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RESUMO

A biomassa lignocelulésica € um material barato, amplamente distribuida
mundialmente e renovavel. Uma dessas fontes de biomassa € a casca de arroz
(CA): um residuo agricola de uma das maiores culturas agricolas mundiais e que
mais utilizam pesticidas organofosforados. Além dos pesticidas, algumas armas
quimicas também sao compostos organofosforados, que tem como caracteristicas
principais serem altamente estaveis e extremamente toxicos. Esses compostos
podem ser clivados por grupos nucleofilicos como imidazéis e acidos hidroxamicos,
levando a organofosfatos menos toéxicos. Assim, uma abordagem promissora na
degradacgao de organofosforados € a funcionalizagdo covalente de materiais com
grupos nucleofilicos e sua aplicacdo na degradagao desses compostos. O objetivo
desse trabalho foi obter catalisadores sustentaveis para a degradagdo de
organofosforados a partir da funcionalizagdo covalente da celulose da CA com
grupos imidazol e acido hidroxamico. Para isso, a CA apds tratamento alcalino teve
parte das hidroxilas da celulose oxidadas a acidos carboxilicos pelo método
TEMPO/NaBr/NaCIlO de duas maneiras: (i) um baixo grau de oxidag¢do, gerando a
amostra solida ICACOOH; e (ii) um alto grau de oxidagcdo, gerando a amostra
coloidal SCACOOH. As amostras ICACOOH e SCACOOH foram funcionalizadas
covalentemente com 1-(3-aminopropil)imidazol, gerando, respectivamente duas
amostras com imidazol: ICAIMZ (sélida) e SCAIMZ (coloidal). De forma analoga, a
funcionalizacdo covalente das amostras ICACOOH e SCACOOH com cloridrato de
hidroxilamina deu origem as amostras com acidos hidroxamicos ICAAHD (sélida) e
SCAAHD (coloidal). As amostras foram caracterizadas por diversas técnicas, dentre
as quais titulagdo potenciométrica, microscopia eletrbnica de varredura,
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier e ressonancia
magnética nuclear. O conjunto dessas técnicas comprovou a funcionalizagao
covalente dos materiais, bem como elucidou a composi¢cdo desses materiais. A
atividade catalitica das amostras foi avaliada com os organofosforados 2,4-
dinitrofenil fosfato (DEDNPP) e o pesticida Paraoxon. Foram observados
incrementos cataliticos entre os maiores ja reportados, da ordem de 10°-10” vezes
na reacdo entre os biocatalisadores com o DEDNPP e da ordem de 10%-10° vezes
entre os biocatalisadores e o Paraoxon, em relacdo as respectivas reacoes
espontaneas. Os biocatalisadores foram reciclados por trés ciclos de catalise, sem
variagdo significativa da atividade catalitica, provando ser reutilizavel. A fim de
compreender o mecanismo, os biocatalisadores foram estudados na reagdo com
cloro-2,4-dinitrobenzeno, ndo mostrando nenhuma atividade. Esses resultados
indicam que os imidazois e acidos hidroxamicos desses materiais sdo seletivos no
ataque ao fosforo dos organofosforados. Assim, foram sintetizados a partir do
residuo agricola CA dois materiais template (um coloide e um sodlido) e quatro
biocatalisadores (dois coldides e dois sélidos), sendo que esses ultimos mostraram
altos incrementos cataliticos na degradacdo dos organofosforados, seletivos no
mecanismo de ataque e reciclados ao fim da reacdo. Uma abordagem inovadora é
mostrada ao aplicar principios da quimica verde na modificagdo quimica de um
residuo agricola e utiliza-lo como catalisador na degradacao de pesticidas.

Palavras-chave: Imidazol. Acido hidroxamico. Casca de arroz. Catalise. Armas
Quimicas. Pesticidas.



ABSTRACT

Lignocellulosic biomass is an inexpensive material, widely distributed
worldwide and renewable. One of the sources of biomass is rice husk (CA): an
agricultural residue from one of the world's largest agricultural crops and one that
counts abusive use of organophosphate pesticides. Besides pesticides, some
chemical weapons are also organophosphorus compounds, whose main
characteristics are the high stability and extreme toxicity. These compounds can be
cleaved by nucleophilic groups such as imidazoles and hydroxamic acids, leading to
less toxic organophosphates. Thus, a promising approach in the degradation of
organophosphates is the covalent functionalization of materials with nucleophilic
groups and its application in the degradation of these compounds. The objective of
this work was to obtain sustainable biocatalysts for the degradation of
organophosphates from the covalent functionalization of cellulose in CA with
imidazoles and hydroxamic acids. Therefore, CA after alkaline treatment had part of
the cellulose hydroxyls oxidized to carboxylic acids by the TEMPO/NaBr/NaClO
method in two ways: (i) a low degree of oxidation, giving the solid sample ICACOOH;
and (ii) a high degree of oxidation, giving the colloidal sample SCACOOH. The
ICACOOH and SCACOOH samples were then covalently functionalized with 1-(3-
aminopropyl) imidazole, generating, respectively, the imidazole samples ICAIMZ
(solid) and SCAIMZ (colloidal). Similarly, the covalent functionalization of the samples
ICACOOH and SCACOOH with hydroxylamine hydrochloride gave the samples with
hydroxamic acids ICAAHD (solid) and SCAAHD (colloidal). The samples were
characterized by several techniques, such as potentiometric titration, scanning
electron microscopy, Fourier transform infrared spectroscopy and nuclear magnetic
resonance. All these techniques proved the covalent functionalization of the materials
with imidazoles or hydroxamic acids, as well as it elucidated the composition of these
materials. The catalytic activity of the samples was then evaluated with the
organophosphates 2,4-dinitrophenyl phosphate (DEDNPP) and the pesticide
Paraoxon. Catalytic increments, among the highest reported, in the order of 10°-10’-
fold were observed in the reaction between the biocatalysts with DEDNPP and in the
order of 10*-10°fold between the biocatalysts and Paraoxon, compared with the
respective spontaneous reactions. The biocatalysts were also evaluated in 3
consecutive cycles of catalysis, without a significant variation of the catalytic activity.
In order to understand the mechanism, the biocatalysts were studied in the reaction
with chloro-2,4-dinitrobenzene, showing no activity. These results indicate that the
imidazoles and hydroxamic acids of these materials are selective in the phosphorus
attack of organophosphates. Thus, two template materials (one colloid and one solid)
and four biocatalysts (two colloids and two solids) were synthesized from the
agricultural residue CA, and the latter showed high catalytic increments in the
degradation of organophosphates, selective in the attack mechanism and recycled at
the end of the reaction. An innovative approach is shown by applying green
chemistry principles in the chemical modification of an agricultural residue and using
it as a catalyst in the degradation of pesticides.

Keywords: Imidazole. Hydroxamic acid. Rice husk. Chemical weapons. Catalysis.
Pesticides.
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1 INTRODUGAO

Anualmente sdo produzidas milhdes de toneladas de biomassa
lignoceluldsica, seja pelas atividades humanas como agricultura quanto
naturalmente nos diversos habitats. Apesar dessa producéo colossal de biomassa
ser renovavel e distribuida de forma razoavelmente uniforme pelo planeta, sua
principal forma de utilizagdo ainda é a queima para geragéo de energia. Fins mais
nobres para a biomassa ainda sdo poucos, apesar de suas caracteristicas
singulares como biodegradabilidade, biocompatibilidade, entre outras, além da
disponibilidade de diferentes grupos funcionais passiveis de funcionalizagdo
covalente.

De fato, a funcionalizagao covalente da biomassa permite a incorporagao de
novos grupos funcionais que irdo dar origem a novas propriedades e aplicagdes
preservando, no entanto, as caracteristicas fisico-quimicas da biomassa. Dessa
forma, um residuo agricola, por exemplo, por meio de sua funcionalizagdo covalente
pode ter valor agregado incorporado, com aplicagdes em diversas areas.

Ainda no contexto da agricultura, o uso extensivo de pesticidas, dos quais a
classe dos organofosforados €& a mais utilizada, ja se apresenta como um dos
maiores problemas do século XXI|. Os organofosforados sdo altamente toxicos e
estaveis, de tal forma que seu uso nao se limitou somente aos pesticidas, tendo sido
utilizados desde o século passado também como armas quimicas. Essa alta
toxicidade e estabilidade dificultam degradar os organofosforados a compostos
menos toxicos.

Assim, a catalise dessas reacdes, de forma a torna-las mais rapidas e
eficientes é crucial. Dentre os grupos com grande potencial para promover essas
reacdes destacam-se os nucledfilos como os imidazois e acidos hidroxamicos.
Esses grupos nucleofilicos apresentam alta atividade catalitica em reacdes
envolvendo organofosforados, tornando-os promissores na funcionalizagéo
covalentemente de materiais. Assim, € possivel aliar a alta atividade catalitica dos
grupos nucleofilicos ancorado-os em um material template barato e renovavel (como
a biomassa), criando um catalisador eficiente e sustentavel.

Essa é a proposta desse trabalho ao agregar esses conceitos e obter um
catalisador a partir de uma fonte de biomassa e utilizar na degradagéo de

organofosforados, uma abordagem inovadora e ainda pouco explorada.
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1.1 CASCA DE ARROZ: UMA BIOMASSA LIGNOCELULOSICA ABUNDANTE E
VERSATIL

Biomassa lignocelulésica é definida como os materiais organicos derivados
das estruturas vegetais. E composta majoritariamente por celulose, hemiceluloses e
lignina (FIGURA 1) em uma razdo aproximada de 2:1:1, respectivamente. A
producdo anual de biomassa lignocelulésica que provem da agricultura e dos
ecossistemas naturais é da ordem de 10''-10"? toneladas’, uma produgao colossal e
renovavel. A FIGURA 1 mostra a estrutura representativa dos trés componentes
principais da biomassa lignoceluldsica: celulose, hemiceluloses e lignina, que juntos
sao responsaveis por cerca de 80% da massa total da biomassa e estao interligados
de forma covalente (hemiceluloses e lignina) e nao covalente (celulose com lignina e
hemiceluloses). A massa restante da biomassa lignocelulésica é composta por cerca
de 2-8% proteinas, 1-2% lipidios, cerca de 5% inorganicos e uma porcentagem de

agua e demais compostos organicos variaveis'.

FIGURA 1 — ESTRUTURA QUIMICA REPRESENTATIVA DA A) LIGNINA, B) CELULOSE E C)
HEMICELULOSES

OH OCH;§
o
. O
o
OCH, OH CH;0H

CH0H OH
b) H

OH  HOH;C

FONTE: Adaptado de Dumitriu (2004)2.
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A TABELA 1 apresenta algumas das diferengas na composi¢cao quimica e
caracteristicas da celulose, hemiceluloses e lignina na parede celular das plantas1. E
possivel observar que dos trés componentes, a celulose € o que apresenta a
estrutura mais “regular”’. As hemiceluloses e a lignina ndo apresentam estrutura
regular bem definida e variam bastante dependendo da fonte de biomassa. Ja a
celulose apresenta uma estrutura regular: homopolimero linear que forma regides
cristalinas e amorfas. Apesar do grau de polimerizagao (DP) que é o numero de
unidades polimerizadas na cadeia celuldsica variar dependendo da fonte de

biomassa, suas propriedades quimicas ndo variam significativamente3.

TABELA 1 — COMPOSIGCAO QUIMICA DA LIGNINA, HEMICELULOSES E CELULOSE NA PAREDE
CELULAR DAS PLANTAS

Lignina Hemiceluloses Celulose

o o D-xilose, manose, L-

. Guaiacila (G), p-hidroxi- ) _

Subunidades ) o arabinose, galactose, D-glucopiranose
fenila (H) e siringial (S)

acido glucurdnico

] ] Ligagdes -1,4-
Diversas tipos de
glicosidicas na cadeia

Ligagcoes entre as

subunidades

ligagbes éter e carbono-
carbono, principalmente

ligacdes éter 3-0O-4

principal; B-1,2- 3-1,3- e
B-1,6-glicosidicas nas

cadeias laterais

Ligacoes 3-1,4-

glicosidicas

Polimerizagao

4000

Menos que 200

Algumas centenas a

dezenas de milhares

Polimero

Lignina G, lignina GS e
lignina GSH

Galactoglucomanana
(Gal-Glc-Man),
Glucomanana (Glc-

Man), entre outras

B-glucana

Composicao

Polimero tridimensional
nao homogéneo, amorfo

e nao linear

Polimero tridimensional
ndao homogéneo, com
uma pequena regiao

cristalina.

Polimero tridimensional
linear, com regides

cristalinas e amorfas

Ligacdes entre os

3 componentes

Ligacdes quimicas
covalentes com

hemiceluloses

Ligacbes quimicas

covalentes com lignina

FONTE: Adaptado de Chen (2014)1.

Sem ligagBes quimicas

covalentes
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A celulose, hemicelulose e lignina formam entdo uma matriz complexa como
mostrado na FIGURA 2. As cadeias de celulose se agrupam em fibrilas com
espessuras normalmente de 1,5-3,5 nm, podendo chegar a algumas dezenas de
nandmetros. Essas fibrilas apresentam regides amorfas e cristalinas e estéo
envoltas em uma matriz de hemiceluloses e lignina, que forma entdo as microfibrilas.
As microfibrilas apresentam espessuras da ordem de 10-30 nm e seu agrupamento
forma as fibras com espessuras da ordem de até alguns micrdmetros. As fibras
entdo compdem as paredes celulares das células e estardo envoltas por uma
variedade de diferentes matrizes. O comprimento das fibrilas, microfibrilas e fibras
vai variar de acordo com a fonte e o DP, porém é em cada estrutura descrita acima
algumas ordens de grandeza superior a espessura. Como um exemplo, uma cadeia

de celulose de DP=2000 tem o comprimento da ordem de 1 ym*.

FIGURA 2 — ESTRUTURA HIERARQUICA DA CELULOSE EM PAREDES VEGETAIS

/ Material celulésico

.

‘i Fibra celulésica
/ Microfibrilas Microfibrila
= / ~30nm
% H Fibrila
4 / Cadeia de
. / celulose

[ Fibrila

Hemicelulose

[l Lignina

FONTE: Adaptado de Dufresne (2017)4.

A estrutura apresentada na FIGURA 2 é similar nos mais diversos tipos de
tecidos vegetais e diferentes fontes de biomassa. Um exemplo de biomassa
lignoceluldsica com as propriedades descritas acima € a casca de arroz (CA). Ela é
composta por uma fragdo organica (78-85%) e uma fragdo inorganica (15-22%)°. A
fragdo organica € composta majoritariamente por celulose (43,8%) hemiceluloses
(33,0%) e lignina (22,0%), responsaveis pela rigidez e firmeza da CA, caracteristicas
necessarias para proteger o germe do grdo de arroz®. Ja a fracdo inorganica obtida
da queima da CA é uma cinza com alto teor de SiO; (94,38%), K20 (2,29%) e CaO
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(0,97%) com tracos de P,0s, Al,O3, MgO, Fe;O3, Na,O e TiO°. Essas fracoes
organica e inorganica formam um compésito: em que a SiO, presente na forma de
silica amorfa hidratada envolve as células vegetais que s&o compostas
majoritariamente por celulose/hemiceluloses/lignina.

Algo impressionante € o volume gerado desse residuo agricola, uma vez
que cerca de 22% da massa do grdo de arroz corresponde a CA’, o que equivale a
um valor estimado de mais de 166 milhdes de toneladas de CA produzidas no
mundo somente em 2017, de acordo com dados da Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAOSTAT)®. Essa quantidade imensa de residuo
agricola é basicamente utilizada como adubo, armazenada proxima a centros de
beneficiamento ou queimada como biomassa. Entretanto, isso gera gases da
combustao que poluem a atmosfera e cinzas que podem poluir corpos hidricos caso
nao tenham um destino adequado.

Nesse contexto, o Brasil figura entre os 10 maiores produtores de arroz no
mundo (FIGURA 3), com uma produgao aproximada de 11 milhdes de toneladas de
arroz em casca no periodo 1997-2017%. Isso corresponde a aproximadamente 2,5
milhées de toneladas de CA no mesmo periodo. Apds a colheita, o arroz é
armazenado com casca em cooperativas, sendo beneficiado conforme a demanda,
gerando um volume de CA aproximadamente constante ao longo do ano.
Infelizmente, a destinacdo da CA no Brasil ndo é diferente da adotada no resto do
mundo, sendo um dos empecilhos o grande volume ocupado, devido a baixa

densidade desse material, o que dificulta seu transporte.

FIGURA 3 — OS DEZ MAIORES PRODUTORES DE ARROZ EM CASCA DE 1997 A 2017, DE
ACORDO COM A FAOSTAT?®

T

China india Indonésia Bangladesh Vietna Tailandia Myanmar Filipinas Brasil Japéo

—
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o
~

Toneladas de arroz em casca

—
o
)

FONTE: Adaptado de FAOSTAT (2018)°.
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Diversos estudos vem propondo aplicagdes mais nobres para a CA. Um
exemplo é o de Tabata e colaboradores® (FIGURA 4) que apds a remogao da silica
da CA produziu um biochar mantendo a estrutura hierarquizada das fibras
celuldsicas e obtendo uma alta area superficial (1340 m? g'). Esse biochar
apresentou biocompatibilidade em testes com roedores, tendo assim potencial de

aplicacao na liberagao controlada de farmacos.

FIGURA 4 — A CASCA DE ARROZ E SUA ESTRUTURA COMPOSTA POR CELULAS VEGETAIS
ENVOLTAS EM SILICA AMORFA E B IMAGENS DE MEV DO BIOCHAR MANTENDO A
ESTRUTURA HIERARQUIZADA

[ silica superficial )

Célula

(1]
e

~ Silica intercelular
J i S

FONTE: Adaptado de Tabata et. al. (2010)°.

Em outro estudo de Ajmal e colaboradores'®, a CA apds tratamento alcalino
com NaOH em autoclave foi utilizada como adsorvente do corante verde malaquita.
Essa CA modificada se mostrou um excelente adsorvente, com resultados similares
aos de carvoes ativos. Esses estudos mostram o potencial de aplicagédo da CA em
materiais que exploram tanto sua estrutura hierarquizada quanto suas propriedades
fisico-quimicas. Uma forma de aumentar ainda mais a gama de aplicagcées da CA é

por meio de sua funcionalizagao covalente.
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1.2 FUNCIONALIZAGAO COVALENTE DE MATERIAIS: DESIGN DE
CATALISADORES

A funcionalizacdo covalente nada mais é que a incorporacdo de moléculas
em um material template por meio de uma ligagdo covalente. Difere assim da
funcionalizacdo nao covalente, em que a interacdo entre essas moléculas e o
material template se da por diferentes forcas como de Van der Waals, ligagdes de
hidrogénio, atracao eletrostatica, etc. A funcionalizagdo covalente traz assim uma
série de vantagens quando comparada a ndo covalente, como por exemplo a maior
estabilidade do material funcionalizado em meio aquoso, ndo ocorrendo assim a
lixiviagcdo das moléculas ancoradas.

Dessa forma, a funcionalizagao covalente incorpora novas propriedades pelo
ancoramento de moléculas a um material femplate, sendo essas propriedades
modulaveis pelo controle do grau de funcionalizagdo. Por exemplo, nanocelulose
(polar) funcionalizada com grupos silanos (apolares) tornam o material
funcionalizado dispersivel em solventes polares ou compativel com polimeros
apolares'’. Como essa nanocelulose tem a funcionalizagdo somente superficial,
suas propriedades mecanicas permanecem similares as da nanocelulose nao
modificada. Uma série de propriedades podem ser incorporadas a materiais pela
funcionalizagdo covalente como condutividade elétrica’?, magnetismo™?, entre outras.

Uma das areas que a funcionalizagdo covalente tem grande potencial € na
catdlise. E possivel escolher o grupo funcional que vai ser ancorado por suas
propriedades cataliticas (nucleofilico, eletrofilico, etc.) e incorpora-lo em um material
com grande area superficial, inerte ao meio reacional e de facil separagdo. Por

exemplo, nanocelulose funcionalizada com sal de imidazol™

pode atuar tanto como
um nucledfilo quando sem seu contra-ion, quanto na forma com o contra-ion este
pode atuar como eletrofilo. Assim, aproveita-se a gigantesca area superficial da
nanocelulose ancorando em sua superficie o imidazol (e seus contra-ions) que
possuem alta atividade catalitica. Importante salientar que a interagao entre o grupo
funcionalizado e o material template pode tornar o material funcionalizado um
catalisador mais eficiente que a grupo funcional quando presente em uma

molécula’® ",

Isso se deve, por exemplo, a efeitos sinérgicos entre o material
funcionalizado e substrato alvo da catédlise. Esses comportamentos motivam o

estudo de materiais funcionalizados covalentemente na catalise e em outras areas.
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1.2.1 Funcionalizagao covalente da celulose

Existem trés abordagens na funcionalizagdo covalente da celulose: (i)
formacgao de ligagdes cruzadas (crosslinking) entre cadeias de celulose, formando
uma rede tridimensional; (ii) ancoramento de moléculas/macromoléculas pela reacéo
com as hidroxilas da celulose, gerando ramificagdes (grafting) na cadeia linear da
celulose; (iii) sintese da cadeia de celulose modificada a partir de monémeros de D-
glucose e moléculas/mondémeros desejados na modificagdo (uma bordagem bottom-
up) formando um copolimero ramificado ou linear. Essa ultima abordagem ainda é
pouco explorada, sendo poucos os relatos na literatura®®?2, devido principalmente as
dificuldades técnicas tanto na sintese quanto no controle da intercalagdo entre
mondémeros de D-glucose e os demais componentes.

Com relagao as reacgdes de formacao de ligacdes cruzadas (crosslinking) e
ancoramento de grupos (grafting) na celulose, ambas se baseiam no fato da
celulose possuir trés alcoois (um primario e dois secundarios) passiveis de
funcionalizag&o covalente. A diferenga € que no crosslinking € utilizado um reagente
que possui dois grupos funcionais que vao reagir com duas cadeias de celulose
adjacentes, interligando-as; enquanto no grafting o reagente se liga a cadeia de
celulose e forma uma ramificagdo. Ao se pensar na grande versatilidade dos alcoois
nas reagdes organicas, um amplo leque de reagdes é possivel para o crosslinking e
grafting da celulose. Alguns exemplos de reagdes utilizadas em ambos os métodos
sdo apresentadas na FIGURA 5: (I) clorosilacdo, produzindo uma camada sililada
polimerizada na superficie da celulose®; (ll) reacdo com anidridos de &cidos
carboxilicos, que forma uma ligagéo éster com a celulose e ancora uma cadeia com
alcoois primarios (com a possibilidade de outros grupos dependendo do anidrido
utilizado)?*%°; (I1l) reacdo com haleto de acido carboxilico, criando uma ligacdo éster
com a celulose e ancorando um grupo R?*?%; (V) sulfonagdo com &cido sulftrico,
formando ésteres de sulfato®®; (V) reacdo com um epoxido, gerando uma ligagdo
éter com a celulose e ancorando um grupo R?; (VI) reacdo com um isocianato,
criando uma ligagdo uretano com a celulose e ancorando um grupo R?>%; (VII)
oxidacao das hidroxilas (primarias sob condi¢cdes e cocatalisadores especificos) a
acidos carboxilicos®”; (VIIl) carboximetilagdo utilizando acido monocloroacético,

formando uma ligacdo éter com a celulose e ancorando um &cido carboxilico 13233,
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FIGURA 5 — EXEMPLOS DE REACOES DE FUNCIONALIZACAO COVALENTE NA CELULOSE: (1)
CLOROSILACAO; (Il) REACAO COM ANIDRIDOS DE ACIDOS CARBOXILICOS; (Ill) REACAO COM
HALETOS DE ACIDOS CARBOXILICOS; (IV) REACAO COM ACIDO SULFURICO; (V) REAGAO
COM EPOXIDOS; (VI) REACAO COM ISOCIANATOS: (VII) OXIDACAO A ACIDOS CARBOXILICOS
POR TEMPO; (VIIl) CARBOXIMETILAGAO COM ACIDO MONOCLOROACETICO
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FONTE: Adaptado de Moon et. al. (2011)*".

Tanto no crosslinking quanto no grafting, o grau de substituigdo (do inglés
Degree of substitution DS) é uma medida do grau de modificagdo quimica da cadeia
da celulose. E definido como a razdo entre o numero médio de hidroxilas
modificadas € o numero de hidroxilas disponiveis por unidade monomérica da
cadeia de celulose. Assim, esse valor pode variar desde 0 (celulose pura), até 3
(celulose completamente funcionalizada). A formacgao de ligagbes cruzadas € muito
utilizada na industria téxtil, em que o crosslinking entre as cadeias celulosicas das
fibras as torna menos suscetiveis ao encolhimento pds-lavagem. Isso se deve a um
aumento da resisténcia mecéanica e rigidez, porém ocorre uma diminuicdo da
elasticidade. Nas fibras téxteis, as ligagdes intercruzadas sao feitas em um baixo

grau, porém um alto grau de ligagbes intercruzadas pode formar uma rede
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tridimensional rigida que pode ser utilizada na sintese de um hidrogel®® ou aerogel®®.
Ja um exemplo consagrado de grafting é a carboximetilcelulose, (reacdo VIl da
FIGURA 5) produzida a partir da celulose e o acido monocloroacético em meio
basico. Devido aos carboxilatos ancorados, a carboximetilcelulose se dispersa em
agua e suas dispersdes apresentam alta viscosidade em baixas concentragbes de
carboximetilcelulose. Além disso, a carboximetilcelulose é relativamente inerte em
uma ampla faixa de temperatura e biocompativel, sendo muito utilizada na industria
de alimentos, farmacologia e fluidos industriais?.

Infelizmente, dentre as limitacbes a funcionalizagcdo da celulose esta o fato
desta ser insoluvel na maioria dos solventes e oferecer resisténcia ao
intumescimento e a difusdo de moléculas quando na fase cristalina®. Isso se deve a
formagdo de ligacbes de hidrogénio intra e intermoleculares entre cadeias

celulésicas adjacentes como apresentado na FIGURA 6.

FIGURA 6 —- REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DAS LIGAGOES DE HIDROGENIO INTRA E
INTERMOLECULARES ENTRE CADEIAS DE CELULOSE ADJACENTES
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FONTE: Adaptado de Dufresne (2017)4.

O fato da celulose ser um sdlido limita as reagdes as cadeias expostas
superficialmente e as regides de celulose amorfa, permanecendo a celulose
cristalina das regides internas nao disponiveis para reagir. Caso a intengao seja
somente a funcionalizagdo superficial, mantendo a estrutura interna da celulose
intacta, a funcionalizacdo quimica superficial ndo € um problema. Esse € o caso, por
exemplo, de um DS baixo e superficial em microfibrilas de celulose com grupos
hidrofébicos ancorados, cujo objetivo é tornar as microfibrilas dispersiveis em

solventes apolares (ou insoluveis em polares), mas mantendo propriedades
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interessantes da celulose, como sua resisténcia mecanica®®. Entretanto, em alguns
casos a funcionalizagdo completa (ou o mais proximo disso) é desejada, como é o
caso da carboximetilacdo ou oxidagao por TEMPO. Nesses casos ocorre esfoliagao
das cadeias modificadas superficiais com o avang¢o da reacdo de funcionalizagao
(devido a repulsdo dos grupos COQO"), expondo celulose ndo modificada e passivel
de modificacdo® (FIGURA 7). Isso faz com que o DS seja maior que em reagdes em
que nao ocorre uma esfoliagdo das cadeias modificadas. De fato, essas
caracteristicas motivaram diversos estudos envolvendo a funcionalizagao covalente
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da celulose e a oxidagao por TEMP para as mais diversas aplicacoes.

FIGURA 7 — REACAO DE OXIDAGAO PELO METODO TEMPO/NABR/NACLO EM UMA FIBRILA
DE CELULOSE E A ESFOLIAGAO DAS CADEIAS SUPERFICIAIS
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FONTE: Adaptado de Shinoda et. al. (2012)%’.

Outra questao importante nas reagdes de funcionalizagcdo da celulose é a
dispersabilidade do derivado em solventes. Apesar da dispersabilidade dos
diferentes tipos de materiais derivados da celulose (nanowhiskers, celulose

microfibrilada, cadeias poliméricas livres, etc...) variar para um mesmo DS, de uma
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forma geral um DS superior a 0,029 com grupos COOH é suficiente para tornar o

material dispersivel em agua®.

1.3 ORGANOFOSFORADOS: REATIVIDADE E TOXICIDADE

Organofosforados pertencem a uma ampla classe de ésteres derivados do
acido fosférico onde o fésforo esta ligado a um atomo de oxigénio ou enxofre por
uma ligacdo dupla e os demais atomos podem ser oxigénio, carbono, enxofre,
nitrogénio, entre outros. Sdo utilizados como plastificantes, retardantes de chama e
principalmente como pesticidas e armas quimicas. A FIGURA 8 mostra as estruturas
genéricas das 13 classes de organofosforados de acordo com seus grupos

substituintes**,

FIGURA 8 — ACIDOS FOSFORICO, FOSFONICO E FOSFINICO E AS CLASSES DE
ORGANOFOSFORADOS DERIVADAS POR SUBSTITUIGAO
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FONTE: Adaptado de Gupta (2005).

Os organofosforados derivados do acido fosfoérico e do acido fosfonico
possuem atividades anticolinesterasica, sendo os compostos utilizados como armas

quimicas e pesticidas. Além disso, os compostos que possuem P=S possuem baixa
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ou nenhuma atividades anticolinesterasica, ao contrario dos analogos P=0*,
Entretanto, ainda que alguns organofosforados n&do possuam atividade
anticolinesterasica nao significa que nao apresentem toxicidade. De fato, a
exposicao cronica a organofosfatos utilizados como plastificantes e retardantes de
chama pode causar disturbios hormonais, neuroldgicos e alguns tipos de cancer®.
Dentre os organofosforados, os ésteres de fosfato (destacados de vermelho
na FIGURA 8) chamam a atengao, pois os monoésteres e diésteres fazem parte dos
sistemas bioldgicos na transmissao e armazenamento de informacao genética (DNA
e RNA), na estrutura de muitas coenzimas e nos mecanismos de armazenamento de
energia (trifosfato de adenosina, creatina fosfato, acetilfosfato, entre outros). Ja os
triésteres de fosfato sdo sintéticos e utilizados como pesticidas e armas quimicas*®.
As ligacdes P-O nos ésteres de fosfato sdo extremamente estaveis, razao
pela qual a natureza escolheu os organofosforados na forma de DNA e RNA para
transmissdo de informagdo genética. Entretanto, igualmente estaveis s&o os
organofosforados sintetizados pelo homem e utilizados como pesticidas e armas
quimicas®®. Dessa forma, percebe-se a relevancia de melhor entender os
mecanismos das reagdes envolvendo esses compostos, de forma a possibilitar a

degradacgao dos organofosforados a produtos atdxicos ou com toxicidade reduzida.
1.3.1 Armas Quimicas

Foi durante a 12 Guerra Mundial que houve o primeiro “aprimoramento” no
uso de quimicos no campo de batalha, com o uso do gas cloro e seus derivados
como fosgénio (COCI,) e o mais sofisticado gas mostarda (C4HsCl,S)*"*®. Foi ideia
de Fritz Haber, que posteriormente ganharia o Nobel de Quimica pela sintese da
amonia, a liberagdo de gas cloro armazenados em cilindros sobre tropas inimigas.
Apesar de serem estimados “apenas” cerca de 1 milhao de feridos e 80000 mortos
em toda a 12 Guerra mundial, ficou evidente o papel crucial das armas quimicas em
conflitos armados.

Porém foi com o surgimento dos organofosforados que as armas quimicas
surgem como as conhecemos atualmente. Ao contrario dos quimicos anteriores
baseados em cloro que sdo agentes irritantes simples, os organofosforados sao
agentes que atuam no sistema nervoso. Eles atuam inibindo a enzima

acetilcolinesterase nos mamiferos, fazendo com que o neurotransmissor acetilcolina
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se acumule nas sinapses e ocorra uma superestimulagdo do sistema nervoso. Isso
causa uma falha do sistema respiratorio e subsequente morte, o que torna os
organofosforados muito mais toxicos que os agentes quimicos*.

Foi em 1934 que a empresa |. G. Farben de Otto Bayer langou um projeto de
sintese de pesticidas sintéticos sob orientagdo do quimico Gerhard Schrader. Logo
seus interesses se voltaram aos compostos organofosforados, culminando na
sintese de mais de 2000 organofosforados, incluindo os altamente téxicos Tabun e
Sarin. Por suas implicagbes bélicas, os trabalhos relacionados a esses
organofosforados foram cuidadosamente mantidos sobre segredo pelo regime
nazista e cerca de 9000 de tabun, 1300 de sarin e 20 toneladas de soman foram
sintetizadas até abril de 1945°°. Felizmente, o regime nazista ndo chegou a utilizar
esse volume monstruoso, sendo apontados como motivos: (i) experiéncias negativas
de Hitler com armas quimicas, seriamente ferido por gas mostarda na Primeira
Guerra Mundial; (i) medo de retaliagdo e; (iii) subestimagao da superioridade das
armas quimicas alemas. De fato, somente Saunders e seu grupo na Universidade de
Cambridge sob a orientacdo do governo britdnico haviam sintetizado
organofosforados, porém muito inferiores aos do governo alem&o. Com a derrota do
regime nazista apdés a Segunda Guerra Mundial, os trabalhos relacionados aos
organofosforados e o0s cientistas responsaveis foram descobertos pela Unido
Soviética e os paises das forgas aliadas. Isso culminou na sintese dos agentes da
série VX na década de 1950 e motivou uma série de programas armamentistas
durante a Guerra Fria (FIGURA 9).

FIGURA 9 — EXEMPLOS DE ORGANOFOSFORADOS UTILIZADOS COMO ARMAS QUIMICAS
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FONTE: O Autor (2019).
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A alta toxicidade e o grande medo de sua utilizacdo em conflitos bélicos e
ataques terroristas motivaram em 1997 que a Convengao sobre a Proibicdo do
Desenvolvimento, Producédo, Armazenagem e Utilizagdo de Armas Quimicas fosse
ratificada pela maioria dos paises das Nagdes Unidas. A Organizagdo para a
proibicdo de armas quimicas (OPCW, em inglés) é a entidade internacional
responsavel pela fiscalizacido desse acordo e seus esforcos Ihe renderam o Nobel
da Paz de 2013°'. Em seu ultimo relatério (novembro de 2018) a OPCW havia
destruido cerca de 96% dos estoques (declarados) de armas quimicas®2. Entretanto,
apesar desses esforgos, o uso de organofosforados como armas quimicas (TABELA
1) pode ser atestado por uma série de eventos.

Alguns ataques recentes com organofosforados como armas quimicas sao o

uso de sarin e VX em Osaka, Matsumoto e Toquio (1994-1995)°3

, 0 sarin na guerra
civil da Siria (2012-atual)® e a classe “obscura” dos agentes nervosos Novichok que
sdo altamente letais e foram utilizados em 2018 em um suposto ataque do governo
russo a um ex-espido e sua filha®. Esses eventos ilustram a importancia do estudo
dos organofosforados utilizados como armas quimicas a fim de desenvolver formas
eficientes de detoxificacdo, antidotos, deteccdo e outros meios de prevencgao e

mitigagdo dos impactos.
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TABELA 2 — FATOS HISTORICOS SOBRE ORGANOFOSFORADOS COMO ARMAS QUIMICAS
Ano Fato Histérico
1936 Gerhard Schrader sintetiza o agente neurotéxico Tabun
1937 Schrader e colaboradores sintetizam o Sarin
1942 Alemanha nazista comega a produgdo industrial de agentes neurotéxicos
organofosforados
1944 O aleméo Richard Kuhn sintetiza o agente neurotéxico Soman
1950-1959 O organofosforado VX é sintetizado pelos britdnicos e convertido em arma quimica
pelos americanos
Inicio do programa russo ultrassecreto FOLIANT, com mais de 200 quimicos e
1973-1976 | engenheiros envolvidos e culminando em pelo menos 3 novos organofosforados da
classe NOVICHOK.
1984-86 | Uso de armas quimicas pelo Iraque contra o Ira é confirmado
1988 Uso de armas quimicas pelo governo iraquiano contra a populagdo curda ao norte do
pais é confirmado
1994 Ataque terrorista (membros do Aum Shinrikyo) com sarin na cidade de Matsumoto no
Japéo resulta em 7 mortos e mais de 300 feridos
1994-1995 Diversas tentativas de assassinato (membros do Aum Shinrikyo) utilizando VX na
cidade de Osaka no Japao, resultando em 1 morto
1995 Membros do Aum Shinrikyo usam sarin no metrd de Téquio, 12 mortos e mais de mil
feridos
2013 OPCW confirma uso de sarin na Guerra civil da Siria
O governo americano confirma que o meio-irméo do ditador norte coreano Kim Jong-
2017 un foi assassinado com VX em um ataque no aeroporto da Malasia. Ele ja havido sido
vitima em 2012 de uma tentativa também com VX.
2018 OPCW confirma o uso de um organofosforado da classe Novichok no ataque contra o

ex-espiao russo e sua filha.

FONTE: Adaptado de Delfino et. al. (2009).

1.3.2 Pesticidas

Em 1934, o programa de sintese de pesticidas da empresa alema |. G.

Farben de Otto Bayer sob orientagdo do quimico Gerhard Schrader iniciou a sintese

dos pesticidas organofosforados. Entretanto, devido a alta toxicidade de alguns dos

organofosfosforados sintetizados logo no inicio desse programa e suas possiveis

aplicagcdes bélicas para o regime nazista, o uso dos organofosforados como

pesticidas ndo ocorreu de imediato.



36

Apos o fim do regime nazista, os trabalhos sobre a quimica dos
organofosforados deixaram de ser segredo e iniciou-se a produgdo intensiva de
pesticidas organofosforados. O mecanismo de acdo da maioria dos pesticidas
organofosforados € o mesmo das armas quimicas organofosforadas, inibindo a
enzima acetilcolinesterase. Entretanto, sdo projetados para serem menos téxicos
(LDsp em humanos maior) que as armas quimicas, de modo a possibilitar seu uso
sem intoxicagbes agudas aos seres humanos. Porém, como os pesticidas
organofosforados sao utilizados intensamente, tem alta estabilidade e sao
bioacumulativos, existe uma grande preocupagédo quanto ao seu monitoramento e
degradacgdo. Isso vem sendo mostrado por diversos estudos que relataram efeitos
teratogénicos, cancerigenos e quadros neuroldgicos relacionados aos pesticidas
organofosforados®®.

Infelizmente, atualmente os organofosforados sdo a classe de pesticidas
mais utilizadas no mundo, com uma fatia de 30% de um mercado estimado em 7,06
bilhdes de ddlares em 2017°°. O Brasil € o maior consumidor mundial de pesticidas
por area agricola e o terceiro maior consumidor em valores absolutos, sendo
responsavel por 19% do consumo mundial (FIGURA 10). Esse consumo tende a
aumentar no Brasil com a expansado e modernizagdo agricola. Ainda, a crescente
demanda mundial por alimentos, que depende fundamentalmente do uso de
agrotoxicos, € outro fator que deve influenciar no aumento do consumo de

pesticidas.
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FIGURA 10 — CONSUMO MUNDIAL ABSOLUTO DE PESTICIDAS 2006-2016
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FONTE: Adaptado de FAOSTAT (2018)°.

Percebe-se entdo a importancia do monitoramento continuo do uso dos
pesticidas organofosforados, que infelizmente tem como dificuldades: (i) a existéncia
no mercado de centenas de organofosforados utilizados como principios ativos de
pesticidas; (ii) as baixas concentragdes nos alimentos, solo e aguas, que exigem
algumas vezes o monitoramento indireto (bioacumulagédo em seres vivos) ou (iii) a
utilizagdo de técnicas de deteccdo avangadas que encarecem as analises. Um dos
poucos estudos confiaveis e amplos realizados em territério nacional foi feito pela
ANVISA entre 2013 e 2015 por meio do Programa de Andlise de Residuos de
Agrotéxicos em Alimentos (PARA)*’. O estudo analisou 12051 amostras de
alimentos dos 26 estados da federacédo e constatou que: 42,0% das amostras nao
possuiam residuos dos agrotéxicos pesquisados; 38,3% das amostras tinham
residuos de pesticidas em concentragdes abaixo do limite estabelecido; e 19,7% das
amostras apresentaram residuos de pesticidas em concentragdes acima do limite
estabelecido ou de pesticidas ilegais. A classe dos organofosforados foi a com maior
indice de deteccdo (40,0% de todas as amostras), das quais 36,0% desse valor

foram deteccbes acima da concentragéo permitida ou de pesticidas ilegais57.
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A FIGURA 11 mostra alguns dos pesticidas organofosforados detectados
nesse estudo, sendo os organofosforados em vermelho proibidos no Brasil. Isso
evidencia o quadro de uso indiscriminado de pesticidas organofosforados no
territorio nacional, indo desde a utilizagdo de pesticidas proibidos até dosagens
acima do limite permitido. Infelizmente, a legislagdo brasileira também é branda e
organofosforados, como o acefato, que ja sdo proibidos ha anos nos EUA e Unido

Européia e aqui s&o liberados.

FIGURA 11 — ORGANOFOSFORADOS DETECTADOS PELO PARA-ANVISA: EM VERMELHO
ESTAO ORGANOFOSFORADOS PROIBIDOS NO BRASIL
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FONTE: Adaptado de PARA (2016)°’.

Infelizmente esse cenario alarmante néo é exclusivo do Brasil. Estimam-se
em cerca de 25 milhdes os casos de envenenamento por pesticidas
organofosforados somente em paises em desenvolvimento®. J& os casos de morte
por organofosforados chegam a 220000 por ano em todo o mundo®®. Apesar de
alguns organofosforados nao apresentarem toxicidade aguda, como é o caso do
herbicida glifosato e dos organofosforados utilizados como retardantes de chama e

plastificantes, ja existem estudos mostrando sua toxicidade crénica*®. Somado ao
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fato de serem altamente estaveis e bioacumulativos, tem-se um quadro dramatico do
uso indiscriminado dos organofosforados globalmente.

Isso mostra a importancia do estudo de novas técnicas de deteccéao e
mecanismos de degradacao de organofosforados. Uma abordagem que vem sendo
utilizada nos ultimos anos em relagcdo a degradacao de organofosforados € o
desenvolvimento de catalisadores com grupos nucledfilicos. Por meio da reacao da
degradagao pode-se nao s6 promover a detoxificacdo desses agentes toxicos, mas
também se beneficiar dos produtos da reagcdo quimica para desenvolver sensores.
Dois dos grupos cataliticos proeminentes que vem sendo estudados com

organofosforados sdo os imidazéis e os acidos hidroxamicos'®""19:%8,

1.4 DESTRUICAO DE ORGANOFOSFORADOS: REACOES NUCLEOFILICAS

A FIGURA 12 apresenta as duas principais estratégias de detoxificacdo de
organofosforados: A rota (i) se baseia na hidrélise do organofosforado trisubstituido
a um organofosforado dissubstituido, que sédo via de regra menos téxicos que
trisubstituidos. Ja a rota (ii) se baseia na substituicio de um dos grupos do
organofosforado por outro, de forma que o organofosforado produto dessa

substituigdo seja menos tdxico que o precursor.

FIGURA 12 — ESTRATEGIAS DE DETOXIFICAGAO DE UM ORGANOFOSFORADO
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FONTE: O Autor (2019).

Entretanto, tanto a hidrolise como a substituicdo de organofosforados séo
reacoes extremamente lentas devido a alta estabilidade dos organofosforados. Entra

em cena entdo a catalise, de importancia crucial na aceleragdo dessas reagodes,
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sendo o ataque nucleofilico a abordagem atual mais eficiente. Isso se deve ao fato
dos atomos que se ligam ao atomo de fésforo nos organofosforados serem
eletronegativos (S, O, N, etc...), tornando o atomo de fosforo eletrofilico. Isso facilita
o ataque por um nucledfilo, que ataca o atomo de fésforo formando um intermediario
que sofre hidrolise regenerando o catalisador nucledfilo e liberando um
organofosforado menos toxico que o precursor. A FIGURA 13 apresenta o
mecanismo em uma unica etapa em que essa reagao ocorre: um nucledfilo Nu ataca
um triéster de fosfato, liberando no processo um composto R1O" e formando um
intermediario com o organofosforado. Esse intermediario € entdo hidrolisado a um
diéster de fosfato menos téxico que o organofosforado precursor e o nucledfilo Nu é

regenerado ao final.

FIGURA 13 — MECANISMO GENERICO DE ATAQUE NUCLEOFILICO EM UM TRIESTER DE

FOSFATO
o
o N\ R,0™| “OR; 0
Rso/Pgigzm EB — RO * JB‘; Hid_réfse E: + R3°/P\o\|g-
2

Regeneragao do catalisador

FONTE: O Autor (2019).

Entretanto, o mecanismo apresentado na FIGURA 13 nem sempre é
seletivo, podendo a hidrolise dos organofosforados e as suas reagdes com
nucleofilos ocorrer com a liberacdo de diferentes grupos de saida®®. Outro problema
€ a alta estabilidade dos organofosforados, que torna as reagbes extremamente
lentas em condi¢des brandas. Como exemplo, o tempo de meia-vida (t1,2) a 25°C do
monoanion do monoéster metil fosfato € 93 anos, enquanto para o diéster dimetil

6067 Embora o triéster

fosfato o ti» & estimado em mais de 30 milhdes de anos
analogo da série, o trimetil fosfato, tenha ti, em torno de 11 anos, o menor ty, da
série, sua toxicidade é a maior dentre os trés'*'>. Esse comportamento de maior

toxicidade dos triésteres de fosfato em relagédo aos mono e diésteres é via de regra o
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padrao, o que explica a utilizagdo de muitos triésteres como armas quimicas e
pesticidas.

Dentre os nucledfilos com grande potencial para as reagdes de
desfosforilagdo dois merecem atencéo especial: (i) o imidazol, por estar presente em
sitios ativos de enzimas que atuam em reacdes de desfosforilacdo em sistemas
bioldgicos; e (ii) os acidos hidroxamicos, por serem alfa-nucledfilos e assim
apresentar uma nuclecfilicidade maior que a esperada pela sua basicidade de

Bronsted.
1.4.1 Imidazol

Imidazol é uma molécula aromatica planar ciclica de 5 membros com dois
nitrogénios nas posicdes 1 e 3 e trés carbonos nas demais (FIGURA 14)%2. Possui
uma série de caracteristicas que o tornam singular na quimica e bioquimica: (i) pKa
do imidazol e de seus derivados é proximo de 7, valor do pH fisiolégico da maioria
dos seres vivos, 0 que lhe garante uma enorme versatilidade nas reagbes que
participa, podendo atuar tanto como acido (forma protonada), como nucledfilo ou
base (forma desprotonada)®?®?; (ii) imidazol apresenta tautomeria, o que em seus
derivados assimeétricos (histamina, por exemplo), gera espécies que tem populagdes
diferentes de cada tautdomero®%®*; (iii) o carater aromatico do imidazol o torna
extremamente estavel, podendo assim participar de uma série de reacgdes, seja
como catalisador ou sendo substituido sem que o anel imidazélico seja aberto®; (iv)
imidazol e seus derivados formam ligacdes de hidrogénio entre si e com solventes
proticos, o que resulta em pontos de fusdo e ebulicdo mais altos que os esperados
para substancias com massas moleculares similares®?; (v) o imizadol possui dois
nitrogénios com caracteristicas bem distintas: o nitrogénio iminico (tipo piridina) pode
ionizar-se (pK,=6,95) e quando desprotonado atua como nucledfilo enquanto o outro

nitrogénio (tipo pirrol) estd comprometido com a aromaticidade do imidazol®°.

FIGURA 14 — EQUILIBRIO ACIDO-BASE E EQUILIBRIO TAUTOMERICO DO IMIDAZOL

[\ PKa=695 =\ [\ /—\N
HN%/NH Ny NH N NH - HN_
N1 N3 N1 N3

FONTE: O Autor (2019).
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Tamanha versatilidade do imidazol explica a sua presenga na natureza na
forma do aminoacido histidina que esta presente nos sitios cataliticos de diversas
enzimas. Uma delas é a quimotripsina, uma enzima presente no suco gastrico de
diversos mamiferos, responsavel pela quebra das ligagdes peptidicas das proteinas,
bem como pela desacilacao dos Iipl'deos66. Outro exemplo sao as enzimas da classe
fosfotriesterase que atuam desfosforilando uma ampla gama de substratos. Essas
enzimas tém dois centros bimetalicos de zinco e residuos de histidina, lisina e acido
aspartico que atuam de forma colaborativa enquanto uma hidroxila atua como
nucleodfilo atacando o organofosforado (no caso o paraoxon), como apresentado na
FIGURA 15. Ocorre entdo a saida do grupo abandonador (no caso o 4-nitrofenolato)
e o organofosforado é hidrolisado por uma molécula de agua que além de facilitar a
saida do organofosforado ligado ao zinco, € quebrada e protona o residuo de
histidina e gera uma hidroxila, regenerando assim a enzima®. Importante salientar
que a classe das enzimas fosfotriesterases evoluiu recentemente com o uso dos
pesticidas organofosforados, estando essas enzimas presentes em bactérias do

solo, lulas e inclusive mamiferos®®

FIGURA 15 — MECANISMO DE HIDROLISE DO ORGANOFOSFORADO PARAOXON PELAS
ENZIMAS DA CLASE FOSFOTRIESTERASE.
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FONTE: Adaptado de Wong et. al. (2007)%".
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Varios estudos foram realizados até o momento com o intuito de mensurar a
atividade catalitica do imidazol e seus derivados, mostrando-se excelentes
catalisadores em diversos tipos de reagdes, como as de desacilacdo® e as de

desfosforilagao'> 17987073,

Recentemente novos catalisadores contendo grupos
imidazol foram sintetizados e apresentaram incrementos cataliticos na clivagem do
substrato dietil 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP) da ordem de 10° vezes maior que a
sua reacdo de hidrolise espontanea’'"’. Dentre esses catalisadores, a goma
arabica funcionalizada com imidazol foi um catalisador que apresentou um
incremento catalitico da ordem de 10° vezes maior que a reacdo de hidrdlise
espontanea na reagao com DEDNPP'’. Esse biocatalisador conseguiu ainda atuar
como uma nuclease artificial ao clivar DNA plasmidico, uma prova de sua atuagao

como uma enzima artificial'’

. Outro material com resultados impressionantes em
reacoes de desfosforilacdo ¢é CCAIMZ, a casca de arroz parcialmente
carboximetilada (de forma a permanecer insoluvel em agua) e posteriormente

funcionalizada com imidazol'®

(FIGURA 16). Esse biocatalisador obteve incrementos
cataliticos de 107 vezes na clivagem do pesticida Paraoxon, comparado a sua
hidrélise espontanea’. Isso demonstra a relevancia do estudo das reacdes de
desfosforilagdo e design de novos catalisadores na degradagédo de

organofosforados.

FIGURA 16 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA CARBOXIMETILACAO PARCIAL DA
CELULOSE NA CASCA DE ARROZ, SEGUIDA DE FUNCIONALIZACAO COM GRUPOS
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FONTE: Adaptado de Ferreira et. al. (2017)"°.
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1.4.2 Acidos Hidroxamicos

Acidos hidroxamicos sdo uma classe de amidas onde o N central tem uma
hidroxila (FIGURA 17). S&o classificados em acidos hidroxamicos primarios (i) e
secundarios (estruturas | e Il, respectivamente, na FIGURA 17), onde R e R' podem
ser grupos alifaticos e/ou arilas. A configuragdo dos acidos hidroxamicos lhes
confere ainda a presencga de isomeria Z-E (estruturas em b) da FIGURA 17). A
distribuicdo dos isbmeros Z-E depende do meio em que se encontra o acido
hidroxamico: solventes proticos estabilizam a conformacao Z, o que é essencial para
a desprotonacdo do O da hidroxila™, enquanto o isémero E é predominante em
solventes apréticos. Além disso, acidos hidroxamicos possuem ainda estruturas de
ressonancia (estruturas em c) na FIGURA 17), sendo a estrutura de ressonancia (A)

a predominante’®.

FIGURA 17 — ACIDOS HIDROXAMICOS E A) TIPOS, B) ISOMERIA Z-E E C) ESTRUTURAS DE

RESSONANCIA
a) b) c)
H\N/OH R\N/OH R R' R OH R IRI R + Rl
A A JN — )N JgN = =N
R™ O R* O o OH (o) R’ o OH (0] OH
@D (ID) Z E (A) (B)

FONTE: O Autor (2019).

Os acidos hidroxamicos sdo bem conhecidos por possuirem o efeito alfa,
que nada mais € que uma reatividade superior a esperada para um nucledfilo
“normal” com o mesmo valor de pKa.(ou mesma basicidade de Bronsted)’”’®. Isso é
devido ao fato do 4tomo de N possuir um par de elétrons livre e ser vizinho do grupo
OH que quando desprotonado pode atuar como nucledfilo (espécie | da FIGURA
18). Apesar de esta ser a espécie predominante em diversos meios para diversos
acidos hidroxamicos primarios, outras espécies ionizaveis ja foram reportadas
(estruturas da FIGURA 18)"°.
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FIGURA 18 — CAMINHOS DE IONIZACAO PQSSiVEIS PARA UM ACIDO HIDROXAMICO
PRIMARIO
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FONTE: O Autor (2019).

Essa maior reatividade dos alfa-nucledfilos em relacdo aos nucledfilos
“‘normais” é exemplificada na FIGURA 19 que apresenta um plot de Bronsted. Pode-
se observar as constantes de segunda ordem na reacao de desfoforilagdo de varios
nucledfilos com o organofosforado DEDNPP plotados em relagdo ao pK, do
nuclesfilo®. O que se observa é um aumento linear com o aumento da basicidade
para os nucledfilos de uma mesma classe. Porém os nucledfilos circulados de azul
(alfa-nucledfilos) apresentam constantes muito maiores quando comparadas com os
nucledfilos que ndo apresentam efeito alfa e tem pKj similar. E possivel observar
ainda a posicao privilegiada do imidazol que apesar de nao possuir o efeito alfa tem

uma nucleofilicidade elevada e superior a esperada para seu pKa.



46

FIGURA 19 — PLOT DE BRONSTED PARA REAGAO DE DIVERSOS NUCLEOFILOS COM O
ORGANOFOSFORADO DEDNPP
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FONTE: Adaptado de Orth (2011 )58.

Devido a sua reatividade superior a outros nucledfilos, os &acidos
hidroxamicos sao nucledfilos interessantes em reacbes com compostos altamente
estaveis, como por exemplo, os organofosforados. Um exemplo é a substituicdo de
ciclodextrinas e glucoses com acidos hidroxamicos e o estudo desses compostas na
detoxificacdo do Tabun'®. Apesar das constantes cinéticas elevadas e incrementos
de degradagado do tabun de até 3,6x10° vezes maior que a hidrélise espontanea,
esses compostos ndo agiram como catalisadores. O que houve foi uma rapida
clivagem ao tabun e formagao de um organofosforado ligado a ciclodextrina/glucose,
ou seja, esses compostos agiram como um antidoto.

Em outro estudo, o polimero derivado de poliacrilamida funcionalizado com
acidos hidroxadmicos em conjunto com o surfactante brometo de cetiltrimetil aménio
(CTABr) foi utilizado na clivagem dos organosfosforados DEDNPP e bis-2,4-
dinitrofenil fosfato (BDNPP)®. Esse polimero apresentou incrementos cataliticos da
ordem de 10° vezes maior que a hidrélise espontanea dos organofosforados®.
Apesar dos resultados surpreendentes desses compostos em reagdes de
desfosforilacdo, elas nem sempre sao seletivas. Um estudo que exemplifica a

questdo dessa seletividade é o apresentado na FIGURA 20 em que o anion de
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benzohidroxamato (BHA") foi estudado com os substratos DEDNPP e o diéster etil
2 4-dinitrofenil fosfato (EDNPP)®.

FIGURA 20 — ESQUEMA DAS REAGCOES ENTRE OS ORGANOFOSFORADOS DEDNPP E EDNPP
COM O BHA

o)
R1=R2= Et (1) - /B\ “
Ri=H;R=Et (2) © (I)R?R1

R,=R,= Et DEDNPP Rearranjo de Lossen

R,=H; R,= Et EDNPP 0.
o [ j — 0 o O.N
2 0 (A) R1O",°‘0NH04© + i
I OR, (o]
o-P-oR,

Mol ORe R.=R,= Et (4) NO,
2 R4=H; Ry= Et (5) (6)

: o f

- o o ; O—NHCO:

o. B _ I ' .

H ( ) O/?\OR»] + :OZN :

OR, ! :

BHA" Ri=Rp=Et (1) ! NO, (3 |

R1=H; R2= Et (2) :‘

FONTE: Adaptado de Medeiros et. al. (2012)%.

Apesar do incremento catalitico da ordem de 10° vezes superior a hidrolise
espontanea, o anion benzohidroxamato (BHA") quando ataca o fésforo pode passar
por um rearranjo de Lossen. Isso leva a espécies fracamente nucleofilicas (aminas e
amidas em azul na FIGURA 20) que nao apresentam a alta reatividade do anion
hidroxamato, ou seja, o catalisador nao € regenerado e nao é seletivo. Esse tipo de
“ataque suicida” foi similarmente observado na reagao entre o BHA e o diéster

bis(2,4-dinitrofenil)fosfato®', nao sendo assim um caso isolado.
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2 JUSTIFICATIVA

Baseado nas funcionalizagdes bem sucedidas com grupos imidazol dos
acidos carboxilicos da goma arabica'’ e da casca de arroz carboximetilada'® e com
acidos hidroxamicos em ciclodextrinas e glucoses19, e na aplicacao desses materiais
em reacdoes de desfosforilagdo, propde-se um novo método para obtencdo do
template e assim a ancoragdo de grupos nucleofilicos. Dessa forma, a CA é um
material interessante pois € um residuo agricola barato e rico em celulose.

A sintese do material template (acidos carboxilicos para ancoragao dos
nucledfilos) sera feita pelo método TEMPO/NaBr/NaClO que permite condigdes mais
brandas de sintese para a obtengao de acidos carboxilicos quando comparada a
carboximetilagdo. Além disso, o método TEMPO/NaBr/NaClO permite um melhor
controle do grau de oxidacao, seletividade na hidroxila do C6 da celulose. Ainda, a
oxidagdo por TEMPO € uma reagao mais rapida, utiliza reagentes menos toxicos e
condigdes mais brandas que a carboximetilagdo. Assim, busca-se um material “mais
verde” e com um maior grau de substituicdo de acidos carboxilicos passiveis de
funcionalizagdo com os grupos nucleofilicos. Quanto a funcionalizag&o covalente de
imidazodis e acidos hidroxamicos desses materiais celuldsicos template, procura-se
nao somente beneficiar-se da nucleofilicidade dos imidazois e acidos hidroxamicos,
mas também de possiveis sinergismos entre esses grupos e o material template. Por
fim, esses materiais serdo aplicados na catalise de reacdes de desfosforilagdo: um
residuo agricola degradando um pesticida.

A proposta cientifica aqui apresentada tem mérito e é inovadora sob
diversos aspectos: (I) ao utilizar um material abundante, barato, biodegradavel e que
€ um residuo agricola na sintese de catalisadores para pesticidas organofosforados
(utilizados inclusive na referida cultura), transforma-se um material que seria
descartado como residuo na solugao do problema em que esta contextualizado; (II)
o estudo das reacbes de desfosforilagdo e o desenvolvimento de novos
catalisadores mimetizando sistemas biolégicos permite elucidar o mecanismo
dessas reacdes e desenvolver catalisadores mais eficientes, baratos e sustentaveis;
e (lll) os materiais propostos nesse trabalho tem potencial de aplicagédo que vao
além da catalise das reacdes de degradacdo de organofosforados, podendo ser
empregados na catalise de outras rea¢des, como materiais pH responsivos, entre

outros.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse projeto é realizar a modificagdo quimica da celulose

presente na CA pelo ancoramento de grupos imidazol ou acido hidroxamico e avaliar

a atividade catalitica dessas amostras na clivagem de organofosforados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para que o objetivo geral seja atingido foram determinados os seguintes

objetivos especificos:

Modificagdo quimica da celulose CA pela reacdo de oxidagdo por
TEMPO/NaBr/NaCIO: (i) baixo grau de oxidacdo, gerando uma amostra
heterogénea insoluvel em agua e (ii) alto grau de oxidacdo, gerando um
disperséo coloidal em agua.

Modificagdo quimica das amostras oxidadas por TEMPO/NaBr/NaCIO pelo
ancoramento de grupos imidazol ou acido hidroxamico.

Caracterizagcdo das amostras por Termogravimetria (TG), titulagao
potenciométrica, infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletronica de varredura (MEV), ressonéncia magnética nuclear (RMN),
cromatografia por permeacado em gel/exclusao de tamanho (GPC/SEC), difragao
de raios-X (DRX) e titulagdo de potencial zeta como forma de qualificar e
quantificar a funcionalizacdo das amostras.

Estudo cinético das reagdes das amostras sintetizadas com o substrato modelo
DEDNPP e o pesticida real Paraoxon utilizando a técnica de espectroscopia UV-
vis. Foram variadas as condi¢cdes reacionais de pH do meio reacional e

reciclagem do catalisador a fim de verificar a atividade catalitica das amostras.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

CA, Paraoxon, N-hidroxisuccinimida (NHS), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC), N-(3-Aminopropil)-imidazol (API), TEMPO (2,2,6,6-tetramethyl-
1-piperidinyloxy), 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), cloridrato de hidroxilamina,
sais, acidos, bases e demais reagentes foram obtidos comercialmente. O
organofosforado DEDNPP foi sintetizado no grupo de Catalise e Cinética de acordo

com procedimento ja descrito na literatura”".

4.2 SINTESE DAS AMOSTRAS

A FIGURA 21 mostra o esquema de sintese das amostras. A CA foi tratada
com hidréxido de sédio, gerando assim a amostra CANaOH, como forma de eliminar
parte da lignina e hemiceluloses e tornar os grupos hidroxila da celulose mais
disponiveis para as etapas seguintes de funcionalizagdo. Ent&do, hidroxilas da
CANaOH foram oxidadas a acidos carboxilicos pelo método TEMPO/NaBr/NaClO
em dois graus de oxidagdo: (i) um alto grau de oxidagdo que gerou uma dispersao
coloidal (SCACOOH) e (ii) um baixo grau de oxidagéo, levando a uma amostra sélida
com acidos carboxilicos em sua superficie (ICACOOH). Por fim, as amostras
SCACOOH e ICACOOH foram funcionalizadas pelo método EDC/NHS para o
ancoramento de grupos imidazol (SCAIMZ e ICAIMZ, respectivamente) e acidos
hidroxdmicos (SCAAHD e ICAAHD, respectivamente).
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FIGURA 21 — ESQUEMA DE SINTESE DAS AMOSTRAS
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FONTE: O Autor (2019).

4 2.1 Tratamento em meio basico da CA

Em um béquer de 200 mL, 10,00 g de CA foram adicionados a 150 mL de
solugao 2,50 mol L' de NaOH, a fim de solubilizar parte das hemiceluloses, lignina,
ésteres, ceras, 6leos, cations, anions e demais compostos organicos presentes na
casca de arroz. Desta forma, busca-se aumentar a fracdo de celulose na amostra,

além de tornar os grupos hidroxila mais disponiveis para a reaco®?®3. O meio
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reacional permaneceu a temperatura ambiente sob agitagdo magnética por 24
horas. A solucao foi entdo descartada e a casca de arroz remanescente (CANaOH)
foi lavada com solugdo de HCI 1,00x10 mol L™ por 3 vezes consecutivas para
neutralizacdo. Entdo, CANaOH permaneceu sob agitagdo magnética em agua
deionizada por 3 dias, sendo a agua trocada diversas vezes. Apds isso, a amostra

foi seca em estufa a 50 °C por duas horas e armazenada em frasco ambar.

4.2.2 Oxidagéo da CA com TEMPO/NaBr/NaCIO

A CANaOH foi oxidada por meio de uma modificacdo do método
TEMPO/NaBr/NaCIO®! de duas formas (FIGURA 23): (i) um baixo grau de oxidacdo
(ICACOOH), permanecendo a amostra insoluvel em agua; (ii) um alto grau de
oxidagao (SCACOOH), tornando agora a amostra dispersivel em agua.

No caso do baixo grau de oxidagdo, em um baldo de fundo redondo de 100
mL foram adicionados 50 mL de agua, 2,51 g de CANaOH, 0,51 g de NaBr e 5,0 mg
de TEMPO a temperatura ambiente e com agitagdo magnética. Entdo, a reacao de
oxidacao foi iniciada pela adi¢gao de 2,53 mL de solugcdo 12% de NaClO e o pH foi
mantido durante toda a reacdo em pH 10 pela adicdo de aliquotas de solu¢ao 0,50
mol L™ de NaOH, até que estabilizasse. Apds 7,5 horas, tendo sido adicionados
0,700 mL de solugdo 0,50 mol L' de NaOH, a reacgdo terminou e o solido
remanescente denominado ICACOOH foi lavado com solugdo 0,001 mol L™ de HCI.
A amostra ICACOOH foi entdo deixada em agua deionizada, seca em estufa e
armazenada em frasco ambar, sendo todas estas etapas sob as mesmas condicoes
descritas no item 4.2.1.

Ja para o alto grau de oxidagéo, em um baldo de fundo redondo de 100 mL
foram adicionados 50 mL de agua, 1,51 g de CANaOH, 3,81 g de NaBr e 16,7 mg de
TEMPO e o sistema foi mantido a temperatura ambiente e agitagdo magnética.
Entdo, a reacao de oxidacéo foi iniciada pela adicdo de 30,0 mL de solugcdo 12% de
NaClO e o pH foi mantido durante toda a reacdo em pH 10 pela adigao de aliquotas
de solugdo 0,50 mol L' de NaOH, até que estabilizasse. Apos 7,5 horas, tendo sido
adicionados 3,88 mL dae solucdo 0,50 mol L' NaOH, a reagdo terminou e apos
decantacdo natural, a fracdo coloidal denominada SCACOOH foi dializada em
membrana de éster de celulose (12-14 kDa M, cut-off, Spectra/Por®),durante 3 dias

com agua deionizada. Finalmente, 200 ppm de NaN3; foram adicionados a
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SCACOOH de forma a inibir crescimento microbiano e esta foi armazenada em
frasco ambar sob refrigeracdo. A concentracdo dessa solugdo estoque de
SCACOOH foi estimada em 1,5 mg mL™.

4.2.3 Funcionalizagao com grupos imidazol

A funcionalizacdo das amostras ICACOOH e SCACOOH com grupos
imidazol foi feita pelo método EDC/NHS/API ja descrito na literatura para
funcionalizagdo entre materiais com acidos carboxilicos e aminas'®741:84:85,

Para a funcionalizacdo da amostra ICACOOH, em um baldo de fundo
redondo de 100 mL, foram adicionados 50 mL de agua deionizada, 0,50 g de
ICACOOH, 1,07 g de NHS e 1,77 g de EDC. O meio reacional (pH ~3,5) foi mantido
em agitagcdo magnética e banho de gelo por 1 hora, sendo entdo retirado o banho de
gelo e mantido a temperatura ambiente e agitagdo por mais uma hora. Entéo, foi
adicionado 1,10 mL de API e o meio reacional (pH ~3,5) permaneceu a temperatura
ambiente e agitagdo magnética por 24 horas. Apds, o soélido remanescente
denominado ICAIMZ foi lavado com solugéo 0,001 mol L™ de HCI, deixado em agua
deionizada, seco em estufa e armazenado em frasco ambar, todas estas etapas sob
as mesmas condi¢cdes descritas no item 4.2.1.

Ja para a funcionalizagdo da amostra SCACOOH, em um baldo de fundo
redondo de 100 mL, foram adicionados 50 mL da solucdo estoque de SCACOOH,
0,79 g de NHS e 1,31 g de EDC. O meio reacional foi mantido em agitagao
magnética e banho de gelo por 1 hora, sendo entédo retirado o banho de gelo e
permaneceu sob temperatura ambiente e agitagdo por mais uma hora. Entado, foi
adicionado 0,82 mL de APl e o meio reacional mantido a temperatura ambiente e
agitagdo magnética por 24 horas. Apos, a mistura remanescente denominada
SCAIMZ foi dializada, adicionado 200 ppm de NaN3; e armazenada em frasco ambar
sob refrigeracdo, todos esses passos sob as mesmas condi¢cdes descritas no item
4.2.2 para a amostra SCACOOH. A concentragcdo dessa solucdo estoque de
SCAIMZ foi estimada em 1,4 mgmL™.
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4.2.4 Funcionalizagao com grupos acido hidroxamico

A funcionalizagdo das amostras ICACOOH e SCACOOH com grupos acido
hidroxdmico foi feita por uma modificagdo do método EDC/NHS/cloridrato de
hidroxilamina®.

Para a funcionalizacdo da amostra, em um baldo de fundo redondo de 100
mL, foram adicionados 50 mL de agua deionizada, 0,50 g de ICACOOH, 1,07 g de
NHS e 1,77 g de EDC. O meio reacional foi mantido em agitacdo magnética e banho
de gelo por 1 hora, sendo entdo retirado o banho de gelo e permaneceu sob
temperatura ambiente e agitacdo por mais uma hora. Entéo, foi adicionado 5,00 mL
de solugdo 1,85 mol L™ de cloridrato de hidroxilamina (pH 6,98). Entdo, o pH do
meio reacional foi ajustado para pH 7,00 e permaneceu sob temperatura ambiente e
agitagdo magnética por 24 horas. Apds, o soélido remanescente denominado
ICAAHD foi lavado com soluggo 0,001 mol L™ de HCI, deixado em agua deionizada,
seco em estufa e armazenado em frasco ambar, todas estas etapas sob as mesmas
condi¢des descritas no item 4.2.1.

Ja para a funcionalizacédo da amostra SCACOOH, em um baldo de fundo
redondo de 100 mL, foram adicionados 50 mL da solucdo estoque de SCACOOH,
0,79 g de NHS e 1,31 g de EDC. O meio reacional foi mantido em agitacdo
magnética e banho de gelo por 1 hora, sendo entédo retirado o banho de gelo e
mantida a temperatura ambiente e agitacdo por mais uma hora. Entdo, foi
adicionado 5,00 mL de solugéo 0,14 mol L™ de cloridrato de hidroxilamina (pH 7,01).
Entdo, o pH do meio reacional foi ajustado para pH 7,02 e permaneceu sob
temperatura ambiente e agitacdo magnética por 24 horas. Apds, a mistura
remanescente denominada SCAAHD foi dializada e adicionado 200 ppm de NaNs. A
amostra foi entdo armazenada em frasco ambar sob refrigeragdo nas mesmas
condi¢des descritas no item 4.2.2 para a amostra SCACOOH. A concentragéo dessa

solugao estoque de SCAAHD foi estimada em 1,4 mg mL™".
4.3 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

TG: os ensaios foram feitos em um aparelho TA instruments modelo SDT

Q600 com fluxo de 100 mL min™" de ar sintético e uma taxa de aquecimento de 5°C
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min~', variando da temperatura ambiente até 1000 °C. As amostras CA, CANaOH

ICAIMZ e ICAAHD foram analisadas ap6s secar por 30 minutos a 50 °C.

MEV: as analises foram feitas no microscopio eletronico de varredura
TESCAN VEGA3 LMU. As amostras coloidais SCACOOH, SCAIMZ e SCAAHD
foram secas a temperatura ambiente no suporte metalico e entdo metalizadas com
ouro. As amostras sélidas CA, CANaOH, ICACOOH, ICAIMZ e ICAAHD foram secas
a 50 °C por 30 minutos e entao presas ao suporte e metalizadas com ouro.

FTIR: as analises de FTIR foram feitas em espectrofotémetro FTIR Bomem
Bruker Vertex 70/70v® no modo de transmitancia ou refletancia total atenuada (ATR)
com acessorio de cristal de ZnSe. As amostras CA, CANaOH ICAIMZ e ICAAHD
foram analisadas na forma sélida apos secar por 30 minutos a 50 °C. Ja as amostras
coloidais SCACOOH, SCAIMZ e SCAAHD foram analisadas apds serem secas em
substrato de aluminio a 50 °C por 30 minutos. Os espectros foram realizados de
600-4000 cm™ com resolucdo de 2 cm™ e 256 ciclos de acumulagdo para as
amostras soélidas e para as amostras coloidais de 650-4000 cm'1, com mesma
resolucdo e numero de acumulagdes das amostras sélidas.

RMN: as amostras foram caracterizadas em um espectrometro RMN Bruker
DPX200® operating a 4,7 Tesla, observando 'H e "*C a 200,13 Hz e 50,62 Hz,
respectivamente. O espectrémetro € equipado com sonda inversa quadrinuclear de
5 mm com gradiente z. Para as amostras insoluveis foi adaptada metodologia para
hidrélise de polissacarideos®”’: 1,00 mL de solucdo 72% m/m H,SO4/H,O foi
adicionado a aproximadamente 40 mg de amostra sob agitagcdo magnética e banho
de gelo, sendo mantido o meio por 1 hora em temperatura ambiente e agitacao
magnética. Entdo, 0,67 mL de H,O foi adicionado e a amostra permaneceu por 10
minutos em estufa a 100 °C. Apds isso, a mistura foi centrifugada a 13400 rpm por
10 minutos e 0,60 mL do sobrenadante foi misturado com 60 uL de D20 com 0,5 %
de TMSP. Ja para as amostras soluveis, as solugdes foram concentradas a partir da
solucdo estoque até ~21 mg mL™ e entdo 0,60 mL dessa solugao foi misturado com
60 pL de D20 com 0,5 % de TMSP. Os deslocamentos quimicos do 'H e *C foram
dados em ppm em relagao ao sinal em 0,00 ppm devido TMSP. Pelo menos 30000
ciclos de acumulacgées foram feitas para os espectros de °C.

DRX: os difratogramas foram feitos em um difratbmetro de raios-X Shimadzu
modelo XRD-6000 com radiagdo CuKa, A= 0,15418 nm, 40 kV, 30 mA, velocidade de
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varredura de 2° min" e intervalo de 0,02°, sendo as amostras suportadas em
substrato de aluminio.

Titulagdes potenciométricas: as analises foram feitas em cuba de vidro de
150,0 mL termostatizada a 25 °C. As solugdes foram acidificadas com solugéo
aquosa 0,43 mol L' de HCI e tituladas com pequenas aliquotas de solucdo aquosa
8,93x10° mol L' de KOH, ambas solucdes livres de CO,. As aliquotas foram
adicionadas por micropipetas de 10-100 yL e 100-1000 pL e o pH monitorado por
um pHmetro Hanna pH21®. O programa BEST7%® foi utilizado para determinar as
constantes de equilibrio e as quantidades em mmols dos grupos ionizaveis
presentes nas amostras.

Titulagoes de potencial zeta: as amostras SCACOOH, SCAIMZ e SCAAHD
foram tituladas em um equipamento Stabino® Particle Metrix® Control 2.00.23 em
cuba de PVDF de 10,0 mL e pistdo de 200 ym. Foi utilizado 1 mL da solucéo
estoque de cada amostra em 14 mL de agua deionizada. As solugdes foram entao
acidificadas pela adigdo de solugdo aquosa 0,43 mol L™ de HCI e entdo tituladas
pela adicdo de aliquotas de 30 pL de solugdo aquosa 8,93x10™ mol L™ de KOH, com
um intervalo de 20 segundos entre as adig¢des.

GPC/SEC: as amostras SRHCOOH, SCAIMZ E SCAAHD foram secas em
vacuo e 1 mg de cada amostra foi solubilizada em 1,00 mL de NaNO3 0,1 mol L e
200 ppm de NaN3, também utilizado como eluente na mesma concentragéo. Entao,
a solucao foi filtrada em membranas PVDF Millipore com tamanhos de poro
nominais de 0,22 ym. Os valores correspondentes a massa molar ponderal média
(My) e o grau de polidisperséo (D=M,/M,) das amostras foram obtidos pelo software
ASTRA versdo 4.70.07®. As analises foram feitas em um cromatdgrafo de exclusdo
estérica de alta pressdo (HPSEC) equipado com detector de indice de refragao
diferencial (Rl), modelo WATERS 2410, e com detector de espalhamento de luz
laser com multidangulos (MALLS) WYATT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP com
18 canais, acoplados em série. O equipamento possui 4 colunas em série da
Ultrahydrogel, Waters® (limites de exclusdo de 7x10° Da, 4x10° Da, 8x10* Da e
5x10° Da). Padrdes de dextrana obtidos da Sigma-Aldrich® (487 kDa, 266 kDa, 124
kDa, 72,2 kDa, 40,2 kDa, 17,2 kDa e 9,4 kDa) foram usados para obter a curva de
calibragdo e massa molecular de referéncia. A temperatura da coluna foi mantida a
30 °C e o fluxo em 0,10 mL min™. O valor de dn/dc utilizado foi 0,125 cm® g™ (A =
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690 nm) como relatado na literatura para o acido celourdnico a partir de celulose
regenerada®.

Teste colorimétrico com FeCl; -6 H,0: as amostras ICACOOH (4,7 mg),
ICAAHD (5,3 mg) e ICAIMZ (4,9) foram adicionadas em 3 mL de solugdo 2,11x107
mol L de FeCls - 6 H,O por 25 minutos em agitacdo magnética. Entdo, fotos foram

tiradas das amostras apos serem secas por 1 hora a 50 °C.
4.4 ESTUDO CINETICO

A atividade catalitica do DEDNPP foi avaliada adicionando uma aliquota de
10 pL do substrato (solugdo estoque de 6,07x10 mol L' em acetonitrila) ao meio
reacional, uma cubeta de quartzo, com 1 cm de caminho 6tico, contendo 3 mL de
solucdo contendo 0,28 mg mL™" de SCACOOH, SCAIMZ ou SCAAHD ou ~5 mg de
ICACOOH, ICAIMZ ou ICAAHD.

Para as amostras heterogéneas ¢é utilizada agitagdo magnética, sendo esta
interrompida somente no momento de coletar os espectros e reagdes feitas na forma
de triplicata. As reacdes foram feitas em condi¢cdes de pseudo-primeira ordem e o
pH foi ajustado com solugcdes de HCI ou NaOH. O meio reacional tanto das amostras
heterogéneas quando das coloidais continha ainda tampao 0,01 mol L™ de K;PO,
(pH 6-7) ou KHCOg3; (pH 7,5-10,5) e NaN3; (200 ppm) de forma a inibir crescimento
microbiolégico, sendo a a temperatura em 21 °C. As reagdes foram acompanhadas
por espectroscopia UV-VIS pelo aparecimento do produto 2,4-dinitrofenolato que
absorve em 400 nm. As reacdes serao acompanhadas por no minimo 3 tempos de
meia-vida e os dados serdo tratados com o software Origin 9 e ajustados com a

equagao (1):
A=A+ (1—eFobs Xty x (4; — Ap) (1)

Em que A é a absorbancia em um tempo t, Ay é a absorbancia inicial, A; € a
absorbancia no tempo infinito (todas absorbancias em 400 nm), kops € a constante de
velocidade observada e t € o tempo.

Ja para o organofosforado Paraoxon que € mais estavel e téxico que o
substrato DEDNPP, os estudos cataliticos foram feitos em temperatura maior que o

DEDNPP e mantidos em frasco selado. Uma aliquota de 10 uL do pesticida
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Paraoxon (2x102 mol L' em acetonitrila) foi adicionado em um frasco eppendorf de
2 mL de solugao contendo 0,28 mg/mL de SCACOOH, SCAIMZ ou SCAAHD ou ~5
mg de ICACOOH, ICAIMZ ou ICAAHD. Os frascos foram selados e mantidos
imersos em banho maria a 30 °C e agitagcdo magnética. As solugdes continham
tampao e NaN3 nas mesmas condicdes que para o substrato DEDNPP. A reacéo foi
acompanhada pelo aparecimento do produto 4-nitrofenolato que absorve em 400 nm
e as curvas cinéticas ajustadas pela equacgao (1).

A atividade catalitica das amostras SCAIMZ, ICAIMZ, SCAAHD e ICAAHD
foi avaliada por 3 ciclos de reacdo. As condi¢cdes de reagcado foram as mesmas das
descritas acima, porém apos o final da reacédo entre o biocatalisador e o substrato
DEDNPP, outra aliquota de 10 uL da solugao estoque de DEDNPP (6,07x10'3 mol
L' em acetonitrila) foi adicionada na cubeta de quartzo e a reagao foi monitorada
(segundo ciclo). Apés a completa reagao no segundo ciclo, uma terceira aliquota de
DEDNPP foi adicionada ao meio reacional e a atividade catalitica no terceiro ciclo foi
mensurada.

Na reagdo com o CDNB, uma aliquota de 10 pL (5x10° mol L em
acetonitrila) foi adicionada ao meio reacional, uma cubeta de quartzo, com 1 cm de
caminho o6tico, contendo 3 mL de solugdo contendo 0,28 mg/mL de SCACOOH,
SCAIMZ ou SCAAHD ou ~5 mg de ICACOOH, ICAIMZ ou ICAAHD. As reacgbes
foram acompanhadas espectroscopicamente pelo aparecimento da banda em 400
nm do produto 2,4-dinitrofenolato e as curvas cinéticas ajustadas pela Equacao 1.

As solugdes foram tamponadas com KHCOs3 (0,1 mol L) e mantidas com NaN3 (200

ppm).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho serédo descritos aspectos da sintese e caracterizagcao da CA e
das amostras sintetizadas, bem como o estudo cinético das amostras
funcionalizadas com imidazol (ICAIMZ e SCAIMZ) e com acido hidroxamico
(ICAAHD e SCAAHD) nas reacbes de desfosforilagdo dos organofosforados
DEDNPP e Paraoxon. Cada rota de sintese foi pensada com foco na obtengéo do
catalisador final: (i) o tratamento alcalino da amostra in natura de CA com a
finalidade de expor a celulose e seus grupos hidroxilas; (ii) a oxidagdo pelo método
TEMPO/NaBr/NaClO a fim de obter dois materiais distintos contendo grupos acidos
carboxilicos que sao os sitios alvos da funcionalizacdao covalente (um soélido com
grande area superficial de fibras celuldésicas expostas e um coldide de baixa massa
molar); (iii) e por fim a funcionalizagcdo covalente com grupos nucleofilicos
conhecidos por sua atividade catalitica nas reacdes de desfosforilagdo. Ainda, vale
destacar o cuidado no design estratégico das rotas para aliar a Quimica Verde: (i)
condi¢cdes brandas de reacao: temperatura e pressao ambientes, uso de agua como
solvente, entre outros; (ii) utilizacdo de reagente atdxicos/baixa toxicidade e em
baixas concentracdes e reagcbes de modificacdo quimica conhecidas por seu alto
rendimento; (iii) a escolha do material template casca de arroz por ser
biodegradavel, renovavel, de baixo custo, bem distribuido mundialmente e com uma
estrutura hierarquica ideal ao biocatalisador.

Dessa forma, a ideia do trabalho de empregar um residuo agricola como
catalisador da degradacao de um pesticida, utilizado na propria cultura, € inovadora.
E ainda inédito e ndo reportado na literatura: (i) a oxidacdo da CA pelo método
TEMPO/NaBr/NaClO levando a um sdélido e a um coldide de baixa massa molar; e
(i) a funcionalizacdo desses materiais com imidazol e acidos hidroxamicos pelo
método EDC/NHS.
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5.1 SINTESE

Apos o tratamento alcalino da CA, observou-se uma solugdo de coloragao
marrom escuro, o que era esperado devido a solubilizagdo de compostos organicos

1683 |sso &

derivados de lignina, ceras, graxas, SiO, e outros inorganicos, etc
comprovado pela redugdo em massa de 22,32% da CANaOH em relacédo a CA,
além de uma coloragédo mais clara.

Nenhuma diferencga visual entre as amostras CANaOH, ICACOOH, ICAIMZ
e ICAAHD foi notada. Ja a amostra SCACOOH apresentou uma coloragdo mais
amarelada que SCAIMZ e SCAAHD, porém todas apresentaram efeito Tyndall’®, um

indicativo do sucesso na sintese dos coloides (FIGURA 22).

FIGURA 22 — FOTOS DAS AMOSTRAS

FONTE: O Autor (2019).

A FIGURA 23 apresenta a reagcdo de oxidacdo pelo método
TEMPO/NaBr/NaClO. Esse método de oxidacéo se da através de uma sequéncia de
reacoes: (i) o ion oxoambnio é o responsavel pela oxidagado dos alcoois primarios
em aldeidos e destes em acidos carboxilicos; (ii) o ion oxoambnio é gerado pela
oxidagdo do TEMPO pelo BrO", que é gerado pela oxidagdo do Br pelo CIO’; (iii) €
consumido um OH- do meio reacional por hidroxila oxidada, o que permite o
acompanhamento do curso da reagdo, bem como o controle de sua extensao?’.

Paralelamente, pode ocorrer a oxidagao dos aldeidos gerados a acidos carboxilicos
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pelos ions BrO™ e CIO®'. Dessa forma, os ions BrO" e CIO" agem como co-
catalisadores ao regenerarem o ion oxoaménio, que € convertido a sua forma
reduzida ao oxidar as hidroxilas®’. O método de TEMPO/NaBr/NaCIO dessa forma
tem como vantagem sua seletividade na oxidagdo das hidroxilas primarias de
polissacarideos em detrimento das hidroxilas secundarias®®2. E conhecido ainda
pela alta taxa de converséo (proxima a 100%) nas condigdes ideais de pH (pH < 10),

temperatura (< 4°C), proporgéo dos reagentes (TEMPO como sacrificio), etc®°.

FIGURA 23 - REACAO DE OXIDACAO PELO METODO TEMPO/NABR/NACLO: (i) OXIDAGAO DAS
HIDROXILAS A ACIDOS CARBOXILICOS PELO iON OXOAMONIO; (ii) FORMAGAO DO (ON
OXOAMONION PELA OXIDAGAO DO TEMPO; (jii)) REAGAO GLOBAL DE OXIDACAO
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FONTE: O Autor (2019).

Entretanto, dadas as condicbes em que foram realizadas as sinteses das
amostras SCACOOH e ICACOOH (temperatura ambiente, pH 10 e alto tempo de
reagao), espera-se que ocorra certo grau de despolimerizagdo por B-eliminacgao.
Adicionalmente espera-se que em menor grau que ocorra despolimerizagao da

lignina, devido ao pH do meio reacional levemente alcalino. Um indicio dessas
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reagcdes paralelas € o consumo de NaOH superior ao esperado unica e
exclusivamente pela reacdo de oxidagdo TEMPO/NaBr/NaCIlO. Entretanto, essas
reagdes paralelas ndo configuram um problema, uma vez que as amostras oxidadas
SCACOOH e ICACOOH passaram por didlise e lavagem, respectivamente, e os
produtos de B-eliminacdo e despolimerizagdo da lignina apresentam baixa massa
molar e sdo em grande parte eliminados nessas etapas.

O mecanismo de funcionalizagao pelo método EDC/NHS é apresentado na
FIGURA 24. Esse método se baseia na ativacdo da carbonila dos acidos
carboxilicos pela carbodiimida EDC seguida de um ataque da carbonila ativada pelo
NHS. Entdo, a carbonila ativada com NHS pode ser atacada por um nucledfilo fraco
(o nitrogénio da hidroxilamina ou a amina do API, no caso deste trabalho), formando

uma ligacdo amida'"%%,

FIGURA 24 — REACAO DE FUNCIONALIZACAO DOS ACIDOS CARBOXILICOS A IMIDAZOIS OU
ACIDOS HIDROXAMICOS PELO METODO EDC/NHS
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FONTE: O Autor (2019).
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De forma analoga que as suas precursoras SCACOOH e ICACOOH, as
amostras funcionalizadas com imidazol (SCAIMZ e ICAIMZ) e acidos hidroxamicos
(SCAAHD e ICAAHD) foram dializadas e lavadas, respectivamente. Essas etapas de
purificacdo eliminam os reagentes APl e NH,OH e os catalisadores EDC/NHS
facilmente uma vez que apresentam baixa massa molar e alta solubilidade em agua.

Dessa forma, variando o grau de oxidagdo da celulose nas amostras, foi
possivel obter amostras solidas e coléides, totalizando 7 amostras derivadas da CA,

além da prépria, que foram caracterizadas pelas técnicas descritas no item 4.3.
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5.2 CARACTERIZAGCAO

A fim de comprovar e quantificar as modificagbes quimicas e fisicas
propostas na FIGURA 21, as amostras foram caracterizadas por diversas técnicas

de caracterizagao que serao discutidas a seguir.
5.2.1FTIR

Como forma de comprovar as modificagdes fisicas e quimicas em cada
etapa de sintese, as amostras foram analisadas por FTIR. Na FIGURA 25 tém-se os
espectros de FTIR em modo ATR para as amostras soélidas CA, CANaOH,
ICACOOH, ICAIMZ e ICAAHD, sendo a analise realizada na amostra soélida sem
nenhum preparo adicional. J&4 a FIGURA 26 apresenta os espectros de FTIR em
modo ATR para as amostras coloidais SCACOOH, SCAIMZ e SCAAHD na forma de
filme. Os espectros revelaram para todas as amostras uma banda em 2920 cm™
devido & v(C-H) assimétrico e em 2851 cm™ devido & v(C-H) simétrico que sao
caracteristicos de CH, CH, e CH3 da celulose e hemiceluloses'"®%% . Estas bandas
tem intensidades similares nas diversas amostras solidas e de forma analoga entre
as amostras coloidais. Assim, o aumento/diminuicdo de outras bandas foi
comparado com relagao a essas duas bandas 2920 cm” e em 2851 cm™, uma vez
que sao “constantes” de uma amostra para outra. A CA apresenta uma banda com
intensidade baixa, porém larga de 3200-3500 cm™, atribuida a v(O-H) de hidroxilas e
agua adsorvida. A intensidade dessa banda aumenta na amostra CANaOH, o que é
atribuido a grupos OH que nao participam de ligagbes de hidrogénio apos o
tratamento alcalino®®3. Isso é devido & eliminagdo no tratamento alcalino de parte
da hemicelulose e lignina que fazem ligacbes de hidrogénio com a celulose,
deixando assim hidroxilas da celulose livres. Essa banda aumenta de intensidade e
largura (3000-3600 cm™) para a amostra ICACOOH, devido a presenca dev(O-H) de
acidos carboxilicos ap6s a oxidagao por TEMPO/NaBr/NaClO. Essa banda diminui
de intensidade para as amostras ICAIMZ e ICAAHD em relagao a ICACOOH, devido
a funcionalizagao de parte dos acidos carboxilicos em ligagcdes amida na ICAIMZ e
ICAAHD. Para as amostras coloidais SCACOOH, SCAIMZ e SCAAHD, é possivel
observar de forma analoga uma banda larga e intensa de 3000-3700 cm™ atribuida a

v(O-H) de acidos carboxilicos apos a oxidacdo por TEMPO/NaBr/NaClO, podendo
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ter ainda contribuicdo nessa regido de agua adsorvida. Essa regiao é centrada numa
banda em 3398 cm™ atribuida a v(O-H) de hidroxilas dos polissacarideos e presente
nas trés amostras coloidais”’. J4 a banda em 3287 cm™ presente nas amostras
SCAIMZ e SCAAHD ¢ atribuida a v(N-H) do API ancorado na SCAIMZ%*° e dos
acidos hidroxamicos na SCAAHD*98:100.101,

A banda em 1730 cm™ presente nas amostras ICACOOH, ICAAHD e
ICAIMZ ¢ atribuida a v(C=0) de acidos carboxilicos livres®*'%%'% Qutra banda na
regido de 1640 cm™ para as amostras sdlidas é. devido a v(C=0) de carboxilatos de
s6dio', sendo sua intensidade maior nas amostras ICACOOH, ICAAHD e ICAIMZ
do que nas amostras ndao oxidadas CA e CANaOH. Essa mesma banda esta
presente na amostra SCACOOH em 1610 cm™ e é deslocada para 1640 cm™ nas
amostras SCAIMZ e SCAAHD, sendo ainda atribuida a v(C=0) de carboxilatos de
s6dio’'®. As bandas de v(C=0) indicam a oxidagdo bem sucedida de hidroxilas a
acidos carboxilicos nas amostras SCACOOH e ICACOOH. Ainda, a presenca das
bandas v(C=0) (livre e carboxilato) nas amostras ICAAHD e ICAIMZ e da banda
v(C=0) de carboxilato nas amostras SCAIMZ e SCAAHD sugerem a presencga de
acidos carboxilicos/carboxilatos que nao foram funcionalizados nessas amostras
amostras.

Ja com relacdo as amostras funcionalizadas com imidazol ICAIMZ e
SCAIMZ, as bandas em: (i) 1549 cm™ para ICAIMZ e 1559 cm™ para SCAIMZ e
devido ao &(N-H) de amida'®'%; e (i) 1423 cm™ para a ICAIMZ e 1434 cm™ para a
SCAIMZ atribuidas ao v(C-N) de amida Il, indicam a funcionalizagdo das amostras
com imidazol pela formacao da ligagdo amida''"#1421% Alem disso, a presenca do
anel imidazélico na ICAIMZ e SCAIMZ é sugerida pelas bandas em 1511 cm™ e
1507 cm™', respectivamente, atribuidas aos modos vibracionais 5(C=C) e &(C-

H)'%1%: & em 1106 cm™ para a amostra ICAIMZ, devido ao 5(C-H), todos do anel

imidazolico'®1%,

Com relagao as amostras funcionalizadas com acidos hidroxamicos ICAAHD
e SCAAHD é possivel observar uma série de bandas que indicam a funcionalizacéo
bem sucedida com &cidos hidroxamicos: (i) 1512 cm™ para ICAAHD e 1559 cm™
para SCAAHD atribuida aos modos vibracionais de v(C-N), 6(O-H) e o(N-
H)*1.75.100.107. iy 1392 cm™ para a amostra ICAAHD é atribuida a & (O-H)"""%; (iii)

1256 cm™' para ICAAHD e 1259 cm™ para SCAAHD, devido ao 5(C-N-H)""1%: ¢ (jv)
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por Gltimo 1145 cm™ para a amostra ICAAHD relacionada a 5(C-N-0)'"1% de acidos

hidroxamicos.

FIGURA 25 - FTIR EM MODO ATR DAS AMOSTRAS SOLIDAS CA, CANAOH, ICACOOCH, ICAIMZ
E ICAAHD: A NA REGIAO DE 4000-600 CM™' E B NA REGIAO DE 1800-600 CM"’
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FONTE: O Autor (2019).
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FIGURA 26 — FTIR EM MODO ATR DAS AMOSTRAS COLOIDAIS SCACOOH, SCAIMZ E SCAAHD
NA FORMA DE FILME: A NA REGIAO DE 4000-650 CM™' E B NA REGIAO DE 1800-650 CM"
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FONTE: O Autor (2019).

Ainda, todas as amostras apresentam bandas em 1161 cm™ (v (C-O-C)),
1057 cm™ (6(C-0) e v(O-Si-O) de silica), 1035 cm™ (5(C-0)) e 895 cm™ (5(C-H))

todas relacionadas a celulose e hemiceluloses e 798 cm™ devido &(0-Si-O) de silica
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8397102 " osta Ultima presente somente nas amostras sdlidas. A presenca dessas

bandas referentes a modos vibracionais referentes a ligagbes de Si-O nas amostras
sélidas sugere que apesar do tratamento alcalino eliminar a silica superficial como
observado nas imagens de MEV, ainda existe silica na estrutura interna das
amostras.

Assim, os espectros de FTIR indicaram a presenca de acidos carboxilicos
nas amostras SCACOOH e ICACOOH, confirmando a oxidagdo das hidroxilas
primarias pelo método TEMPO/NaBr/NaClO. As amostras SCAIMZ e ICAIMZ
apresentaram bandas referentes a ligacdbes C-N de amida e bandas do anel
imidazodlico, o que indica a funcionalizagdo covalente bem sucedida das amostras
com grupos imidazol. Ja os espectros das amostras SCAAHD e ICAAHD
apresentaram bandas referentes a ligacdo C-N de acidos hidroxamicos, além de
outras bandas atribuidas a &acidos hidroxamicos, indicando a funcionalizacao
covalente bem sucedida das amostras com acidos hidroxamicos. A presenca de
bandas referentes a modos vibracionais de Si-O nas amostras sélidas sugere que a

silica amorfa interior nao foi totalmente eliminada.
5.2.2 Termogravimetria

Foram realizados ensaios termogravimétricos das amostras sélidas como
forma de avaliar a estabilidade térmica, hidrofilicidade, os diferentes eventos de
perda de massa presentes e a porcentagem final de residuo. Na FIGURA 27 e na
FIGURA 28 sao apresentadas as curvas termogravimétricas (TGA) e as derivadas
das mesmas (DTG), respectivamente, para as amostras soélidas CA, CANaOH,
ICACOOH, ICAIMZ e ICAAHD em ar sintético. Ja a TABELA 3 apresenta os eventos
de perda de massa para essas amostras, bem como a porcentagem final de
material. Sdo evidentes 3 perdas caracteristicas de massa: (i) até em torno de 150
°C para todas as amostras, que é atribuida a agua adsorvida®®; (ii) de ~200-350 °C
devido as hemiceluloses, lignina, celulose amorfa e outros compostos organicos'%;
(iii) de ~360-580 °C devido a celulose cristalina e lignina®*'%°.

O primeiro evento de perda de massa (até ~150 °C) é mais acentuado na
ICANaOH que na CA, um indicio que o tratamento alcalino torna os grupos hidroxila
da celulose na ICANaOH mais disponiveis, adsorvendo assim mais agua. Da mesma

forma, na amostra ICACOOH essa perda de massa foi maior que na ICANaOH, o



69

que também esta de acordo uma vez que a presencga de acidos carboxilicos torna a
amostra ainda mais hidrofilica. A amostra ICAAHD apresentou essa perda de massa
superior que a ICACOOH, sendo a amostra mais hidrofilica dentre as 5 amostras
heterogéneas. Ja a amostra ICAIMZ apresentou essa perda de massa inferior a
amostra precursora ICACOOH e todas as demais, sendo a mais hidrofobica. Isso é
esperado uma vez que o grupo imidazol e a cauda alifatica do grupo APl ancorado
na amostra ICAIMZ a torna mais hidrofébica que a precursora ICACOOH. Esse
aumento de hidrofobicidade ja foi reportado por Garcia e colaboradores que
funcionalizaram a casca de arroz com silanos, tornando esta mais hidrofébica que a
casca de arroz com tratamento alcalino™™°.

Ja o segundo evento de perda de massa (~200-350 °C) € menor em todas
as amostras quando comparado a CA. Isso é devido a eliminacao de parte dos
compostos organicos ligninicos e hemiceluloses durante o tratamento alcalino que
explica a menor perda de massa quando comparada a CA.

O terceiro evento de perda de massa (~360-580 °C) ocorre a uma taxa maior
e termina cerca de 50 °C antes na CANaOH do que na CA. Isso pode ser atribuido a
uma maior porosidade na estrutura apds o tratamento alcalino, como ja foi relatado
na literatura®. Entretanto, a amostra ICACOOH teve um aumento na estabilidade
térmica em relagdo a CANaOH, o que pode ser atribuido as ligagdes de hidrogénio
dos acidos carboxilicos presentes na ICACOOH. Apds a funcionalizagdo com grupos
imidazol e acido hidroxamico, as amostras ICAIMZ e ICAAHD apresentaram
aumento na estabilidade térmica em relagdo a ICACOOH, com essa perda de massa
ocorrendo a uma taxa menor e em temperaturas maiores, comportamento ja
relatado para amostras funcionalizadas com grupos nitrogenados'”'""""2. Ainda,
houve um evento de perda de massa em ~340 °C presente somente na amostra
ICAAHD que pode atribuido a um rearranjo de Lossen dos grupos acidos
hidroxamicos resultando em um grupo amina e a liberacdo de CO,'"*"" um indicio

da funcionalizagdo bem sucedida da ICAAHD.
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FIGURA 27 — TGA PARA AS AMOSTRAS SOLIDAS CA, CANAOH, ICACOOH, ICAIMZ E ICAAHD
EM AR SINTETICO, FLUXO DE 100 ML MIN" E TAXA DE AQUECIMENTO DE 5 °C MIN™
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FONTE: O Autor (2019).

FIGURA 28 — DTG PARA AS AMOSTRAS SOLIDAS CA, CANACH, ICACOOH, ICAIMZ E ICAAHD
EM AR SINTETICO, FLUXO DE 100 ML MIN" E TAXA DE AQUECIMENTO DE 5 °C MIN"
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FONTE: O Autor (2019).
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TABELA 3 — EVENTOS DE PERDA DE MASSA PARA AS AMOSTRAS SOLIDAS CA, CANAOH,
ICACOOH, ICAIMZ E ICAAHD

150-350°C
25-150°C 350-580°C
(% lignina, Residuo
Amostra (% H,0 (% lignina e
celulose amorfa, a 800 °C
adsorvida) celulose cristalina)
hemiceluloses)

CA 3,00 48,47 36,53 12,34
CANaOH 4,93 44,90 38,02 13,30
ICACOOH 5,61 43,17 42,03 9,90

ICAIMZ 3,24 45,72 43,55 10,18
ICAAHD 6,47 45,32 45,76 3,96

FONTE: O Autor (2019).

Dessa forma, a analise termogravimétrica das amostras revelou 3 perdas de
massa caracteristicas para as amostras heterogéneas que estdo de acordo com a
literatura. Outra caracteristica sugerida para as amostras soélidas foi o carater mais
hidrofébico/hidrofilico apés cada etapa de sintese, indicios das modificacoes
quimicas nas amostras. Por fim, as amostras ICAIMZ e ICAAHD apresentaram a
maior estabilidade térmica dentre as outras amostras, o que é devido a maior
estabilidade de materiais funcionalizados com grupos nitrogenados. Exclusivamente
para a amostra ICAAHD foi possivel observar uma sutil perda de massa extra em
~340 °C que esta de acordo com a literatura e é coerente com acidos hidroxamicos,

comprovando a funcionalizagao bem sucedida com acidos hidroxamicos.

5.2.3 Titulagbes Potenciométricas

A fim de comprovar e quantificar os grupos funcionais presentes nas
amostras foram realizadas titulagdes potenciométricas das amostras. A FIGURA 29
apresenta as titulacbes potenciométricas das amostras heterogéneas ICACOOH,
ICAIMZ e ICAAHD e a FIGURA 30 apresenta as titulagbes potenciométricas das
amostras coloidais SCACOOH, SCAIMZ e SCAAHD. A titulacdo potenciométrica da
amostra CANaOH n&o revelou nenhum pK, para a amostra na faixa de pH 2,5-11.
Isso indica que nao existem grupos ionizaveis nessa faixa de pH para a amostra

CANaOH, ou seja, somente celulose esta presente na superficie dessa amostra. De
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fato, o pK, da extremidade redutora, que € o mais baixo, fica em torno de 12-12,5
para monossacarideos e polissacarideosm. Ja a auséncia de fendis da lignina na
amostra CANaOH se deve ao fato da lignina ser eliminada durante o tratamento
alcalino. A FIGURA 31 mostra os equilibrios acido-base propostos para as amostras
com acidos carboxilicos (SCACOOH e ICACOOH), imidazol (SCAIMZ e ICAIMZ) e
acidos hidroxamicos (SCAAHD e ICAAHD). O ajuste das curvas das titulacdes pelo
programa BEST7%® revelou a presenca de dois pKy's para as amostras oxidadas
SCACOOH e ICACOOH: O primeiro ~6 é devido aos acidos carboxilicos formados e

caracteristico de polissacarideos'®"”

e o segundo devido a fendis presentes na
lignina nas amostras'®. A presenca de fendis de lignina nas amostras solidas
(ICACOOH, ICAIMZ e ICAAHD) apds a oxidagao com TEMPO/NaBr/NaCIO pode
estar relacionada ao fato de ocorrer um afastamento entre as fibras das amostras,
expondo lignina que ndo foi eliminada no tratamento alcalino. J& nas amostras
coloidais a desestruturagdo de parte da estrutura celulose//hemicelulose/lignina
acaba deixando as amostras coloidais (SCACOOH, SCAIMZ e SCAAHD) com uma
fracdo de lignina''®. Apds a funcionalizagdo com imidazol, as amostras SCAIMZ e
ICAIMZ apresentaram além dos pK,'s descritos para as amostras oxidadas mais um
pKa, ~7. Esse pK, extra é caracteristico de grupos imidazol'®""" o que indica a
funcionalizacédo bem sucedida. Ja as amostras SCAAHD e ICAAHD, além dos pK3's
também presentes nas suas amostras precursoras, apresentaram um pK, extra de
6,66 e 8,18, respectivamente, que sao atribuidos a acidos hidroxadmicos. Apesar da
diferenca de mais de uma unidade entre os pK,'s das amostras funcionalizadas com
acidos hidroxamicos, esses valores estao de acordo a literatura e € comum a grande

diferenca entre acidos hidroxamicos’®1%"

. Dessa forma, os ajustes das curvas de
titulacdo confirmam o modelo proposto na FIGURA 31 para os equilibrios acido-base

nas amostras.



FIGURA 29 — TITULAGOES POTENCIOMETRICAS A 25 °C PARA AS AMOSTRAS SOLIDAS
ICACOOH, ICAIMZ E ICAAHD UTILIZANDO KOH 8,93x10° MOL L™". A LINHA VERMELHA
CORRESPONDE AO AJUSTE ITERATIVO PELO PROGRAMA BEST7%
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FONTE: O Autor (2019).

FIGURA 30 — TITULACOES POTENCIOMETRICAS A 25 °C PARA AS AMOSTRAS COLOIDAIS
SCACOOH, SCAIMZ E SCAAHD UTILIZANDO KOH 8,93x10° MOL L™. A LINHA VERMELHA
CORRESPONDE AO AJUSTE ITERATIVO PELO PROGRAMA BEST 7%
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FONTE: O Autor (2019).
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FIGURA 31 — ESQUEMA DOS EQUILIBRIOS ACIDO-BASE DOS GRUPOS PRESENTES NAS
AMOSTRAS SCACOOH, ICACOOH, SCAIMZ, ICAIMZ, SCAAHD E ICAAHD.
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FONTE: O Autor (2019).

A TABELA 4 apresenta os valores dos pKy's e mmols de cada grupo
presente nas amostras, sendo o grau de funcionalizacdo de acidos carboxilicos em
imidazois de 26,71% e 48,51% para as amostras ICAIMZ e SCAIMZ,
respectivamente, e o grau de funcionalizagdo de acidos carboxilicos em acidos
hidroxamicos de 37,84% e 29,33% para as amostras ICAAHD e SCAAHD,
respectivamente. A ICAIMZ apresentou um grau de funcionalizagdo de acidos
carboxilicos em imidazol similar aos 24,00% reportados para a CCAIMZ'®, enquanto
a SCAIMZ apresenta quase o dobro de conversdo quando comparada as outras
duas.

TABELA 4 — CONSTANTES DE EQl’JILiBRIO PARA OS GRUPOS PRESENTES NAS AMOSTRAS
EM QUE NU E O GRUPO NUCLEOFILICO PRESENTE (IMIDAZOL OU ACIDO HIDROXAMICO)

Amostra ICACOOH ICAIMZ ICAAHD SCACOOH SCAIMZ SCAAHD
pKa1 (COOH) 6,36+0,04 5,95+0,03 6,26+0,03 4,69+0,03 4.90+0,03  4,99+0,02
pKs2(Nu) 7,15+0,03 8,18+0,03 = --—-- 7,25+0,03 6,66+0,02
pKas (OH) 8,67+0,04 9,1240,03  9,92+0,03 7,75+0,03 9,27+0,03  8,92+0,02
mmols (COOH) ] ; 1
2,95x10° 2,36x10 2,07x10 6,64 2,25 1,60
/g de amostra
mmols (Nu)/
(Nuvg 8,60x10?  1,26x10" - 2,12 6,64x10™
de amostra
mmols (OH) /g 2 4 4 -1
8,29 x10 6,16x10 2,90x10 7,10x10 3,18 1,03
de amostra

FONTE: O Autor (2019).
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Assim, as titulagbes potenciométricas puderam confirmar a oxidacdo das
hidroxilas nas amostras ICACOOH e SCACOOH pela presenca de pKy's
caracteristicos de acidos carboxilicos. Além disso, foi possivel comprovar a
funcionalizag&o das amostras ICAIMZ e SCAIMZ com grupos imidazol e as amostras
ICAAHD e SCAAH com grupos acidos hidroxamicos. Ainda, a presenga de acidos
carboxilicos nas amostras ICAIMZ, SCAIMZ, ICAAHD e SCAAHD confirma que a
funcionalizagao dessas amostras foi parcial. Por fim, as titulagbes potenciométricas

possibilitaram ainda estimar o grau de funcionalizagdo nas amostras.

5.2.4 °C RMN

As amostras foram caracterizadas por RMN de 'C como forma de
comprovar as modificagbes quimicas das amostras. Importante salientar ainda a
complexidade e dificuldade na realizacdo de analises de RMN na caracterizagao de
amostras complexas de polissacarideos, que envolve desde a deconvolugao de uma
grande quantidade de sinais que ocorrem préoximos até a atribuicdo adequada dos
mesmos.

Os espectros de RMN de '®C para as amostras sdlidas CA, CANaOH,
ICACOOH, ICAAHD e ICAIMZ foram feitos apos o tratamento das amostras com
H,S04, como descrito em MATERIAIS E METODOS. Dessa forma, apds a hidrélise
da celulose nas amostras € esperada a presenca dos mondmeros de a e [B-D-

87,118

glucose como apresentado no esquema da FIGURA 32.



FIGURA 32 — ESQUEMA DE HIDROLISE DA CELOBIOSE PRESENTE NAS AMOSTRAS CA,

CANAOH, ICACOOH, ICAIMZ E ICAAHD
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FONTE: O Autor (2019).
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De forma analoga, a presenca de monémeros modificados na cadeia de

celulose contendo acidos carboxilicos, acidos hidroxamicos e imidazois apds a

hidrélise levam aos mondmeros correspondentes, como apresentado no esquema

da FIGURA 33.
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FIGURA 33 — ESQUEMA DE HIDROLISE DOS MONOMEROS PRESENTES NAS AMOSTRAS
MODIFICADAS ICACOOH, ICAIMZ E ICAAHD
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FONTE: O Autor (2019).

Dessa forma, € esperada a presenca dos mondmeros modificados apds a
hidrélise de cada amostra. Os espectros de RMN de *C para as amostras CA,
CANaOH, ICACOOH, ICAAIMZ e ICAAHD sao apresentados na FIGURA 34. Todas
as amostras apos a hidrolise apresentaram deslocamentos quimicos caracteristicos

119,120

da a-D-glucose e B-D-glucose , que sao apresentados na TABELA 5. A amostra
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19121 atribuido a

ICACOOH apresentou um deslocamento quimico em 170,1 ppm
acidos carboxilicos (acidos a e B-D-glucurdnicos), indicando a oxidacdo bem
sucedida das hidroxilas a acidos carboxilicos. A presenca do sinal em 64,1 ppm
devido as hidroxilas do C6 de mondmeros de a-D-glucose e (B-D-glucose € um
indicio de que a oxidacao foi parcial na amostra ICACOOH. A amostra ICAAHD além
dos deslocamentos ja citados apresentou ainda um deslocamento quimico em 184,5
ppm atribuido aos acidos a e B-D-glucurdnico hidroxamico’>'°"122123 E possivel
observar na amostra ICAIMZ os deslocamentos quimicos em 31,9, 41,3 44,5, 117,3,

17,105,124, além dO

125,2 e 137,7 ppm que sdo atribuidos a molécula de API ancorada
deslocamento quimico em 162,4 ppm atribuido a ligagdo amida, indicando a
funcionalizacdo covalente'”. Além disso, a presenca do deslocamento quimico em
170,1 ppm nas amostras ICAIMZ e ICAAHD indica a presenca de acidos
carboxilicos, uma evidéncia da funcionalizacido parcial das amostras com imidazois
e acidos hidroxamicos, respectivamente. Ja os deslocamentos quimicos em 116,6,
131,5 e 154,4 ppm foram observados na amostra CA e sao caracteristicos de
compostos Iigninl'cos125. Esses deslocamentos quimicos estdo ausentes ou
apresentam intensidade menor nas demais amostras, um indicio da menor

porcentagem de lignina nas amostras apos o tratamento alcalino com NaOH.

FIGURA 34 — ESPECTROS DE RMN DE "°C DAS AMOSTRAS CA, CANAOH, ICACOOH, ICAAHD E
ICAIMZ EM 51% H,0, 39% H,SO, E 10% D,0.
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FONTE: O Autor (2019).
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TABELA 5 — & '°C (PPM) EM RELAGAO AO PADRAO TMSP (0 PPM) PARA AS AMOSTRAS
INSOLUVEIS CA, CANAOH, ICACOOH, ICAAHD E ICAIMZ TRATADAS COM H,SO..

Amostra 5"°C (ppm)
98,5 (CHOH-B-C1), 94,8 (CHOH- 0-C1), 78,56 (CHOH-B-C3), 78,0 (CHO-B-C5),
CA 77.1 (CHOH-B-C2), 75.9 (CHOH-a-C3), 74,4 (CHOH-0-C2), 73,6 (CHO-a-C5),

72,7 (CHOH- a e B-C4), 64,1 (CH,-a e B-C6)
98,5 (CHOH-B-C1), 94,8 (CHOH- a-C1), 78,5 (CHOH-B-C3), 78,0 (CHO-B-C5),
CANaOH 77,1 (CHOH-B-C2), 75,9 (CHOH-a-C3), 74,4 (CHOH-a-C2), 73,6 (CHO-a-C5),
72,7 (CHOH- a e B-C4), 64,1 (CH,-a e B-C6)
170,1 (COOH-a e B-C6), 98,5 (CHOH-B-C1), 94,8 (CHOH-a-C1), 78,5 (CHOH-
ICACOOH  B-C3), 78,0 (CHO-B-C5), 77,1 (CHOH-B-C2), 75,9 (CHOH-a-C3), 74,4 (CHOH-
a-C2), 73,6 (CHO-a-C5), 72,7 (CHOH- a e B-C4), 64,1 (CH,-a e B-C6)
184,5 (CONHOH-a e B-C6), 170,1 (COOH-a e B-C6), 98,5 (CHOH-B-C1), 94,8
(CHOH- a-C1), 78,5 (CHOH-B-C3), 78,0 (CHO-B-C5), 77,1 (CHOH--C2), 75,9
(CHOH-0-C3), 74,4 (CHOH-a-C2), 73,6 (CHO-a-C5), 72,7 (CHOH- a e B-C4),
64,1 (CH,-a e B-C8)
171,3 (COOH-a e B-C8), 162,4 (CONH), 137,7 (CH), 125,2 (CH), 117,3 (CH),
98,5 (CHOH-B-C1), 94,8 (CHOH-a-C1), 78,5 (CHOH-B-C3), 78,0 (CHO-B-C5),
ICAIMZ 77,1 (CHOH-B-C2), 75,9 (CHOH-a-C3), 74,4 (CHOH-a-C2), 73,6 (CHO-a-C5),
72,7 (CHOH-a e B-C4), 64,1 (CHp-a e B-C6), 44,5 (CH,), 41,3 (CH,), 31,9
(CH,)

ICAAHD

NOTA: As atribuigbes numéricas dos carbonos estdo apresentadas nas FIGURA 32 e FIGURA 33.
FONTE: O Autor (2019).

Quanto as amostras coloidais, os espectros de RMN de "*C (FIGURA 35)
foram adquiridos apds a concentracédo das solucdes estoque até ~21 mg ml™'. Foram
observados os deslocamentos quimicos caracteristicos de acidos poliglucurénicos
preparados a partir de celulose (TABELA 6)****. A amostra SCACOOH apresenta
um deslocamento quimico largo na regido 176,7-183,5 ppm atribuido aos acidos

carboxilicos®!9%%

, indicando a oxidagdo bem sucedida da amostra. Entretanto a
presenca dos deslocamentos quimicos em 65,8 ppm (CH»-a-C6) e 66,2 ppm (CH2-B-
C6) na amostra SCACOOH indicam que a reagao de oxidagao foi parcial. Para a
amostra SCAAHD além dos deslocamentos citados é observado ainda em 184,5
ppm um deslocamento atribuido aos acidos a e B-D-glucurénico hidroxamico na

75101122123 yma evidéncia da funcionalizagdo covalente com

cadeia do polimero
acidos hidroxamicos. Ja a amostra SCAIMZ apresenta 31,3, 41,3, 44,4, 118,9, 124,1

e 138,1 ppm que sdo atribuidos a molécula de API'1%'2* a1¢m do deslocamento



80

quimico em 163,8 ppm atribuido a ligagdo amida'’, indicando a funcionalizagdo
covalente bem sucedida. Além disso, a presenga do deslocamento quimico na
regiao de 170,1 ppm nas amostras SCAIMZ e SCAAHD indica a presenga de acidos
carboxilicos nesses amostras, uma evidéncia da funcionalizacdo parcial das

amostras com imidazodis e acidos hidroxamicos, respectivamente.

FIGURA 35 — ESPECTROS DE RMN DE "°C DAS AMOSTRAS COLOIDAIS SCACOOH, SCAIMZ E
SCAAHD EM 90% H,0 E 10% D,0.

183,0 ppm

1743 pp SCAAHD
[0}
©
©
o 163,8 ppm
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FONTE: O Autor (2019).
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TABELA 6 — & "°C (PPM) EM RELACAO AO PADRAO TMSP (0 PPM) PARA AS AMOSTRAS
COLOIDAIS SCACOOH, SCAAHD E SCAIMZ.

Amostra 5"°C (ppm)

176,7-183,5 (COOH-a e B-C6), 105,5 (CHOH-B-C1), 104,5 (CHOH-0-C1), 79,4
(CHOH-B-C4), 79,2 (CHOH-a-C4), 78,1 (CHO-B-C5), 77,1 (CHOH-B-C2), 76,6

SCACOOH
(CHOH-B-C3), 75,7 (CHOH-a-C2, CHOH-0-C3 e CHO-a-C5), 66,2 (CH,-3-C6),
65,8 (CH,-a-C6)
183,0 (CONHOH-a e B-C6), 174,3 (COOH-a e B-C6), 105,5 (CHOH-B-C1), 104,5
(CHOH-a-C1), 79,4 (CHOH-B-C4), 79,2 (CHOH-a-C4), 78,1 (CHO-B-C5), 77,1
SCAAHD

(CHOH-B-C2), 76,6 (CHOH-B-C3), 75,7 (CHOH-a-C2, CHOH-a-C3 e CHO-a-
C5), 66,2 (CH,-B-C6), 65,8 (CH,-0-CB6)

171,3 (COOH-a e B-C6), 163,8 (CONH), 138,1 (CH), 124,1 (CH), 118,9 (CH),
105,3 (CHOH-B-C1), 104,0 (CHOH-a-C1), 79,2 (CHOH-B-C4), 78,8 (CHOH-a-

SCAIMZ C4), 77,0 (CHOH-B-C2), 76,5 (CHOH-B-C3), 75,6 (CHOH-a-C2, CHOH-a-C3 e
CHO-a-C5), 66,4 (CH,-B-C6), 65,7 (CH,-a-C6), 44,4 (CH,), 41,4 (CH,), 31,3
(CHy)

FONTE: O Autor (2019).

Ainda, os espectros de RMN de 3C nao revelaram deslocamentos quimicos
largos e multiplos em torno de 110 e 150 ppm nas amostras apds a oxidagao e que
sdo atribuidos a ressonancias de ligagcdes duplas no C4 e C5 devido a [-
eliminagao'®. Isto indica que apesar de ser possivel a ocorréncia da B-eliminacdo'®
durante a reacdo de oxidacdo por TEMPO/NaBr/NaClO, caso tenha ocorrido os
produtos foram eliminados nas etapas de didlise/lavagem das amostras, deixando as
amostras SCACOOH e ICACOOH apenas com acidos carboxilicos no C6.

Por fim, os espectros de RMN de '*C comprovaram a oxidacdo bem
sucedida das hidroxilas a acidos carboxilicos nas amostras SCACOOH e ICACOOH.
Os espectros indicam ainda que essa oxidagao foi parcial e os acidos carboxilicos
estdo presentes na posicdo C6 das cadeias do polissacarideo. A presenca de
deslocamentos quimicos tipicos de ligagdo amida nas amostras SCAIMZ e ICAIMZ e
de acidos hidroxamicos nas amostras SCAAHD e ICAAHD sugerem que houve a
funcionalizagdo bem sucedida dessas amostras com imidazdis e acidos
hidroxamicos, respectivamente. Ja a presenca de deslocamentos quimicos
atribuidos a acidos carboxilicos nas amostras SCAIMZ, ICAIMZ, SCAAHD e

ICAAHD sugerem que a funcionalizagdo com os grupos nucleofilicos foi parcial.
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5.2.5 MEV

Imagens de MEV foram feitas das amostras solidas (CA, CANaOH,
ICACOOH, ICAIMZ e ICAAHD) a fim de avaliar a morfologia das amostras apos
cada etapa de sintese. Quanto as amostras coloidais (SCACOOH, SCAIMZ e
SCAAHD), ndo foram observadas por MEV devido a dificuldade de preparo das
amostras para a obtencdo de amostras de alta resolugdo na faixa esperada de
tamanho (nanométrica). A FIGURA 36 mostra imagens das amostras CA e CANaOH
e observar uma diferenca entre a superficie ondulada e recoberta por protuberancias
da CA e as fibras/fibrilas expostas da CANaOH., sugerindo a formagdo de uma
ampla rede porosa com uma area especifica maior que a precursora. Na CA, a
superficie é recoberta por protuberancias ~70 um de largura de silica amorfa'?*'%
além de impurezas da mais variada escala de tamanho, entretanto ndo existem
fibras celuldsicas expostas. O tratamento alcalino com NaOH converte a silica
superficial e intercelular da CA em Na,SiO; e despolimeriza parte da
lignina/hemiceluloses, expondo assim a matriz de fibras e até mesmo microfibrilas de
celulose'®®, como sugerem as imagens da FIGURA 36. O fato das fibras/microfibrilas
ainda estarem estruturadas umas as outras, com poucas fibras/microfibrilas
desestruturadas, sugere que a silica amorfa, as hemiceluloses e a lignina ndo foram
eliminadas internamente. Isso esta de acordo com o esperado, pois as condigcdes
brandas do tratamento alcalino com NaOH nao é suficiente para desestruturar
internamente a estrutura celulose/hemiceluloses/lignina/silica amorfa, eliminando
apenas superficialmente as hemiceluloses, a lignina e a silica amorfa'®*"'?°. Isso cria
um material poroso com uma grande area superficial de celulose exposta
superficialmente, um template ideal para as etapas posteriores da sintese dos

biocatalisadores.
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FIGURA 36 — IMAGENS DE MEV DAS AMOSTRAS CA E CANAOH

CANaOH

FONTE: O Autor (2019).

A FIGURA 37 apresenta as imagens de MEV para as amostras ICACOOH,
ICAIMZ e ICAAHD. Pode-se observar que as amostras ICACOOH, ICAIMZ e
ICAAHD apresentam a mesma morfologia apresentada pela amostra CANaOH. Isso
sugere que tanto a oxidacdo TEMPO/NaBr/NaClO quanto a funcionalizagdo pelo
método EDC/NHS néo alteram a morfologia das fibras/microfibrilas. Isso se deve a
similaridade observada nas imagens das amostras ICACOOH, ICAIMZ e ICAAHD
em que as fibras/microfibrilas estdo expostas superficialmente, assim como na

precursora CANaOH, porém ligadas entre si.



FIGURA 37 — IMAGENS DE MEV DAS AMOSTRAS ICACOOH, ICAIMZ E ICAAHD

ICACOOH ICACOOH

ICAIMZ ICAIMZ

FONTE: O Autor (2019).
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Assim como na CANaOH, isso sugere que nao ocorre a desestruturagao da
estrutura celulose/hemiceluloses/lignina durante as modificagbes quimicas. No
Apéndice encontram-se mais imagens das amostras com aumentos variando de 50
a 50000 vezes.

Dessa forma, as imagens de MEV sugerem a eliminagao da silica superficial
na amostra CA apods o tratamento alcalino, expondo assim as fibras/microfibrilas na
amostra CANaOH. Ainda, o fato das fibras/microfibrilas estarem expostas
superficialmente, porém unidas entre si, sugere que as hemiceluloses e lignina entre
as fibras/fibrilas ndo foi eliminada na CANaOH. Assim a estrutura
celulose/lignina/hemiceluloses internamente permanece unida, com a celulose das
fibras/microfibrilas superficiais exposta. Por fim, a morfologia das amostras
ICACOOH, ICAIMZ e ICAAHD nao muda quando comparada a CANaOH, indicando
que as reacdes de oxidacao com TEMPO/NaBr/NaCIlO e funcionalizacdo covalente
com EDC/NHS n&do desestruturam a estrutura celulose/lignina/hemiceluloses

internamente.
5.2.6 Caracterizagdes Complementares

O difratograma das amostras CA e CANaOH sao apresentados na FIGURA
38 e sao observados picos largos em 26 = 18° (referente a celulose amorfa) e 26 =
22° (referente a celulose 1)™°. O indice de cristalinidade (/) nessas amostras foi

calculado pelo método de Segal™'

(equacéo (2) e revelou I.= 54,01% para CA e I. =
52,94%, ou seja, uma leve diminuicdo da cristalinidade da celulose apds o
tratamento alcalino, valores de acordo com a literatura™?'*®. A concentracéo baixa
de NaOH, temperatura branda e tempo de reacdo curto sao suficientes para que
apenas ceras, impurezas superficiais (principalmente inorganicos), silica amorfa,
hemiceluloses e lignina sejam eliminados superficialmente, pois o NaOH néo
consegue penetrar na estrutura interna da casca de arroz>®. A auséncia de
deslocamentos nos picos dos difratogramas apds o tratamento alcalino sugere que
nao ocorreu conversao da celulose | para celulose I, o que também ja era esperado
devido as condigdes brandas™®. Assim, a eliminacdo desses compostos na
superficie da casca de arroz apenas torna a celulose superficial mais disponivel para
as reacgoes posteriores, enquanto o interior da casca de arroz permanece inalterado.

Esse resultado estda de acordo com as imagens de MEV das amostras CA e
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CANaOH que sugerem a eliminagcdo da silica superficial, porém sem a

desestruturacao da estrutura das fibras celuldsicas.

FIGURA 38 — DIFRATOGRAMA DAS AMOSTRAS CA E CANAOH EM SUBSTRATO DE ALUMINIO.

CANaOH
[
©
©
e
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C
9
£
CA
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FONTE: O Autor (2019).
I.(%) = IZOOIJ x 100 (2)
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As titulagdes com potencial zeta (FIGURA 39) revelaram um aumento do
potencial zeta das amostras SCAAHD e SCAIMZ em relacdo a SCACOOH. Isso é
esperado devido a conversdo de acidos carboxilicos em acidos hidroxamicos ou
imidazol, que estdo em suas formas neutra e desprotonada, respectivamente, em
contraste aos acidos carboxilicos desprotonados da SCACOOH. Isso faz com que
as amostras SCAAHD e SCAIMZ tenham um potencial zeta maior que o de sua
amostra precursora SCACOOH. A amostra SCAIMZ apresentou inclusive ponto
isoelétrico em torno de ~3,43, 0 que € esperado devido a protonagdo dos acidos
carboxilicos e imidazdis, dando ao coldide um carater mais positivo que a
precursora. E consenso que um potencial menor que -30 mV oferece repulsdo

eletrostatica suficiente para manter estaveis os coldides, evitando assim a
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agregacdo'%'%. O fato das amostras SCAAHD e SCAIMZ apresentarem potenciais
zeta menores que -30 mV acima dos pHs 3,19 e 4,68, respectivamente, e da
amostra SCACOOH apresentar valores abaixo de -30 mV em todo o espectro de pH
sugerem que as amostras sao altamente estaveis no pH em que foram

armazenadas e na faixa de pH em que foram realizados os estudos cinéticos.

FIGURA 39 — TITULACOES EM POTENCIAL ZETA DAS AMOSTRAS SCACOOH, SCAIMZ E
SCAAHD.

20- — = SCACOOH
| — e SCAIMZ
0 — a4 SCAAHD
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'100 T T T T T T T
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FONTE: O Autor (2019).

As analises de GPC/SEC para as amostras SCACOOH (FIGURA 40),
SCAIMZ (FIGURA 41) e SCAAHD (FIGURA 42) revelaram que as amostras sao
polidispersas e polimodais. O fato das amostras apresentarem picos de eluicdo em
volumes altos e somente refratarem a radiacdo, ndo apresentando um espalhamento
com a fonte de radiagao utilizada (A=632,8 nm), sugere que o raio de giro desses
coloides ¢é inferior a 31 nm (M20). Isso corresponde a um baixo grau de
polimerizagao da celulose nas amostras (DP<62), o que sugere que a oxidagao pelo
método TEMPO/NaBr/NaClO ocorreu preferencialmente em regides desordenadas
(celulose amorfa) e houve esfoliagdo do material, o que esta de acordo com a
literatura para a sintese de acidos poliglucurénicos a partir de amostras de celulose

mercerizadas®>"'6.



FIGURA 40 — PERFIL DE ELUICAO DA AMOSTRA SCACOOH
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FONTE: O Autor (2019).
FIGURA 41 — PERFIL DE ELUICAO AMOSTRA DA SCAIMZ
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FONTE: O Autor (2019).
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FIGURA 42 — PERFIL DE ELUIGAO DA AMOSTRA SCAAHD
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FONTE: O Autor (2019).

A FIGURA 43 apresenta as fotos das amostras ICACOOH, ICAIMZ e
ICAAHD apds o teste colorimétrico com FeCls. E possivel observar que as amostras
ICACOOH e ICAIMZ nao apresentam mudangas em sua coloragdo, porém a
amostra ICAAHD apresenta uma colocagao avermelhada apds o teste. Isso é devido
a formacdo de complexos entre os &cidos hidroxamicos e os ions Fe®, que

108,137

apresentam forte coloracédo avermelhada , um indicio da funcionalizagdo bem

sucedida da amostra ICAAHD com acidos hidroxamicos.

FIGURA 43 — AMOSTRAS SOLIDAS ICACOOH, ICAIMZ E ICAAHD APOS TESTE COM FECL,.

FONTE: O Autor (2019).
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5.2.7 Conclusdes parciais da Caracterizagao

O conjunto das técnicas de caracterizagdo permite afirmar: (i) houve a
oxidagao parcial das hidroxilas do C6 da celulose a acidos carboxilicos por meio do
método TEMPO/NaBr/NaClO, levando a duas amostras com graus de oxidagao
distintos: uma amostra coloidal com um maior grau de oxidacdo (SCACOOH) e a
uma amostra sélida com um menor grau de oxidagao (ICACOOQOH); (ii) as amostras
SCACOOH e ICACOOH foram funcionalizadas covalentemente e parcialmente pelo
método EDC/NHS/API com grupos imidazol (SCAIMZ e ICAIMZ) e pelo método
EDC/NHS/NH,OH com acidos hidroxamicos (SCAAHD e ICAAHD); (iii) as amostras
CANaOH, ICACOOH, ICAIMZ e ICAAHD apresentam uma alta area superficial de
celulose exposta enquanto as amostras SCACOOH, SCAIMZ e SCAAHD séo
coloides compostos majoritariamente por celulose modificada de baixa massa molar.
Foi possivel assim obter com sucesso 7 amostras derivadas do residuo
lignocelulésico casca de arroz: (i) uma amostra soélida (CANaOH) com fibras
celulésicas expostas; (ii) duas amostras template com grupos acidos carboxilicos,
uma delas um soélido com grande area superficial de fibras celuldsicas (ICACOOH) e
a outra um coléide de baixa massa molar (SCACOOH); (iii) duas amostras
funcionalizadas covalentemente com grupos imidazol, um sdlido (ICAIMZ) e um
coloide (SCAIMZ), similares quanto a sua natureza fisica com as suas amostras
precursoras ICACOOH e SCACOOH, respetivamente; (iv) duas amostras
funcionalizadas covalentemente com grupos acido hidroxamico, um sdlido (ICAAHD)
e um coldéide (SCAAHD), similares quanto a sua natureza fisica com as suas
amostras precursoras ICACOOH e SCACOOH, respetivamente. Essas amostras tem
um amplo potencial de aplicagdo uma vez que 0s grupos quimicos ancorados apos
cada etapa de sintese agregam novas propriedades ao material. A seguir sera
descrito o estudo cinético das amostras nas reacdes de desfosforilacdo com o

substrato DEDNPP e o pesticida Paraoxon.
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5.3 ESTUDO CINETICO COM ORGANOFOSFORADOS

Ap0s a sintese e caracterizagdo bem sucedida das amostras funcionalizadas
com imidazol (ICAIMZ e SCAIMZ) e com acidos hidroxamicos (ICAAHD e SCAAHD),
avaliou-se o0 desempenho dessas amostras na catdlise de reagdes de

desfosforilagao.
5.3.1 Atividade Catalitica com organofosforados

A atividade catalitica das amostras SCACOOH, SCAIMZ, SCAAHD,
ICACOOH, ICAIMZ e ICAAHD foi avaliada com o substrato DEDNPP. Este é
desfosforilado em meio aquoso levando ao diéster dietil fosfato e ao DNP (FIGURA
44). O produto DNP tem uma banda de absorcdo em 400 nm conferindo uma
coloragcao amarelada ao meio reacional conforme o avanco da reagao apresentada
na FIGURA 44. A FIGURA 45 mostra uma foto das amostras ICAAHD e SCAAHD
antes e apds a reagao com o substrato DEDNPP, sendo analoga a aparéncia do

meio reacional com as amostras SCAIMZ e ICAIMZ com o DEDNPP.

FIGURA 44 — REACAO DE DESFOSFORILAGAO DO TRIESTER DE FOSFATO DEDNPP EM
DIETIL FOSFATO E DNP.
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FONTE: O Autor (2019).

FIGURA 45 — ICAAHD E SCAAHD NO MEIO REACIONAL COM O SUBSTRATO DEDNPP.
ICAAHD SCAAHD

Antes Depois Antes Depois

FONTE: O Autor (2019).
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Assim, a reacdo entre as amostras sintetizadas e o substrato DEDNPP foi
acompanhada por espectroscopia UV-Vis pela formagao do produto DNP (FIGURA
46 A). Entdo, a curva cinética em 400 nm versus o tempo (FIGURA 46 B) foi

ajustada com a equagao (1) para obtengao da constante cinética observada (kops).

FIGURA 46 — A ESPECTROS UV-VIS DE 190-800 NM PARA A REAGAO ENTRE CAIMZ E
DEDNPP EM PH 9,46 E B ABSORBANCIA EM 400 NM VERSUS TEMPO PARA A MESMA
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FONTE: O Autor (2019).

As reacbes entre as amostras coloidais SCACOOH, SCAIMZ e SCAAHD e
as amostras solidas ICACOOH, ICAIMZ e ICAAHD foram avaliadas em uma ampla
faixa de pH. Os valores de kqps Obtidos do ajuste de cada curva cinética em seu

respectivo valor de pH sao apresentados na FIGURA 47.
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FIGURA 47 — ATIVIDADE CATALITICA DAS AMOSTRAS (A) SCAIMZ E ICAIMZ; E (B) SCAAHD E
ICAAHD, COMPARADAS COM AS AMOSTRAS SCACOOH, ICACOOH E A HIDROLISE
ESPONTANEA’ E ALCALINA™® TODAS A 21 °C. AS LINHAS VERMELHAS CORRESPONDEM AO
AJUSTE DOS DADOS EXPERIMENTAIS PELA EQUACAO (3).
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FONTE: O Autor (2019).

NOTA: Os valores de hidrélise esponté\nea70 e alcalina'® foram estimados pela equacao de Arrhenius
a partir dos valores reportados para essas reagdes a 25°C.
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E possivel observar que as amostras SCAIMZ, ICAIMZ, SCAAHD e ICAAHD
apresentaram valores de kqps superiores em toda a faixa de pH em relacédo a reagao
espontanea em agua’® e a reacdo alcalina’®. Estas mesmas amostras
apresentaram ainda valores de kqps superiores aos de suas precursoras SCACOOH
e ICACOOH, um indicio de atividade catalitica das amostras funcionalizadas com
imidazol e acidos hidroxdmicos. Ainda € evidente que a atividade catalitica das
amostras SCAIMZ, ICAIMZ, SCAAHD e ICAAHD aumenta com o aumento do pH,
tendo a curva de cada amostra algo préximo a um patamar perto do pK, do
imidazol/acido hidroxamico ancorado. Isso pode ser explicado pelo fato da atividade
catalitica do biocatalisador ser devido a sua forma nucleofilica, no caso do imidazol a
forma desprotonada e no caso do acido hidroxdmico ao hidroxamato. Também deve
ser levada em consideragao a contribuicao dos fenois desprotonados da lignina na
atividade catalitica, pois as reagdes espontanea, alcalina e devido aos grupos
nucleofilicos ancorados ndo descreve a atividade catalitica observada em todo o
perfil de pH. E imprescindivel entdo salientar a importancia das titulacdes
potenciométricas na caracterizagdo das amostras: os valores dos pK,'s dos grupos
nucleofilicos ancorados e dos fendis de lignina obtidos pelas titulagbes
potenciométricas devem estar de acordo com os valores obtidos pelo perfil cinético.

Assim, foi proposto o ajuste dos perfis cinéticos apresentados na FIGURA 47
pela equacao (3) que leva em consideragao 4 reagdes (FIGURA 48): (i) a hidrélise
espontanea em H,0O (ko = 6,24x10° s™), ja reportada na literatura’™; (i) a hidrdlise
alcalina devido a OH do meio aquoso (kon. = 0,195 M7's™), ja& reportada na
literatura'®?; (iii) reacéo nucleofilica por hidroxilas desprotonadas de fendis da lignina
(ko.); e (iv) reacado nucleofilica devido aos grupos nucleofilicos ancorados nas
amostras: imidazol neutro ou hidroxamatos (kny). As curvas vermelhas na FIGURA
47 correspondem ao ajuste pela equacao (3) dos dados experimentais de cada
amostra funcionalizada. E possivel observar que o modelo proposto descreve de
forma adequada os dados experimentais (r2>0,94 para todas as amostras),

corroborando assim os mecanismos de hidrélise assumidos na hipotese inicial.

Kobs = ko + kou-* [OH™] + ko- * [07] + kpyy * [Nu] 3)
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FIGURA 48 — CAMINHOS DE HIDROLISE PARA O SUBSTRATO DEDNPP NA REAGAO COM AS
AMOSTRAS ICAIMZ E SCAIMZ (A) E PARA AS AMOSTRAS ICAAHD E SCAAHD (B) EM MEIO
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FONTE: O Autor (2019).

Os valores das constantes de equilibrio bem como as constantes cinéticas
obtidas pela equacéao (3) do ajuste dos perfis de pH apresentados na FIGURA 47
sao apresentados na TABELA 7. Os valores das constantes de equilibrio obtidas
estdo de acordo com os resultados das titulagdes potenciométricas, 0 que comprova
a coeréncia do modelo proposto. Ja as constantes cinéticas de segunda ordem
obtidas do ajuste e devido a reacéo catalisada pelos nucledfilos ancorados (knu) €
fendis (ko') estdo entre os maiores valores ja relatadas na literatura'™®. Esses valores
sao normalizados e apresentados em relacdo a massa total de catalisador, assim
como o incremento em relagao a hidrdlise nao-catalisada, como forma de facilitar a
comparagao entre as amostras. Ao comparar com a CCAIMZ (kea=3,33x10° g's™)'¢,
a goma arabica funcionalizada com imidazol (k.=3,33x10* g's™)"", grafeno
funcionalizado com imidazol (ke.=1,83x10° g's")'*® e a propria molécula de
imidazol (kea=2,64x10* g™'s™")'*® todos na reacdo com o organofosforado DEDNPP,
os biocatalisadores sintetizados aqui apresentam as maiores constantes de segunda
ordem ja reportadas na literatura (ke=3,33x10° g's™")'®. A TABELA 7 apresenta
também o incremento catalitico (k:at'knzo) quUe € a razdo entre a soma das constantes
cataliticas de segunda ordem (knytko) € a constante catalitica da reacdo nao

catalisada, ambas sob as mesmas condi¢des (temperatura, pressao, etc.).
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TABELA 7 — CONSTANTES CINETICAS E PK,’'S OBTIDOS DO AJUSTE DOS PERFIS DE PH DAS
AMOSTRAS ICAIMZ, SCAIMZ, ICAAHD E SCAAHD NA REACAO COM DEDNPP A 21°C E O
INCREMENTO CATALITICO EM RELACAO A REACAO NAO CATALISADA

Amostra kyu (g7's™) pK. (Nu) ko' (g7's™) pK, (0) Keat/Knso
ICAIMZ 3,57x10° 6,05 6,14x10™ 8,57 8,76x10°
SCAIMZ 6,26x10° 6,18 2,49x10™ 9,46 3,13x10°
ICAAHD 5,99x10° 7,88 4,19x10™ 9,22 1,95x10°
SCAAHD 3,93x10° 6,80 3,67x107 9,09 3,28x10"

FONTE: O Autor (2019).

Se levado em consideracao o fato dessas constantes serem normalizadas
pela massa total de biocatalisador e que o grau de funcionalizagcdo em relacao a
massa total de biocatalisador é baixo (0,1-1 mmols de nucledfilo por g de
biocatalisador), o desempenho dos biocatalisadores fica na ordem de 10°-10” vezes
maior que a reacao nao catalisada. A FIGURA 49 mostra os incrementos cataliticos
absolutos (por grupo funcional) dos biocatalisadores sintetizados neste trabalho
comparado com o de outros catalisadores reportados na literatura. E possivel
observar que os biocatalisadores deste trabalho (em verde) obtiveram desempenho

superior ao da casca de arroz carboximetilada com imidazol'®

€ a goma arabica com
imidazol' (em azul) e das moléculas de imidazol™® e benzohidroxamato®® (em

vermelho).

FIGURA 49 — INCREMENTO CATALITICO DOS BIOCATALISADORES DESTE TRABALHO E
OUTROS CATALISADORES REPORTADOS NA LITERATURA COM O DEDNPP
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FONTE: O Autor (2019).

NOTA: O incremento da GAIMZ'® e do IMZ" foram estimados a 21°C através de seus valores
reportados a 25°C. O incremento do BHA™ foi estimado a 21°C a partir do valor reportado a 25°C e
somente para o ataque ao fosforo®.
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Quando comparado o incremento catalitico das amostras coloidais SCAIMZ
e SCAAHD em relacao a suas analogas heterogéneas ICAIMZ e ICAAHD, percebe-
se que as amostras coloidais tiveram desempenho superior. Isso ja € esperado, uma
vez que a catalise heterogénea tem certas limitagdes, como por exemplo a difusao
de reagentes até os nucledfilos onde ocorre a reagdo. Isso nao ocorre na catalise
com amostras coloidais, uma vez que reagente e catalisador ndo tem seu contato no
meio reacional limitado por processos difusivos.

Comparando as amostras funcionalizadas com imidazol versus &acido
hidroxdmico, percebe-se que os valores dos incrementos cataliticos ja normalizados
pela quantidade de grupos ancorados (FIGURA 49) sdo maiores para as amostras
SCAAHD e ICAAHD em relacdo as suas analogas SCAIMZ e ICAIMZ,
respectivamente. Esse comportamento € esperado por dois motivos: (i) as
constantes de dissociagdo dos acidos hidroxamicos sao maiores que as dos
imidazois quando comparadas amostras de mesma natureza, o que resulta em uma
maior basicidade de Bronsted (maior nucleofilicidade) dos acidos hidroxamicos em
relacdo aos imidazéis; e (ii) os acidos hidroxamicos, ao contrario dos imidazdis,
apresentam ainda o efeito alfa, ou seja, apresentam uma nucleofilicidade maior que
um nucledfilo que nao apresenta este efeito e tem mesmo pKa.

Quando comparada a constante catalitica normalizada pela massa total de
amostra na reagdo com o DEDNPP da amostra ICAIMZ (ke.=3,57x10° g's™") com a
amostra CCAIMZ (ke=3,33x107 g's™), aquela obteve um desempenho ligeiramente
superior. Entretanto ao normalizar a constante catalitica pela quantidade de
imidazdis ancorados em cada amostra, a ICAIMZ (k=0,82 g's") quando
comparada com a CCAIMZ (k..=0,43 g's™"), apresenta um desempenho quase duas
vezes maior.

Os resultados cataliticos promissores obtidos entre os biocatalisadores e o
substrato DEDNPP motivaram entdo o estudo com o pesticida Paraoxon, cerca de
10° vezes mais estavel em meio aquoso que o DEDNPP. O Paraoxon em meio
aquoso € desfosforilado levando ao diéster dietil fosfato e ao 4-nitrofenolato
(FIGURA 50). O produto 4-nitrofenolato tem uma banda de absorcdao em 400 nm,
possibilitando o acompanhamento da reacado por UV-vis. Foi entdo avaliada a
atividade catalitica dos biocatalisadores com o pesticida Paraoxon no pH 8,5. Nao
foram realizados testes cinéticos de forma a construir um perfil de pH como o

apresentado na FIGURA 47 devido a grande estabilidade do Paraoxon (~1O3 vezes
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mais estavel e mais toxico que o DEDNPP em meio aquoso). A equacéao (3) foi
utilizada para a obtengdo dos incrementos cataliticos, uma vez que a hidrélise
espontanea (ko = 1,88x107 s™) e a hidrdlise alcalina (kon. = 1,79x102 M s™) do
Paraoxon ja foram reportadas'®''. A TABELA 8 apresenta os valores de Kops € 0
incrementos cataliticos para a reacao entre os biocatalisadores e o pesticida

Paraoxon.

FIGURA 50 — REAGAO DE DESFOSFORILAGAO DO PESTICIDA PARAOXON EM DIETIL
FOSFATO E 4 NITROFENOLATO

o NO, o NO,
! — oo
EtO" 1 > OE? ‘0

organofosforado ~ NO;
Paraoxon menos téxico 4-nitrofenolato

FONTE: O Autor (2019).
TABELA 8 — CONSTANTES CATALITICAS DE PSEUDO-PRIMEIRA ORDEM E INCREMENTOS

CATALITICOS PARA A REAGAO ENTRE AS AMOSTRAS ICAIMZ, SCAIMZ, ICAAHD E SCAAHD E
O PESTICIDA PARAOXON A 21°C.

Amostra kovs (97's™) Keat/Knso
ICAIMZ (pH 8,46) 4,80x10° 3,05x10'
SCAIMZ (pH 8,47) 1,16x10° 7,68x10°
ICAAHD (pH 8,47) 7,60x10° 2,40x10°
SCAAHD (pH 8,51) 9,89x10™ 5,89x10°

FONTE: O Autor (2019).

A FIGURA 51 apresenta os incrementos cataliticos absolutos (por grupo
funcional) dos biocatalisadores com o Paraoxon comparados com valores de outros
catalisadores reportados na literatura'®’>'%°. Esses resultados s&o impressionantes
pois a quantidade de grupos nucleofilicos nos biocatalisadores é 0,1-1 mmol g e
sdo empregadas condi¢gbes brandas de reacéo (30 °C, pH préximo ao neutro, meio
aquoso). Ao comparar com outros sistemas reportados, como por exemplo o de
Perera e colaboradores'? em que um complexo organometalico de molibdénio & 40
°C obteve incrementos da ordem de 10%-10° em relagdo a reacéo espontanea, os
biocatalisadores desse trabalho aléem de terem desempenho superior empregam

condicdes mais brandas e sdo mais “verdes”.



99

FIGURA 51 — INCREMENTO CATALiTIpO ABSOLUTO DAS AMOSTRAS ICAIMZ, SCAIMZ,
ICAAHD E SCAAHD NA REACAO COM O PESTICIDA PARAOXON A 30°C.
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FONTE: O Autor (2019).

NOTA: O incremento catalitico do imidazol a 30 °C foi estimado de seu valor reportado a 25°C™%. 0
inc1r4eomento catalitico do NH,OH foi estimado de seu valor reportado a 27°C para um pH acima de
13

Com relagdao ao desempenho das amostras comparadas entre si, como
observado na reagdo das amostras com o substrato DEDNPP, novamente as
amostras com acido hidroxamico apresentaram atividades cataliticas superiores as
analogas com imidazol na reagdo com o Paraoxon (FIGURA 51). Esse
comportamento novamente ja era esperado e € explicado pela maior basicidade dos
acidos hidroxamicos em relagao aos imidazois e a presenca do efeito alfa naqueles
e ausente nestes. Assim como observado na reacdo com o DEDNPP, as amostras
coloidais também obtiveram incrementos superiores as suas analogas solidas na
reagdo com o Paraoxon. Esse comportamento, na reacdo com o DEDNPP, ja era
esperado e de forma anadloga é atribuido a alta difusdo de reagentes até os
nucleodfilos onde ocorre a reagao na catalise heterogénea.

Além disso, a alta atividade catalitica observada dos biocatalisadores
sintetizados na desfosforilagdo dos organofosforados DEDNPP e Paraoxon sugere
que as amostras podem apresentar incrementos da mesma ordem de grandeza com

outros organofosforados.
5.3.2 Reciclagem dos catalisadores
A fim de avaliar se realmente se tratava de uma catalise auténtica, a reacao

entre as amostras funcionalizadas com imidazol ICAIMZ e SCAIMZ, e as amostras

funcionalizadas com acidos hidroxamicos ICAAHD e SCAAHD foram avaliadas em
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estudos de reciclagem com o substrato DEDNPP (FIGURA 52 e FIGURA 53,
respectivamente). Os ciclos de catdlise, como ja descrito na literatura, ndo devem
ser influenciados pelo acimulo de DNP e dietil fosfato no meio reacional®. E
possivel observar que apos 3 ciclos de reagao entre os biocatalisadores e o
substrato DEDNPP os valores de kos dos 4 biocatalisadores nao diminuiu
consideravelmente, havendo assim a regeneragdo dos grupos nucleofilicos apos a
clivagem do substrato DEDNPP. Apesar da variagdo observada para as amostras
SCAIMZ e ICAAHD, a atividade catalitica permaneceu superior a reagao alcalina e
espontanea em todos os ciclos, ou seja, houve catalise. Isso é condigdo essencial
para a caracterizagcao das amostras como catalisadores, pois indica que nao ouve
lixiviacdo, envenenamento do catalisador ou a ocorréncia de reagao entre o

biocatalisador e o substrato de forma “suicida”®%?’.

FIGURA 52 — CONSTANTES CATALITICAS DE PSEUDO-PRIMEIRA ORDEM PARA AS
AMOSTRAS SCAIMZ (A) E ICAIMZ (B) DURANTE 3 CICLOS DE CATALISE COM O SUBSTRATO

DEDNPP A 21°C.
A . . . A o = o . 0 At
1° ciclo 2°ciclo  3°ciclo 1°ciclo  2°ciclo  3°ciclo

—~ 1E-5- —~ 1E5
‘Tm ‘\tl_)/
xé ~‘<€

1E-6 1 1E-6

SCAIMZ pH 8,03 ICAIMZ pH 7,99

FONTE: O Autor (2019).
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FIGURA 53 — CONSTANTES CATALITICAS DE PSEUDO-PRIMEIRA ORDEM PARA AS
AMOSTRAS SCAAHD (A) E ICAAHD (B) DURANTE 3 CICLOS DE CATALISE COM O SUBSTRATO

DEDNPP A 21°C.
A . . ) ; 5 ;
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FONTE: O Autor (2019).

Portanto, os experimentos de reciclagem revelaram que os biocatalisadores
SCAIMZ, ICAIMZ, SCAAHD e ICAAHD mantiveram sua atividade catalitica durante 3
ciclos de catalise. Apesar de ser um comportamento esperado para as amostras
funcionalizadas com imidazol'’, para as amostras com acidos hidroxamicos nem
sempre ocorre a reciclagem ao final da reagéo, atuando assim como um nucledfilo

“Suicida,s80,81 ,143-146.

Assim, a reciclagem dos biocatalisadores com o substrato
DEDNPP é uma caracteristica fundamental e imprescindivel que os qualifica como

catalisadores auténticos.
5.3.3 Elucidagado do mecanismo

As reacgdes de desfosforilagdo entre imidazdis e organofosforados via de
regra leva a reciclagem do imidazol (atua como catalisador), estando os dados de
acordo com a literatura' """, Entretanto, as reacgdes de desfosforilacéo entre acidos

35,44,95,96 147,148

hidroxamicos ou outros alfa-nucledfilos

e organofosforados como
discutido na sec¢éo 1.4.2 nem sempre € uma catalise. Podem ocorrer rearranjos do
alfa-nuledfilo formando espécies pouco nucleofilicas ou ainda a formacdo de
compostos fosforilados altamente estaveis entre o alfa-nucledfilo e o
organofosforado, ambas situacbes ataques “suicidas” que n&o regeneram o
catalisador.

Como forma de comprovar que de fato se trata de uma catalise e que o

mecanismo de ataque dos nucledfilos se da ao fosforo nos organofosforados, foram
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realizados estudos cinéticos com o substrato CDNB e os biocatalisadores. O
mecanismo das reagdes dos biocatalisadores sintetizados com o DEDNPP, como
apresentado na FIGURA 54, pode ocorrer por um ataque dos nucledfilos ao
substrato DEDNPP por dois caminhos preferenciais: (i) ataque ao fosforo, formando
um intermediario fosforilado que € hidrolisado gerando o diéster menos toxico e
regenerando o nucledfilo, ou (ii) ataque ao carbono aromatico, formando um produto

aromatico que nao regenera o nucledfilo, inutilizando-o como catalisador.

FIGURA 54 — ATAQUES NUCLEOFILICOS POSSIVEIS A MOLECULA DE DEDNPP POR UM
NUCLEOFILO NU.
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FONTE: O Autor (2019).

Como forma de elucidar qual foi efetivamente o mecanismo de ataque foi
proposta a reacdo entre os biocatalisadores e o substrato CDNB em que s é
possivel um ataque nucleofilico ao carbono aromatico e leva ao DNP (FIGURA 55).
Assim, é esperado que se forme o0 mesmo intermediario aromatico entre os
nucleodfilos e os substratos CDNB e DEDNPP caso realmente ocorra um ataque do
nucleodfilo ao carbono aromatico (FIGURA 54 e FIGURA 55). As reagdes entre os
biocatalisadores e o substrato CDNB foram acompanhadas pelo aparecimento do
produto DNP em 400 nm, como exemplificado para a amostra ICAAHD na FIGURA
56.
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FIGURA 55 — ATAQUE NUCLEOFILICO A MOLECULA CDNB POR UM NUCLEOFILO NU.
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FONTE: O Autor (2019).

FIGURA 56 — A ESPECTROS UV-VIS DE 190-800 NM PARA A REAGAO ENTRE ICAAHD E CDNB
EM PH 10 E B ABSORBANCIA EM 400 NM VERSUS TEMPO PARA A MESMA REACAQO
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FONTE: O Autor (2019).

Pelo ajuste das curvas cinéticas pela equagdo (1) foram obtidas as
constantes cinéticas observadas de pseudo-primeira ordem que sdo apresentadas
na TABELA 9. Pode-se observar que os valores ndo sao superiores a hidrélise na
auséncia dos biocatalisadores'®, ou seja, as amostras ndo catalisam a hidrolise
desse substrato. Ainda, comparando essas constantes com as constantes das
reacoes dos biocatalisadores com DEDNPP, percebe-se que as primeiras sao pelo
menos uma ordem de grandeza inferiores as ultimas. Logo, cineticamente essa rota
de ataque nucleofilico via carbono aromatico nao é favoravel com os

biocatalisadores.
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TABELA 9 — CONSTANTES CINETICAS OBSERVADAS PARA A REACAO COM O SUBSTRATO
CDNB EM PH 10 A 21°C.

Hidrélise
Amostra Alcalinae [ICACOOH SCACOOH ICAAHD SCAAHD ICAIMZ SCAIMZ
espontanea'*

kovs (') 6,89x10°  2,56x10° 9,27x10°  3,58x10° 1,36x10° 2,33x10° *

NOTA: Constante ndo determinada devido a reagdo extremamente lenta.
FONTE: O Autor (2019).

Isso prova que o mecanismo de ataque dos biocatalisadores na reacdo com
o organofosforado DEDNPP se da ao fosforo exclusivamente, formando um
intermediario fosforilado e consequentemente pela hidrélise deste ocorre a
regeneragao do catalisador e liberagao do diéster, como mostrado na FIGURA 57.
Esse mecanismo ja era esperado para materiais com imidazol na clivagem de
organofosforados, como elucidado na literatura pela presenga do intermediario
fosforilado e auséncia do intermediario aromatico com o imidazol’*®°. Entretanto
para alfa-nucledfilos ja foi reportada a hidrélise ndo-seletiva de organofosforados por

% e hidroxamatos®8"1%"

oximatos'® . De fato, como discutido na secdo 1.4.2, as
reacoes de desfosforilacdo catalisadas por acidos hidroxdmicos nem sempre
ocorrem pelo ataque ao centro de fosforo. Inclusive, sob certas condicbes e
dependendo dos organosfosforados, o ataque é preferencial ou ocorre em certo grau
ao carbono aromatico. Essa promiscuidade do ataque nucleofilico pode levar a
produtos de desfosforilagdo diferentes e inclusive com toxidade superior a do
organofosforado precursor. Assim, o fato das amostras funcionalizadas com acidos
hidroxamicos SCAAHD e ICAAHD apresentarem seletividade no ataque nucleofilico
ao centro de fésforo é uma caracteristica excelente nesses materiais e um dos

poucos relatos na literatura.
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FIGURA 57 — MECANISMO DE ATAQUE PROPOSTO PARA A REAGCAO ENTRE O SUSBSTRATO
DEDNPP E OS BIOCATALISADORES SINTETIZADOS NESTE TRABALHO
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FONTE: O Autor (2019).

Dessa forma, os biocatalisadores ICAIMZ, SCAIMZ, ICAAHD e SCAAHD se
mostraram seletivos enquanto nucledfilos, ndo atacando ao carbono aromatico do
CDNB. Isso é um forte indicio de sua seletividade no ataque ao atomo de fésforo no
DEDNPP, uma vez que tanto CDNB quanto DEDNPP em um ataque ao carbono
aromatico levariam ao mesmo intermediario aromatico. Essa seletividade € uma
caracteristica crucial em um catalisador e ainda mais importante em se tratando de
organofosforados em que dependendo do organofosforado e catalisador, podem
surgir varios mecanismos de clivagem e inclusive os produtos podem ser mais

téxicos que os precursores.
5.3.4 Conclusbes parciais do estudo cinético

As amostras funcionalizadas com imidazol SCAIMZ e ICAIMZ e as amostras
funcionalizadas com acido hidroxamico SCAAHD e ICAAHD foram estudadas na
reacao de desfosforilacdo do substrato DEDNPP, sendo as constantes de segunda
ordem obtidas dessa reacgao entre os maiores valores ja relatados na literatura. Além
disso, ao se analisar o incremento catalitico absoluto, os biocatalisadores
alcangaram incrementos cataliticos na ordem de 10%-10” vezes superior a reagado
nao catalisada em meio aquoso. Quanto a reciclabilidade dos biocatalisadores, estes
nao apresentaram variabilidade significativa ao longo de 3 ciclos de catalise
consecutivos, ou seja, as amostras ndo perdem a atividade catalitica apos

sucessivos ciclos de catalise. Em relacédo a seletividade das amostras SCAIMZ,
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ICAIMZ, SCAAHD e ICAAHD no mecanismo de ataque nucleofilico, as reagdes com
o substrato CDNB nao mostraram ataque ao carbono aromatico dessa molécula, um
forte indicio de que os biocatalisadores sintetizados nao atacam nucleofilicamente o
carbono aromatico do DEDNPP. Esses resultados surpreendentes com o substrato
DEDNPP motivaram o estudo com o pesticida Paraoxon, cerca de ~10° vezes mais
estavel e mais toxico que o DEDNPP em meio aquoso. Os incrementos cataliticos
dos biocatalisadores com o Paraoxon ficaram na ordem de 10*-10° vezes superior a
reacado nao catalisada, resultados entre os maiores ja reportados na literatura.

Além disso, esse desempenho surpreendente das amostras funcionalizadas
nas reagdes com os organofosforados DEDNPP e Paraoxon sugere ainda que as
amostras devem apresentar atividade -catalitica na desfosforilagdo de outros
organofosforados. Nesse sentido, os catalisadores desenvolvidos sdo promissores
pois além do desempenho catalitico eles atendem a muitos aspectos da quimica
verde, pois as reacdes podem ser realizadas em meio aquoso, a temperatura
ambiente, pH pouco drastico ~8, sao seletivos e seguem um caminho reacional
levando assim apenas a 2 produtos e ainda podem ser facilmente separados e

reutilizados no caso dos catalisadores heterogéneos.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Nesse trabalho foi proposta a funcionalizagdo covalente de um residuo
agricola em um catalisador para a degradagao de pesticidas. Uma abordagem
inovadora e ainda pouco explorada na literatura.

Pelo design de rotas de sintese seguindo principios da Quimica Verde foram
sintetizadas 7 amostras derivadas da CA, sendo 4 delas amostras sélidas (CANaOH,
ICACOOH, ICAIMZ e ICAAHD) e 3 amostras coloidais (SCACOOH, SCAIMZ e
SCAAHD). Dessa forma, pelo tratamento alcalino da CA, foi gerado uma amostra
sélida (CANaOH) com grande area superficial de celulose exposta. Através da
oxidacao de parte das hidroxilas da celulose na amostra CANaOH por duas rotas
pelo método TEMPO/NaBr/NaCIO gerou-se uma amostra sélida (ICACOOH)
contendo acidos carboxilicos em sua superficie e uma amostra coloidal
(SCACOOH), com acidos carboxilicos nas cadeias do polimero celulésico. As
amostras ICACOOH e SCACOOH tiveram parte de seus acidos carboxilicos
funcionalizados com grupos imidazol pelo método EDC/NHS/API, gerando a amostra
sélida ICAIMZ e a amostra coloidal SCAIMZ, respectivamente. De forma analoga, as
amostras ICACOOH e SCACOOH tiveram parte de seus acidos carboxilicos
funcionalizados com acidos hidroxamicos pelo método EDC/NHS/NH,OH, levando a
amostra solida ICAAHD e a amostra coloidal SCAAHD, respectivamente. Essas
modificacdes quimicas e fisicas nas amostras foram comprovadas por uma série de
técnicas de caracterizacao.

As amostras SCAIMZ, ICAIMZ, SCAAHD e ICAAHD foram avaliadas na
catalise da reacao de desfosforilagdo do substrato DEDNPP, estando os
incrementos cataliticos entre as maiores ja relatadas na literatura, sendo da ordem
de 10°10" vezes superiores & reagdo espontanea. Esses biocatalisadores
mantiveram sua atividade catalitica aproximadamente constante ao longo de 3 ciclos
de catalise com o DEDNPP, mostrando assim a reciclabilidade deles enquanto
catalisadores auténticos. Quanto ao mecanismo de ataque nucleofilicos desses
biocatalisadores ao DEDNPP, o estudo cinético com o substrato CDNB & um forte
indicio de um mecanismo de ataque preferencial ao centro de fésforo do DEDNPP
em relacdo ao seu carbono aromatico, sendo assim os biocatalisadores sao
seletivos em seu mecanismo de ataque nucleofilico. As amostras ICAIMZ, SCAIMZ,

ICAAHD e SCAAHD foram estudados entdo na desfosforilagdo do pesticida
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Paraoxon, cerca de ~10° vezes mais téxico e estavel que o DEDNPP. Esses
biocatalisadores obtiveram incrementos cataliticos da ordem de 10*-10° superiores a
reacao espontanea, entre os maiores valores relatados na literatura.

Concluindo, as amostras derivadas do residuo agricola CA funcionalizadas
com grupos nucleofilicos por rotas de sintese empregando principios da Quimica
Verde apresentaram alta atividade catalitica, seletividade e reciclabilidade na
degradagao de organofosforados, que sao utilizados inclusive na propria cultura do
arroz. Assim, um residuo agricola teve valor agregado incorporado e foi utilizado
como solugdo do problema de degradagdo de um pesticida téxico e persistente,

fechando um ciclo de consumo.

6.1 RECOMENDAGCOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a atividade catalitica dos biocatalisadores sintetizados com outros
organofosforados é altamente recomendavel. Por terem apresentado alta atividade
catalitica na reacdo com o substrato DEDNPP e o Paraoxon, reciclabilidade e
seletividade com o DEDNPP, espera-se que apresentem desempenhos similares na
catalise das reagdes de desfosforilagdo de outros organofosforados.

E possivel vislumbrar a utilizagdo de outros polissacarideos como template
para a modificacdo quimica (alginato, pectinas, quitosana, entre outros), materiais
estes que sdo baratos e disponiveis em uma grande variedade de fontes renovaveis
e biodegradaveis. Além disso, os métodos de modificacdo quimica empregados
neste trabalho (bem como tantos outros na literatura) possibilitam o ancoramento de
uma infinidade de outros grupos funcionais (e por que ndo a combinagao de grupos
funcionais?). Aliando assim o material alvo da funcionalizagdo com o0s grupos
quimicos que se deseja ancorar é possivel sintetizar materiais com aplicagdes tao

amplas quanto possivel a imaginagdo humana e a quimica.
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FIGURA A1 - IMAGENS DE MEV DA AMOSTRA CA

FONTE: O Autor (2019).
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FIGURA A2 — IMAGENS DE MEV DA AMOSTRA CANAOH

FONTE: O Autor (2019).
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FIGURA A3 — IMAGENS DE MEV DA AMOSTRA ICACOOH

FONTE: O Autor (2019).
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FIGURA A4 — IMAGENS DE MEV DA AMOSTRA ICAIMZ

FONTE: O Autor (2019).
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FIGURA A5 — IMAGENS DE MEV DA AMOSTRA ICAAHD

FONTE: O Autor (2019).
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FIGURA A6 — ESPECTROS DE RMN DE "°C DAS AMOSTRAS CA, CANAOH, ICACOOH, ICAAHD
E ICAIMZ NA REGIAO DE -5-205 PPM
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FIGURA A7 — ESPECTROS DE RMN DE 139 DAS AMOSTRAS SCACOOH, SCAAHD E SCAIMZ NA
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FIGURA A8 — TITULAGAO POTENCIOMETRICA DA AMOSTRA SOLIDA ICANAOH
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