir
as propriedades adequadas do produto final, como a permeabilidade e a hidrofilicidade dos
filmes, uma vez que a maior parte dos plastificantes possuem carater hidrofilico. Caso a
concentracdo de um determinado plastificante seja menor que o indicado para o material,
normalmente menores que 20 g de plastificante para 100 g de amido, ocorre o efeito
antiplastificante, em que a flexibilidade e a hidrofilicidade s&o diminuidas, uma vez que néo
séo suficientes para o aumento de mobilidade molecular dos filmes de amido (SHIMAZU
et al., 2007). Além disso, quantidades muito elevadas de plastificante também devem ser
evitadas para a aplicacdo em filmes, uma vez que o material pode passar a se comportar
como gel ou pasta (WANG et al, 2014).

Dentre os plastificantes mais utilizados para reforcar biopolimeros estdo os
polidis, principalmente glicerol, sorbitol e xilitol, além de ureia, frutose, glicose e
sacarose, trietilenoglicol e trietanolamina, uma vez que possibilitam a produgéo de filmes
biodegradaveis e mais flexiveis (EDHIREJ et al., 2017). Um dos plastificantes de alto
interesse € a ureia, uma vez que apresenta baixo custo agregado, € proveniente de fontes
renovaveis e possui baixa toxicidade, além de ser considerada uma das maiores fontes de
fertilizantes nitrogenados (RYCHTER et al., 2016).

Além disso, a ureia apresenta boa atuacao como plastificante em filmes de amido,
devido a presenca de dois grupos amina e um grupo carbonila, melhorando as propriedades
mecénicas devido as suas fortes interacdes com amido (TIAN et al, 2019). Entretanto,
como visto anteriormente, a analise da quantidade de ureia utilizada como plastificante é

imprescindivel, para que nao ocorram efeitos negativos nas propriedades mecéanicas dos
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filmes de amido termoplastico.

Wang et al. (WANG et al., 2014) caracterizaram filmes de amido com ureia como
plastificante e os classificaram em trés diferentes conjuntos, conforme a quantidade em
massa adicionada de ureia. Para o primeiro conjunto, com uma porcentagem massica
de ureia adicionada menor que 10%, observou-se um efeito antiplastificante. Esse efeito
foi relacionado a captura da ureia pelo polimero através de ligagdes de hidrogénio. Foi
observado, para esse conjunto, uma melhora na resisténcia a tracdo e um alongamento
reduzido de ruptura. Para porcentagem massicas entre 10% e 30%, no segundo conjunto,
houve um efeito efetivo do plastificante, uma vez que se observou as moléculas livres da ureia
atuando nos filmes de amido. Para esse caso, houve diminui¢cao na resisténcia a tragéo e
um aumento no alongamento de ruptura. A Figura 3 esquematiza os efeitos antiplastificante
e plastificante para a ureia, que estao correlacionados aos resultados encontrados para
o primeiro e segundo conjuntos mencionados, respectivamente. Ja para porcentagens
massicas maiores que 30% de ureia, houve uma separagéo de fases macroscoépica, com
uma supersaturagéo de ureia nos filmes de amido. Neste Gltimo conjunto, as propriedades
de tracdo e ruptura foram impactadas negativamente.
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Figura 3: Interacdes plastificantes e antiplastificantes entre ureia e amido.

Fonte: Dos autores (2021).

Outros estudos realizados com ureiatambém mostram comportamentos semelhantes.

Pyshpadass et al. (PYSHPADASS et al.,

2008) desenvolveram estudos variando as

quantidades de ureia em filmes de amido termoplastico. Embora seja natural que surja a

hipétese de que maiores concentragdes de plastificante garantirdo melhores propriedades

mecanicas ao filme, o efeito contrario foi comprovado pelos autores, o que corrobora os

resultados obtidos por Wang et al. (WANG et al., 2014). Elevadas quantidades de ureia na

formulacéo causam um bloqueio na estrutura do filme, interferindo nas interagdes entre as

cadeias do amido, o que leva ao aumento do volume livre e, consequentemente, uma piora

nas propriedades mecanicas almejadas para o filme (PYSHPADASS et al., 2008).

Os mesmos autores também exploram a comparagéo entre a ureia e outros dois
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plastificantes (glicerol e acido esteéarico) com relagéo ao decaimento da resisténcia mecanica
do filme em fung¢éo da concentracéo de plastificante, sendo que a ureia apresentou o maior
impacto positivo nas resisténcias mecanicas dos filmes, o que pode ser explicado pelo
seu baixo peso molecular em comparagao a outros plastificantes. Eles constataram que,
para a extrusao de filmes de amido flexiveis, utilizando ureia como Unico plastificante em
altas concentragdes, ela se decompde com o aumento da temperatura, liberando aménia
e biureto. Sendo assim, concluiram que era necessario a utilizacao de pelo menos 20% de
outro plastificante, no caso o glicerol.

Gamarano et al. (GAMARANO et al., 2020) limitaram a concentragdo maxima de
ureia em 10%, e produziram filmes de amido termoplastico por extruséo com glicerol e
ureia como plastificantes, fixando a proporcéo 75:30 (m/m) de amido/glicerol, e variando
a quantidade de ureia em massa (1,5 e 10%) para avaliar como a presenca afetaria a
estrutura cristalina e gelatinizagcdo do amido no processo de extrusdo. Eles constataram que
a presenca de ureia facilita a gelatinizacdo do amido e sugeriram que induz a cristalizagédo
da amilose por deixar mais glicerol livre. Durante a gelatinizacdo, os plastificantes
eliminam interag6es amido-amido, que sdo substituidas por interagbes amido-plastificante,
aumentando a mobilidade das cadeias poliméricas e diminuindo a entalpia de gelatinizagédo
(ZUO et al., 2015). Eles concluiram que a mistura de glicerol e ureia € melhor plastificante
do que apenas glicerol e que, com o aumento da concentracdo de ureia, a plastificacao
ocorre mais facilmente. Isso pode ser atribuido ao fato das ligagdes amido-ureia serem
mais fortes do que as ligacées amido-glicerol, devido aos grupos amino duplos da ureia
que podem ligar-se de forma mais estavel as moléculas de amido (IVANIC et al., 2017).
Garamano et al. (GAMARANO et al., 2020) também constataram que a ureia contribui para
a hidratacéo dos filmes sendo que, abaixo da concentragéo de 10%, a ureia age nos filmes
como antiplastificante, por interagir com o amido via ligagdes de hidrogénio, assim como
comprovado por outros estudos similares citados anteriormente, e ilustrados na Figura 3.

A maneira como diferentes plastificantes afetam as propriedades estruturais e
mecanicas do amido foi estudada por diversos autores. Edhirej et al. (EDHIREJ et al, 2017)
constataram que a absor¢cdo de umidade e a solubilidade em agua dos filmes de amido
aumentaram com a adi¢c&o dos plastificantes frutose, ureia, trietilenoglicol e trietanolamina.
Ibrahim et al. (IBRAHIM et al., 2019) avaliaram o efeito da adicao de 0%, 25%, 40% e 55%
(m/m) de frutose, sorbitol e ureia como plastificantes em filmes a base de amido de milho.
Eles observaram que a presenca destes plastificantes aumentou a espessura e a retencao
de agua, bem como a solubilidade, sendo que para a ureia este efeito foi mais perceptivel.
Além do fato dos plastificantes estudados pelos autores serem hidrofilicos, a adi¢éo deles
no processo diminui a interagédo entre as moléculas de polimero, o que facilita a entrada de
agua pelo distanciamento das cadeias poliméricas.

Uma vez que as analises discutidas até aqui sdo indicativas do potencial favoravel

de aplicacdo de filmes de amido em presenca de ureia na area de biopolimeros, é
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importante ressaltar as propriedades gerais dos materiais obtidos, sobretudo com relacéo
as propriedades mecanicas, que séo imprescindiveis e decisivas na escolha da aplicacdo
para esses materiais.

Nesse ambito, alguns estudos podem ser mencionados para a discussao
dessas propriedades. Ibrahim e colaboradores (IBRAHIM et al., 2019) indicam que o
desempenho mecénico de biopolimeros a base de amido termoplastico é afetado por
diversos fatores, como a origem, ou seja, a razdo amilose/amilopectina, as circunstancias
ambientais (temperatura e umidade), os métodos de processamento, bem como os tipos
e concentragdes de plastificantes. Os autores avaliaram as propriedades mecanicas dos
filmes a base de amido proveniente do milho, a partir de ensaios de tragcdo e do mddulo
de Young. Foi observado que a resisténcia a tracao dos filmes diminuiu com o aumento
da concentracdo de plastificante de 25% a 55% (m/m). Os resultados obtidos para 25%
de plastificante foram de 6,8 MPa para a frutose, 4,52 MPa para o sorbitol e 0,62 MPa a
ureia nos filmes a base de amido. A ureia apresentou 0s menores valores para ambas as
concentragbes estudadas. Com o aumento da concentracdo de plastificante, as ligagbes
de hidrogénio entre o amido e as moléculas de plastificante se tornam mais fracas, sendo
bem mais fortes quando o teor de plastificante € menor.

Edhirej et al. (EDHIREJ et al., 2017) estudaram a concentracdo de plastificantes,
dentre eles a ureia, na formulacdo dos filmes de amido proveniente de mandioca, com
concentracbes de plastificante de 30%, 45% e 60% (m/m). Para todos os plastificantes
utilizados (frutose, ureia, trietilenoglicol e trietanolamina) houve significativa diminuicdo
na resisténcia a tracdo com o aumento da concentragcéo de plastificante, sendo o melhor
resultado obtido para 30% de frutose (resisténcia a tracdo de 4,7 MPa e modulo de
Young de 69 MPa), e o menor valor obtido para 60% de trietanolamina como plastificante
(resisténcia a tracdo aproximadamente de 0,1 MPa e médulo de Young préximo a zero). A
ureia apresentou resisténcia a tracdo de aproximadamente 0,8 MPa na concentracdo de
30% e modulo de Young de aproximadamente 8 MPa.

Zuo et al. (ZUO et al.,, 2015) avaliaram plastificantes (30% m/m) com aminas
(formamida e ureia) e com alcoois (etilenoglicol, glicerol, sorbitol) para preparagéo de filmes
amido (proveniente do milho) termoplastico, e concluiram que as aminas sdo melhores
plastificantes que os alcoois, e os resultados experimentais mostraram que a formamida
apresentou maior grau de plastificacdo por ter menor peso molecular. Quanto maior o
grau de plastificacdo, mais ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares do amido foram
destruidas, sendo observada a diminui¢cdo da resisténcia a tracdo, aumento na elongacéao
e absorcao de 4gua. A ureia, porém, em determinadas concentracdes, pode tornar o amido
termoplastico mais duro e quebradigo, uma vez que recristaliza no amido termoplastico.

Maniglia et al. (MANIGLIA et al., 2019), estudaram como a forma de isolamento do
amido afeta as propriedades estruturais e mecanicas durante a producao de filmes para
revestimento de alimentos sensiveis a oxidagdo. E importante destacar que é necessario
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avaliar qual plastificante € mais adequado para cada tipo de amido dependendo do
método utilizado para seu isolamento. Utilizando uma concentracéo de plastificante de
19% (m/m), os autores concluiram que para amido de babacgu isolado por via &acida ou
alcalina, & preferivel o uso de plastificantes como glicerol e ureia, que possuem baixo
peso molecular, e produzem filmes mais solUveis em dgua e menos cristalinos. Para amido
isolado em meio aquoso, com maior conteudo de amilose, plastificantes como glicose
e sorbitol, que apresentam mais grupos -OH na estrutura séo mais eficientes, devido a
maiores intera¢des intermoleculares por ligagcbes secundérias de pontes de hidrogénio.
O material que apresentou melhor resisténcia mecanica foi o amido isolado em agua e
plastificado com glicerol (63 MPa), porém seu valor de elongacgéo foi de 0,7%. Utilizando
a ureia como plastificante, para o amido isolado em meio acido e basico, obtiveram uma
resisténcia a tracdo de 15,9 MPa (elongacéo de 2,1%) e 16,7 MPa (elongacéo de 2,4%),
respectivamente. Ja, para amido isolado em agua, obtiveram uma resisténcia a tracéo de
25,1 MPa e elongacéo de 1,2%.

Tendo em vista a grande gama de plastificantes a serem aplicados e como eles
podem apresentar resultados diferentes, Ivanié et al. (IVANIC et al., 2017) destacaram a
necessidade de se aumentar os esforcos na avaliacao do efeito sinérgico do uso de dois ou
mais plastificantes. Eles avaliaram o uso de glicerol, um aditivo muito comum para o amido,
e ureia, devido as fortes ligagdes de hidrogénio que ela pode formar com amido. Mantendo-
se a porcentagem de plastificantes em 60% e aumentando a concentracdo de ureia, houve
um aumento na resisténcia a tragdo de 0,3 para 1,4 Mpa. Ao retirar o glicerol, o valor de
resisténcia a tracéo passou a ser de 15,7 MPa, mas o valor de elongacéo na ruptura caiu
32%, 0 que mostra que o material € fragil, porém ainda apresenta dureza significativa se
comparado a outros biopolimeros como o acido polilatico.

As propriedades mecanicas e estabilidade de armazenamento de filmes de amido de
mandioca reforgcados com particulas de bagag¢o de mandioca e plastificados com diferentes
quantidades de ureia foram estudados por Versino e colaboradores (VERSINO et al.,
2019). Eles observaram que a resisténcia a tragéo inicial, com relacdo ao filme de amido
reforcado com bagaco de mandioca, diminui com o aumento da concentracdo em massa
de ureia, tornando o material mais flexivel e aumentando a deformacgéo de elongacdo. Com
uma concentragéo de ureia de 37,5% (m/m) obteve-se o material mais flexivel, e com 50%
(m/m) de ureia houve aumento na resisténcia a tragéo, porém diminuicdo na elongacéo.
Estes resultados destacam a eficiéncia da ureia em atuar como plastificante e reforcam
as informacgoes afirmadas por Wang et al. (WANG et al., 2014) de que, em concentracdes
mais altas, a ureia atua distanciando as cadeias poliméricas e aumentando a absorcéo de
agua. Apods 30 dias de armazenamento, as amostras apresentaram comportamentos bem
diferentes, com reducédo da resisténcia a tra¢do, devido ao aumento da cristalinidade, e
este efeito foi mais significativo para as amostras com 25% de ureia em massa. Filmes com

maior quantidade de ureia, de 37,5% e 50% em massa, apresentaram menor cristalizacao
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do amido com o passar do tempo devido a maior quantidade de ureia entre as cadeias
poliméricas, que dificultam seu alinhamento.

Os filmes de amido termoplasticos obtidos em presenca de ureia, considerando
todas as propriedades favoraveis previamente discutidas, podem ser usados em diversas
aplicagdes, com destaque para o uso na area de fertilizantes para controle de liberagdo de
nutrientes. Os fertilizantes proporcionam aumento da produtividade das culturas, sendo o
nitrogénio um nutriente imprescindivel na lavoura. Diversos fertilizantes nitrogenados sao
amplamente aplicados e estudados devido a relevancia para o rendimento da colheita.
Fertilizantes contendo ureia como fontes de nitrogénio podem ser revestidos em filmes de
amido, proporcionando uma liberag¢édo prolongada deste macronutriente.

Xiao et al. (XIAO et al., 2017) produziram filmes de amido modificados por ureia
promovendo a liberacdo lenta do fertilizante. Polimeros superabsorventes contendo
amido foram preparados empregando-se um redmetro de torque. Dois métodos foram
empregados; primeiro o amido foi modificado e posteriormente a ureia foi adicionada. O
outro método constituiu em acrescentar a ureia concomitantemente a reagéo do amido. Os
resultados indicaram que a quantidade de liberacao excedeu 80% apds 30 dias, quando
comparados ao filme puro, e a liberacao perdurou apos 40 dias.

Rychter et al. (Rychter et al., 2016) obtiveram filmes de amido plastificados com ureia
também para serem aplicados como fertilizantes. Os filmes foram obtidos pelo método de
extrusdo e os resultados evidenciaram o crescimento das plantas do tipo Avena Sativa e
Raphanus. Os autores destacam as diversas vantagens para a agricultura na utilizagéo
desses filmes, sendo algumas delas a reducdo de perda de umidade, a atuagao como fonte
de nitrogénio, a biodegradabilidade e a diminuigdo do tempo de aplicagéo agricola.

Versino e colaboradores (VERSINO et al., 2020) avaliaram filmes de amido e bagacgo
de mandioca contendo ureia nas concentracdes de 25% e 37,5% (m/m) para liberacao
controlada de nitrogénio sobre plantacdo de tomate em crescimento. Eles obtiveram um
sistema eficiente de dosagem de ureia, facil de implementar para mudas em estufa com
crescimento rapido, com uma melhor performance para os filmes com 25% de ureia.

Por fim, é possivel concluir, a partir das propriedades mecanicas destacadas no
capitulo, bem como seus resultados de atuacéo altamente favoraveis, sobretudo na area de
fertilizantes, que os filmes de amido termoplastico em presenca de ureia sdo uma alternativa
promissora em detrimento dos polimeros sintéticos. Os filmes de TPS em presenca de
ureia, embora estudados ha algum tempo, ainda tém altas perspectivas de ampliacado de
conhecimento, sobretudo com relagdo as melhorias das propriedades mecéanicas. Esses
filmes biopoliméricos sdo de grande destaque, uma vez que apresentam uma alta gama
de aplicacgbes, propriedades mecanicas eficientes, biodegradabilidade e excelente custo-
beneficio de confecgéo.
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RESUMO: O presente trabalho tem o intuito
de discorrer acerca dos principais métodos de
analise utilizados pela area da criminalistica na
Quimica Forense. Objetiva-se elucidar questdes
sobrepostas na sociedade por meio de séries e
filmes televisivos criminalisticos, a partir de uma
andlise teorica baseada em artigos cientificos.
Ainda, pretende-se desmistificar a ficcdo do
cinema, expondo explicacbes coerentes ao
utilizar-se saberes quimicos na busca por
respostas concretas, nessa curiosa area de
atuacdo. A pesquisa mostrou-se eficaz pois
demonstra de forma concisa e explicativa, as
técnicas frequentemente utilizadas pela pericia
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criminal, instruindo telespectadores a obter uma
visdo mais fidedigna desta ciéncia. Além de
mostrar a grande importancia que essas analises
tém no bem comum da populagéo.

PALAVRAS - CHAVE: AQuimica Forense.
Criminalistica. Analise.

FORENSIC CHEMISTRY: DEMYSTIFYING
CINEMATOGRAFIC CRIMINALISTIC
ANALYSIS

ABSTRACT: The present work aims to discuss
the main methods of analysis used by the
criminalistic area of forensic chemistry. The
objective is to elucidate overlapping questions in
society through criminalistic television series and
films, based on a theoretical analysis based on
scientific articles. Yet, it is intended to demystify
the fiction of cinema, exposing coherent
explanations when using chemical knowledge in
the search for concrete answers, in this curious
area of activity. The research proved effective
because it demonstrates in a concise and
explanatory way the techniques often used for
criminal expertise, instructing viewers to obtain
a more reliable view of this science. Besides
showing the great importance that these analyses
have in the common good of the population.
KEYWORDS: Forensic Chemistry. Criminal.
Analyze.

11 INTRODUGAO

A quimica forense consiste em um
ramo das ciéncias forenses, que integra a area
cientifica, tal como o setor de quimica, biologia,
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geologia, medicina legal e toxicologia, além da area humana, constituida por sociologia,
psicologia e direito. Ela tem como finalidade atender aspectos legais ou judiciais, com base
em conhecimentos prévios.

A partir dessa conceituacédo, pode-se destacar multiplas areas em que o quimico
forense é essencial, como a pericia criminal ou ambiental, seguranca do trabalho, consumo
de drogas licitas e ilicitas, adulteracdes em bebidas e combustiveis, andlise de alimentos
e farmacos, praguicidas, etc. Alicercado a cada area, existem diversas possibilidades de
servicos a serem prestados e, consequentemente, de métodos e analises indicados para
resolucé@o de cada caso especifico.

Portanto, o presente artigo propde uma discussao tebrica, que tem como base
variadas pesquisas bibliogréaficas e revisdes de literatura. O tema foi escolhido pensando
na abordagem midiatica que a pericia criminal obteve recentemente, tal como, o popular
programa televisivo “Crime Scene Investigation (CSI)”, e o quanto os jovens foram
instigados a considera-la como opg¢éo de carreira.

Atualmente existe uma grande expectativa quanto a resolucdo de crimes em
julgamentos, de que todo crime devera apresentar evidéncias e ser solucionado facilmente,
essa expectativa vem sendo chamada por especialistas de Efeito CSI. Contudo, a grande
maioria dos julgamentos ainda néao usa aspectos forenses e, muitas vezes, uma elucidacao
como a vista em séries de televisdo ndo é obtida. Alguns casos foram até questionados
porque muitos ja foram condenados injustamente por erros que foram cometidos por peritos
devido a cena do crime ter sido modificada.

Este capitulo tem por objetivo apresentar essa area da criminalistica, bem como os
métodos analiticos aplicados a pericia criminal, como meio de provas, para elucidagéo de
fatos, no &mbito judicial. A exposicao do conteudo sera organizada em trés partes, sendo

elas, introducéo, referencial teérico e concluséo.

21 REFERENCIAL TEORICO

O preltdio da quimica forense como suporte em investigacdes criminalisticas se
desenvolveu a partir de contribuicbes de diversos cientistas, dentre eles, o principal, Mateo
José Buenaventura Orfila Rotger, também conhecido como "pai da toxicologia".

Orfila foi responsavel por desvendar os frequentes casos de morte por
envenenamento na Idade Média. Ele adequou o "teste de Marsh", desenvolvido por James
Marsh, entretanto insuficientemente eficaz, e descobriu a causa mortis do caso LaFarge, no
qual uma esposa foi condenada por envenenar o marido com arsénio. Neste caso, o teste
havia dado negativo na analise do conteddo do estbmago, porém ao realizar na comida e
na louga obteve-se o resultado positivo, demonstrando a efetividade do teste de Marsh.
(FARIAS, 2010)

A partir dessa descoberta outras técnicas foram criadas e aperfeicoadas por distintos
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cientistas, que vieram a ganhar destaque. Como exemplo do quimico francés Jean Servais
Stass, com um método que detectava a presenca de nicotina em tecidos cadavéricos.

Entretanto, a criminalistica propriamente dita, teve inicio com Hans Gross, um
promotor de Justica e mais tardiamente professor de Direito Penal. Gross foi o responséavel
por cunhar os termos "criminalistica" e "criminologia", apds perceber falhas no sistema de
investigacéo e justica, que se baseava em provas insuficientes e na pratica da tortura como
evidéncia dos fatos. (DI VITTA; MOTA, [2012]; RABESCHINI, 2014)

Tendo em vista as injurias observadas, Gross escreveu uma obra que tinha como
objetivo o estudo dos casos criminologicos. Esse proposito teria derivado da pesquisa e
andlise de vestigios (provas) e os respectivos resultados, advindos de métodos cientificos
comprovadamente eficientes.

Hodiernamente existem diversas técnicas utilizadas para o estudo de casos, dentre
os métodos analiticos mais conhecidos e utilizados estdo a cromatografia, espectrometria
de massa, utilizagdo do Luminol e datiloscopia.

31 CROMATOGRAFIA

A Cromatografia € um método fisico-quimico de separagcédo de misturas a partir da
velocidade ou distribui¢éo diferenciada dos componentes.

Devido a alta preciséo e confiabilidade dessas técnicas, elas sdo muito
utilizadas na detecc¢ao ou separacao de substancias que estdo em pequenas
quantidades em uma mistura. Assim, na area médica a cromatografia tem
grande utilizag&o na toxicologia, seja para monitorar o uso de medicamento
OU para 0 seu uso na ciéncia forense, dosando drogas de abuso e auxiliando
a elucidar crimes. (GOULART, 2012, p.2)

A técnica contém duas fases, sendo elas a fase mével e a estacionaria (fase fixa),
que divergem conforme os diferentes tipos de interagcdo dos compostos analisados. A partir
disso faz-se a respectiva escolha do método aplicado, que pode ser realizado de forma
planar ou em coluna.

Atualmente, na maioria opta-se pela utilizagdo da cromatografia em coluna, com o
uso de equipamentos laboratoriais avangados e precisos. A fase estacionaria, a amostra e
a fase movel séo inseridas na coluna, em seguida os componentes da mistura passarao a
deslocar-se com velocidades distintas, por fim poderdo ser coletados separadamente, com
o apoio de um coletor de fragdes. Como observa-se na figura 1.

Além disso, a cromatografia em coluna € liquida quando a fase movel for um liquido,
enquanto a fase estacionaria, pode ser um liquido n&o volatil ou um sélido. Quando ha
uma interacao liquido-liquido ocorre um equilibrio de particao, isto é, ha a separagéo dos
compostos com base na diferenca de solubilidade dos componentes da fase movel e
estacionaria. Quando a fase estacionaria for sélida ocorre a adsorgéo, na qual os compostos
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séo separados a partir da interacédo eletrostatica.

Fase
Amosrm movel

Fase
estaciondria
Tampio :

i 1 |

] Componentes separades

Figura 1: Cromatografia em coluna

Fonte: Fernando Acosta Goémez (2008)

Por conseguinte, a cromatografia gasosa ocorre quando a fase movel estiver
em estado gasoso, e a fase estacionaria for liquido nédo voléatil ou sélido. Quando existe
interacdo géas-liquido, ocorre equilibrio de particéo, e gas-solido resulta em equilibrio de
adsorgao.

Com a utilizagéo de um detector de fracdes é realizado o monitoramento da vazao
de cada composto, que em seguida é transferido a um cromatograma ou grafico, e por fim
pode-se descobrir qual o composto quimico presente na mistura analisada.

3.1 Espectrometria de massa (MS)

No passado, uma andlise baseada unicamente na MS era rara em
investigacoes forenses. O uso da MS foi, em grande medida, limitado por
sua capacidade de lidar somente com moléculas relativamente pequenas e
volateis, idealmente puras. Contudo, a MS moderna eliminou completamente
essa inconveniéncia, sendo atualmente capaz de lidar com praticamente
todos os tipos de moléculas em todos os tipos de matrizes e ambientes,
mesmo quando os analitos alvos estdo presentes em misturas quimicas
altamente complexas. (CORREA, 2015, p.27)
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Quando em conjunto com a cromatografia gasosa, a espectrometria de massa
torna-se ainda mais eficiente. Essa técnica é utilizada para o estudo de atomos, moléculas
e fragmentos, que séo ionizados e tém seus ions separados, com base em suas diferentes
razbes: massa/carga (m/z). Pode detectar a presencga de drogas de abuso na urina, cabelo
e sangue, confirmar suspeita de presenca de substancia toxica em alimentos, observar se
determinada substancia foi inserida intencionalmente em determinados acidentes, tal como
incéndios, entre tantas outros. (ROMAO, 2010)

Para a anélise utiliza-se um espectrémetro de massas, onde a amostra é introduzida.
Essa insercéo pode ser feita com um liquido, sélido ou gas, no entanto uma quantidade
pequena da amostra deve estar previamente convertida em vapor, para que se forme um
fluxo de moléculas, que serdo submetidos a niveis mais baixos de pressao, variando de
poucos milimetros de mercurio a micréometros de mercurio. Para que o fluxo de entrada
seja constante o vapor atravessa o escapamento molecular e, em seguida entra na camara
de ionizagdo. No caso de a amostra ser ndo-volatil, utilizam-se outros métodos, como o
da sonda direta. Ela é acoplada na ponta de uma sonda, que € inserida por meio de uma
comporta em vacuo na camara. A sonda pode sofrer aquecimento, para que o vapor da

amostra seja liberado proximo a fonte de ionizacao.

As unidades de injecdo de amostra mais versateis s&o construidas
conectando-se um cromatografo a um espectrometro de massa. Essa
técnica de introducdo de amostra possibilita que uma mistura complexa
de componentes seja separada pelo cromatografo, e o espectro de massa
de cada componente pode, entdo, ser determinado individualmente[...]. Na
espectrometria de massa/cromatografia de gas (GC-MS), o fluxo gasoso
que sai de um cromatografo é admitido, por meio de uma valvula, em um
tubo, onde atravessa um escapamento molecular. Parte do fluxo gasoso é,
entdo, admitido na camara de ionizacéo do espectréometro de massa. Dessa
forma, é possivel obter o espectro de massa de todo componente de uma
mistura injetada no cromatografo de gas. Na verdade, o espectrometro de
massa cumpre o papel de detector. Da mesma forma, a espectrometria de
massa/cromatografia de liquido de alta performance (HPLC-MS, ou mais
simplesmente LC-MS) acopla um instrumento de HPLC em um espectrémetro
de massa por meio de uma interface especial. As substancias que eluem da
coluna HPLC sé&o detectadas pelo espectrometro de massa, € seus espectros
de massa podem ser mostrados, analisados e comparados aos espectros
padréo encontrados na biblioteca digital contida no instrumento. (LAMPMAN
et al, 2016.p. 401)

Na camara de ionizagdo as moléculas séo transformadas em ions em fase gasosa,
que sao acelerados por um campo eletromagnético. O método mais recorrente é a
ionizagdo por elétrons. Um feixe de elétrons com muita energia é emitido e colide no fluxo
de moléculas, retirando um elétron e criando um cation. Os ions séo direcionados para as
placas aceleradoras, com o apoio de uma placa repelente, com potencial elétrico positivo.
Por ser aplicado uma diferenca de potencial muito elevada nas placas aceleradoras, gera-
se um feixe de ions positivos, que se desloca rapidamente.
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Esse feixe de ions entra em um analisador de massa, onde os ions séo separados
de acordo com sua razdo: massa/carga. Ao final, eles sédo contados pelo detector, a partir
da producédo de uma corrente relativa a quantidade de ions que o alcanca. O resultado €
registrado por um sistema de dados, que transfere o sinal em um grafico. Esse processo

esta exposto na figura abaixo.
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Figura 2: Espectrometro de massas
Fonte: Carlos Alberto Teixeira (2014)

3.2 Luminol (LUM)

O Luminol é um reagente quimico, formado por atomos de carbono, hidrogénio,
nitrogénio e oxigénio (C,H,N,O,), diluido em um agente oxidante, geralmente o perdxido de
hidrogénio (H,0,). Frequentemente é utilizado em anélises forenses por sua propriedade
quimioluminescente, isto é, a producdo da luz proporcionada por uma reagdo quimica
(Figura 3). Auxilia na descoberta do local em que o crime foi realizado, na identidade dos

envolvidos a partir da anélise de DNA, além da arma utilizada na execucgéo do delito.
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Figura 3: Luminol em contato com a hemoglobina

Fonte: Beatriz Brambilla (2019)

Um dos principais métodos para a obtencdo do LUM é por meio da reacdo da
hidrazina com o é&cido 3-nitroftalico (Figura 4), mediante aquecimento com a posterior
reducdo do grupamento nitro do 5-nitroftalhidrazina para a formagédo do produto final.
(PAULA e VASCONCELLOS, 2017)

NO, NO, O NH, O

COOH _
TTH: A NH MH

NH; NH Ma,58,0, NH

COOH

acido 3-nitroftilico .
luminol
Figura 4: Sintese do Luminol
Fonte: Beatriz Brambilla (2019)

O reagente pode ser utilizado na deteccdo de fluidos humanos, como o sangue e
o sémen. E tao eficiente e sensivel que pode detectar provas de crime em até seis anos
apods a limpeza dos vestigios, além de detectar o sangue em uma diluicéo de 1:1.000.000,
em diversas superficies, como madeira, azulejos, cerdmicas, laminados, etc. No momento
de realizacdo do teste o local analisado deve estar escuro para melhor observacéo da luz
fluorescente ap6s aplicagéo do LUM.

Para que a reagéo de quimioluminescéncia funcione e a luz fluorescente apareca é
preciso que além do agente oxidante, utilize-se um meio aquoso, com solventes proéticos
ou dipolares aproéticos. Além disso, um catalisador redox (como metais de transicao),
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preferencialmente em meio basico. Na deteccdo de sangue, o catalisador indicado é o
ion ferro, presente nos grupos “heme” da hemoglobina. O mecanismo desta reag¢ao esta

representado na figura 5.
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Figura 5: Reacédo de oxidagao do luminol

Fonte: Ana Gabrielle do Nascimento Camara (2017)

O catalisador (ion ferro) oxida o LUM (composto 1, figura 5), convertendo-o em
diazoquinona (composto 2), que em seguida sofre ataque pelo &nion proveniente do
peroxido de hidrogénio hidrolisado, quebra a dupla ligagao entre os nitrogénios e entre os
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carbonos com os oxigénios, formando o endo-peroxido (composto 3). Esse, por sua vez,
perde uma molécula muito estavel de nitrogénio e forma o diénion do &cido 3-aminoftalico
no estado excitado (composto 4). Quando o elétron excitado pela reacéo retoma ao estado
fundamental, ele sofre liberacao de fotons, por meio da emissdo de energia em forma de
luz (na cor azul), com aproximadamente 430 nm de comprimento de onda.

Apesar de toda sua eficiéncia, alguns fatores podem interferir na reagéo. Entre eles
estdo alvejantes, detergentes, desinfetantes/antissépticos com presenca de permanganato
de potassio ou iodo na sua composi¢ao e antioxidantes utilizados em alimentos e bebidas.

3.3 Datiloscopia

A datiloscopia é o processo de identificagéo de pessoas a partir da impressao digital,
criado em 1891 por Juan Vucetich e introduzido na medicina legal no Brasil em 1903, trouxe
aos métodos de identificacdo uma maior seguranca. Baseia-se em um método pratico e
preciso, que auxilia na descoberta de quem esteve presente na cena do crime, tornando-os
suspeitos e, mais tardiamente, podendo revelar o autor do caso em investigacédo, que ao
tocar em um objeto ou local, deixa o formato das papilas dérmicas ou cristas no local por
meio do suor de suas maos. (PEREIRA, 2010)

O sistema Vucetich se baseia em trés caracteristicas, sendo elas, a perenidade
das cristas papilares que se formam ainda no utero, elas perduram a vida inteira, nao
desaparecem e se regeneram, e cada ser humano tem um conjunto de cristas diferentes.

Existem variadas técnicas para detectar uma impresséo digital oculta, a chamada
impresséo papilar latente (IPL), como a Técnica do Po, do vapor de lodo, do Nitrato de
Prata, Cianoacrilato e Ninidrina. Sendo que a Técnica do P6 é mais de 90% das vezes
optada nas pericias papiloscopicas. Neste capitulo trazemos trés tipos de analise.

3.4 Técnica do P6

Nesta técnica séo utilizados pincéis e pé. Ela é efetiva quando a impresséao for
recente, isto é, de até 48 horas, pois nesse meio-tempo ainda ha depésito de gorduras e
agua no local. Além do mais necessita ser realizada em uma superficie lisa como metal,
vidro, plastico, ou em superficies porosas, como papel e madeira sem tratamento.

O pd a ser utilizado na técnica deve ser escolhido levando em consideracéo a
cor da superficie em que esta a impressao digital, devendo contrastar com a mesma.
A temperatura, umidade e o0 aspecto da area também interferem na escolha. Caso seja
necessario a utilizacdo de um p6 de cor branca, pode-se optar pelo p6 didxido de titanio,
composto também por caulin e talco. Se preciso um p6 de cor preta uma boa opgéo seria
0 p6 didxido de manganés, composto também por 6xido de ferro, negro-de-fumo e resina.
Entretanto, como citado anteriormente, essa escolha varia de acordo com a natureza da
superficie em anélise.

Para a execugdo sdo necessarios um pincel e muita cautela ao aplicar o pd
previamente escolhido, para ndo prejudicar os resultados. Assim, ocorre interagdo entre o
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pb e a agua ou/e gorduras na superficie, revelando a visualizagéo da IPL, que ocorre logo
em seguida. Esta interagdo entre os compostos da impressédo e o po € de carater elétrico,
tipicamente forcas de van der Waals e ligacdes de hidrogénio. (AMICCI, entre 2005 e 2020)

Figura 6: Técnica do p6

Fonte: Dreamsite

3.5 Técnica do vapor de lodo

Atécnica que usa vapor de iodo é preferencialmente aplicada em superficies porosas
e metdlicas de objetos pequenos. Atualmente utiliza-se um kit que facilita sua aplicagéo,
entretanto antigamente era feita em um saco plastico selado, onde o objeto era colocado
juntamente com cristais de iodo e ap0s era realizada a agitagdo do saco, gerando liberacdo
de calor e sublimando os cristais de iodo. (CHEMELLO, 2006)

Essa sublimacéo resulta na liberacdo de vapor de iodo que, quando em contato
com a IPL absorve-se na gordura, por meio de uma reacao de halogenacéo, quebrando as
duplas ligagbes dos acidos graxos e ligando-se aos carbonos. A dissolugdo do vapor na
gordura promove a coloragdo marrom/amarelado, tornando visivel a digital. Geralmente
apoés a formacao da IPL, usa-se um produto fixador que impede que a impressao sublime
novamente. E muito importante a fotografia forense, principalmente nesse caso, pois a
impressédo pode desaparecer rapidamente (ALVES; FIELD’S, 2010). A figura 7 representa
a utilizagao dessa técnica em papel.
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Figura 7: Experimento da técnica de vapor de iodo

Fonte: Experimentando quimica (2017)

3.6 Técnica do nitrato de prata

Técnica usada desde 1891, baseada na reacdo entre o nitrato de prata e os ions
cloreto presentes na IPL. Atualmente é realizada com a solugdo 5% de nitrato de prata
dentro de um frasco spray, que € borrifado sobre a superficie a ser analisada. Apos trinta
segundos tera ocorrido a reacao, que libera cloreto de prata. Em seguida o objeto € inserido
em uma camera escura onde ocorre a secagem e, por fim, uma lanterna aceleradora de
nitrato de prata promove a redugéo dos ions da prata em prata metalica, aparentando a
IPL sobre um fundo escuro. (CHEMELLO, 2006) A equagao quimica que representa esta
técnica pode ser vista abaixo.

XCl g + AGNO, ., — AgCl, + XNO, .

3(aq) (ppt)

Segundo Araujo (2000, apud SILVA, 2015) antigamente o plano investigado era
afundado em uma cuba contendo a solugdo de nitrato de prata, apoés era secado na
camera escura e para completar a analise e a reacao ele era exposto a luz solar pelo tempo
necessario para ocorrer a redugédo dos ions.

Normalmente essa técnica € utilizada em superficies porosas e plasticos ou
madeira envernizada. Em ambas as formas de realizagéo da técnica, o resultado da IPL
com coloragéo escura deve ser fotografado rapidamente, pois em pouquissimo tempo
toda a superficie torna-se preta. Todavia a impressao pode ser novamente observada ao
adicionar-se uma solucéo de 10% de tiossulfato de sédio ou quando colocada em um local
totalmente escuro.
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41 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao abordar o tema tratado neste capitulo, espera-se contribuir na aprendizagem
acerca dos métodos utilizados para elucidagédo de casos na pericia criminal, e esclarecer
dividas no que tange a cenas vistas pela populacdo em séries e filmes de ficgao cientifica.
Adicionalmente, a finalizag@o deste trabalho mostrou-se eficiente no auxilio a estudantes
que tém interesse na area criminalistica da Quimica Forense, ampliando o conhecimento e
construindo sua opinido critica.

Observa-se que na pratica as técnicas utilizadas por peritos criminais sdo mais
complexas do que quando retratadas na televisdo. Exigem mais tempo do que é apresentado
nas séries e filmes, conhecimentos quimicos avancados, bom manuseio de materiais de
laboratério, equipamentos de protecao individual e materiais especificos para obtencao
certeira dos resultados.

Todavia, as andlises praticadas para elucidagéo de fatos sdo tdo importantes quanto
os resultados homologados pelo tribunal do jari, pois levam a provas concretas que auxiliam
na sentenca final. Por isso, é de grande importancia e influéncia na vida populacional o
conhecimento desta ciéncia, pois interfere nos direitos humanos e na liberdade individual.
A televisdo nos mostra uma versao "embelezada" da pericia criminal, que muitas vezes
precisa “criar” novas maneiras de realizar seu trabalho.

Por fim, ao realizar o estudo para o proposto capitulo, observou-se a caréncia
de materiais disponiveis que abordam o assunto. Sendo indispensavel a ampliagéo de
pesquisas teoricas cientificas e, também, uma maior divulgagdo sobre o tema entdo
relatado.
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RESUMO: A queima de combustiveis fésseis
leva a liberacdo de compostos como didxido
de carbono (CO,), monoxido de carbono (CO),
Oxidos de enxofre (SO,), 6xidos de nitrogénio
(NO,) e material particulado. Esse processo é
um dos maiores responsaveis pela poluicdo
do ar e chuva acida. O principal problema das
tecnologias tradicionais, como o processo de
hidrodessulfurizagdo (HDS), esta relacionado
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a dificuldade na transformagcé@o dos compostos
organicos aromaticos sulfurados em outros
menos prejudiciais ao ambiente. Além disso séo
necessarias condigoes de operacéo severas, que
aumentam o custo do processo. Uma alternativa,
para solucionar esse problema seria a oxidagédo
e posterior remocgéo dos compostos sulfurados
oxidados. O processo de dessulfurizagéo
oxidativa (ODS), que converte compostos de
enxbfre em sulfonas e sulfoxidos, os quais séo
posteriormente separados por processos fisicos
(extracdo com solventes), apresenta vantagens
como condi¢cbes reacionais mais brandas, maior
eficiéncia na remocgéo de compostos sulfurados
resistentes a hidrodessulfurizagdo em precessos
HDS, e reaproveitamento dos produtos oxidados
gerados. Por esta razdo, neste trabalho foram
sintetizados novos complexos de V, Nb e Mo com
o ligante &cido 2-hidroxi- nicotinico (Hnic), que
foram avaliados como catalisadores em reagdes
do tipo ODS de oxidagéo do dibenzotiofeno. Dois
complexosinéditos foramsintetizados, ocomplexo
de nidbio, (NH,),[(NbO,),(Hnic)] e o complexo
de vanadio, [VO,(Hnic)(H,0)]. As reagbes de
oxidacdo do dibenzotiofeno foram conduzidas
em acetonitrila como solvente, peroxido de
hidrogénio como oxidante, a temperatura de 60°C
empregando-se 1% de catalisador em rela¢do ao
substrato. O método de andlise para quantificar
a conversdao do substrato em produtos de
oxidacao foi a cromatografia gasosa com detetor
de ionizacdo de chama (CG/FID). Os resultados
mostraram que as conversoes do dibenzotiofeno
em sulfona obtidas foram: 33,4%, 61,5% e 66,4
%, nas reagdes catalisadas pelos complexos de
Nb, V e Mo, respectivamente.
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PALAVRAS - CHAVE: dessulfurizacao oxidativa, dibenzotiofeno, complexos, niébio, vanadio.

OXIDATIVE DESULFURIZATION REACTION OF DIBENZOTHIOPHENE
CATALYZED BY VANADIUM, NIOBIUM AND MOLIBDENIUM COMPLEXES

ABSTRACT: The combustion of fossil fuels leads to the emission of compounds such as
carbon dioxide (CO,), carbon monoxide (CO), sulfur oxides (SO,), nitrogen oxides (NO,) and
particulate matter. That process is one of the main responsible for the pollution of the air
and acid rain. A great problem with traditional technologies, such as the hydrodesulfurization
process (HDS), is related to the difficulty in transforming organic sulfur containing aromatic
compounds into others that are less harmful to the environment. Beside that severe operating
conditions are required that increases the cost of the process. An alternative, to solve this
problem, would be the oxidation and subsequent removal of these oxidized sulfur compounds.
The oxidative desulfurization process (ODS), which converts sulfur compounds into sulfones
and sulfoxides, which are subsequently separated by physical processes (solvent extraction),
has advantages, such as milder reaction conditions, greater efficiency in the removal of
hidrodesulfurization-resistant sulfur compounds through HDS process and reuse of the
oxidized sulfur product generated. For this reason, in this work, new V, Nb and Mo complexes
with the 2-hydroxy-nicotinic acid as ligand (Hnic) were synthesized, and the catalytic activity
in dibenzothiophene oxidation ODS type reactions were evaluated. Two new complexes have
been synthesized, the niobium complex, (NH,),[(NbO,),(Hnic)] and the vanadium complex,
[VO,(Hnic)(H20)]. The oxidation reactions of dibenzothiophene were carried out in acetonitrile
as a solvent, hydrogen peroxide as an oxidizer, at a temperature of 60°C using 1% of catalyst
in relation to the substrate. The method of analysis to quantify the conversion of the substrate
into oxidation products was gas chromatography with a flame ionization detector (CG/FID).
The results showed that the conversions of dibenzothiophene to sulfone were 33.4%, 61.5%
and 66.4% the presence of Nb, V and Mo complexes, respectively.

KEYWORDS: oxidative desulfurization, dibenzothiophene, complexes, niobium, vanadium.

11 INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a industria do petréleo tem se preocupado com um método de
remocao de compostos sulfurados presentes na gasolina e 6leo diesel, com o objetivo de
produzir combustiveis mais limpos (GAO et al., 2021). Compostos sulfurados, presentes
em combustiveis fosseis, séo convertidos por combustdo em SO, e representam
um dos maiores responsaveis pela poluicdo do ar e chuva &cida (GAO et al., 2021;
BRAUN et al.,2003). Os 6xidos de enxéfre (SO,), alem de provocar problemas para o
ambiente, causam corrosdo e envenenamento de catalisadores em processos de refino.
A remocao de enxofre no processo de hidrodessulfurizacao (HDS) elimina facilmente
tibis, mercaptanas e dissulfetos, mas é menos efetiva para compostos sulfurados
poliaromaticos como dibenzotiofeno (DBT) e seus derivados, especialmente o 4,6 aquil-
DBT. Estes compostos apresentam impedimento estérico e sua reatividade frente a

catalisadores é lenta. E necessario condigdes de operagdo severas que aumentam o custo
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do processo (de SOUZA et al., 2009). Uma alternativa para solucionar este problema seria
a oxidacdo e posterior remocao destes compostos sulfurados. Este processo se chama
dessulfurizacdo oxidativa (ODS) onde os compostos sulfurados, sulfetos e derivados de
tiofeno, sdo oxidados a sulféxidos ou sulfonas e posteriormente extraidos do diesel com
solventes polares (WANG et al., 2003; JULIAO et al. 2015; GONZALEZ, et al. 2016). As
principais vantagens do processo de ODS séo as condi¢bes de reacéo, isto €, pressao e
temperaturas baixas e nao utilizam hidrogénio, composto altamente inflamavel que é usado
no processo de hidrodessulfurizagcdo (HDS). Além disso o processo ODS torna possivel
oxidar compostos sulfurados poliaromaticos como o dibebenzotiofeno (DBT) que néo séo
removidos nos processos tradicionais Complexos de metais de transicdo tém sido usados
como catalisadores, em meio homogéneo para a oxidacao de sulfetos na presenca de
peroxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio € um agente oxidante interessante por
que gera agua como sub-produto, e torna o processo menos poluente.

Dentre os metais de transi¢cdo mais estudados podemos destacar o vanadio (FLORIS
et al.,2017) e o molibdénio (ROMANOWSKI et al., 2018). Complexos de vanadio salophen
e vanadio salen foram utilizados como catalisadores em reacéo de ODS de dibenzotiofeno.
Com o VO(salen) obteve-se conversao de 62% e com o VO (salophen) obteve-se conversao
de 98% (FLORIS et al.,2017). Saeedi et al. (2018) avaliaram o complexo de vanadio na
reacdo de oxidagdo do dibenzotiofeno, e nas condigbes empregadas, isto é, 2,5%molar
do complexo, Tmmmol de DBT, 5mmol de H,0, & 70°C alcangou-se converséo total do
substrato em sulfona.

Foi relatado na literatura que complexos de nidbio com ligantes contendo grupo
carboxilato como o é&cido nicotinico e aminoacidos oxidam compostos sulfurados a
sulféxidos e sulfonas (GOGOI et al.,2015).

Nao foi encontrado na literatura consultada a avaliacdo de complexos de nibbio,
vanadio e molibdenio contendo ligante derivado do &cido nicotinico na oxidagdo do
dibenzotiofeno. Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
catalitica de complexos de V, Nb e Mo contendo o acido 2-hidrdxi- nicotinico como ligante,

em reagdes de oxidagao do dibenzotiofeno.

2| PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiais

Acetona, Acetonitrila, o metanol e o per6xido de hidrogénio (30%) e molibdato de
amoénio foram adiquiridos pela VETEC, o acido 2-hidroxi-nicotinico, o metavanadato de
sédio e o dibenzotiofeno foram adiquiridos pela Aldrich, o 6xido de nidbio foi gentiimente
cedido pela Companhia Brasileira de Metalurgia e Mineragdo (CBMM) o cloroférmio
deuterado foi adiquirido pela TEDIA. Os reagentes e solventes empregados no trabalho

foram usados como recebidos.
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2.2 Sintese do complexo de Vanadio

Um mmol (0,12 g) de uma suspensdo de metavanadato de sodio, NavVO,, em
metanol (10 ml) foi adicionada lentamente ao ligante acido 2-hidroxinicotinico (1 mmol,
0,14 g). A mistura foi aquecida sob refluxo (80°C) e agitada por 12 horas. Apos, obteve-se
um solido verde, o qual foi lavado com etanol e filirado a vacuo com funil de placa porosa
(NICA et al.,2015).

2.3 Sintese do complexo de Molibdénio

Uma suspenséo de 2 mmol (0,28 g) do ligante foi adicionada a uma solu¢do aquosa
de 5 ml de molibdato de aménio, (NH4),Mo,0,,.4H,0 (1 mmol, 1,24 g). A solugéo resultante
ficou sob refluxo (100°C) e agitacdo por 3 horas. Resultou-se em um sélido branco, que

entéo foi filtrado a vacuo e lavado com acetonitrila quente (QUINTAL et al., 2001).

2.4 Sintese do complexo de Nidbio

O complexo de nidbio foi obtido a partir da reacdo de complexagcdo do

tetraperoxoniobato de aménio com o ligante acido 2-hidroxi-nicotinico.

2.4.1 Sintese do tetraperoxoniobato de amdnio

Um grama de acido niobico comercial, 25 ml de agua destilada, 25 ml de H,O,, em
meio basico (6 ml de NH,OH), foram agitados por 2 horas & temperatura ambiente. Com
o término da agitagcéo, adicionou-se a solugdo resultante 100 ml de acetona e formou-se
imediatamente um so6lido branco. O sélido foi filtrado a vacuo, lavado com acetona e seco

ao ar (BAYOT et al, 2003).

2.4.2 Sintese do Complexo

Adicionou-se 0,20 g (1,44 mmol) de ligante em suspensdo numa solu¢do de metanol
ao tetraperoxoniobato de aménio 0,39 g (1,44 mmol), mais 5 ml de agua e 5 ml de perdxido
de hidrogénio, sob agitacdo e temperatura ambiente. Depois de um tempo, a solucéo
foi aquecida lentamente a fim de evaporar o solvente. Com o aumento da temperatura
observou-se a formagdo de uma solugdo leitosa amarelada, que depois da adicdo de 50
ml de etanol, formou um precipitado. O complexo foi filtrado e lavado com acetona (BAYOT
et al, 2003).

2.5 Reacao de oxidacao

As reagdes de oxidacdo com os complexos de V, Nb e Mo foram conduzidas em
acetonitrila como solvente e na presenca de peroxido de hidrogénio 30%v/v como agente
oxidante. Variou-se a propor¢éo molar substrato: per6xido de hidrogenio (1:1 e 1: 2), tempo
de reacé@o e temperatura (50°C e 60°C). Em um frasco adicionou-se 0,0645g (7,68 x10°
“mmol) de DBT, peroxido de hidrogénio, o catalisador e completou-se o volume até 5mL
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com acetonitrila. A reagéo ficou sob aquecimento em banho de agua e agitagdo magnética
constante. Apds o tempo de reacéo desejado, separou-se o catalisador do meio reacional
por centrifigacdo, e em seguida, retirou-se 50 uL do sobrenadante da reacgéo, transferiu-
se para um frasco de analise de cromatografia “vial” e adicionou-se 450 pL de solugédo de
padréo interno (P.I.). As reacdes foram feitas em triplicata. A converséo do substrato em
produtos de oxidagéo foi acompanhada por cromatografia gasosa.

2.5.1  Preparo da solugdo de padréao interno (P.1)

Utilizou-se como padréo interno antraceno e preparou-se uma solu¢do em acetonitrla
com uma concentragao de 0,0025 mol.L".

2.5.2  Preparo das solugbes padrbes para a analise quantitativada por
cromatografia gasosa (curva de calibragdo)

Fez-se uma curva com 6 pontos, com as seguintes porcentagens de substrato: 100%,
75%, 50%, 25%, 1%, 0,1%, sendo o0 100% de substrato correspondente a 0,07 mol.L-" de
DBT. Cada ponto foi feito a partir de uma diluicdo do ponto anterior, em acetonitrila, em
baldo volumétrico de 10 mL, com excecgao do ponto 6 que foi feito em baldo volumétrico de
5 mL. O ponto 1 foi a solugéao inicial.

2.6 Métodos de Analise

A andlise de infravermelho foi realizada em um espectrémetro de infravermelho com
transformada de Fourier da marca Nicolet, modelo Magna-IR 6700. As amostras foram
analisadas na regido de 4000 a 400 cm™ sob forma de pastilha de KBr para os sélidos
obtidos.

As analises elementares de C, H e N foram obtidas em um equipamento CHNS
Flash EA 1112 Series, da marca Thermo, no Laboratério Multiusuario da USP.

As analises de conversao do substrato foram realizados por cromatografia gasosa.
O cromatégrafo com detector por ionizagdo de chama (FID) usado nas analises foi da
marca Shimadzu, modelo 2014, localizado no Polo de xistoquimica/UFRJ. Utilizou-se a
razao da area do substrato (DBT) pela area do padréo interno (P.l.) para calcular, pela
equacao da reta gerada pela curva de calibragéo, a porcentagem de conversao.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese dos complexos

A reacdo do molibadato de aménio com &cido 2-hidroxi-nicotinico em agua e refluxo
resultou no complexo (NH,),[Mo,O,(HnicO),].2H,0 com 35% de rendimento. A reagéo do
tetraperoxoniobato de aménio com o ligante em agua e peréxido de hidrogénio resultou
no complexo (NH4),[(NbO,),(Hnic)] com 87% de rendimento. A complexagéo do vanadio
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possibilitou a sintese do aqua complexo [VO,(Hnic)(H,O)] com 50% de rendimento.

As estruturas foram propostas a partir das analises de infravermelho e analise
elementar. Os complexos que teriam maior estabilidade quanto a formacéo de anéis com
0 metal central (no caso de todos os complexos propostos formaram anéis de 6 membros)
foram propostos; analisou-se o numero de oxidacdo do metal central do complexo com
base no precursor (V5+, Nb%, Mo®); e, ainda, verificou-se a quantidade de atomos ligados
ao metal central além do grupo coordenante. Considerou-se complexos analogos aos que
foram relatados na literatuta para ligantes bidentados (MAURYA et al., 2017; QUINTAL et
al., 2002; QUINTAL et al.,2001). Assim, foi possivel concluir que as provaveis estruturas
dos complexos sao as apresentadas na Figura 1.

[s] H (o]
|
" Mo "700 INH, N\ O\\vfo
(LG ™ (1 I
‘ o—>b F ]
Q
(NHa)2[M0206(HnicO)2].2H20  (NHa)2[(NbO2)s(Hnic)] [VO2(Hnic) (H20)]

Figura 1- Estruturas propostas dos complexos.

3.2 Analise por Espectroscopia de Infravermelho e Anélise Elementar de
CHN

Os espectros na regidao do infravermelho (Figura 2) apresentaram bandas que
confirmam a presenca do ligante acido 2-hidroxi-nicotinico como a banda referente ao
estiramento das ligagcdes C=C e C=N, presentes no anel aromatico do ligante em 1573 cm-.
Verificou-se que a banda referente ao estiramneto da carbonila do acido carboxilico, que no
ligante € em 1743 cm™, foi deslocada para a faixa de 1600 cm™'. Essa banda é caracteristica
de estiramento assimétrico do grupo funcional carboxilato, indicando a perda do hidrogénio
acido, sugerindo que houve complexacao deste grupo com os metais centrais. No complexo
de molibdénio a banda na faixa de 913-955 cm' refere-se ao estiramento simétrico referente
ao grupo MoO, e a banda na faixa de 876-915 cm™" refere-se ao estiramento assimétricodo
grupo MoO,. No complexo de nibbio as bandas de 562 e 671 cm™ confirmam a presenca
do centro metélico coordenado aos grupos peroxos, além da presenca do proprio peroxido,
cujo estiramento da ligagéo O-O pode ser atribuido a banda de 865 e 850 cm™ (GOGOI et
al., 2015). No complexo de vanadio duas bandas fortes relativas ao estiramento vibracional
do VO, s&o observadas em 893 e 930 cm™' (NICA et al., 2015). Os espectros na regido do
infravermelho dos trés complexos obtidos estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 2 — Espectros de infravermeho dos complexos de Mo, Nb e V.

Os resultados de analise elementar (CHN) estdo apresentados na Tabela 1.

Composto Analise (%)
C H N

(NH4)2[Mo206(Hnic)z].2Hz0 22,8 2,5 8,7
(22,8) (2,8) (8,8)

(NH4)2[(NbO2z)3(Hnic)] 19,8 33 11,6
(19,9) (3,3) (11,5)

[VO2z(Hnic)(OH2)] 20,8 2,1 5,7
(30,1) (2,5) (5,8)

Tabela 1 - Resultados de CHN. Em parénteses os resultados teéricos das estruturas.
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3.3 Resultados das reacdes de oxidacao

As reacOes de oxidagao do dibenzotiofeno catalisada pelos complexos de Nb, V e
Mo foram conduzidas a temperatura de 50°C e 60°C. As razGes molares substrato: perdxido
de hidrogenio foram de 1:1 e 1:2. A conversao do dibenzotiofeno foi avaliada em funcéao

do tempo. Os resultados obtidos em duas horas de reagdo estdo apresentados na Figura
3,4¢eb.
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1:1/50°C/1%/2h 1:2/50°C/1%/2h 1:2/60°C/1M%/2h

Figura 3- Conversao do dibenzotiofeno com catalisador de ni6bio.

Nas reagdes catalisadas pelo compelxo de nidbio as conversées foram inferiores a
35%. Mesmo quando se aumentou a temperatura de 50°C para 60°C.
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Figura 4- Conversao do dibenzotiofeno com catalisador de vanadio.
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Figura 5- Convers&o do dibenzotiofeno com catalisador de molibdénio.

No caso das reagdes catalisadas pelos complexos de vanadio e molibdénio verificou-
se que um aumento na relagéo molar substrato oxidante e um aumento da temperatura levou
a um aumento na conversao do dibenzotiofeno. Melhores resultados foram alcancados
com o complexo de molibdenio.

41 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados dois complexos inéditos, 0 complexo de vanadio,
[VO,(Hnic)(H,0)] e o complexo de nidbio, (NH,),[(NbO,),(Hnic)]. Estes complexos foram
avaliados pela primeira vez na reacdo de oxidacdo do DBT e apresentaram resultados
promissores. Melhores resultados foram obtidos com o complexo de molibenio devido
provavelmente ao maior estado de oxidagao deste metal.
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RESUMO: O SARS-CoV-2 é o0 sétimo coronavirus
a infectar seres humanos. Atualmente né&o
ha tratamentos farmacologicos comprovados
contra a COVID-19 ou que possam ser de amplo
espectro para minimizar as sequelas. Este
trabalho visa identificar compostos ou drogas ja
comercializadas que possam ser coadjuvantes
no tratamento de quadros infecciosos da
COVID-19, paralelo a administracdo de vacinas.
Nesse contexto, realizou-se simulacbes de
docking molecular para entender quais farmacos
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sdo mais eficazes na modulacdo de um total de
dez receptores, seja diretamente na sinalizagéo
viral, pré-inflamatéria ou sistema nervoso
central, relacionados ao quadro da COVID-19.
Posteriormente validou-se alguns resultados
mediante simulagdes de dinamica molecular a
partir de arquivos de trajetéria disponibilizados
publicamente. Dentre um total de 71 simulagbes
de docking molecular, 0 medicamento ledipasvir
administrado em pacientes com Hepatite-C (HCV)
foi 0 mais promissor com valor médio AG° =-10,3
kcal-mol'! e probabilidade de inespecificidade
conforme redes neurais de 0,21. A ivermectina,
embora tenha apresentado uma afinidade média
de -9,6 kcal-mol'1, mostrou ser um ligante com
um grau de inespecificidade muito expressivo de
0,93. Quando analisado as flutuagbes atdmicas
da dinamica molecular, o telaprevir destacou-se
pelo grande numero de liberdade rotacional em
consonancia com flutuagdes expressivas RMSF
com pico em torno de 20A na interagdo com a
proteina Spike. Consequentemente mostrou-se
ser superior as diversas medicagdes reportadas
de forma anedotica, como nitazoxanida, e
que pela baixa mobilidade a afinidade n&o foi
tdo expressiva por conta das relativas altas
flutuacbes de 10A. Por fim, estes resultados
buscam esclarecer do ponto de vista teérico
a interacdo de inumeras medicacdes desde a
sinalizagéo viral até o sistema neuroinflamatério.
PALAVRAS - CHAVE: SARS-CoV-2,
Neuroinflamacgéo, Docking molecular, Dinamica
molecular, Ledipasvir.
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SIMULATIONS OF DOCKING AND MOLECULAR DYNAMICS IN THE SEARCH
OF MODULATING DRUGS OF THE NEUROINFLAMMATORY SYSTEM IN
INFECTIONS BY SARS-COV-2
ABSTRACT: SARS-CoV-2 is the seventh coronavirus to infect humans. Currently, there are
no pharmacological treatments proven against COVID-19 or that may be broad-spectrum to
minimize sequelae. This work aims to identify compounds or drugs already commercialized that
may be supporting in the treatment of people with COVID-19, in parallel to the administration of
vaccines. Thus molecular docking simulations were performed to understand which drugs are
most effective in modulating a total of ten receptors, whether directly in viral, pro-inflammatory,
or central nervous system signaling. Subsequently, some results were validated through
molecular dynamics simulations from publicly available trajectory files. Among a total of 71
molecular docking simulations, the drug ledipasvir administered to patients with Hepatitis-C
(HCV) was the most promising with an average value AG°=-10.3 kcal-mol'! and a nonspecific
probability according to neural networks of 0.21. Although ivermectin had an average affinity
of -9.6 kcal-mol™1, it was shown to be a ligand with a very expressive degree of nonspecificity
of 0.93. When analyzing the atomic fluctuations in molecular dynamics telaprevir stood out for
a large number of rotational freedom in line with expressive RMSF fluctuations with a peak
of 20A in the interaction with the Spike protein. Consequently, it was shown to be superior to
the several anecdotally reported medications, such as nitazoxanide, and that due to the low
mobility, the affinity was not so expressive due to the relatively high 10A fluctuations. Finally,
these results seek to clarify, from a theoretical point of view, the interaction of numerous

medications from viral signaling to the neuroinflammatory system.
KEYWORDS: SARS-CoV-2, Neuroinflammation, Molecular docking, Molecular dynamics,
Ledipasvir.

11 INTRODUGAO

Os primeiros casos de hospitalizag&o por infeccoes de SARS-CoV-2 foram relatados
em dezembro de 2019, em Wuhan, provincia de Hubei, China. Este virus é de uma
propor¢éo nao vista desde a pandemia de Gripe Espanhola em 1918 (Li et al., 2020). O
coronavirus (CoV) pertence a familia Coronaviridae, da ordem Nidovirales que séo virus
de RNA de fita simples (Zhu et al., 2020). O inicio da sindrome respiratoria aguda grave
(SARS) ocorreu cerca de 18 anos atras, e as sequéncias genéticas sao muito semelhantes
com o virus causador da COVID-19, compartilhando cerca de 79,6% de homologia com
SARS-CoV-1 (Zhou et al., 2020). A infeccdo pela COVID-19 causa falhas respiratorias
graves e sistémicas sendo associada a alta mortalidade. A infecgdo tem uma replicacéo
mais provavel em pacientes idosos acometidos por comorbidades (Chen et al., 2020).

Pacientes acometidos pela COVID-19 comumente apresentam manifestacdes
neurolégicas, tais como tontura, dor de cabeca, consciéncia prejudicada e convulséo.
Além disso, os que apresentaram a forma mais grave da infec¢do tiveram resposta
inflamatéria mais acentuada, incluindo contagens de linfocitos mais baixas e citocinas
pro-inflamatorias significativamente elevadas em comparacao aos pacientes com infeccédo
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mais leve. Este fenébmeno pode ser indicativo de imunossupressao nestes pacientes (Mao
et al., 2020). Encefalopatia foi relatada, assim como a sindrome de Guillain-Barré e doenca
cerebrovascular aguda, também vém emergindo como uma complicacédo grave. Percebeu-
se que frequentemente os acidentes vasculares em pacientes sdo em decorréncia de um
estado proé-inflamatério elevado (Ellul et al., 2020). Além disso o coronavirus € capaz de
espalhar-se no epitélio olfatorio em direcéo ao sistema nervoso central (Zubair et al., 2020).
Apds andlises preliminares dos padrées imunolégicos dos pacientes com os sintomas
mais graves da COVID-19, os pesquisadores perceberam que proteinas pro-inflamatérias
presentes no sistema, eram expressas em concentracdes mais elevadas, em particular, a
interleucina 6 (Xu et al., 2020). Uma pesquisa recente descobriu que com a idade avancgada,
a expressédo da proteina ACE2 aumenta, bem como do gene TMPRSS2 em modelos animais
(Butowt e Bilinska, 2020). Concomitantemente, um grupo de pesquisadores descobriu que
o receptor celular neuropilina-1 (NRP1) pode aumentar significativamente a viruléncia do
SARS-CoV-2. O estudo em camundongos demonstrou o transporte de particulas virais,
mediado por NRP1, em direcéo ao sistema nervoso central (Cantuti-Castelvetri et al., 2020).

Uma vez que a COVID-19 pode atacar diversos sistemas do corpo, neste estudo
avaliamos, mediante a ferramenta de docking molecular, um conjunto de medicacbes
interagindo com receptores presentes na sinalizagéo viral, mas também proé-inflamatéria e
do sistema nervoso central. Além disso calculou-se a predicdo do grau de especificidade
de interacéo e posterior analise das intera¢des quimicas que foram formadas no complexo
receptor-ligante. Por fim mediante simulagdes de dindmica molecular foi possivel validar os
resultados obtidos por docking. Vale esclarecer que a técnica de docking molecular é uma
metodologia teoérica que permite investigar, por meio de modelos computacionais, qual o
sitio ativo de uma proteina ou enzima é mais provavel de ser ocupado por um determinado
composto ou ligante. Os primeiros algoritmos de docking foram desenvolvidos ao longo de
1980, tendo sido imprescindivel na descoberta do captopril, a primeira medicacao construida
computacionalmente (Patrick, 2013). A questéo principal de todos os programas de docking
€ abordar qual combinacao de orientagéo e conformacao é a mais favoravel em relacéo a
todas as outras combinacoes possiveis (conférmeros) (Perola, Walters e Charifson, 2004).
Desta forma, os algoritmos de docking molecular executam um algoritmo de busca no qual
a conformagéo do ligante é avaliada recursivamente até que a convergéncia para a energia
minima seja alcangcada. Finalmente, uma funcdo de pontuacdo de afinidade, a variavel
de estado AG°® (kcal-mol"), € empregada para classificar as orientagdes mais favoraveis
(Pagadala, Syed e Tuszynski, 2017).

Considerar totalmente a flexibilidade do receptor ainda representa uma das grandes
limitagdes do docking molecular. Embora tenhamos adotado docking com graus de liberdade
rotacional aos ligantes, simulagbes de dinamica molecular ainda sdo essenciais para
validar os resultados de docking. Nesse contexto ao longo da pesquisa também utilizamos
dindmica molecular para investigar a estabilidade estrutural do complexo em funcdo do
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tempo (Serdyuk, Zaccai e Zaccai, 2007). A dinamica molecular € uma metodologia bem
conhecida e confidvel desde 1975 quando M. Karplus e seu grupo de pesquisa realizaram
a primeira simulagdo de dinamica molecular no contexto biomolecular, porém limitada aos
recursos computacionais na época (McCammon, Gelin e Karplus, 1977). Na dindmica
molecular, iteracdes sucessivas sdo geradas pela integracdo das leis de movimento
newtonianas consistindo em 4 (quatro) etapas centrais: (1) minimizagéo: liberar o excesso
de tensdo do sistema; (2) aquecimento: elevar a temperatura do sistema a uma condi¢éo
especifica; (3) equilibrio: equilibra o sistema antes que as propriedades de energia possam
ser mensuradas; (4) producéo: etapa de saida que simula a dindmica do sistema estudado
(Leach, 2001).

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Protocolos de docking molecular

Todas as estruturas cristalograficas utilizadas nesta pesquisa foram obtidas na base
de dados Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2000) e cuja visualizagcao encontra-se
em (veja Figura 1). Em consequéncia da auséncia de estruturas cristalogréficas para a
proteina TMPRSS2 realizamos uma predigdo computacional. Inicialmente a sequéncia de
aminoacidos foi obtida do banco de dados UniProt (https://www.uniprot.org/) no formato
FASTA, com o coédigo TMPS2_HUMAN. Através do servidor Robetta (http://robetta.bakerlab.
org/) foi possivel predizer a estrutura cristalografica da enzima. Devido a falta de estruturas
com alto grau de homologia, o0 método de modelagem ab-initio do algoritmo RosettaCM
(Song et al., 2013) foi escolhido. A validagéo estrutural da predicdo conformacional foi
realizada usando a plataforma RAMPAGE (Ramachandran Plot Investigation) (Lovell et al.,
2003). Dentre um total de 490 residuos que constituem a protease TMPRSS2, um grupo de
4083 residuos (82,2%) esteve presente em uma regido sem impedimentos estéricos. Nota-
se ser recomendado um numero acima de (98%) na regido mais favoravel (Lovell et al.,
2003). Portanto, embora a predigdo conformacional possua algumas limitagdes, podemos
considerar ser consistente para as simulagdes.
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(9) Nsp12 RNA Polymerase (PDB ID: éNUR

Figura 1: Visualizagédo das estruturas cristalograficas resolvidas através de métodos
experimentais por pesquisadores em todo o mundo e que foram imprescindiveis em todas as
simulacdes computacionais nesta pesquisa (Appleton et al., 2007; Jin et al., 2020; Kirchdoerfer
e Ward, 2019; Lan et al., 2020; Miller et al., 2011; Osipiuk et al., 2020; Schmidt et al., 2018;
Varghese et al., 2002; Xia et al., 2020; Yang et al., 2003)

A versao mais recente do AutoDock Vina 1.1.2 foi adotada (Trott e Olson, 2009)
na metodologia do docking, sendo uma ferramenta de encaixe eficiente e amplamente
utilizada. A base de dados PubChem (Kim et al., 2019) (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)
foi importante para obtengéo da estrutura planar de todas as medicag¢des. O conférmero
foi gerado com um método de mecanica molecular MMFF94 (Merck Molecular Force Field)
disponivel no software MarvinSketch 20.10. Os arquivos de entrada de docking foram
preparados usando a ferramenta AutoDock Tools (ADT) 1.5.7-rc1 (Sanner, 1999). Desta
forma, atomos de hidrogénio polares foram adicionados a estrutura, enquanto os apolares
foram removidos. Além disso moléculas de agua, cofatores e inibidores co-cristalizados
foram removidos e cargas parciais de Gasteiger-Marsilli foram atribuidas aos receptores e
ligantes. Nota-se que todos os protocolos de docking seguem conforme o proposto pelos
préprios desenvolvedores (Forli et al., 2016). Embora as cadeias laterais dos receptores
tenham sido consideradas rigidas, todos os graus de liberdade rotacional foram atribuidos
aos ligantes.

As simulagdes foram realizadas em uma Unica etapa, de forma que o docking foi
efetuado considerando as coordenadas do grid box ao centro geométrico do principal
sitio de ligagdo de cada receptor, com um volume de (126,0A)® como espago de busca.
Além disso, usamos um valor de exaustividade de 400 e o seed pseudo-aleatério foi
definido como zero em todas as simulagdes para garantir a reprodutibilidade. Dentre os
conférmeros resultantes de docking, foi escolhido aquele com o menor AG®. A fim de validar
os protocolos de docking, um re-docking dos ligantes co-cristalizados foi realizado para
algumas proteinas. Todas as previsdes dos residuos que constituem o sitio de ligagéo dos
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receptores foi adotando o algoritmo fPocket através dos diagramas de Voronoi (Guilloux,
Le, Schmidtke e Tuffery, 2009) (ver Tabela 1).

Todas as interagdes de aminoacidos foram obtidas usando a plataforma ProteinPlus
(https://proteins.plus/) (Stierand, MaaB e Rarey, 2006) com 0 modulo PoseView. Um
estudo mais aprofundado do quantitativo de interagdes intermoleculares foi possivel com o
Arpeggio (http://biosig.unimelb.edu.au/arpeggioweb/) prevendo interacées dentro de uma
secao radial de 5,0 A (Jubb et al., 2017).

Proteina Residuos de interagdo Coordenadas cartesianas
SARS-CoV-2 Mpro (PDB 1D: 6LUT) Cadeia A: Gly251, Ser254, Val261, X =-47,232;
Ala260, Thr224, Leu262, Asp263, = -1,025;
Ala255, Val247 z = 47,896
SARS-CoV-2 S (PDB ID: 6MOJ) Cadeia E: Arg457, Lys458, Aspd67, x=-37,015;
Argd54, Phed56, Tyr473, Pro491, y = 42,687,
Glud71, lle472, Serds9, Serd469 Z=12916
ACEZ2 (PDB ID: 6M0J) Cadeia A: Gly319, Thr548, GIn552, x=-14,764,
Phe555, Prod21, Leu320, Met383, y = 15,986;
Gly551, Ala384, GIn380, Val318 z=-3,539
SARS-CoV-2 PLpro (PDB 1D: 6W9C)  Cadeia B:Tyr273, Cys111, Gly287, =-20,546;
Thri15, lle285, Leu118, Ala114, y =10,027;
Asn110, lle104, Trp106, Asp286 z= 35228
SARS-CoV-2 S2 (PDB ID: 6LXT) Cadeia A: Ser940, Ser939, Serd43; x=10,747;
Cadeia C: Glu1188, Asp1184, Arg1185, =-9,241;
Lys1181, Glu1182 z=-23,509
TMPRSS2 Cadeia A: Pro63, Ser254, Arg255, x = 22,146,
GIn270, AsnB2, Ser61, Val271, Gly282, y=317;
Glu395, Thr383, Ser384, His279 z=4,967
sIL-6R (PDB ID: 1N26) Cadeia A: GIu96, Val93, Pro121, X =27 697,
Thr120, Ser119, Pro117, Trp115, y = 47,105;
Ser122, Thr125, LeuB9, Pro94, Progs z=62865
PICALM (PDB ID: 3ZYL) Cadeia A: Met244; X =12.479;
Cadeia B: Tyr237, lle215, Leu218, y =-2,025;
Leu219, Tyr222, Met225, Gly233, z=42,479

lle236, Cys230, Leu234

Sigma-1R (PDB ID: 8DK0) Cadeia A: Phe191, Asp188, Ser192, x =-7,049;
Gly88, Asn85, TrpB3 y = 33.830;
z=-32,554

Neuropilina-1 (PDEB 1D: 2Q0Ql) Cadeia A: Arg463, GLU4E0, Aspddd, x = -3,705;
Gly440, Val438, LeudBd, ValdEs, y = 20,874;

Metd37, Thrd466 z=5879

Tabela 1: Aminoéacidos interagindo com o sitio de ligagdo mais provavel a uma distancia

de corte de 2A . As coordenadas correspondem ao centro geométrico do respectivo sitio

de ligacdo. Deve-se notar que o complexo ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J) teve suas cadeias
analisadas separadamente para prever o sitio de ligacdo associado a cada proteina.
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Nota-se que também realizamos o docking sob receptores nado diretamente
envolvidos na sinalizacéo viral para atestar a especificidade de interacdo das medicacoes.
Desta forma, a estrutura adotada para o receptor de serotonina 5-HT1B possui PDB ID:
41AQ com resolugdo de 2,8 A obtida por difracdo de raios-X e resolvida por (Wang et al.,
2013). O espaco de busca foi centrado nas coordenadas do sitio de ligacdo mais provavel
(x =-9,528; y = 14,127; z = 6,899), conforme previsto pelo algoritmo fPocket. Também
escolhemos o receptor ionotropico de glutamato 2 com PDB ID: 5H8S com resolugéo de
1,70 A resolvido por (Hackos et al., 2016) e cujo sitio apresentou as coordenadas em (x =
21,491;y = 6,032; z = 40,645). Todas as simulacbes foram realizadas usando o espaco de
busca (126 A)? localizado a partir do sitio de ligacéo para cada receptor.

2.2 Protocolos de dindmica molecular

Os arquivos de trajetéria referentes as simulagdes MD proteina-ligante foram
disponibilizados pelo grupo D. E. Shaw Research como acesso aberto (https:/www.
deshawresearch.com/) (D. E. Shaw Research, 2020). Conforme descrito pelos préoprios
autores, e referente aos arquivos selecionados nesta pesquisa, apenas a solvatacdo
implicita das moléculas de agua foi considerada, além da presenga do cofator metélico Zinco
enquanto o receptor foi o0 complexo trimérico da glicoproteina de pico (S) na conformacgéo
fechada (PDB ID: 6VXX) descrita pelo campo de forca Amber ff99SB. O sistema foi
neutralizado mediante a adicdo de ions Na+ e CI- na concentragéo fisiolégica de 0,15M.
A partir da estrutura resultante no equilibrio do complexo proteina-ligante foi realizado o
célculo de trajetorias. Desta forma, as simulacdes foram realizadas na temperatura de
310K com o ensemble NPT no intervalo de aproximadamente 2 pys. Ao longo das analises
RMS foram todas em relacdo ao Ca do complexo proteina-ligante, onde adotou-se o frame
0 como referencial. A estimativa do erro nos valores RMSD, RMSF e ligacdes de Hidrogénio
foi mediante o desvio padrdo das medidas com o decorrer do tempo.

Através desses importantes resultados pudemos estudar mais profundamente
algumas das medicagdes presentes no docking molecular, e assim, validar os resultados.
A andlise de trajetérias e construcdo de graficos foram possiveis com as bibliotecas
MDAnalysis (Michaud-Agrawal et al., 2011) e Matplotlib implementadas na linguagem
de programacao Python 3. O calculo das ligagcdes de Hidrogénio formadas ao longo da
simulacdo foi mediante um plugin presente no software VMD 1.9.4a.51 onde a distancia
doador-aceptor foi de 3,0 A enquanto o angulo de corte foi de 20°.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Estimativa do valor relativo de AG®° mediante docking molecular

Primeiramente devemos destacar que a opcdo pelo estudo de outras vias
de sinalizagdo no docking molecular, € uma consequéncia da escassez de estudos
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computacionais na sinalizagdo do sistema nervoso ou pro-inflamatério referente a
COVID-19. Inicialmente houve uma preocupag¢do com a validagdo dos resultados de
docking, por isso foi importante realizar uma analise adicional via re-docking (ver Figura
2). A partir dos resultados, concluimos que a predi¢cdo do conférmero teve um RMSD, de
fato, inferior a 2A em relacdo ao ligante co-cristalizado, estando, portanto, de acordo com o
valor recomendado na literatura (Bursulaya et al., 2003). A minimizacao de erros no docking
foi pela analise de inumeros receptores e adocao de alta exaustividade para diminuir, na

medida do possivel, o viés.

(@) SARS-CoV-2 Mpro (PDB ID: 6LU7) (o) sIL-6R (PDB ID: IN24) () Sigma-TR (PDB ID: 6DK0)

Ligante: N3 (PJE)

Ligante: NDG Ligante: GKY

RMSD = 19717A RMSD = 0,4368A RMSD = 19737A
(d) SARS-CoV 3CLpro (PDB ID: 1UK4)  (e) Neuropilin-1 (PDB ID: 2QQ) f) Complexo ACE2-RBD (PDB ID: 6M0J)

Ligante: NAG

Ligante: GOL
Peptideo: Smer

RMSD = 2.2390A RMSD = 0,5921A RMSD = 0,2634A

Figura 2: Resultados do re-docking através da visualizagcdo da sobreposicéo estrutural entre
o conférmero de menor AG® teoricamente obtido via docking e o respectivo ligante co-
cristalizado. Mediante o auxilio da plataforma LS-Align (Hu et al., 2018), obteve-se o valor de
RMSD. A visualizagao gréafica deu-se por meio da versdo académica do software Mercury 4.3.0.

Os resultados do docking foram organizados de forma que os valores médios mais
negativos de ligacdo AG° fossem alocados na parte superior (ver Figura 3), indicando quais
compostos interagem mais espontaneamente com o receptor. A melhor interacdo com os
receptores virais ocorreu com o antiviral ledipasvir, em destaque com a protease 3CLpro,
TMPRSS2 e Neuropilina-1. Dentre 71 medicagbes, apenas um total de 21 atenderam aos
nossos critérios de selecdo (AG° =< -9.0 kcal'mol-1) e assim indicando uma afinidade de

ligacéo expressiva contra as enzimas estudadas.
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Figura 3: Grafico destacando como o valor médio AG° de interagéo varia entre os complexos
ligante-receptor estudados. Observe que os ligantes foram ordenados em ordem decrescente
de afinidade de interacéo (da parte superior a inferior).
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Ligante Mpro Mspi2 3CLpre TMPRS32Z Plpro 52 slIL-6R  PICALM Sigma-1R Meuropilina-1 AG"

Ledipasvir -84 10,7 -M.6 -1,2 -10,7 -85 -8.5 -4 -10,3 -1.3 =103
Ditydroergotamina -8,%  -10.1 -11.8 -10,9 -10.2 -89 -10.2 8.2 -10.8 9.8 -10,2
Paritaprenir -85 -10.6 -121 =114 -10.4 -10,5 8.6 8.6 -10,3 -10 -10,2
Ergotamina L7 <104 14 =109 108 B a1 a8 10,1 8.5 9.9
Elbasvir BT -104 -11.2 -10.5 -1 A4 -8.6 8.9 -8.2 -10,2 -9.8
Ivermecting (bib) -E4 -8,4 =11 =10.8 =112 -8,7 =77 =3,6 =87 =104 3.6
Ivarmactna 23 10,2 -10,8 =10,3 -84 -10.6 -7.8 3,5 -8.3 -89 -8.6
Simepravir -BE 08 -11.2 -1 8,7 -8,3 -8 4.9 9.4 -9.8 9.6
Telmisartan -B7 85 -10 -10.7 -10.1 -B.5 -9 -4 -10 -8 4.5
Irmatinib B8 96 -10,3 -10.8 a7 E] 8.8 4.7 8.3 8.5 -84
Muaxidectin =B,3 =10 =122 A =4 =10 =78 3,4 =85 8.2 =54
Mafsmostate  -75 -85 0.8 -1 -4 -1 8,5 4.5 -11.1 -9.2 4.2
Ivarmecting (b1a) -85 06 -10 -10.1 -1 £5 2.1 -1.8 8.3 -8.4 4.2
Hesperidina -7 104 -10,7 -10,2 4.3 -8.2 -84 1.5 8.6 -85 8.2
Lurasidona 83 52 -10,3 -10,9 -4 -78 8.1 8,9 8.2 -89 8.2
Daclatassir <65 8,1 .87 10,8 A0 B2 8.1 8.3 8.6 Er 8.1
Setrabuvir H1 B5 102 86 5,8 A3 82 87 AR g4 84
Denoprevir <81 BT -10,5 -0 -10.1 -8,1 8.5 -4 -4 3.8 8.1
Theaflavma =81 -0,9 -1.1 =10.1 8.3 L) =T.6 =21 -4.3 -84 -8.1
Montelucaste  -B4 -8 a7 -0 £.9 T4 -8.3 .1 -8.3 -3 8.0
Posaconazoke Ed 02 0.6 =10,2 03 =79 A1 A4 -a.7 8.6 8.0
Talarmgseilling -8 -B5 -1, -89 5.8 -7 9 8.3 4.1 -11.8 -8.7 -8.0
Loprazalam -8 -85 -10,5 =10 56 =ra =rd 4.8 =52 8.2 4.8
Lopinavir 18 B4 -84 a7 £3 1.2 8.4 4.3 -1 -8.1 -8.8
Itraconazole -84 B8 -10,2 -88 8,2 -B3 -7.5 -1.F -8.3 9.6 -8
Apilimode B2 B3 -84 =101 /7 T a1 A4 A9 8,3 a7
Dabigalrn -T2 B4 -84 8.8 8.2 T3 8.8 7.3 -n.7 -89 -8.6
Fosaprepitants -7 8 =8 =10,7 -4 =56 =79 =5,7 =52 =38 =83 -8.6
Doxrubicina =B,2 -B,5 =11l 83 =59 =3,3 =75 7.6 =87 =8.5 =86
Cobicistate £ -B.8 8.7 -10.1 £3 -7 8.2 4.3 1.3 -8.2 -8.5
Losartana 15 -BA 8.6 8.8 -£.5 6.9 8.5 5.2 8.4 -3.8 -84
Rubifecan T4 B4 8.2 -89 8.5 T4 -7.5 8.2 -8.8 -89 -84
Barcitinibe =B,1 -B,3 -8.6 4 5.6 -T.7 =78 L} -8 -8 -d.4
Rermdesivir -38 BT -8.1 -B.5 L 6,9 -8,8 7.8 -8.2 7.6 -A.3
Vitaming D5 6% 81 -TT 53 -1a -£,5 -8,2 B4 -1.7 -3.5 -85
Lapetinibe -8,2 -B.6 -8 -84 BT -T2 6.9 =7.8 -84 -8.1 4.3
Fexofenadna =rd =8 8.3 =81 =5 5,2 =8,8 =38 =38 7.3 -8.2
Deamethasona -7.1 -B.3 -8.7 -87 B -15 2.4 -8 8.8 -3 -8.2
Plarixafor -1 -85 -8.8 -8z B4 - 8.7 -1.5 -8 -8.3 -2
Telaprevir -52 B2 -85 83 &7 6,9 -7.3 8.6 -7.2 -8,5 -8.2
Ceforanida =8 -r9 -8.7 -8,6 =86 £} =87 -4 2.8 =73 -4.2
Drarunavir T8 .79 -8,1 =81 -7.8 3,2 =8,6 =&,5 =7.8 8,2 =8.1
Ritonawir -T2 -BE 0.5 -3 -19 6,8 8.5 -1.2 -1k 8.7 8.1
Camoslale £9 77 -8,3 -8,7 8.2 7.2 B -7 8.5 -8,2 -8.0
Acalabrutinibe  -74  -B5 8.1 ] 8.2 T4 -6.5 1.6 -8.3 -84 -8.0
rina =76 -8,1 -8,5 -8,1 5,2 -7.8 -5,8 7.4 =73 -7.8 -8.0
Ceftolazans -5 -B,7 -8.8 =T 6 5.4 T4 =T 7.3 =8.3 =T -7.8
Fosamprenevir  -75  -F5 -85 -84 -B1 -1 -8.8 -1.2 -7a 16 BT
Azitromicing -1 -B1 -84 -ra -1 -1 -G -4 -1 B BTy
Fluoxedina 62 T -T2 -B8 -15 -5.8 8.1 7.2 21 -8 -T.6
Cloparastina  -6.2 -7 71 -7 16 -8 -8 1.5 - -8 7.5
Ebsalen £8 67 -T.5 A1 1 5,8 =70 7.4 =S4 =69 T4
Smvastating 68 B2 -6 83 -Td 6,8 -6,3 -1 -rz B -7
Limeciciing =1 -ra -8.1 -8,7 =13 =rd -5 5,4 =7.5 6.8 =T
Atorvastatina -T1 T8 -8.7 -9 B 6.8 -6.8 8.6 -7 T4 T4
Mitazoxanida -68% -T.6 -T.6 -T.6 £.9 6.1 1.7 1.2 -3.6 8.8 -1.3
Dextromelorpana 7,1 T, T4 ) 57 5,3 TA T 7.5 6.8 72
Galideshir =T -6,6 =T -8 4.8 4.3 =1.9 =T -7.8 -Fa =T.1
Clernasting 56 =57 -6.8 =] =1.5 =53 E-] =7.B =77 -6.8 =T
Cinanserina 68 69 -T2 -B,1 6.8 -5.9 -8 8,7 -7.a -2 -7
Hidrowgcloroguina 6 6,4 -6,6 -B.1 £.5 -53 1A -7 8.3 T4 -6.0
Calchicing £5 -7 -6.9 -B.8 6.9 H.4 -5.8 81 74 -T -6.6
Cloroguina Bl 6,5 -6,5 -8.2 64 -5,1 -7 T4 -8.1 -fi 8.7
Tenatour £5 -64 T T 5.6 =& =£.8 .3 =7.5 6.7 6.7
Colfosceril -55 0 <61 -G8 6.5 6,2 -5,1 -TA4 6.6 -6.4 -7 6.4
Ribavirina 6,1 <64 -6, -T 6,1 -56 -£,3 6,3 -7 -6,2 -6.4
Firggalimod -52 62 -6 6.5 6.6 46 6.9 -8 -8.3 8.6 -8.3
Urnifenoir 68 68 T3 -7 6.2 -53 -5.2 -8 -8.5 -2 6.3
C=altamivic -£,4 6,1 -6.4 =T 1 5,2 5,3 5,5 3,5 =68 -5.9 -6.2
Favipiravir -57 -5,8 -5.8 -6,1 5.7 -5.5 -5.7 5.9 -6.5 -6.3 -5.8
Captopnl -53 53 -5.4 57 51 =14 -5.5 5.1 -5.4 5.3 -5.3

Tabela 2: Valores relativos de afinidade AG® (kcal-mol') de interagdo com alguns importantes
receptores envolvidos no processo de replicacéo viral e outras vias de sinalizagéo.
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Entre as conclusGes mais inesperadas esta a ivermectina, que provavelmente devido
a sua grande geometria molecular favorece uma maior probabilidade de alguns contatos
polares com receptores diversos, mas também poderia ser inevitavelmente mais suscetivel
a efeitos adversos sob altas concentragdes. Os resultados do docking destacam a grande
probabilidade termodinamica de interacdo entre ivermectina e compostos semelhantes com
as proteinas sIL-6R e PICALM. Além disso, a interacdo com a enzima TMPRSS2 indica
a possibilidade de aumento do pH intracelular, comportando-se de forma semelhante a
classe dos agentes lisosomotrdpicos, dificultando portanto a entrada da glicoproteina Spike
na membrana plasmatica. Embora os resultados in silico sejam muito promissores, fatores
farmacocinéticos limitam a eficdcia em estudos clinicos da ivermectina contra a COVID-19
(Schmith, Zhou e Lohmer, 2020). Curiosamente, a ivermectina € reportada por ser eficaz
contra muitos virus de RNA de fita simples, como Zika, Dengue, febre amarela, Chikungunya
e até mesmo o virus de imunodeficiéncia humana (HIV) (Heidary e Gharebaghi, 2020).

E importante notar que a diminuigdo da proteina ACE2 aumenta a suscetibilidade
patolégica a hipertensao arterial e infarto do miocardio. Portanto, € um possivel efeito
adverso decorrente de medicagdes que interagem notavelmente com este receptor e
quando administradas em altas concentragdes (Wang et al., 2012). O unico farmaco que
interfere na replicacao viral, sem interagir significativamente com o receptor ACE2, foi a
estrutura do danoprevir administrada no tratamento do HCV.

O dabigatrano apresentou comportamento inesperado com o Sigma-1R, com
energia livre de interagdo de -11,5 kcal-mol-1, possivelmente devido ao grande namero
de ligacoes de Hidrogénio provenientes de seus grupos carboxila e amina. Contudo esse
comportamento ndo € verificado com os outros receptores e proteases. O medicamento
montelucaste administrado a pacientes afetados por varias condi¢ées de asma, mostrou uma
interacdo significativa com slIL-6R, reforcando que o mecanismo em doencas respiratorias
pode ser minimizar o processo hiperinflamatoério. No entanto a interagdo com os receptores
virais foi um pouco menos expressiva. Com base nos resultados de docking, parece que os
medicamentos para doengas aparentemente sem qualquer correlagdo entre si tém valores
AG° semelhantes e, portanto, tendo interagdes significativas com os receptores do SARS-
CoV-2. E digno de nota que medicamentos diferentes, com diferentes fung¢des, estruturas
e finalidades, tém mostrado grande afinidade com as varias biomoléculas que poderiam
afetar significativamente o virus. Contudo, muitos medicamentos também apresentaram
valores AG® abaixo da média dos melhores resultados obtidos. Espera-se que algum
padrao, seja estrutural ou funcional, se torne perceptivel a medida que mais farmacos séo
testados. As aminoquinolinas cloroquina e a hidroxicloroquina indicaram baixa afinidade de
interacdo seja na sinalizagéo viral ou pré-inflamatéria apresentando AG® = -6.9 kcal-mol' e
-6,7 kcal‘mol”, respectivamente.

E importante destacar o papel dos anticoagulantes na modulagdo dos receptores

virais, como o ligante nafamostate, apresentando interagao significativa com os receptores
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Sigma-1 com -11,1 kcal-mol, e valor médio quando analisado todos os receptores de -9,3
kcal-mol”, que pode ser um substituto eficaz da heparina ou mesmo administrado como
adjuvante. Além disso, os resultados corroboram os estudos in vitro (Hoffmann et al., 2020)
no que diz respeito a sua capacidade de minimizar a ativagéo do virus SARS-CoV-2, além
de possuir um maior potencial de modulacdo em relagcdo ao mesilato de camostate. Os
dois medicamentos administrados para tratar o HCV (virus da Hepatite-C), ledipasvir e
daclatasvir, foram teoricamente extremamente promissores tanto com receptores virais
quanto a citocina pré-inflamatéria sIL-6R, com valores médios de -10,2 e -9,1 kcal-mol,
respectivamente.

O complexo ledipasvir com a proteina slIL-6R resultou em intera¢cdes notaveis, de
modo que houveram 3 interacdes carbonila, um total de 17 ligagdes de hidrogénio, 141
contatos hidrofébicos, e a formacgéo de 4 interacbes idnicas além de um total de 5 contatos
aromaticos no complexo. Isso portanto reflete diretamente na energia livre de interagdo que
foi notavel em comparacgéo a todas as medicagdes analisadas. Apesar de tudo, embora o
composto ledipasvir obtido por abordagens in silico seja teoricamente eficaz na modulagéo
dos receptores SARS-CoV-2 além da via pré-inflamatéria, estudos pré-clinicos e clinicos
ainda seriam essenciais.

O paritaprevir apresentou significativa afinidade de ligagdo com o SARS-CoV-2
Mpro e o SARS-CoV-2 3CLpro, principalmente devido a combinacéo de dois fatores: a)
a interagéo via ligacdo de hidrogénio com o residuo de treonina (Thr199A e Thr169A);
b) grande interacdo hidrofébica com a cadeia aliciclica do farmaco. Comportamento
semelhante é verificado com o receptor Nsp12 RNA polimerase (veja a Figura 4). Os
resultados parecem sugerir que os medicamentos de maior afinidade sdo aqueles com
significativas liga¢des de Hidrogénio e portanto com um grande namero de interacdes nédo-
covalentes.

Inesperadamente mesmo farmacos estruturalmente diversos e distintos em varios
aspectos, a interagdo com o respectivo sitio de ligagdo de cada receptor mostrou-se
notavel, permitindo-nos concluir que potenciais farmacos de reposicionamento, a priori,
ndo necessariamente possuem radicais ou grupos funcionais em comum. Ainda que as
simulagdes de docking tenham suas limitagdes, constituem uma abordagem imprescindivel
quando se pretende analisar muitos ligantes e receptores. Desta forma, a partir dos
resultados de docking poderiamos entdo priorizar determinados medicamentos para

estudos mais aprofundados in silico ou mesmo ensaios experimentais.
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Q) Simeprevir

Figura 4: Diagramas 2D de interagdo de aminoacidos com os medicamentos simepreuvir,
paritaprevir, remdesivir e ledipasvir. Todos os diagramas foram criados usando a ferramenta
ProteinPlus (Stierand, MaaB e Rarey, 2006). As linhas tracejadas em preto representam
interacdes nao-covalentes (ligagdes de Hidrogénio ou metélicas). As linhas ndo-tracejadas e
que estao em verde correspondem a contatos hidrofobicos. Por fim, as linhas tracejadas em
verde referem-se a interagdes mediante empilhamento -
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3.2 Predicao da especificidade de interacao

Por fim, ao analisar os compostos com maior pontuacdo média de energia livre,
percebemos que alguns podem ser classificados como “frequent hitters” ou falso-positivos,
pois interagem com diversos receptores (ver Tabela 3) além de apresentarem alta
probabilidade de inespecificidade (ver Tabela 4). Segundo os desenvolvedores da plataforma
Hit Dexter 2.0 (Stork et al., 2019), as predic¢des via redes neurais do grau de especificidade
podem ajudar na deciséo e na prioridade dos experimentos, mas nao podemos considerar
estritamente os resultados. Devido a incidéncia de falso-positivos propomos comparar os
12 (doze) compostos com as pontuagdes mais altas contra um receptor ndo diretamente
correlacionado a replicacao viral, o receptor de recaptacéo de serotonina 5-HT1B (PDB
ID: 41AQ) e o receptor de glutamato GluR2 (PDB ID: 5H8S). A partir destes resultados
percebe-se ser contraditério de que a ivermectina pudesse ser administrada em pacientes
acometidos pelo transtorno depressivo ou de ansiedade generalizada apenas porque
a afinidade com receptores do CNC foram expressivas. Por isso estudos in silico mais
profundos sdo extremamente importantes, além de ensaios experimentais para validar as
conclusoes.

O ledipasvir apresentou uma probabilidade percentual de especificidade de 79%,
sendo portanto uma medicagcdo bem mais seletiva que a dihidroergotamina mesmo com
valores de energia livre semelhantes. A ivermectina embora tenha apresentado resultados
promissores no docking, foi classificada como falso-positivo em decorréncia da expressiva
inespecificidade de 93%.

Portanto, a incidéncia de falso-positivos € uma das limitagbes mais frequentes
em simulacdes de docking. Desta forma, para minimizar falhas o ideal seria a validacéo
mediante dindmica molecular ou a futura realizacdo de ensaios enzimaticos in vitro para
diferentes sinalizagdes do virus, seja para receptores pré-inflamatérios ou mesmo no CNC.
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Ligante Receptor 5-HT1e Receptor GIuR2 AG®

Ledipasvir -11.,4 -11,56 -11,5
Dihidroergotamina -10,8 -10,5 -10,6
Paritaprevir -11,5 -12,2 -11,8
Ergotamina -10,1 -10,3 -10,2
Elbasvir -9,9 -9,2 -9,5
Ivermectina (b1b) 9,3 -11,1 -10,2
Ivermectina 95 -11,4 -10,4
Simeprevir -11,7 -104 -11,0
Telmisartan -12,2 -9,2 -10,7
Imatinibe -121 -9,8 -10,9
Moxidectin -1 -9,7 -10,3
Nafamostat -10,3 -8,5 9.4
Ivermectina (b1a) 9.8 -11 -10,4
Hesperidina -10,4 -9,3 -9,8
Lurasidone -11,4 -10,2 -9,1
Daclatasvir -10,2 -9.4 -9.8
Setrobuvir -10.7 -10,6 9,6
Danoprevir -8.6 -8,6 -8,9
Teaflavina -10.9 -10,9 -9.6
Montelucaste -11,2 -8,3 97
Posaconazole -8.9 -94 -9.2
Talampicilina 9.9 -9,9 -8,9

Tabela 3: Resultados de docking em kcal-mol* para os farmacos de baixa especificidade na
interagdo com receptores nao diretamente correlacionados a replicagao viral.

Ligante PSA CDRA Massa molar clogP pKa Violagoes
(g'mol™) RO5

Ledipasvir 0,21 0,2 889 6,39 5,29 2
Dihydroergotamina 1 1 583,68 2,08 8,39 1
Paritaprevir 0,24 0,14 765,88 3,15 2,64 2
Ergotamina 0,91 0,72 581,66 2,27 7,78 1
Elbasvir 0,15 0,19 882,02 5,43 6,06 2
Ivermectina 0,93 0,38 1737,16 6,63 -3,4 3
Simeprevir 0,2 0,2 749,94 4,28 1,61 2
Telmisartan 0,15 0,14 514,62 5,98 6,13 2
Imatinibe 0,21 1 493,6 3,38 8,27 0
Moxidectin 0,33 0,42 639,82 4,95 2,81 1
Nafamostat 0,27 0,46 347,37 2,1 11,32 0
Hesperidina 0 0 610,56 -1,06 -3,6 3
Lurasidona 0,24 0,22 492,68 413 8,5 0
Daclatasvir 0,13 0,16 738,87 414 6,09 2
Setrobuvir 0,17 0,14 560,62 2,22 0,69 1
Danoprevir 0,21 0,25 731,83 2,7 -3,5 2
Montelukast 1 1 586,18 7.2 3,12 2
Posaconazole 0,19 0,29 700,78 4,36 3,93 2
Talampicilina 0,18 0,13 481,52 2,04 7,23 0

Tabela 4: Resultados da predicdo de probabilidade de um ligante ser classificado como
“frequent hitter”. Foram adotadas as duas abordagens de aprendizado de maquina disponiveis
na plataforma Hit Dexter 2.0 (Stork et al., 2019) sendo treinado com PSA (ensaios de triagem
primaria) e CDRA (ensaios de dose-resposta confirmatorios) no calculo preditivo para
altamente falso-positivos. Todas as previsdes de parametros fisico-quimicos e violages do
filtro de Lipinski foram feitas usando a plataforma SwissADME (Daina, Michielin e Zoete, 2017).
Os valores do pK, sob condigGes alcalinas foram obtidos na base de dados DrugBank mediante
predicéo no plugin MarvinSketch.
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3.3 Dinamica molecular proteina-ligante

A anélise RMS baseada em dados publicos é encontrada em (veja Figura 5) onde
estudou-se o complexo de 8 (oito) medicamentos com a glicoproteina Spike. As trajetérias
resultantes do MD sdo muito sensiveis a qualquer ruido numérico em comparagado com
outros métodos computacionais menos complexos. Desta forma, maiores intervalos
de tempo garantem uma maior probabilidade de convergéncia e menores disparidades
entre duas simulagdes realizadas nas mesmas condi¢des. Portanto, foi muito importante
complementar os resultados de docking com simulagbes em cerca de 2 us, o suficiente

para minimizar conclusbes enviesadas.

Estudo da estabilidade via RMSF do dihidroergotamina em complexo com a proteina Spike

RMSD (4)
Ca RMSF (A)

c

—— Estudo da estabilidade via RMSD do complexo dinidroergotamina e proteina Spike

ia RMSF o telaprevir em complexo com a proteina Spike:

Ca RMSD (A)
Ca RMSF ()

Ca RMSD (A)
Ca RMSF (A)

Figura 5: Simulagdes em cerca de 2 pys com os medicamentos dihidroergotamina, telaprevir e
ritonavir. E apresentado as analises RMS em relacdo ao Ca do complexo proteina-ligante.

Primeiramente deve-se notar que a flexibilidade estrutural no receptor pode
contribuir tanto para o aumento da afinidade com o ligante quanto pelo contrario. Isso vai
depender se as moléculas do ligante sdo altamente rigidas, onde o aumento da flutuagéo
estrutural reduzira criticamente a afinidade pelo medicamento. Em contraste, havera um
comportamento oposto para moléculas mais flexiveis, onde o aumento da mobilidade no
receptor tornaria a afinidade de ligacdo ainda maior (Forrey, Douglas e Gilson, 2012).
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Consequentemente maiores flutuagbes sdo uma indicagdo de mudangas conformacionais
mais significativas e, portanto, quando se tem ligantes com poucos graus de liberdade
rotacional a afinidade AG° tende a diminuir.

O farmaco dihidroergotamina apresentou picos de flutuagdo em torno de 14A, mas
pela baixa flexibilidade da medicacdo a afinidade com a Spike poderia ser prejudicada.
Quando analisado a média de estabilidade percebe-se ser 0 medicamento que acarretou a
menor mobilidade dentre todos na proteina Spike e, portanto, corroborando os resultados
de docking referente a expressiva atividade modulatoria contra o virus. Em outras palavras,
neste caso a maior afinidade de interacéo refletiu em maiores instabilidades da proteina
Spike observados pela dinamica molecular.

Uma concluséo notavel é o potencial de modulacdo do medicamento telaprevir e por
conta da grande flexibilidade, os significativos picos de flutuacdes atémicas em cerca de 20A
expressam uma afinidade de interacdo notavel com a proteina Spike. Quanto aos valores
médios, expressou a segunda maior média RMSD dentre os analisados o que também
corrobora os resultados de docking. Resultados semelhantes referem-se ao ritonavir com
picos de flutuagbes em aproximadamente 14A, que expressou uma das maiores médias
RMSD dentre os analisados. A alta flexibilidade do ritonavir esteve em consonancia com a
significativa instabilidade na proteina Spike. Por outro lado, as flutuacdes RMSF nédo foram
expressivas e muito se assemelham a medicamentos com resultados também préximos no
docking tais como telaprevir e darunavir.

Enquanto isso o antiparasitario nitazoxanida gerou picos de flutuagdes relativamente
altos em torno de 10A. Ainda que a média RMS se assemelhe a medicagdes mais
promissoras conforme o docking, para este caso onde o ligante é pouco flexivel uma alta
flutuacao de pico € um importante indicio de que a modulagéo do receptor viral ndo foi téao
expressiva comparada as demais medicagdes.

O medicamento atorvastatina por ser mais flexivel sua afinidade pode ter sofrido
uma diminuicdo por conta de menores picos de flutuagdes em cerca de 10A. Desta
forma, o resultado nao significativo no docking e muito semelhante ao nitazoxanida
refletiu diretamente em flutuacdes pouco expressivas nesta medicag¢do. Por sua vez, o
medicamento captopril seria recomendado menores picos de flutuagdes pois possui
apenas 3 ligagbes rotacionaveis, mas a mobilidade foi relativamente alta com picos
RMSF proximos de 12A diminuindo, portanto, a afinidade com o receptor. Embora tenha
apresentado um dos resultados menos promissores no docking, quando analisado as
flutuacbes médias a diferenca néo foi tdo expressiva comparada a outras medicagoes.
Consequentemente a explicacdo é a ndo conformidade entre o baixo nimero de ligagdes
rotacionaveis enquanto houveram flutuagdes relativamente altas na proteina Spike. A
mesma observagao refere-se ao tenofovir com picos de flutuagées em cerca de 10A. A
maior estabilidade média RMSD e RMSF dentre todos é um indicio de razoavel interacao
com a proteina Spike em consequéncia da flexibilidade mediana do ligante, onde se espera
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maior instabilidade no receptor. De qualquer modo a afinidade estimada pelo docking
expressou uma meédia inferior a diversas medicacgdes, e cuja dindmica molecular refletiu
parcialmente este resultado provavelmente pela consideracdo implicita das moléculas de
agua. O medicamento darunavir por sua vez, por ser altamente flexivel apresentou um pico
de flutuacao préximo de 14A, o que é um resultado promissor pelo alto grau de liberdade
rotacional. Contudo, o valor médio RMSF esteve entre os menores encontrados, sendo um
indicio de que apenas regides muito especificas da proteina Spike sofreram expressivas
alteracbes conformacionais.

No ambito das ligacdes de Hidrogénio ndo houveram diferencas estatisticamente
significativas dentre as medicagcbes analisadas. Apesar de tudo € importate notar que a
desconsideracdo das moléculas de agua pode ter contribuido para que as ligagbes de
Hidrogénio formadas entre as medicac¢des ndo apresentassem diferencas notaveis entre si.

Medicamento RMSD médio RMSF médio Ligacdes de Ligacoes
Hidrogénio rotacionaveis

Nitazoxanida (3,532 + 0,407) A (2,112 £ 1,244) A 206 £ 11 4
Telaprevir (3,829 + 0,430) A (2,314 +1,923) A 207 + 12 14
Dihidroergotamina (4,667 + 1,331) A (2,631 + 1,780) A 205+ 12 4
Atorvastatina (3,211 £ 0,523) A (1,804 + 1,226) A 210+ 12 12
Captopril (3,480 £ 0,595) A (1,767 + 1,408) A 209 +£12 3
Tenofovir (3,120 £ 0,412) A (1,726 £ 1,298) A 205+£12 5
Darunavir (3,141 £ 0,536) A (1,725+ 1,391) A 213 £12 13
Ritonavir (5,770 £ 1,095) A (2,045 + 1,998) A 204 £12 18

Tabela 5: Valores médios das flutuagbes RMSD e RMSF do complexo entre as medicagdes
simuladas e a proteina Spike na conformagéao fechada (PDB ID: 6VXX) em relagéo ao Ca.

Por fim, devemos notar que os resultados de qualquer simulagdo computacional
devem ser sempre vistos com a perspectiva de que a melhoria dos campos de forca
e algoritmos é continua e, portanto, esses resultados sé@o provisorios até que haja
corroboracéo por estudos tedricos mais aprofundados ou mediante técnicas experimentais.

41 CONCLUSOES

Os resultados indicaram que em termos de energia livre média os medicamentos
ledipasvir, simeprevir e paritaprevir estiveram entre as principais moléculas de
reposicionamento. Embora a estrutura da ivermectina tenha apresentado resultados
promissores, sua probabilidade de inespecificidade foi praticamente total levando a
respostas inconclusivas sobre a acao farmacoldgica. O farmaco nitazoxanida pela baixa
liberdade rotacional induziu flutuagdes médias RMSD e RMSF na proteina Spike acima do
esperado, o que, portanto, corrobora os resultados pouco promissores obtidos no docking

molecular.
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Apesar da citocina pro-inflamatéria sIL-6R ter um papel muito consolidado na
progressdo da COVID-19, assim como os receptores no sistema neurolégico Sigma-1R
e NRP-1, os estudos computacionais ainda sdo escassos. Desta forma, percebemos
que a maioria das estruturas com notavel interacdo com os receptores virais também
formaram interacéo significativa com receptores do sistema neuroinflamatério. Por fim,
devemos destacar que a forma mais segura de erradicar surtos de coronavirus € com a
administracao de vacinas criadas especificamente para este fim. No entanto, os resultados
desta pesquisa constituem acréscimos que podem vir a ser importantes no contexto de

uma préxima pandemia de coronavirus, que porventura venha a surgir.
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Resumo: Este trabalho contempla a sintese
e caracterizacdo espectroscopica de dois
complexos de paladio(ll) com ligantes fosfinicos
do tipo [PdCl(isc)(L,)] {isc= isonicotinamida; L,
= difenil(p-toluil)fosfina (1) e a tri(p-toluil)fosfina
(2)}. Os dados provenientes da espectroscopia no
infravermelho, ressonancia magnética nuclear de
'H, analise térmica e condutividade molar foram
conclusivos quanto a proposi¢cdo da geometria
quadrado-planar do atomo de paladio(ll), como
a natureza de complexos mononucleares
neutros. Estes dados esclareceram o modo
de coordenagdo do ligante nitrogenado e dos
ligantes fosfinicos com Pd(ll).

PALAVRAS - CHAVE: Isonicotinamida. Difenil(p-
toluil)fosfina. Tri(p-toluil)fosfina.

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION
OF PALLADIUM(Il) COMPLEXES WITH
PHOSPHINE LIGAND

ABSTRACT: This work contemplates the
synthesis and spectroscopic characterization of
two complexes of palladium(ll) with phosphine
ligands of the type [PdCL(isc)(L;)] {isc =
isonicotinamide; L, = diphenyl(p-toluyl)phosphine
(1) and tri(p-toluyl)phosphine (2)}. The data
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from infrared spectroscopy, 1H nuclear magnetic resonance, thermal analysis and molar
conductivity were conclusive regarding the proposition of the square planar geometry of the
palladium(ll) atom, as the nature of neutral mononuclear complexes. These data clarified the
method of coordination of the nitrogenous ligand and phosphine ligands with Pd(ll).
KEYWORDS: Isonicotinamide. Diphenyl(p-toluyl)phosphine. Tri(p-toluyl) phosphine.

11 INTRODUGAO

Nos ultimos anos, um niumero cada vez maior de compostos metalicos tém mostrado
propriedades biologicas e biomédicas muito interessantes e promissoras. Em relagéo
aos complexos de paladio (Pd), estes tém sido investigados devido ao seu potencial
biotecnologico, principalmente como novos agentes antibacterianos e antitumorais
(GUERRA, et al., 2010).

Dentre os ions metalicos mais promissores na sintese de novos compostos de
coordenacao com atividade antitumoral, o paladio se destaca, pois faz parte do grupo da
platina e a sua quimica de coordenagédo é muito similar a platina (Pt) (RAU, et al., 1996).
O estado de oxidagéo mais importante para este grupo é sem davida o 2+. Geralmente, os
complexos de Pd(Il) sdo quadraticos planos e diamagnéticos. Por causa do baixo nimero
de oxidacdo, o mecanismo de substituicdo de ligantes nestes complexos quadrado-planares
ocorre pelo mecanismo associativo (HUHEEY, et al., 1993) (Figura 1).
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Figura 1 - Mecanismo associativo de substituicdo de ligantes em complexos d®.
Fonte: Adaptado (HOUSECROFT, 2013).

Nesse mecanismo ha a formacdo de um complexo intermediario com ndmero de
coordenacao elevado, acomodando 5 ligantes. Apds a formagéo da ligagdo com o novo
ligante ocorre aliberacéo do grupo de saida. Ao compararmos elementos quimicos damesma
familia (ou grupo) como € o caso da familia 10, a oxidacao de M(ll) a M(IV) é geralmente
mais dificil para o paladio do que para platina, mas a oxidacéo de Ni(ll) a (V) é ainda muito
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mais dificil, devido a maior eletronegatividade do niquel (1,75) em comparagéo ao paladio
(1,35) e a platina (1,44). Estudos comparativos sobre as velocidades de substituicdo de
ligantes em complexos idénticos de Ni(ll), Pd(Il) e Pt(Il) mostraram que as velocidades sao
5x10° (Ni), 1x10° (Pd) e 1 (Pt) (HUHEEY, et al., 1993; ROCHA, 2013). Assim, é interessante
a estratégia de incorporacao de ligantes menos labeis e volumosos, como por exemplo,
fosfinas no arcabouco molecular de complexos de Pd(ll), pois dificultam a formagédo de
intermediario pentacoordenado, diminuindo dessa forma, a cinética de substituicdo pelo
mecanismo associativo, possibilitando que estes complexos tenham maiores chances de
atingirem seus alvos farmacologicos (FERREIRA, et al., 2012).

A utilizacdo de ligantes fosfinicos terciarios é bastante promissora, uma vez que
estas moléculas apresentam carater p-aceitador e o-doador, o que os tornam bons ligantes
espectadores, ja que a ligagdo metal-fosforo é fortalecida pela retrodoacgéo ou retroligacéo
de densidade eletronica dos orbitais d, preenchidos do metal, para os orbitais d vazios do
atomo de fosforo (GODOY NETTO, 1999; ROCHA, 2013; SHRIVER, 2008; SILVA, 2010),

como ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Esquema representativo da ligagéo entre metais e ligantes fosfinicos terciarios
Fonte: Adaptado (SHRIVER, et al., 2008).

Cabe ressaltar que a natureza dos ligantes tem efeito consideravel na reatividade
dos complexos (AZIZ, et al., 2018). Ligantes nitrogenados como isonicotinamida e fosfinicos
sé@o extremamente pesquisados. Os ligantes fosfinicos empregados nesse trabalho foram a
difenil(p-toluil)fosfina (DPPh,) e a tri(p-toluil)fosfina (Pt,), e o ligante nitrogenado usado foi
a isonicotinamida (isc).

Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho foi a sintese e a caracterizagéo dos complexos
mononucleares de paladio(ll) do tipo [PdCl(isc)(L,)] {isc= isonicotinamida; L, = difenil(p-
toluil)fosfina (1) e a tri(p-toluil)fosfina (2)}.
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2| PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Comentarios gerais

As sinteses foram realizadas a temperatura ambiente. O complexo precursor
[PdCI(MeCN),] foi preparado conforme descrito em BEGO, et al., 2009. O ligante
nitrogenado isonicotinamida e as fosfinas difenil(p-toluil)fosfina e tri(p-toluil)fosfina foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes acetonitrila, metanol e pentano, de pureza
analitica, foram adquiridos da marca Synth. O solvente deuterado usado foi DMSO-d, da
marca Sigma-Aldrich. Os solventes e reagentes foram utilizados sem purificagéo prévia.

2.2 Sinteses

Sinteses dos complexos de paladio(ll) do tipo [PdCIZ(LN)(Lp)] onde L=
isonicotinamida (isc) e Lp= difenil(p-toluil)fosfina (DPPh,)(1) e tri(p-toluil)
fosfina (Pt,)(2).

Inicialmente, foram adicionadas 0,0500 g (0,19 mmols) de [PdCI,(CH,CN),]
dissolvidos em 15 mL de CH,OH, levando a formagdo de uma solugdo de coloragéo
marrom alaranjado. Em seguida foi adicionada lentamente uma solug&o contendo 0,0246 g
(0,20 mmols) do ligante nitrogenado isonicotinamida e ligante fosfinico apropriado (0,0552
g (0,19 mmols) difenil(p-toluil)fosfina(1) ou 0,0660 g (0,21 mmols) tri(p-toluil)fosfina (2))
dissolvidos em 3 mL de CH,OH/CH,CI, na raz&o molar de 1:1, conduzindo a formagé&o
de uma suspensao amarelo. A suspenséo foi mantida por agitagdo magnética durante 2
h, havendo a formagéo de um solido amarelo, o qual foi isolado a partir de uma filtracao
simples e lavado com pentano e seco sob vacuo. Os rendimentos dos complexos: (1) 57%
e (2) 60%. A temperatura de decomposicao dos complexos: (1) 230 °C e (2) 253 °C.

2.3 Caracterizacao dos complexos

Medidas de temperatura de fusao ou decomposicao

As temperaturas de decomposi¢éo foram medidas em um aparelho digital da marca
Alpha Life Science.
Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho (IV)

Os espectros vibracionais na regido do IV foram obtidos no espectrofotdmetro
JASCO FT/IR 4100 na regido de 4000 - 400 cm, resolugéo de 4 cm™ empregando-se a
técnica de pastilha em KBr.

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos no espectrometro da Bruker Avance Neo-
500 MHz, utilizando-se DMSO-d, para solubilizar as amostras e como padré&o interno para
0s experimentos de 'H.
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Analise térmica (TGA-DSC)

As curvas termogravimétricas TGA-DSC foram obtidas empregando-se o
equipamento STA 449 F3 Jupiter, em cadinhos de a-alumina para amostra e referéncia,
que serao aquecidos desde a temperatura ambiente até 1200 °C, obedecendo a uma razao
de aquecimento de 20 °C.min"". O ar sintético foi utilizado como atmosfera do forno, com
vazao média de 150 mL.min"".

Condutividade (CM)

As condutividades foram medidas com um condutivimetro MS Tecnopon usando
solugdes de 1,0 x10° mol. L' em DMSO.

31 RESULTADOS

A obtencao dos complexos

A estratégia para obtengcdo dos complexos mononucleares de férmula geral
[PACL(L)(L.)], onde L,= isonicotinamida (isc) e as fosfinas L = difenil(p-toluil)fosfina
(DPPh,) e L= tri(p-toluil)fosfina (Pt,), envolveu inicialmente a reagé@o entre o precursor
[PdCI,(CH,CN),] com os ligantes adicionados ao mesmo tempo, na razéo de 1:1:1, em
metanol/diclorometano, conforme 0 esquema das sinteses.

1 [PACI2(CHsCN);J+ 1 isc + 1Lp — 1 [PdCla(isc)( Lp)] + 2 CHsCN

Espectroscopia vibracional no infravermelho

Os espectros dos complexos 1 e 2 estdo apresentados na Figura 3 e contemplam os

espectros com o0s seus respectivos ligantes das sinteses.
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Figura 3 - Espectros A: (a) isonicotinamida (b) complexo 1 e (c) difenil(p-toluil)fosfina em
pastilha de KBr. Espectros B: (a) tri(p-toluil)fosfina, (b) complexo 2 e (c) isonicotinamida, em
pastilha de KBr.

Fonte: Autores.

A coordenacgédo do ligante isonicotinamida ficou evidenciada pelas presencas de
bandas atribuidas as frequéncias vibracionais para complexo 1: 3406 F v(N-H), 3169 F
V(N-H),1707 F v (C=0) + v, (N-H,) € 992 f ¢ (.¢,;-az0 do anet)» PAra cOMplexo 2; 3416 F v(N-H),
3178 F v(N-H), 1898 F v (C=0) + v_(N-H,) e e 1045 f ¢ (
do ligante isonicotinamida com o Pd(ll), através do nitrogénio do anel piridinico, ocorreu
devido ao deslocamento da respiragéo do anel (¢) para complexo 1 (1064 f) para complexo
2 (1045 f), quando comparado com a respiragdo do anel do ligante livre de 992 f. Outro

A coordenacgéo

respiragdo do anel) )

fator importante, que existe na literatura que complexos de Pd(ll) coordenados com
Isonicotinamida, coordenam-se pelo anel piridinico (STEVANATO, 2009; DE SOUZA, et
al., 2010).

A coordenacédo dos ligantes fosfinicos foram verificadas no complexo 1 pelas bandas
748 F (yCH), 690 F (v, ) e 510 F (y) e para o complexo 2 as bandas 707 F (y CH), 650 F
(V,) € 518 F (). Ja a coordenagéo do atomo de paladio com o cloro, ocorre entre 298 cm™,
(NAKAMOTO, 1986) e nao foi possivel obter abaixo dessa frequéncia pelo equipamento
utilizado.

Diante das bandas supracitadas foi possivel observar a presenca dos ligantes na
estrutura dos complexos. Para consolidar as evidéncias da coordenagéo dos ligantes, sera
abordada a ressonancia magnética nuclear dos mesmos.
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Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de '"H dos complexos 1-2 estdo representados na Figura 4. Os
valores de deslocamentos quimicos de RMN de 'H estdo contidos na Tabela 1 e atribuidos
segundo o0 esquema de numeragéao indicado.

_______J‘L“{LA__l _______ L | |’

7 M B M B 1 U W » 8 7T & F 4 3 1 1L ® 3 2 - s 3
- CREE I T N

Complexo 1 Complexo 2

Figura 4 - Espectros de RMN-'H dos complexos 1 e 2 em DMSO-d,.

Fonte: Autores.

Observando os espectros de RMN-'H dos complexos 1 e 2 (Figura 4) notou-se a
presenca de trés conjuntos de sinais do ligante isonicotinamida, um simpleto entre 8,37-8,39
ppm, e dois sinais alargados entre 8,92-8,95 e 7,89-7,90 ppm referentes aos hidrogénios

do ligante nitrogenado.

Complexo 1 Complexo 2

Esquema de
Nucleo de 'H RMN-'H (ppm) Numeragéo adotado
isc isc

Hg 8,39 s; [2H], 8,37 s; [2H],

H N H

Hs, Hs: 7,90 s/; [2H], 7,89 si; [2H], 6 AN 2
Hz, He 8,95 s/; [2H], 8,92 sf; [2H],

=

DPPhs Pt3 H H

5 3
H (CHa) 2,35 s/, [3H], 2,35 sf; [9H],

Heri 7.70-7,32m[14H] 7,57 -7.19 m [12H] 0 NH,

8

multiplicidade: s=simpleto, m=multipleto, sl= sinal alargado

Tabela 1 -Dados de RMNde 1H (ppm) dos complexos 1 €2

Fonte: Autores
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Outro dois sinais alargados estédo associados ao anel piridina, em um sistema
AA’XX, em que os sinais de H, e H, sGo menos blindados que H, e H,, pela proximidade
do atomo de nitrogénio.

A presenca dos ligantes fosfinicos é evidenciada pelo complexo 1 em 7,70-7,32
m, atribuido pela integracdo dos seus quatorze hidrogénios, enquanto o complexo 2 em
7,57- 7,19 m, atribuido pela integracao dos seus doze hidrogénios. As metilas das fosfinas
estdo atribuidas ao sinal alargado de 2,53 ppm, com integracé@o para o complexo 1 de trés
hidrogénios e para complexo 2 de nove hidrogénios.

Assim confirmando as estruturas de complexos mononucleares de paladio(ll) ligado
ao ligante nitrogenado frans a sua fosfina apropriada, e o paladio ligado a dois ligantes

cloridos trans.

Analise Térmica

A termogravimetria (TGA) constitui uma técnica complementar no estudo de
complexos, pois a mesma confirma a estequiometria entre o metal e os ligantes e também
proporcionando dados referentes ao comportamento térmico. A analise térmica diferencial
(DSC) fornece informacgbes sobre a variagdo de entalpia durante um processo fisico ou
quimico enquanto a amostra é aquecida ou resfriada. Esses processos sdo detectados
como picos endotérmicos ou exotérmicos na curva DSC (IONASHIRO, et al., 2014).

Foram obtidas as curvas termogravimétricas (TGA) e de andlise térmica diferencial
(DSC) para os complexos [PdCl,(isc)(DPPh,)] (1) e [PdCl,(isc)(Pt,)] (2), conforme a Figura
5.

Nas curvas termogravimétricas, foram enfatizadas decomposi¢des consecutivas em
duas etapas, como apresentado na Tabela 2, levando a formacéao de 6xido de paléadio.

100 =

—_—TGA

— DS

— DS
80

4
Exotérmico

1 Exotérmico

6 <

Massa (%)

40

Diferenga de Temperatura (°C)

20 -

T T T T T 6
[} 200 400 600 800 1000 1200

T T T T T
200 400 600 KOO 1000 1200

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

(a) Complexo 1 (mi=4,7065 mg) (b) Complexo 2 (mi = 3,3963 mg)

Figura 5 - As curvas TGA e DSC dos complexos 1 e 2.

Fonte: Autores.
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Obtido Calculado

Complexos Etapa AT(°C) Atribuicdo Am(%) Am(%) endo(°C) exo(°C)
1 1 104-373 -isc 69,79 69,21 241
-DPPh3 272 31
2 373-940 -2Cl 8,561 9,54 652
+050;
Residuo PdO 21,70 21,26
2 1 106-418 -isc 68,74 70,63
-Pt; 277
2 418-991 -2Cl 9,54 9,09 662
+050;
Residuo PdO 21,74 20,27

Tabela 2 - Perdas de massa e intervalos de temperatura de decomposi¢do observadas nas
curvas TGA/DSC dos complexos 1 e 2.

Fonte: Autores.

Aestabilidade térmica é proposta de acordo com o inicio de cada termodecomposicéo.
Pela curva TGA, o complexo [PdCl(isc)(Pt,)] (2) (106 °C) sofre decomposicdo em
temperatura proxima ao complexo [PdClL(isc)(DPPh,)] (1) (104 °C), sendo ent&o o mais
estavel.
[PdCI(isc)(Pt,)] (2) = [PdCl,(isc)(DPPh,)] (1)

A partir dos dados das curvas TGA-DSC, algumas tendéncias interessantes puderam
ser observadas. As curvas TGA-DSC mostraram que ocorre a primeira perda do ligante
nitrogenado e fosfinico entre as temperaturas de 104-428 °C e na segunda etapa a perda
de duas moléculas de cloro e a incorporagéo de O, no intervalo de temperatura de 373-
991°C, obtendo como residuo final 6xido de paladio(ll) (PdO).

41 CONDUTIVIDADE MOLAR

A condutividade molar tem como caracteristica determinar o numero de cargas
que existem em um complexo e comparar os dados obtidos experimentalmente com os
existentes na literatura (GEAR, 1971). As condutividades molares dos complexos 1 € 2 em
DMSO foram 1,567 Q cm2.moL"e 1,607 Q cm2.moL", estdo de acordo com a natureza nao
eletrolitica (GEAR, 1971), conforme a Tabela 3.
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Complexos Condutividade Condutividade Condutividade Condutividade

Q cm?moL"" Q cm?moL" Q cm®molL"’ Q cm®molL"
(0 horas) (72 horas) (120 horas) (168 horas)
1,567 2,220 2,693 2,194
2 1,607 2,160 2,403 2,160

Tabela 3 - Resultados das anélises de condutividades dos complexos 1 e 2.

Fonte: Autores.

Os valores obtidos foram significativamente parecidos aos observados dos
complexos de Pd(ll) ndo eletrélito (apresentando valores de 2-24 Q cm2.moL™") (SILVA, et
al. 2015; MOURA, et al. 2015; COUTO ALMEIDA, et al., 2014; MOURA, et al. 2020), ja os
complexos de carater eletrolito apresentaram valores altos para condutividade molar. Para
verificar a estabilidade dos complexos foi realizado um estudo através das medidas de
condutividade molar com o tempo (as solug¢des foram protegidas da luz) (Figura 6).

A Figura 6 mostra o estudo da condutividade molar dos complexos no intervalo de
tempo, em dias. Nota-se que mesmo com o passar do tempo a condutividade molar nao
mudou para complexos ndo eletrélitos, comportando entre a faixa de 2-24 Q cm2.molL",

assim evidenciou que as estruturas se mantiveram intactas e estaveis.

45
4,0 ]
3,5
3,0 ]

=

2,0

Condutividade molar

1,54

1,0 s—————————————————
0 30 60 90 120 150 180

Tempo (dias)
Figura 6 - Estudo de estabilidade da condutividade molar versus tempo em dias dos complexos

1e2.

Fonte: Autores.
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Proposta Estrutural

Com os dados apresentados neste trabalho, foi possivel propor que os complexos
[PdCl,(isc)(DPPh,)] (1) e [PdCl,(isc)(Pt,)] (2) apresentaram as seguintes estruturas no
estado sélido, conforme a Figura 7.

E esperado para os complexos mononucleares, com um ambiente quadrado planar
ao redor do atomo de paléadio, com seus sitios de coordenac¢éo ocupados por dois ligantes
cloridos, uma molécula de fosfina (difenil(p-toluil)fosfina ou tri(p-toluil)fosfina) e o ligante
nitrogenado isonicotinamida, provavelmente arranjados em uma configuracéo frans para

minimizar as repulsoes.

cl \Q ci
P~/ "\FéhN/ \

/Pd-—.___N/ \ 0 o
ol cl -
Sy
NH, NH,
(a) Complexo 1 (b) Complexo 2

Figura 7 - Estrutura proposta para os complexos [PdCl,(isc)(DPPh,)] (1) e [PdCl,(isc)(Pt,)] (2)
no estado so6lido

Fonte: Autores

51 CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos e analisados utilizando as técnicas de espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho (IV), espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN de 'H), analise térmica (TGA/DSC) e condutividade, foi possivel propor as
estruturas dos complexos mononucleares de paladio(ll) como: [PdCl(isc)(DPPh,)] (1) e
[PdCl,(isc)(Pt,)] (2).

A espectroscopia na regiao do infravermelho foi de grande importancia pois através
desta ferramenta foi possivel identificar os grupos funcionais e os modos de coordenagéao
dos ligantes. Para os complexos 1 e 2, o deslocamento no anel piridinico indicou a
coordenacao de ligantes nitrogenados através do anel.

Com a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear foi possivel destacar
que os ligantes que se coordenaram ao paladio(ll). Evidenciando que os dois complexos
possuem estruturas semelhantes, diferindo apenas os seus ligantes fosfinicos.

Por meio da analise das curvas de TGA/DSC foi possivel demonstrar a estabilidade
térmica e estequiometriados compostos. De acordo com oinicio de cada termodecomposicéo
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dos compostos 1 e 2, propbe-se a seguinte estabilidade:
[PdCL(isc)(Pt,)] (2) = [PdCL(isc)(DPPh,)] (1)
A analise térmica indicou a decomposi¢cdo dos compostos 1 e 2 em duas etapas
levando a formacao de 6xido de paladio (PdO).
A condutividade molar, evidenciou a estabilidade e a formagéo de complexos neutros
mononucleares, de acordo com os valores de condutividade molar de 1 (1,567 Q cm2.moL")
e 2 (1,607 Q cm2.moL").
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RESUMO: Neste trabalho é apresentada a sintese
e caracterizagéo de SiO,/Fe O, e sua aplicagéo na
modificagcao de eletrodos impressos de carbono.
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IMPRESSO DE CARBONO

Nanoparticulas de Fe,O, foram sintetizadas
pela oxidagdo parcial de hidroxido ferroso e
posteriormente encapsuladas pelo método de
Stober. As técnicas de microscopia eletrdnica
de varredura (MEV), microscopia eletrdnica de
transmissdo (MET), difracdo de raios-X em po6
(DRX), espectroscopia no infravermelho (FTIR)
e Magnetometria de amostra vibrante (VSM)
foram utilizadas na caracterizacdo morfolégica
e estrutural dos materiais sintetizados. Foram
obtidas nanoparticulas de Fe,O, de morfologia
octaédrica que foram revestidas com silica dando
lugar a estruturas esféricas com tamanho médio
de 614 103 nm. Foi constatado que houve uma
diminuigéo na magnetizagéo de saturagdo (M)
de 81,0 a 12,5 emu/g apds o revestimento com
a silica. SiO,/Fe,O, foi utilizado para modificar a
superficie de um eletrodo impresso de carbono
com a finalidade de aumentar a area superficial
do eletrodo. A resposta do eletrodo modificado foi
avaliado utilizando K,[Fe(CN),] como molécula
sonda através de medidas de voltametria ciclica
(VC).

PALAVRAS - CHAVE: Nanoparticulas
magnéticas, Magnetita, Método de Stober,
eletrodo modificado

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION
OF Fe,O,/SiO, AND ITS APPLICATION
IN THE MODIFICATION OF SCREEN-

PRINTED CARBON ELECTRODE

ABSTRACT: The present work presents the
synthesis and characterization of SiO,/Fe,O, and
its application to modify printed carbon electrodes.
Fe,O, nanoparticles were synthesized by the
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partial oxidation of ferrous hydroxide and later encapsulated with SiO, following the Stéber
method. The techniques of scanning electron microscopy (SEM), transmission electron
microscopy (TEM), powder X-ray diffraction (XRD), infrared spectroscopy (FTIR), and vibrant
sample magnetometry (VSM) were used in the morphological and structural analysis of
synthesized materials. Fe,O, nanoparticles of octahedral morphology were obtained and
coated with silica giving rise to spherical structures with an average of 614 +103 nm. It was
found that there was a decrease in saturation magnetization (Ms) from 81.0 to 12.5 emu/g
after coating with silica. SiO,/Fe,O, was used to modify the surface of a screen-printed carbon
electrode to increase the electrode’s surface area. The response of the modified electrode
was evaluated using K [Fe(CN),] as a probe molecule through cyclic voltammetry (VC)
measurements.

KEYWORDS: Magnetic nanoparticles, Magnetite, Stéber’s method, modified electrode.

11 INTRODUGAO

Nanoparticulas magnéticas tém despertado grande interesse em diferentes
areas pela possibilidade de manipulacdo através da aplicagdo de um campo magnético
externo, além de outras caracteristicas quimicas e fisicas influenciadas pelo seu diametro,
morfologia e estrutura cristalina (ROCA, et al., 2019). Dentre os materiais magnéticos, os
mais estudados s&o os Oxidos de ferro, destacando-se a magnetita, Fe,O,, (CALLISTER
e RETHWISCH, 2016; PILLAI e SHAH, 1996; QIAQ, et al., 2019). A aplicagédo direta de
nanoparticulas de Fe,O, apresenta algumas limitagGes devido a tendéncia de aglomeragéo
das particulas, uma forma de minimizar a energia livre superficial (MORALES, et al., 2019).
Assim, é habitual o uso de revestimentos para promover a estabilidade e dispersibilidade,
evitando sua agregacgdo e oxidagdo, além de possibilitar a insercdo de grupos funcionais
ampliando o seu potencial de aplicagdo. Para o recobrimento sdo utilizados diversos materiais
organicos e inorganicos (LOBATO, et al., 2019; MYLKIE, et al., 2021). Revestimentos a
base de silica apresentam vantagens devido ao seu baixo custo e facilidade de sintese,
aliado a possibilidade de funcionalizacdo da superficie, e controle da espessura e diametro
de particula de forma relativamente simples (MENDONGCA, et al., 2019). Um método
bastante utilizado, € o método de Stdber, que permite o encapsulamento de Fe,O, em
particulas esféricas monodispersas de silica, formando estruturas do tipo ndcleo-casca
(do inglés core-shell) (WONG, et al., 2020; AI-SAAD, et al., 2020). Dessa forma, o material
tornasse biocompativel, com elevada estabilidade térmica e aquosa, resultando em uma
otima alternativa para aplicagcbes biomédicas, por exemplo, como agente de contraste
em imagens de ressonancia magnética (MATHIEU, et al., 2019). Aplicagbes ambientais
também sao favorecidas, como na remocao de 6leo de aguas contaminadas através de um
processo de demulsificacdo (ELMOBARAK e ALMOMANI, 2020).

Devido a facilidade de manipulacéo e da excelente capacidade de adsor¢édo das mais
variadas espécies, varios trabalhos tém sido publicados utilizando eletrodos modificados
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com nanoparticulas magnéticas no desenvolvimento de sensores eletroquimicos
(CONDOMITTI et al., 2011; FAYAZI et al., 2016; GUO et al., 2017; MALEKI et al., 2019;
PAPAVASILEIOU; PANAGIOTOPOULOS; PRODROMIDIS, 2020). A modificacdo de um
eletrodo pode ser realizada utilizando diferentes técnicas e materiais, de acordo com as
caracteristicas desejadas, uma vez que ocorre a transferéncia das propriedades do material
para a superficie do eletrodo (RAVEENDRAN, et al., 2018). A imobilizacdo do agente
modificador na superficie do eletrodo pode ser realizada por meio de reagbes quimicas,
adsorc¢éo, revestimento polimérico, entre outros. Com as particulas magnéticas ha ainda a
possibilidade de imobilizagdo através da aplicagdo de um campo magnético formado pela
presenca de um ima externo. Em alguns casos, séo utilizados como meio de extracao e/ou
pré-concentracao do analito por adsor¢do. Posteriormente, as particulas sao separadas da
amostra com o auxilio de um im4a, e fixadas magneticamente na superficie do eletrodo para
a sua quantificacdo (FERNANDEZ et al., 2020).

Devido a simplicidade e o baixo custo, se destacam metodologias que empregam
SPE de carbono (do inglés Screen Printed Electrode). Estes eletrodos, disponiveis
comercialmente, sao dispositivos versateis que combinam os trés eletrodos em uma
Unica plataforma (REVENGA-PARRA, et al., 2018). A possibilidade de funcionalizagdo das
estruturas magnéticas tem permitido sua aplicacao na construgcéo de biossensores (SANLI
et al., 2020; CANEVARI et al., 2017).

Os SPEs sao considerados descartaveis visto que nao haveria uma forma
conveniente de renovagéo da superficie do eletrodo de trabalho. A utilizacdo de materiais
com propriedades magnéticas surge como alternativa para tornar os sensores reutilizaveis,
tornando somente o agente modificador o componente descartavel do sensor. Neste trabalho
€ apresentada a sintese, caracterizacao e aplicacao eletroquimica de nanoparticulas de
magnetita encapsuladas com silica para a modificagcdo de SPEs explorando o seu potencial
para reutilizagéo.

2| PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Sintese de Fe,0,/SiO,

A sintese de magnetita consistiu na adicdo de solugdo de NaOH 0,25 mol L e
de KNO, 0,2 mol L' a uma solugéo contendo 0,031 mol L' de FeSO,-7H,0. O oxigénio
dissolvido foi removido da solugéo utilizando argbnio como gas de purga. Nessas condi¢cbes
ha a formacao de hidréxido de ferro (ll), o qual é parcialmente oxidado sob aquecimento a
90 °C, produzindo a magnetita. O produto sélido foi separado magneticamente da solugéo,
lavado com agua ultrapura e etanol, e armazenado sob atmosfera de argénio.

Para o encapsulamento com a silica, a magnetita sintetizada na etapa anterior foi

dispersa em 1 mL de tolueno em banho de ultrassom por 30 minutos. Posteriormente,
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foram adicionados, 15 mL de isopropanol, 2 mL de agua ultrapura e 1 mL de hidréxido de
amoénio, sob agitagdo magnética. Ap6s 10 minutos, foi adicionado, gota a gota, 1 mL de
tetraetilortosilicato (TEOS) e mantida agitacdo magnética por 24h. O produto foi separado
magneticamente, lavado com agua ultrapura e etanol, secado a temperatura ambiente e
armazenado sob atmosfera de argénio.

2.2 Caracterizacdo morfologica e estrutural de Fe,O, e Fe,O,/SiO,

Difratogramas de raios-X das amostras de Fe,O, e Fe,O,/SiO, foram obtidos em
um difratdbmetro de pd da marca Rigaku Denki D-Max 2000, operado em 35 KV e 17 mA,
com radiacéo Ka do cobre (A = 0,15406 nm), com passo de 0,05 e tempo de aquisi¢cao de
2 s, no intervalo de varredura de 20° a 80°. O microscopio eletronico de varredura Carl
Zeiss — EVO MA10 foi empregado na analise morfologica das nanoparticulas de magnetita,
bem como sua incorporagédo na matriz de silica. A morfologia foi investigada, ainda, por
micrografias obtidas em um microscopio eletrénico de transmissdo JEOL JEM 1200
EXIl, com uma intensidade do feixe de 120,0 kV. As amostras foram depositadas numa
suspensao de etanol sobre grid de cobre cobertas com carbono de 300 mesh. O espectro
de infravermelho foi registrado utilizando um espectrofotdbmetro Shimadzu IRPrestige-21
em um intervalo de nimero de onda de 4000 a 400 cm™ As curvas de suscetibilidade
magnética das amostras foram medidas utilizando um magnetémetro de amostra vibrante
(VSM) MicroSense EZ9 com um campo magnético externo variando de -25 kOe a +25 kOe.

2.3 Modificacao do eletrodo e medidas eletroquimicas

A modificacao da superficie do eletrodo se deu imobilizando-se o material sintetizado
através da aplicagdo de um campo magnético gerado por um iméa, acoplado a parte posterior
do eletrodo de trabalho, como mostra a Figura 1. Voltamogramas ciclicos foram registrados
em solucédo de KCI 0,1 mol L' contendo hexacianoferrato (1) de potassio 1,0 mmol L.
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Figura 1. Imobilizagéo das particulas de Fe,O,/SiO, na superficie do eletrodo de trabalho.

31 RESULTADOS

3.1 Sintese e caracterizacao

Os padrées de difragdo de Fe,O, foram indexados aos planos cristalogréaficos (220),
(311), (222), (400), (422), (511), (440), (620), (533) e (622) relativos a estrutura ctbica do
tipo espinélio inverso da magnetita (JCPDS 85-1436). O padrao cristalografico da amostra
Fe,O,/SiO, € muito similar ao observado para as nanoparticulas de magnetita, indicando
a estabilidade da fase cristalina da magnetita apdés o encapsulamento com a silica. O
tamanho do cristalito de Fe O, calculado utilizando a equagéo de Scherrer foi de 28 nm.

A estrutura octaédrica das particulas de Fe,O, pode ser observada na imagem por
microscopia eletronica de transmissédo (MET), Figura 2. Onde as regides de tonalidade
escura indicam que um numero maior de elétrons foi espalhado (WILLIAMS, 1996). A
cristalinidade pode ser observada em regides onde possuem contraste por difracdo, e as
regides amorfas podem ser identificadas nas regides de contraste de massa espessura
(WILLIAMS, 1996; MENDES DE OLIVEIRA SILVA, 2019).
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Figura 2. Imagem de microscopia eletronica de transmisséo das particulas de Fe,O,

AFigura 3 mostra as imagens das estruturas nucleo-casca, resultantes do método de
Stoéber, em que se verifica sua morfologia esférica, bem como o histograma de distribuicao
do tamanho das particulas. O tamanho médio calculado foi de 614 =103 nm.
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Figura 3. Imagem de microscopia eletrénica de varredura (A) e histograma de distribui¢do de
tamanho das particulas (B) de Fe,O,/SiO,.

Os espectros no infravermelho das amostras de Fe,O, e Fe,O,/SiO, mostra a
presenca de modos ativos Fe-O relacionado ao 6xido de ferro em 548 cm™, e 423 cm™,
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ambos com simetria T, , Figura 4. A intensa banda em ~1100 cm" presente no Fe,O,/SiO,
corresponde ao estiramento assimétrico da ligacdo Si-O-Si.

Fe,O,
Fe’0,/SiO,

Transmitancia (%)

T T
1000 900 800

T T T T
1100 700 600 500 400

Niimero de onda (cm'l)

Figura 4. Espectro de infravermelho das amostras de Fe,O, e Fe,0,/SiO,.
A partir da curva de susceptibilidade magnética da Fe,O, foram obtidos a
magnetizagéo de saturagéo (M,) de 81,0 emu/g e coercitividade (H ) de 0,298 Oe. Utilizando

a equacao de Chantrell foi possivel calcular o tamanho das particulas magnéticas (DMag)
(Chantrell, 1953). As equagbes 1 e 2 mostram a relagédo matematica do D, e seu desvio

padrao (o).
_ ri8Tkg Xi 1.1
Diag =[5, L—mSH—O] /3 Eq. 1

3L
g=7:[n "‘s/i 1/2 Eq. 2
Hy

Onde; Xi é a suscetibilidade inicial calculada a valores de campo magnético baixo,

K, é a constante de Boltzmann, J/_ é a suscetibilidade magnética do material volumoso.?
O valor da H, é obtido da extrapolagéo da tangente do grafico M vs. 1/H, a valores altos
de campo magnético. O valor de DMag calculado foi de 19 = 1 nm. Como consequéncia do
encapsulamento com a silica foi observada uma diminuicdo de Ms e um aumento de Hc
para 12,5 emu/g e 0,473 Oe, respectivamente.
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3.2 Medidas eletroquimicas

A Figura 5 compara os voltamogramas ciclicos obtidos antes e ap6s a modificacédo
com Fe,0,/Si0O,. Os voltamogramas foram registrados em solugéo de KCI 0,1 mol L, na
presenca de 1 mmol L™ de K, [Fe(CN),]. A modificagéo do eletrodo reduziu a separagéo dos
picos de oxidacéo e reducdo do par redox (AEp) de 110 mV para 82 mV, demonstrando
uma melhora na reversibilidade do sistema, além de um ligeiro aumento da intensidade
de corrente. Os coeficientes de variacdo, calculados para trés repeticoes de adsorcao e
dessorgéo magnética das particulas de Fe,O,/SiO, da superficie do eletrodo, foram de
1,7 % e 0,4 %, respectivamente. Esses valores relativamente baixos indicam que com a
retirada do ima e lavagem do eletrodo, ocorre a remocéo efetiva das particulas, tornando
possivel a recuperagéo do eletrodo e sua reutilizagao.

40 -
30+
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104
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Figura 5. Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo modificado (A) e sem modificar (B)
com Fe,0,/Si0O,, velocidade de varredura de 50 mV s

41 CONCLUSOES

As condicbes de sintese favoreceram a formacao de nanoparticulas de magnetita
de morfologia octaédrica. O encapsulamento pelo método de Stdber resultou em estruturas
esféricas, ndo sendo observadas particulas de magnetita no exterior das esferas de silica.
O encapsulamento provocou uma diminuicdo da magnetizagdo de saturacdo e aumento
da coercitividade da magnetita devido a espessura da matriz de silica. No entanto, ainda
foi possivel incorporar o material na superficie do eletrodo mediante um ima acoplado. A
modificagdo da superficie do eletrodo resultou em um aumento de corrente atribuido ao
aumento da area superficial, além da melhora da reversibilidade do sistema, demonstrada
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pela diminuicdo da separagédo de picos. A repetibilidade do processo de modificacdo foi

verificada.
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RESUMO: Estudos mais recentes sobre os
mais diversos materiais inorganicos tém sido
aprofundados pela comunidade cientifica, dentre
esses, 0s semicondutores como tungstato
de magnésio (MgWO,) vém se destacando.
Diferentes métodos de sintese estdo sendo
relatados para a obtencdo deste material. O
presente trabalho tem como objetivo identificar
os principais métodos de sintese utilizados na
obtengéo de pds ceramicos e cristais de MgWO,
no periodo de 2009 a janeiro de 2020, destacando
as vantagens e desvantagens destes. Trata-se
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de uma revisdo da literatura através de artigos publicados no periodo de tempo citado e por
meio das bases de dados: Google académico, Scopus e Web of Science. A partir da analise
dos artigos selecionados foi possivel identificar a sintese de reagdo em estado s6lido como
a mais aplicada no recorte temporal determinado e o método dos precursores poliméricos
reportado pela primeira vez na literatura para a obtengéo deste tungstato.

PALAVRAS - CHAVE: Tungstato de magnésio, MgWO,, Métodos de sintese

MAGNESIUM TUNGSTATE (MgWO,): AREVIEW ON SYNTHESIS METHODS

ABSTRACT: More recent studies on the most diverse inorganic materials have been deepened
by the scientific community, among them, semiconductors such as magnesium tungstate
(MgWO,) have been highlighted. Different synthesis methods are being related to a material
of this material. This work aims to identify the main methods of using ceramics powders and
crystals MgWO, in the period from 2009 to January 2020, pointed out its advantages and
disadvantages. This is a review of the literature through articles published in the mentioned
period and through the databases: Scholar google, Scopus and Web of Science. From the
analysis of the selected articles, it was possible to identify the synthesis by solid state reaction
method, as the most applied method, with no temporal cut, determined and the method of
polymeric precursors in the literature to test this tungstate, reported for the first time.
KEYWORDS: Magnesium tungstate, MgWO,, synthesis methods

11 INTRODUGAO

As descobertas e adaptacdes dos diversos materiais inorganicos pela comunidade
cientifica esta em ascensdo. Dentre esses, os materiais do tipo semicondutores se
destacam por possuirem propriedades opticas e eletrénicas ativas, podendo ser aplicados
como sensores de umidade, dispositivos emissores de luz visivel, displays, diodos
emissores de luz, televisores, dispositivos eletro-6pticos, fotoluminescéncia e catalizadores
na degradacéo de corantes (DANEVICH et al. 2009; PULLAR, FARRAH e ALFORD, 2007;
KIM et al. 2011).

Nesse contexto, os tungstatos metalicos se apresentam como uma alternativa, pois
possuem boas propriedades Opticas. A formula geral destes 6xidos é representada por
(AWO,), sendo A um cétion bivalente dos metais de transi¢cdo-d” (A** = Mn, Fe, Co, Ni, Zn,
Cu ou Mg), designados como modificadores de rede. Possuem dois grupos isoestruturais:
tetragonal do tipo “scheelita” e monoclinica do tipo “wolframita” (MONTINI et al. 2010;
CAVALLI, BELLETTI e BRIK, 2008; WANG e MCCREERY, 1989; BECKER et al. 2007).

Os 6xidos metalicos de tungstato cristalizam na estrutura de wolframita monoclinica,
porém o tungstato de magnésio (MgWO,), possui trés polimorfos, tetragonal, monoclinico
e triclinico. Na faixa de temperatura de 400 a 800-850 °C, se tem a estrutura tetragonal.
Em temperatura mais elevada, transforma-se na forma monoclinica e acima de 1165 °C
cristaliza em triclinico (ERRANDONEA e RUIZ-FUERTES, 2010; GANCHEVA, 2015).

A estrutura monoclinica do tipo wolframita do MgWO, pertence ao grupo espacial
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(P2/c), grupo pontual de simetria (C5,) e formada por duas unidades de férmula molecular
por célula unitaria (Z = 2) (RUIZ-FUERTES et al. 2010; ERRANDONEA e RUIZ-FUERTES,
2010). Este, apresenta uma mesma coordenacgdo quimica para os atomos de tungsténio
no estado de oxidagédo (W®) que séo formadores de rede e os metais de transi¢cdo séo os
modificadores de rede (A?*) que formam grupos de coordenagé@o ou clusters octaédricos
distorcidos de [WO,] e [AQ,], respectivamente (ALMEIDA et al. 2012; GANCHEVA,
2015). A Figura 1 mostra a representacdo esquematica da célula unitéria para a estrutura
monoclinica do cristal de MgWO,

Figura 1: Representagé@o esquematica da célula unitaria monoclinica do cristal de MgWO,

Fonte: Adaptacao da referéncia (Gouveia et al. 2020)

Além da temperatura, os métodos de sintese influenciam diretamente na obtencéo
de diferentes estruturas de um material. Os primeiros pds-ceréamicos e cristais de MgWO,
foram preparados pelos seguintes métodos de sintese: reacdo em estado sélido (RES)
ou pela mistura dos seus respectivos oxidos (MgO e WO,) com varios ciclos de moagem
e tratamento térmico, e o crescimento de cristais pelo método de solugédo (CCMS) em
elevadas temperatura e pressao, entretanto, estes métodos necessitam de temperaturas
superiores a 1000 °C, podendo afetar de forma negativa na formagao dos cristais, além do
alto custo dos equipamentos que por sua vez encarecem o processo de sintese. (GUO e
KLEPPA, 1996; KAZENAS et al. 2004; FONDA, 1944; KRAVCHENKO, 1969; SROUBEK e
ZOANSKY, 1966).

Assim, com base na evolugdo dos métodos de sintese existentes, recentemente
tém sido desenvolvidos e utilizados outras rotas de obtencéo dos pds-ceramicos e cristais
de MgWO,, buscando facilitar a sintese destes tungstatos com diferentes tamanhos,
morfologias e propriedades eletronicas (PULLAR, FARRAH e MCN ALFORD, 2007; LM,
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JEE e KIM, 2012). Vale salientar que os diversos métodos de sintese reportados na literatura
para obtencdo destes materiais na forma pura e dopada sdo: vapor quimico (STEINER,
2005; THANGALA et al. 2009), sol-gel (SG) (BAIZ et al. 2008), hidrotérmico convencional
(HC) (AMBERG et al. 1988) e precursores poliméricos (PP) (GOUVEIA et al. 2020).

Desta maneira, tendo em vista a importancia e influéncia do método de sintese para
a obtencdo de um material com boas propriedades, neste capitulo de livro, objetiva-se
identificar os principais métodos encontrados na literatura para a sintese do MgWO, no
periodo de 2009 a janeiro de 2020, descrevendo e destacando as vantagens e desvantagens
de cadarota, reunindo assim, dados que podem ser utilizados como um suporte de consulta,
com informagdes relevantes para a comunidade académica e cientifica.

21 METODOLOGIA

O presente estudo trata-se de uma revisao da literatura, que consistiu nas seguintes
etapas: delimitagdo da tematica da pesquisa e o intervalo temporal para os artigos,
definicdo das bases de dados e descritores, estabelecimento dos critérios de incluséo
e de excluséo, leitura exploratéria dos artigos selecionados e por fim, a exposigdo dos
resultados encontrados.

Abusca foi realizada considerando artigos publicados nos anos de 2009 a janeiro de
2020 e por meio das bases de dados Google académico, Scopus e Web of Science, usando

as palavras-chaves: “MgWO,” “magnesium tungstate”, “synthesis” e suas respectivas

traducoes.

Os artigos encontrados foram avaliados através do titulo e resumo, sendo lidos em
sua integra somente aqueles considerados relevantes. Os critérios de inclusédo adotados
foram estudos que abordem métodos de sintese do MgWO, artigos em inglés ou portugués,
que estejam completos e dentro do corte temporal. Os critérios de exclusao foram artigos
que tratam de outros materiais, textos incompletos e em outras linguas, que estejam mais

de uma vez nas bases de dados e fora do periodo estabelecido.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Abusca por um embasamento bibliografico € uma etapa decisiva para a construgao de
um bom trabalho de revisédo. Em grande parte dos casos essas bibliografias séo localizadas
em bases de dados ja consolidadas e com ampla gama de materiais publicados. Desse
modo, empregou-se uma sequéncia de passos a fim de realizar o levantamento dos artigos
utilizados nesse trabalho. O fluxograma apresentado na Fig. 2 esquematiza o resultado da
selecéo das bases de dados e por fim, dos artigos para este estudo de reviséo.
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Figura 2: Fluxograma esquematico de selecdo dos artigos para estudo.

A partir da busca efetuada nas bases de dados (Google Académico, Scopus e Web

of Science), utilizando as palavras-chaves “MgWO,” “magnesium tungstate”, “synthesis”
e suas respectivas traducgdes, foram pré-selecionados para leitura de titulos e resumos
um total de 145 artigos, sendo 124 excluidos por ndo condizerem com a proposta desse
trabalho e ndo atenderem aos critérios de incluséo estabelecidos, sendo ao fim, selecionado

21 artigos para identificagdo dos métodos de sintese aplicados na obtengdo do MgWO,

3.1 Métodos de Sintese para P6s-Ceramicos e Cristais de MgWO,

Levando em consideragcdo a importancia e a influéncia dos diversos métodos de
sintese para a obtencdo do MgWO,, buscou-se identificar os principais métodos relatados
na literatura e abordar suas caracteristicas. Dentre os 21 artigos selecionados, no periodo
de janeiro de 2009 a janeiro de 2020, foram identificados cinco principais métodos de sintese
para p6s-ceramicos e cristais de MgWO,, sendo eles: Reagdo em estado solido (KIM et al.
2011; JAYAPRAKASH e KRISHNAKUMAR, 2019; BHUYAN et al. 2017; CHAI et al. 2016;
DEY et al. 2014; GUO et al. 2012; GUO et al. 2015; HAN et al. 2015; SARASWATHY, RAO
e THARA, 2018), crescimento de cristais pelo método de solugdo (DANEVICH et al. 2009;
KRUTYAK et al. 2016; LOIKO et al. 2018; NAGORNAYA, et al. 2009; RUIZ-FUERTES et
al. 2011; ZHANG et al. 2015; ZHANG et al. 2019), hidrotérmico convencional (HUANG
et al. 2018; MENG et al. 2019; LI, YANG e MENG, 2009), sol-gel (HE e WANG, 2013) e
precursores poliméricos (GOUVEIA et al. 2020). A Fig. 2 exibe, de forma quantitativa, os
métodos identificados e apoés isto, sdo descritos cada um deles.
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Métodos de Sintese de MgWO, (2009-2020)

B Reacdo em estado sélido (RES)

H Crescimento de cristais pelo método de solucdo
(ccMs)

m Hidrotérmico Convencional (HC)

Sol-gel (SG)

B Precursores poliméricos (PP}

Figura 2: Principais métodos de sintese de MgWO, utilizados no periodo de 2009 a 2020.

E possivel observar na Fig. 2 que a maior parte dos artigos selecionados utilizam o
método de reacdo em estado solido para obten¢éo de MgWO,, totalizando um percentual
de 43%. Em seguida, também sdo usadas as rotas de crescimento de cristais pelo
método de solugéo, hidrotérmico convencional, sol-gel e precursores poliméricos, que
correspondem a 33, 15, 5 e 5%, respectivamente. Em cada método descrito abaixo, sao
listados os principais parametros aplicados nessas metodologias como por exemplo, as
reacoes envolvidas nas sinteses, os reagentes quimicos utilizados e as temperaturas de
reagdo/calcinacéo, dispostos na Tabela 1.

ME RS RQ TRC (°C) | REFERENCIA
A
RES MgOie*WOs(s y>MgWOs(e) MgO e WO3 750-1100 BHUEG«!I\lTEt al.
CCMS MgO(aq)+Na2WO4(aq)£>MgWO4(s MgO e NaWOa 1200 DAl\:E;I(;ggH et
y+Naz0ys) &l
HC | Mg(NOsJaeaNazWOxeg Mg M%(Nv(aé)zcs) e =200 ;I\ZAOEEG etal.
WO4(S)+ 2Na+(aq)+N03'(aq) 2 4)
SG Mg(NO3)2.6H20(aq)+H2WOs(aq) | Mg(NO3)2(aq).6H20 80-100 | SEGAL etal.
E»MgWO4(s)+6H20(aq)+2NO:(_g; € H2WOu(a) 1997
PP Mg(NOz)2.6H20(aq)+CeHeO7(aq)+ | Mg(NO3)2.6H20aq), 90-110 | GOUVEIA et
4 CeHsO7(aq), al. 2020
HaW O4aqy+NHa.H20 @aq—MgW HWOag) ©
aq
Qa(sy+6CO2(q)+6H201aq) NHs.HzOlaq

Tabela 1: Resumo de algumas caracteristicas dos métodos de sintese de MgWO,.

ME: Método empregado; RS: Reacéo de sintese; RQ: Reagentes quimicos: TRC: Temperatura de
reacao/calcinacéo.
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A respeito das reagOes de sinteses envolvidas nestes métodos, é possivel observar
que h& uma predominéncia das reag¢des de precipitacéo e de dupla troca, como mostrado
na Tabela 1. Além disso, s@o empregados diversos reagentes quimicos como fontes de Mg2*
(cétion) e WO,* (&nion), € o caso do Oxido de magnésio, nitratos de magnésio, tungstato de
sodio e acido tungstico. Outro fator importante para ser discutido sobre a sintese desses
materiais € a temperatura de reacé@o e calcinacdo. Observa-se que s@o usadas desde
faixas de temperaturas mais baixas (80 a 200 °C) como no caso dos métodos HC, SG e PP,
até faixas mais elevadas (750 a 1200 °C) para os métodos RES e CCMS, comprovando
assim, a versatilidade desses meios de obten¢do do MgWO,,.

3.1.1 Reacdo em Estado Solido (RES)

O método de reacéo em estado sélido, no universo de 21 trabalhos selecionados, 9
optaram por utilizar esta rota (KIM et al. 2011; JAYAPRAKASH e KRISHNAKUMAR, 2019;
BHUYAN et al. 2017; CHAI et al. 2016; DEY et al. 2014; GUO et al. 2012; GUO et al. 2015;
HAN et al. 2015; SARASWATHY, RAO e THARA, 2018). O método de RES é considerado
um dos primeiros meios para a obtengdo do MgWO,, baseando-se na reagéo entre Oxidos
e/ou carbonatos, moagem, mistura e tratamento térmico em temperaturas relativamente
altas, e que possuem valores préximos aos do ponto de fusdo dos componentes, podendo
decompor o material final (SEGAL, 1997).

Esta rota é considerada de simples realizag&o e se caracteriza nas seguintes etapas
principais: primeiro as matérias primas sdo selecionadas, seguindo uma estequiometria
adequada, necessitando que as particulas estejam em contato efetivo, e que as distribuicoes
dos reagentes sejam homogéneas, para um produto final quimicamente homogéneo.
Posteriormente os reagentes séo pulverizados, misturados e calcinados em temperaturas
que variam entre 750 e 1200 °C (MARCILLY, CQURTY e DELMQN, 1970).

3.1.2 Crescimento de Cristais pelo Método de Solugdo (CCMS)

A sintese do MgWO, por crescimento de cristais pelo método de solugéo é bastante
aplicada na literatura, sendo esta, utilizada em 7 artigos dos selecionados (DANEVICH
et al. 2009; KRUTYAK et al. 2016; LOIKO et al. 2018; NAGORNAYA, et al. 2009; RUIZ-
FUERTES et al. 2011; ZHANG et al. 2015; ZHANG et al. 2019). Tal método baseia-se em
trés principais técnicas, sendo elas: as técnicas em altas e baixas temperaturas, técnica
de fluxo e a TSSG (Top Seeded Solution Growth). Este método consiste na dependéncia
da solubilidade de um composto, em um determinado solvente, com os parametros
termodinamicos envolvidos.

As técnicas de crescimento de cristais de MgWO, utilizadas nos artigos selecionados
sé@o de fluxo de crescimento por fusdo (DANEVICH et al. 2009; KRUTYAK et al. 2016;
NAGORNAYA, et al. 2009; RUIZ-FUERTES et al. 2011) e a TSSG (LOIKO et al. 2018;
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ZHANG et al. 2015; ZHANG et al. 2019). Na primeira técnica séo dissolvidos os reagentes
MgO e WO, que se pretende cristalizar (soluto) em um composto fundido de Na,WO,
(fluxo) em alta temperatura para crescimento sobre a semente inicial do cristal, que atua
como solvente e se evapora durante o processo em alta temperatura, aumentando a
concentracdo de soluto na solucdo, que entdo se precipita e cristaliza. Ja& na segunda, os
mesmos materiais de partida sédo pesados, homogeneizados, levados para o forno em um
cadinho de platina e depois para o forno de crescimento e por fim submetidos ao tratamento
térmico (RAMIREZ, 1998).

3.1.3 Hidrotérmico Convencional (HC)

O método Hidrotérmico convencional vem sendo utilizado na preparagdo de
diferentes tungstatos na forma de micro e nanocristais com diferentes propriedades
eletronicas (RAJAGOPAL et al. 2010). Em relagcéo a sintese do MgWO4, essa rota foi
aplicada em 3 artigos (HUANG et al. 2018; MENG et al. 2019; LI, YANG e MENG, 2009),
sendo definido como um processo de obtencao de materiais cristalinos a partir da dissolucao
de precursores soluveis em solugdo aquosa sob uma temperatura, pressao e mineralizador
(SOMIYA, 2000).

Os precursores dos reagentes iniciais sao dissolvidos em solugcdo aquosa e
levados para a autoclave ou um reator de ago inoxidavel com formato cilindrico, onde em
seu lume se deposita uma capsula de politetrafluoretileno (TEFLON) que minimiza o ataque
quimico durante a sintese. O reator é fechado, parafusado e inserido um mandmetro para
medir a pressao dentro do sistema, depois é colocado sob uma manta aquecedora e um
termOmetro para medir os gradientes de calor (HIRATSUKA, SANTILLI e PULCINELLI,
1995). Depois de finalizado o processamento hidrotérmico, a suspensao resultante é
separada, lavada e centrifugada para separagéo do pés-cristalinos de MgWO, precipitados
e por fim o material é seco.

3.1.4 SOL-GEL (SG)

Esse método de sintese é definido como qualquer processo que envolve uma
solugdo ou um sol que passa por uma transicéo sol-gel. Nessa transi¢éo, a solugdo ou
dispersao transforma-se pelo estabelecimento de ligagdes quimicas entre as particulas ou
entre as espécies moleculares, levando a formacao de uma rede soélida tridimensional (gel)
(ILER, 1979).

Arota do sol-gel foi aplicada para a obtengdo do MgWO, em 1 dos artigos selecionados
(HE e WANG, 2013), neste caso, trata-se do tipo sol-gel coloidal, que consiste inicialmente
na preparacédo de solugdes dos reagentes quimicos (observados na Tabela 1), que sédo
misturadas e a unido entre as particulas pelo processo de crescimento e agregacao, devido
a adigéo de um acido diluido ou H,O, pode levar a desestabilizagéo da disperséo coloidal,
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formando géis ou precipitados, sendo em seguida secos e calcinados (RAMIREZ, 1998).

3.1.5 Precursores Poliméricos (PP)

O método dos precursores poliméricos, também conhecido como método Pechini,
€ uma variante do sol-gel, sendo modificado pela complexacdo de alcoxidos metalicos,
ou sais soluveis nas reagdes de esterificagcdo e polimerizagdo. Essa rota de sintese foi
aplicada pela primeira vez na literatura para a obtengéo do MgWO, (GOUVEIA et al. 2020),
e consiste em quatro etapas: Inicialmente é preparado o citrato de tungsténio a partir das
solugdes de acido citrico (C;H,0,) e acido tungstico (H,WO,), sendo homogeneizado com
hidroxido de aménio (NH,.H,0).

Na segunda etapa é realizado o processo de gravimetria para encontrar a
concentracédo do citrato preparado. Na terceira etapa € adicionado a este, o nitrato de
magnésio (Mg(NO,),.6H,0), realizando o controle de pH com amoénia, em seguida o
etilenoglicol (C,H,O,) € colocado para promover a reagéo de polimerizag&o. Na ultima etapa
essa solugdo € aquecida para formagéo da resina, que é submetida a um pré-tratamento
térmico, seguido de calcinacado (GOUVEIA et al. 2020).

3.2 Vantagens e Desvantagens

A partir da descricdo de cada método de sintese abordado nas sec¢bes anteriores,
podemos considerar algumas caracteristicas favoraveis e de baixo custo, bem como,
propriedades negativas, que podem dificultar o seu manuseio e deixa-los mais caros. Na
Tabela 2, estédo dispostas as vantagens e desvantagens dos principais métodos de sintese
identificados no periodo de 2009 a janeiro de 2020 para a obtengéo do MgWO,

METODO VANTAGENS DESVANTAGENS
RES Simplicidade da rota, abundancia e baixo | Necessidade de altas temperaturas
custo dos precursores de reacéo
CCMS Cristais com boa qualidade 6ptica Pode formar centro de impurezas
nos cristais
HC Obtém material bem fino, cristalino e com Fases deletérias nos cristais
maior area de superficie especifica sintetizados
SG Boa homogeneidade quimica Contragdo do material durante o
processo de secagem
PP Razoavel rendimento e material com boa Longas etapas de sintese
atividade fotocatalitica

Tabela 2: Vantagens e desvantagens dos métodos de sintese do MgWO,
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E possivel observar na Tabela 2, que o método de RES foi 0 mais utilizado na faixa
de tempo delimitada, isso é justificado pelo fato de sua rota ser mais simples que as demais,
seus reagentes precursores (MgO e WO,) possuirem um baixo custo e abundancia. No
entanto, este método possui a desvantagem de necessitar de altas temperaturas, o que
resulta em um custo mais elevado (KIM et al. 2011; JAYAPRAKASH e KRISHNAKUMAR,
2019; BHUYAN et al. 2017; CHAI et al. 2016; DEY et al. 2014; GUO et al. 2012; GUO et al.
2015; HAN et al. 2015; SARASWATHY, RAO e THARA, 2018). Além disso, nesta rota de
sintese é possivel obter cristais de MgWO, com 6timas propriedades fotoluminescentes,
que sdo muito importantes para aplicagdes em lampadas fluorescentes e Diodos Emissores
de Luz — LEDs (BHUYAN et al. 2017).

Semelhantemente ao método anterior, a CCMS exibe a vantagem de se obter cristais
de MgWO, com boas qualidades Opticas, possibilitando suas aplicagbes em processos
fotocataliticos. Entretanto, este método, associado ao composto de fluxo (solvente) utilizado
tungstato de sodio dihidratado (NaWO,-98,6%) que tem uma menor pureza em relagéo
aos componentes 6xidos da sintese, tais como 6xido de magnésio e 6xido de tungsténio
(MgO e WO,-99,5%), contribuiu para a formagéo de centros de impurezas nos cristais,
isto é, fases secundarias que nao pertencem ao material, comprometendo a pureza do
produto obtido (DANEVICH et al. 2009). Além disso, € um método que necessita de altas
temperaturas, resultando na elevacdo do seu custo.

Por outro lado, o método HC apresenta diversas vantagens como: a obtencao de um
material mais fino, com alto grau de periodicidade e cristalinidade, bem como, uma maior
area de superficie especifica, sendo esta Ultima caracteristica o resultado de um menor
tamanho das particulas (cerca de 45 nm), que € um dos fatores chaves para promover
melhores aplicacbes em processos de fotocatélise. No entanto, tal rota possibilita a
formacéo de fases secundarias dos cristais de MgWO, obtidos, isto €, apresenta a formagéo
de impurezas no material, tornando-o néo confiavel (LI, YANG e MENG, 2009).

A sintese sol-gel tem a vantagem de homogeneidade quimica devido a mistura dos
componentes a nivel coloidal, isto €, uma mistura em que as particulas sdo tao pequenas
que ndo podem ser vistas a olho nu (SEGAL, 1997). As desvantagens se dao pela contracéo
do material durante o processo de secagem, pois provoca uma pressao capilar, que leva ao
encolhimento da rede do gel, processo esse denominado xerogel (RAMIREZ, 1989).

O método de sintese dos precursores poliméricos tem como principal vantagem,
obter um bom rendimento do MgWO,, e como comprovado no artigo analisado (GOUVEIA
et al. 2020), o material resultante desta rota apresenta a eficacia na fotodegradacédo de
56% do corante alaranjado de metila e 84% verde de bromocresol. Entretanto, tem como
desvantagem, as longas etapas de reacao, que vai desde o preparo do citrato (6 horas),
o procedimento gravimétrico (6-7 horas), até a preparacéo do p6é de MgWO, (4 horas) e a
etapas de secagem e calcinagéo.

A Geragéo de Novos Conhecimentos na Quimica 2 Capitulo 28 m



41 CONCLUSOES

Em suma, foi possivel identificar a partir de artigos publicados no periodo de 2009 a
janeiro de 2020, cinco principais rotas de obtengdo do MgWO,: Reagéo em estado sélido,
crescimento de cristais pelo método de solugéo, hidrotérmico convencional, sol-gel e
precursores poliméricos, sendo descritas cada uma das rotas e ressaltando as vantagens
e desvantagens das mesmas. O método de sintese de reacdo em estado sélido foi 0 mais
utilizado nos Gltimos anos no recorte temporal definido, devido ao fato da simplicidade
da rota e baixo custo dos reagentes precursores (MgO e WO,). O método de sintese
dos precursores poliméricos foi utilizado pela primeira vez na literatura para obtencéo de
MgWO,, comprovando a eficacia deste material na fotodegradagéo dos corantes orgénicos
alaranjado de metila e verde de bromocresol. Diante disso, foi possivel obter informacoes
importantes sobre tais rotas e as caracteristicas favoraveis e desfavoraveis, obtendo assim
dados relevantes que podem ser utilizados como suporte de consulta para a comunidade
académica e cientifica.
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