UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

WILLIAN HIDEKI TAKARADA

DESENVOLVIMENTO DE BIOCATALISADORES E GEIS DERIVADOS DE
CARBOXIMETILCELULOSE PARA A DEGRADAGCAO DE
ORGANOFOSFORADOS

CURITIBA
2022



WILLIAN HIDEKI TAKARADA

DESENVOLVIMENTO DE BIOCATALISADORES E GEIS DERIVADOS DE
CARBOXIMETILCELULOSE PARA A DEGRADAGAO DE
ORGANOFOSFORADOS

Dissertacdo apresentada ao curso de Péds-
Graduacdo em Quimica, Setor de Ciéncias
Exatas, Universidade Federal do Parana, como
requisito parcial a obtencao do titulo de Mestre
em Quimica.

Orientadora: Profé. Dr2. Elisa Souza Orth

Coorientador: Prof. Dr. Rilton Alves de Freitas

CURITIBA
2022



DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGAO NA PUBLICAQAO (CIP)
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SISTEMA DE BIBLIOTECAS - BIBLIOTECA DE CIENCIA E TECNOLOGIA

Takarada, Willian Hideki

Desenvolvimento de biocatalisadores e géis derivados de
carboximetilcelulose para a degradagao de organofosforados / Willian Hideki
Takarada. — Curitiba, 2022.

1 recurso on-line : PDF.

Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal do Parand, Setor de
Ciéncias Exatas, Programa de Pds-Graduagdo em Quimica.

Orientador: Elisa Souza Orth
Coorientador: Rilton Alves de Freitas

1. Imidazois. 2. Acidos Hidroxamicos. 3. Catalise. 4. Pesticidas. 5. Géis
Neutralizantes. |. Universidade Federal do Parana. |l. Programa de Pos-
Graduagédo em Quimica. ll. Orth, Elisa Souza. IV. Freitas, Rilton Alves de. V.
Titulo.

Bibliotecario: Elias Barbosa da Silva CRB-9/1894




T
UFPR

UNIYERSIDADE FEDERAL DO PARANA

MINISTERIO DA EDUCAGAO

SETOR DE CIENCIAS EXATAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAD
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO QUIMICA -
40001016026P2

TERMO DE APROVACAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-Graduagéo QUIMICA da Universidade Federal
do Parana foram convocados para realizar a arguigio da Dissertacdo de Mestrado de WILLIAN HIDEKI TAKARADA intitulada:
DESENVOLVIMENTO DE BIOCATALISADORES E GEIS DERIVADOS DE CARBOXIMETILCELULOSE PARA A
DEGRADAGCAO DE ORGANOFOSFORADOS, sob orientagé@o da Profa. Dra. ELISA SOUZA ORTH, que apds terem inquirido o

aluno e realizada a avaliagéo do trabalho, séo de parecer pela sua APROVAQAO norito de defesa.

A outorga do titulo de mestre esta sujeita & homologagéo pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicages e corregdes

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pos-Graduagéo.

CURITIBA, 31 de Agosto de 2022.

Assinatura Eletronica
15/09/2022 10:04:04 0
ELISA SOUZA ORTH

Presidente da Banca Examinadora

Assinatura Eletrénica

13/09/2022 15:18:39.0
IZABEL CRISTINA RIEGEL VIDOTTI MIYATA
Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

Assinatura Eletrénica
14/09/2022 18.02:32.0
WATSON LOH
Avaliador Externo (UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS)

CENTRO POLITECNICO - CURITIBA - Parana - Brasil
CEP 81531-890 - Tel: (41) 3361-3008 - E-mail: cpgquim@ufpr.br

Documento assinado eletronicamente de acordo com o disposto na legislagéo federal Decreto 8538 de 08 de outubro de 2015.

Gerado e autenticado pelo SIGA-UFPR, com a seguinte identificagéo anica: 219197

Para autenticar este documento/assinatura, acesse hitps://www.prppg.ufpr.brisiga/visitante/autenticacacassinaturas.jsp

e insira o codigo 219197



Dedico este trabalho aos meus pais, Mdnica e Edson,
que sempre confiam nas minhas escolhas mesmo

quando ndo concordam com elas.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar, & minha familia. A minha mae Ménica, que sempre foi
um pilar fundamental em toda a minha vida, pessoa que me serve de inspiragao e
sem a qual eu ndo seria metade da pessoa que sou hoje. Ao meu pai Edson, que
aceitou de bom grado um filho quimico e aos poucos foi convencido de que esse
era o caminho que eu queria seguir. Ao meu irméao Henrique que foi uma boa
companhia durante todo o tempo que tivemos que ficar isolados na pandemia e por
me ajudar nas primeiras idas ao laboratério durante esse tempo incerto. Ao meu
padrasto e novamente a minha mae, por me ajudarem a encontrar novamente o
rumo da minha vida durante a escrita dessa dissertagao.

Em seguida, a minha orientadora Prof?. Elisa Orth por ter me aceitado no
GCC desde o ano de 2017, na iniciagao cientifica, e por ter me aceitado também
no mestrado. Sou muito grato a todo crescimento pessoal e profissional que me
proporcionou; € por estar presente em todos os momentos-chave de minha
trajetéria, sendo sempre assertiva quando preciso e td4o compreensiva quanto
possivel. Com certeza hoje eu enxergo o mundo com outros olhos gragas aelae a
todas as experiéncias que o GCC me proporcionou!

Ao meu coorientador Prof. Rilton Alves de Freitas por ter aberto as portas
do BIOPOL para mim em 2019, durante meu estagio final da graduagao. Desde
entdo aprendi a enxergar os biopolimeros de outra maneira e continuo aprendendo
muitas coisas novas das quais nunca imaginei. Nao posso deixar de agradecer
também por todas as conversas descontraidas durante as pausas do café e
confraternizagdes do grupo.

As professoras Dr®. Izabel Riegel-Vidotti e Dr?. Caroline D’Oca pelas
contribui¢des na banca de exame de qualificagao.

Aos professores Dr?. Izabel Riegel-Vidotti e Dr. Watson Loh pelo aceite em
participar da avaliagao de defesa deste trabalho.

A todos os meus colegas e amigos do GCC, grupo de pesquisa que € minha
familia cientifica: Alex, André, José, Lucas, Mary, Patricia, Renata e Yane.
Agradeco pelas inumeras conversas e opinides cientificas e n&o-cientificas (no
laboratério ou no bar); ensinamentos e discussdes de técnicas, dados e resultados;
ajudas com experimentos; incentivos e apoios pessoais. Trabalhar com vocés —

mesmo com eventuais desentendimentos — € uma experiéncia muito prazerosa e



levarei esse legado adiante. Em especial, gostaria de agradecer ao José que € meu
amigo e parceiro de vertente — e pai cientifico — desde minha entrada no grupo:
quase tudo que sei foi ele que me ensinou (inclusive ser menos ansioso). Também
gostaria de agradecer especialmente a Renata, Yane, Valmir e André por terem
sido minha base nesses ultimos anos, transformando todos os furacbes em minha
vida em leves brisas.

A todos os colegas e amigos que fiz no BIOPOL, os quais n&do vou me
atrever a citar todos os nomes para nao esquecer nenhum. Agradeco por toda a
ajuda em experimentos, técnicas e equipamentos; pelas discussbes de trabalho
enriquecedoras; pelas varias conversas sérias e outras nem tanto (por todas as
informacgdes trocadas); e claro, pelo café nosso de cada dia e pelas poucas vezes
gue conseguimos ir para um bar (dou valor a cada uma delas).

Aos grupos GPMin e GQM, pela amizade, pelo convivio diario, pelas
gargalhadas, pelas experiéncias e conhecimentos compartilhados, e por me
permitirem registrar tudo isso por selfies.

A todos os meus amigos que fiz pelo curso de quimica (e na vida) e que
aguentaram meus surtos e desabafos de trabalho, me dando suporte. Amo vocés
mesmo que nao nos falemos todos os dias. Agradegco em especial ao Otavio que
sempre pde meus pés no chdo, mas topa (quase) todas minhas loucuras; a Thais
e ao Luan que me conhecem ha tanto tempo que sabem mais de mim do que eu
mesmo; a Ana Paula, Lidia e Thayna que me salvaram tantas vezes em momentos
decisivos; a Giselle e Washington que tornam todos os momentos mais engragados.

Ao Departamento de Quimica da UFPR, minha casa desde 2015. A todos
os professores, técnicos e funcionarios que, todos os dias, auxiliam no
funcionamento do departamento e contribuem para a formacao profissional de
inumeros alunos.

A CAPES, pela concessdo da minha bolsa de mestrado. Além disso,
agradeco aos 6rgaos de fomento que possibilitam a nossa pesquisa: UFPR, CNPq,
Fundacao Araucaria, L’'Oréal-UNESCO-ABC e PHOSAGRO/UNESCO/IUPAC.

Deixo um agradecimento final a todos que, por algum motivo, eu tenha
esquecido de mencionar, mas que foram importantes nessa caminhada.

Muito obrigado!



“Ichi-go Ichi-e”
“Um momento, um encontro”

(Provérbio Japonés)



RESUMO

Organofosforados sao compostos organicos contendo fosforo em sua
estrutura cuja classe mais conhecida, a dos ésteres de fosfato, € amplamente
empregada como pesticidas e armas quimicas de guerra devido a sua alta
toxicidade. Esses compostos sédo altamente estaveis, o que torna o processo de
detoxificagdo quimica (i.e., reagdes que levam a neutralizagao) bastante desafiador.
Ainda, promover o processo de neutralizagdo de maneira sustentavel, eficiente,
econdmica e seletiva abrange um desafio ainda mais complexo. Dentro deste
contexto, o uso de grupos nucleofilicos altamente reativos em reagbes de
desfosforilagdo (e.g., acidos hidroxdmicos e imidazdis), funcionalizados
covalentemente em templates poliméricos € uma proposta bastante promissora.
Um biopolimero bastante versatil € a carboximetilcelulose (CMC), devido: baixo
custo, facil obtencdo e manuseio, atoxicidade, biocompatibilidade e alta
viscosidade em concentracdes elevadas, possibilitando varios materiais com
diferentes caracteristicas (e.g., géis e membranas). Desse modo, o objetivo deste
trabalho foi desenvolver biocatalisadores e géis neutralizantes para
organofosforados derivados de CMC com grupos acidos hidroxamicos ou imidazais.
Para isso, a CMC comercial foi funcionalizada covalentemente com grupos acidos
hidroxamicos e imidazois, de modo a obter trés biocatalisadores usando
precursores diferentes. Todas as amostras foram caracterizadas por
espectroscopia de infravermelho, analises termogravimétricas, titulagdes
potenciométricas, cromatografia de exclusdo por tamanho, titulagbes de potencial
zeta e testes colorimétricos. Através delas foi possivel comprovar a modificacéo
quimica e estimar o grau de funcionalizagdo dos materiais. Além disso, a CMC
comercial foi caracterizada reologicamente e os ensaios revelaram a formacgao de
géis em altas concentracbes de polimero. Geéis neutralizantes foram
confeccionados utilizando os biocatalisadores como aditivos em uma matriz de
CMC. A atividade catalitica dos biocatalisadores foi avaliada frente a reacédo de
neutralizacdo dos organofosforados dietil-2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP, o
substrato modelo) e Paraoxon (pesticida real). As amostras apresentaram
incrementos cataliticos de até 10* vezes em comparagéo a reagéo na sua auséncia,
resultados entre os melhores reportados na literatura. Além disso, os
biocatalisadores provaram ser reciclaveis por pelo menos 3 ciclos de reagdes. Os
estudos de mecanismo mostraram que os materiais sdo seletivos para ataque
nucleofilico ao centro de fésforo dos organofosforados, caminho reacional
preferivel pois garante produtos menos téxicos ao final da reagdo. Os géis
neutralizantes foram avaliados em testes de permeacéo in vitro simulando um caso
de prevencao a intoxicacdo por DEDNPP, por meio do aparato de Célula de Franz,
revelando 80% de degradag¢ao do organofosforado apds 12 horas. Desse modo,
foram sintetizados trés biocatalisadores altamente reativos na neutralizagcdo de
organofosforados por meio de técnicas verdes de sintese, podendo ser utilizados
tanto na forma coloidal como na forma de gel, estratégia ainda pouco explorada
para promover a seguranga quimica da populacao.

Palavras-chave: Imidazol. Acido Hidroxamico. Catalise. Géis Neutralizantes.
Pesticidas. Quimica Verde. Permeagao in vitro.



ABSTRACT

Organophosphates are organic compounds containing phosphorus in their
structure and among them phosphate esters are widely used as pesticides and
chemical weapons due to their high toxicity. These compounds are highly stable,
which makes the process of chemical detoxification (i.e., neutralization reactions)
quite challenging. Furthermore, promoting the neutralization process in a
sustainable, efficient, economical and selective encompasses an even more
complex challenge. In this context, the use of highly reactive nucleophilic groups in
dephosphorylation reactions (e.g., hydroxamic acids and imidazoles), covalently
functionalized in polymeric templates is a very promising proposal. A very versatile
biopolymer is carboxymethyl cellulose (CMC), due to its low cost, easy obtaining
and handling, non-toxicity, biocompatibility and high viscosity at high concentrations,
allowing several materials with different characteristics (e.g., gels and membranes).
Thus, the objective of this work was to develop CMC-derived biocatalysts and
neutralizing gels for organophosphates with hydroxamic acids or imidazoles groups.
For this, commercial CMC was covalently functionalized with hydroxamic acid and
imidazole groups, in order to obtain three biocatalysts using different precursors. All
samples were characterized by infrared spectroscopy, thermogravimetric analysis,
potentiometric titrations, size exclusion chromatography, zeta potential titrations and
colorimetric tests. The techniques allowed to prove the chemical modification and
estimate the degree of functionalization. In addition, commercial CMC was
rheologically characterized and the tests revealed the formation of gels at high
polymer concentrations. Neutralizing gels were made using the biocatalysts as
additives in a CMC matrix. The catalytic activity of the biocatalysts was evaluated
against the neutralization reaction of the organophosphates diethyl-2,4-
dinitrophenyl phosphate (DEDNPP, model substrate) and Paraoxon (real pesticide).
The samples showed rate enhancements up to 10%-fold compared to the reaction in
their absence, results among the best reported in the literature. Furthermore, the
biocatalysts proved to be recyclable for at least 3 reaction cycles. Mechanistic
studies showed that the materials are selective for nucleophilic attack on the
phosphorus of organophosphates, a desirable reaction path which guarantees less
toxic products. The neutralizing gels were evaluated in in vitro permeation tests
simulating a case of intoxication prevention by DEDNPP, using the Franz Cell
apparatus, revealing 80% of organophosphate degradation after 12 hours. Thus,
three highly reactive biocatalysts were synthesized for the neutralization of
organophosphates by means of green chemistry techniques, which can be used
both in colloidal and gel forms, a strategy still poorly explored to promote the
chemical safety of the population.

Keywords: Imidazole. Hydroxamic Acid. Catalysis. Neutralizing Gels. Pesticides.
Green Chemistry. In vitro permeation.
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1 INTRODUGAO

Os organofosforados constituem uma classe de compostos de importante
papel na manutengdo da vida em nosso planeta. Na forma de monoésteres e
diésteres de fosfato, sdo imprescindiveis em inumeros processos bioldgicos, como
na transmissdo genética e no metabolismo energético. No entanto, a classe dos
triésteres de fosfato, desenvolvidas pelo ser humano, apresentam alta toxicidade e
sao empregados como pesticidas e gases de guerra. Uma vez que estes
compostos apresentam também alta estabilidade quimica, o estudo e
desenvolvimento de sistemas e materiais que promovam as reacbes de
desfosforilagédo, ou seja, de neutralizagdo desses compostos se torna desafiador e
uma grande necessidade.

Um desafio ainda maior é elaborar e desenvolver propostas mais
sustentaveis para a detoxificagdo quimica, como o uso de reagentes de baixa
toxicidade, de menor custo e que possam ser obtidos em condi¢cdes brandas de
sintese (e.g., temperatura ambiente e pH proximo ao neutro). Nesse contexto, o
uso de polissacarideos € uma tatica bastante promissora pois além de atenderem
aos principios de sustentabilidade, sdo encontrados em grande abundéncia no
planeta, sendo biocompativeis e biodegradaveis.

A modificacdo quimica desses polissacarideos pode promover outras
propriedades ao material e permite que grupos nucleofilicos (como imidazéis e
acidos hidroxamicos) sejam ancorados ao esqueleto polimérico para que o material
final seja capaz de catalisar reagcdes, como as de desfosforilagdo. Derivados de
celulose, como a carboximetilcelulose, sao bastante promissores para este fim, pois
apresentam caracteristicas adicionais quando comparadas a sua precursora (e.g.,
solubilidade em agua) ao mesmo tempo que mantém suas propriedades de baixa
toxicidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade. Além disso, as solugdes
concentradas desse polimero apresentam alta viscosidade, podendo formar
estruturas gelificadas, encorajando a criagdo de membranas e géis, que ampliam o
campo de possibilidade de aplicacdo desses materiais.

Conforme o contexto apresentado, a proposta desse trabalho foi realizar a
modificagdo quimica da carboximetilcelulose com grupos nucleofilicos, verificar a
atividade catalitica dos materiais desenvolvidos como detoxificante nas reacdes de

desfosforilagdo e desenvolver géis neutralizantes para prevenir a intoxicagéo por
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organofosforados. A estratégia sugerida no trabalho é bastante promissora e
inovadora, com poucos estudos a respeito, além de agregar outros pontos
importantes: i) uso de polissacarideos: materiais baratos, com baixa toxicidade,
biocompativeis e biodegradaveis, tornando o processo mais verde; ii) utilizagao de
metodologias de sinteses mais brandas, como temperatura ambiente e pH neutro;
iii) destruicdo de organofosforados, que s&o altamente toxicos e estaveis; iv) propor

aplicagao como um produto final na forma de gel.

1.1 ORGANOFOSFORADOS

Organofosforados (OP) constituem uma ampla classe de compostos
quimicos organicos fosforilados, onde comumente o fosforo pentavalente possui
ligagdo dupla com um atomo de oxigénio (P=0)"3. Conforme ilustra a FIGURA 1,
esses compostos podem ser classificados como mono, di ou trissubstituidos
dependendo do grau de substituicdo do acido fosférico, onde o fésforo pode estar

ligado a atomos, como oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre, flior, entre outros?3.

FIGURA 1 - ESQUEMA DA CLASSIFICAGAO GERAL DE ORGANOFOSFORADOS E ALGUNS
EXEMPLOS DE PROCESSOS BIOLOGICOS, AGROTOXICOS E ARMAS QUIMICAS
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FONTE: Autor (2020)

Os OP sao amplamente conhecidos devido ao seu uso no controle de
pragas na agricultura e armas quimicas, como o pesticida Paraoxon e o gases

neurotéxicos VX e Tabun (estruturas mostradas na FIGURA 1). No entanto, esses
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compostos fosforilados também sio utilizados como retardantes de chama,
agentes plastificantes e parasiticidas em medicina veterinaria; além de serem
naturalmente responsaveis por diversos processos biolégicos essenciais para o ser
humano™24,.

Como consequéncia de sua alta estabilidade quimica, os monoésteres e
diésteres de fosfato sdo essenciais na estrutura quimica e na manutencédo de
inumeros processos biologicos: sdo constituintes dos acidos nucleicos (DNA e
RNA), responsaveis pelo armazenamento e transmissao de informagdes genéticas.
Além disso, sao responsaveis pela estruturagcdo de diversas lipoproteinas do
plasma sanguineo, enzimas (como as transferases e fosforilases) e reserva e
liberacao de energia celular (e.g. fosfocreatina, fosfoarginina e adenosina trifosfato
(ATP))>. Por outro lado, os OPs trissubstituidos sédo produzidos artificialmente para
os mais diversos fins. O histérico desses compostos fosforilados € bastante
interessante, uma vez que revela uma intima relagao estrutural entre os pesticidas
e as armas quimicas de guerra, conforme mostra a FIGURA 2. Embora ha relatos
de OPs sintetizados desde os anos 1837, € comum atribuir a sintese de primeiro
organofosforado ao quimico francés Philippe de Clermont. Em 1854, Clermont
publicou a sintese do tetraetilpirofosfato (ou TEPP), primeiro inseticida OP inibidor
da acetilcolinesterase (AChE) (vide FIGURA 2)'346.7 Esse agroquimico foi vendido
comercialmente e apresentou bastante eficacia devido sua alta toxicidade?®.

Mais tarde, em torno de 1937 (no contexto da Segunda Guerra Mundial), o
quimico alemao Gerhard Schrader foi incumbido de desenvolver OPs para uso
como pesticidas. Dentro do projeto, centenas de compostos foram sintetizados e
avaliados, dentre eles alguns que apresentaram alta neurotoxicidade — como o
Tabun, Sarin (1937) e 0 Soman (1944)"47, cujas estruturas estio apresentadas na
FIGURA 2). Desse modo, esses ultimos trés compostos foram classificados como
armas quimicas de guerra. Schrader obteve éxito em seu projeto e também
desenvolveu os pesticidas Parathion, Paraoxon (registrados em torno de 1948) e
outras classes de compostos organofosforados contendo flior'-3#7. Desde entéo a
sintese de OPs foi amplamente estudada e aprimorada: em meados de 1992, o
quimico Mirzayanov revelou a existéncia e sintese dos agentes Novichok (exemplo
na FIGURA 2) na Unido Soviética entre 1971 e 1993. Essa classe de
organofosforados é mais letal que as armas quimicas sintetizadas pelos alemaes

na Segunda Guerra.
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FIGURA 2 — HISTORICO DE SINTESE DE COMPOSTOS ORGANOFOSFORADOS,
EVIDENCIANDO ALGUNS EXEMPLOS
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Fonte: Autor (2022)

Embora a utilizacdo de armas quimicas seja proibida mundialmente, ha
algumas problematicas relacionada a esses compostos: como os estoques e 0s
riscos de atentados terroristas. Embora n&o utilizadas na Segunda Guerra, as
armas quimicas foram sintetizadas em larga escala desde aquele periodo e hoje
ha muitos estoques téxicos remanescentes. A Organizagédo para a Proibigdo das
Armas Quimicas (OPCW), ganhadora do Prémio Nobel da Paz em 2013, estima
que 99% dos estoques declarados de armas quimicas foram neutralizados, mas
esse percentual ainda se converte em mais de 500 mil toneladas de armas
quimicas que devem ser tratadas®.

Outro problema esta relacionado ao risco de atentados terroristas
envolvendo gases de guerra, casos presentes em varios momentos da historia,
mesmo com a proibicdo de utilizagcdo desses compostos. Em 1995, houve um
famoso ataque terrorista ao metr6 de Toéquio (Japado), onde o gas Sarin foi
responsavel pela morte de cerca de 12 pessoas e milhares de feridos pela
exposicdo®'%. Mais recentemente, em 2013 e 2017, armas quimicas foram
utilizadas na guerra civil da Siria mesmo apds o pais assinar um tratado de renuncia
a essa pratica’. Depois disso, em 2018, os agentes Novichok entraram em cena

apos serem utilizados numa tentativa de assassinato a um opositor do governo
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russo e sua filha, na Inglaterra’. A ocorréncia desses ataques levanta um
importante alerta para a necessidade de seguranga quimica da populagéo e
respostas rapidas e eficientes a estas ocorréncias, uma vez que além de altamente
téxicos, os OPs possuem ligacdes bastante estaveis quimicamente, dificultando as
reagdes que levam a sua degradagao.

Ja na tematica dos agrotoxicos, somada a elevada toxicidade e alta
estabilidade quimica, ha problemas relacionados ao uso de grandes quantidades
(inclusive acima do determinado na legislagao, possibilitando que estes compostos
cheguem a mesa do consumidor), persisténcia no meio ambiente e os casos de
intoxicagdes decorrentes da exposicdo, manuseio ou ingestdo desses
organofosforados. Segundo os dados de 2017 da Organizagédo das Nagdes Unidas
para Alimentacdo e Agricultura (FAO), o Brasil € um dos paises que mais
consomem agrotoxicos no mundo todo'3, conforme mostra o grafico da FIGURA 3A,
onde os paises marcados com a cor vermelha mais intensa indicam um maior
consumo de pesticidas (em toneladas) por area agricultada. Quando analisamos
somente o Brasil (vide FIGURA 3B), € possivel verificar uma média anual de 900
mil toneladas de agrotdxicos utilizados no pais entre 2012 e 2014, onde o maior

consumo por area agricultavel é da regido Centro-Oeste do pais’.

FIGURA 3 — MAPA ESQUEMATICO DO (A) USO MUNDIAL DE PESTICIDAS, EM TONELADAS
POR AREA PLANTADA NO ANO DE 2017 (B) USO BRASILEIRO DE PESTICIDAS, POR
REGIAO, ENTRE 2012 E 2014
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Fonte: Adaptado de FAO'3 e Bombardi'# (2022).

Além disso, a tendéncia do uso é ascendente ao longo dos anos e segundo
o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), somente no ano de

2021 foram registrados 562 defensivos agricolas, numero recorde em relagcéo aos
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anos anteriores’®'5. Esses numeros de consumo se refletem em casos de uso
acima dos permitidos na legislagcéo, que levam a presenga desses compostos nos
alimentos e podem ocasionar casos de intoxicagao.

Em relacdo ao monitoramento do uso e presenca de agrotoxicos nos
alimentos, ha relatérios sistematizados como o do Programa de Analise de
Residuos de Agrotdéxicos em Alimentos, da ANVISA, onde os dados de 2018
revelaram que 51% das amostras de alimentos estavam contaminadas com
agrotoxicos — inclusive OPs como Acefato, Etefom e Clorpirifés — sendo 23% delas
com limites acima do permitido pela legislagdo brasileira'®. Apesar de elucidar um
pouco do panorama, € necessario lembrar que o relatério apresenta algumas
limitagGes: sdo analisados apenas pesticidas especificos (geralmente os de maior
uso) e alguns alimentos (geralmente os vegetais de maior safra ou consumo pela
populagao).

Seguindo a légica de raciocinio e os dados apresentados até o momento,
ha um aumento na exposicdo da populacdo aos pesticidas, tornando casos de
intoxicagcdo mais comuns. Segundo o Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN) do Ministério da Saude do Brasil, entre os anos de 2007 e 2017,
foram quase 38 mil casos confirmados de intoxicagao por agrotéxicos no pais
(excluindo casos de exposi¢do)'’. As intoxicagbes majoritariamente sdo por
pesticidas de uso agricola''” e somam quase 28 mil casos confirmados no periodo
analisado' ', Dentre estes pesticidas de uso agricola, a classe dos OPs ¢ bastante
presente, segundo estudos realizados em diversas regides do pais em anos
diferentes: em todos os estudos de caso brasileiros, os organofosforados foram a
principal causa de intoxicag&o, seja por risco ocupacional ou em tentativas de
suicidio'®2!, Estudos de caso internacionais a respeito de intoxicagdo por OPs
também ja foram realizados ao longo dos anos???4, indicando que o problema de
intoxicagao por essa classe de pesticidas € de magnitude global.

Dessa forma, €& necessario realizar o monitoramento de uso destes
compostos e desenvolver e aprimorar mecanismos rapidos e eficientes de acdo em
casos de intoxicacdo. Para isso, € necessario e importante ressaltar que ndo ha
apenas um mecanismo de agao dos OPs nos seres vivos. De uma maneira geral,
os pesticidas e armas quimicas OPs agem como inibidores competitivos e
irreversiveis da AChE, enzima responsavel por fungdes neuroldgicas somaticas e

autondmicas’?2%. Na reacgéo, exemplificada na FIGURA 4, o residuo de serina da
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AChE reage com o organofosforado de maneira irreversivel, desativando-a. Esse
processo é conhecido também como envelhecimento da enzima?®. Sendo assim,
estudos mostram a alta toxicidade aguda desses compostos em mamiferos, onde
baixas concentragdes de OP podem levar o individuo a 6bito devido a acumulagao
do neurotransmissor acetilcolina em seus receptores?>26. Por outro lado, alguns
compostos da classe dos OPs apresentam mecanismo de intoxicacédo distinto,
como € o caso do herbicida glifosato: ndo ha toxicidade aguda pela inibicdo de
AChE, mas os estudos de toxicidade cronica apontam a danificacdo de células
enddcrinas, placentarias, epiteliais e do proprio DNA?”. Desse modo, é de extrema
importancia o estudo das reacbes de desfosforilagdo (i.e., neutralizacdo quimica
desses compostos), de forma a promover a detoxificacdo, possibilitar o
monitoramento de uso e preencher a lacuna por tratamentos e prevencdes

eficientes a intoxicagdes (de uso topico, por exemplo).

FIGURA 4 — ESQUEMA DE REAGAO DE DESATIVAGAO DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE
POR UM COMPOSTO ORGANOFOSFORADO

Residuo de Q O
i Aci : i - ~ (1}
aminoacido: Serina X F') 7 B
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SOH Organofosforado X O N HY
AChE AChE desativada

Fonte: Autor (2022)

1.2 DETOXIFICACAO CATALITICA DE ORGANOFOSFORADOS: UMA
ESTRATEGIA VERSATIL PARA A NEUTRALIZACAO, TRATAMENTO E
MONITORAMENTO

De uma maneira geral, a descontaminagao dos OPs pode ser realizada por
trés processos: incineracdo, explosdo ou neutralizacdo. No processo de
incineragdo, como 0 nome sugere, os compostos s&o queimados a alta temperatura
e depois tratados. Ja no processo de explosdao, o OP é detonado em um reator
especifico e desenvolvido para capturar e possibilitar tratamento de todos os
produtos apds a detonacdo. Ja a neutralizacdo ou detoxificagao quimica dos OPs
Sd0 processos ou reagdes que levam a degradagdo ou decomposi¢cdo quimica
destes compostos em outros de menor toxicidade (e.g., hidrdlise, oxidag&do)2-2°,

Devido a emissao de gases poluentes ou consumo elevado de energia, os métodos
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de incineracao e explosao sdo menos atrativos do ponto de vista da Quimica Verde,
que leva em consideragdo processos menos extremos: pH, temperatura, e pressao
controlados; economia de reagentes; garantia de produtos com menor toxicidade;
e outros?-30,

Além disso, a Quimica Verde inclui outro acessorio bastante versatil: a
Catalise. Dentro das reagdes de neutralizacdo, estdo incluidas as reacgbes de
hidrdlise. O processo de hidrolise espontanea geralmente é bastante lento para os
OPs, devido as ligagdes quimicas bastante estaveis entre o fosforo e seus
substituintes®2830, Utilizando a catdlise, € possivel desenvolver processos e
materiais que acelerem tais reacbes (i.e., catalisadores). Essas estratégias
envolvendo a catalise das reagdes de neutralizacdo sao versateis e podem ser
utilizadas (i) no tratamento de intoxicagcbes por OPs; (ii) no tratamento e
processamento de residuos e estoques de pesticidas e armas quimicas; e também
poderiam ser exploradas para o (iii) sensoriamento e monitoramento do uso desses
compostos.

Uma vez que a maioria dos OPs apresentam alta toxicidade aguda,
podendo levar a 6bito em poucos minutos, o tratamento de neutralizagdo deve
acontecer no menor tempo possivel. Desse modo, um dos primeiros tratamentos
para intoxicacao por OPs foi desenvolvido pensando em um efeito combinado da
atropina e pralidoxima, onde um age evitando o efeito da acetilcolina e outro age
na neutralizacdo do OP. A atropina € um antagonista competitivo das agbes da
acetilcolina, ou seja, ela se liga ao receptor da acetilcolina evitando que esta,
acumulada, fique ligada ao seu receptor. Ja o uso de oximas, como a pralidoxima,
apresentam bons resultados na reativagcdo de colinesterases desativadas e
neutralizacdo do OP, sendo tratamento eficaz para a maioria das intoxicagdes pois
€ uma molécula reativa em reacdes de desfosforilagcdo que levam a neutralizacéo
do Op4,31,32_

No entanto, é necessario lembrar que nem todos os OP possuem o0 mesmo
mecanismo de acado no organismo, fazendo com que a eficacia do tratamento
também varie e possua limitagoes3?33. A eficiéncia é verificada somente nos casos
de intoxicacdo aguda em adultos, sendo ineficaz no tratamento de intoxicagbes
crénicas. Em adig¢ao, durante o tratamento com a atropina associado a oximas,
pode ocorrer um quadro de atropinizagéo, e o uso prolongado de atropina pode

causar efeitos adversos: boca seca, agitacao, taquicardia, aumento da temperatura
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corporal, sendo estes mais severos em criangas e lactantes33. Além disso, a
pralidoxima € uma molécula reativa nas reagdes de neutralizacdo, mas nao é
regenerada ao final do processo, ndo sendo considerado um processo catalitico,
necessitando administragdes adicionais com o passar do tempo.

Quando o tratamento € pensado no caso de ataques quimicos, a situacao
€ ainda mais agravante pois € o fator tempo € crucial. A resposta a exposicao e
intoxicacao deve ser rapida e eficiente, pois o individuo pode ser levado a dbito em
apenas alguns minutos (0 que justifica ainda mais o uso de sistemas e materiais
cataliticos)34.

Mas o estudo da catalise de reacdes de desfosforilacdo e do
desenvolvimento de novos materiais cataliticos ndo se justifica somente pelos
casos de intoxicagdes, mas também para o tratamento de residuos de OPs.
Conforme discutido no item anterior, tanto no Brasil (como no resto do mundo), o
uso de defensivos agricolas esta em constante regulamentacado a respeito de
aprovacao, fiscalizagcdo e comércio dessas substancias. Desse modo, € comum a
apreensdo de pesticidas ilegais por 6rgédos de fiscalizagdo e também da
acumulagao de estoques de pesticidas que antes eram permitidos e passaram a
ser proibidos na agricultura. Além disso, numeros da OPCW mostram que isso
acontece também para o contexto das armas quimicas®: embora proibidas em todo
o mundo, ha ainda estoques de armas quimicas e ogivas nucleares esperando para
serem neutralizadas e destruidas. Em busca de processos econdémicos e eficientes,
o desenvolvimento de catalisadores para neutralizagao de organofosforados ainda
possibilita um caminho seguro para o processo de detoxificagdo quimica de
pesticidas e armas quimicas, promovendo bem-estar e seguranga quimica para a
populacao.

Outra vertente que também poderia ser explorada a partir das reacdes de
neutralizacdo de OPs é o desenvolvimento de sensores para esses compostos.
Como resultado da degradacéo de alguns organofosforados (como os pesticidas
Paraoxon e Parathion), sdo gerados produtos fendlicos que possuem absorbancia
no UV-VIS. Desse modo, ha possibilidade do desenvolvimento de plataformas e
sensores para a detecgdo dessas moléculas, e consequentemente de OPs3%36,
Além disso, esses sensores podem ser combinados com materiais cataliticos,
unindo a capacidade de neutralizagao catalitica dos OPs ao mesmo tempo que

podem efetuar a deteccdo e monitoramento do uso desses compostos.
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Em busca de processos cataliticos, ha resultados promissores no uso,
modificagéo e funcionalizagdo de moléculas nucleofilicas, como o imidazol3%3742 e
alfa nucledfilos, como o acido hidroxamico3443-48, Atualmente, outras alternativas
mais eficientes sdo propostas e potenciais sistemas sao estudados para promover
neutralizagdo dos OPs, como: enzimas microbioldgicas*?, nanomateriais*®, liquidos

idnicos®, macromoléculas*®, agentes oxidantes®! e biopolimeros3®42.

1.3 BIOPOLIMEROS: POLISSACARIDEOS E SUAS POTENCIALIDADES

Segundo as recomendacbes de terminologia oficial da IUPAC, o termo
biopolimero se refere a biomacromoléculas formadas por organismos vivos
(incluindo proteinas, polissacarideos e acidos nucleicos)®>%3. Devido a revisdo do
termo ao longo dos anos e de seu uso por diferentes areas (e.g., biotecnologia,
quimica, engenharias), é possivel encontrar na literatura casos onde biopolimeros
sao relacionados ou utilizados como sinbnimos para polimeros naturais ou
macromoléculas®. Quanto a classificagdo, os biopolimeros podem ser divididos
quanto a sua funcao (bioldgica ou comercial), origem (biolégica ou fossil), tipo
(biodegradavel ou nao-biodegradavel), entre outros®?%4. Dentre os polimeros
importantes para fungdes biologicas, podemos incluir as proteinas (compostas por
aminoacidos), acidos nucleicos (compostos por nucleotideos) e polissacarideos
(compostos por agucares)>2-54,

Os polissacarideos atraem grande interesse de estudos devido a sua
grande abundancia, obtencdo em fontes renovaveis, baixo custo,
biocompatibilidade, baixa toxicidade e versatilidade de aplicagdes3%4255-59 A
celulose, por exemplo, é o polissacarideo mais abundante no planeta e pode ser
obtida de diversas fontes, principalmente nas células vegetais, onde tem fungao
estrutural (conforme a FIGURA 5). Ha grande disponibilidade desse biopolimero
inclusive na forma de residuos, como no caso de subprodutos da industria de papel
e celulose, restos florestais e residuos de produgdes agricolas (e.g., farelos e
cascas de cereais sem exploragdo comercial), cujo principal destino é a queima
para producéo de adubo ou de energia elétrica3%47:60.61,

Do ponto de vista quimico, a celulose € um polissacarideo de estrutura
linear cujo mondbmero € majoritariamente considerado como a celobiose. No

entanto, ha estudos que refutam e reivindicam a 3-D-glucose como o0 monémero,
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uma vez que — dentre outros argumentos — para se obter a celulose, é necessario
apenas moléculas de B-D-glucose unidas por ligagdes glicosidicas do tipo (1—4)%2.
A celulose natural, encontrada na natureza, é o polimorfo do tipo |, possuindo baixa
hidrofilicidade, uma vez que as fungdes oxigenadas em sua estrutura formam
ligagbes de hidrogénio tanto intra como intercadeias (conforme ilustrado na
FIGURA 5). Essas estruturas formam celas unitarias que se organizam como
franjas cristalinas, microfibrilas e posteriormente como macrofibrilas. Essas
macrofibrilas estdo presentes na parede celular das células vegetais e conferem a
fibra vegetal bastante rigidez®'. Apesar de apresentar caracteristicas bem definidas,
reagdes quimicas (e.g., hidrélise e oxidagao) envolvendo a modificagao da estrutura
quimica da celulose possibilitam que diversos derivados sejam sintetizados e
inumeras propriedades sejam moduladas para os mais diversos fins. Por exemplo,
ésteres de celulose séo utilizados como filmes ultrafinos de filtrag&o®® e celuloses
carboxi-alquiladas  soluveis (e.g., carboximetilcelulose) s&o utilizadas

industrialmente como espessantes.

FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DAS FIBRAS VEGETAIS
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Fonte: Adaptado de WUSTENBERG®' (2014)

A carboximetilcelulose (CMC) € um derivado da celulose que pode ser

produzido com diversos graus de substituicdo (DS): raz&o entre o numero médio
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de hidroxilas modificadas (com acidos carboxilicos) e o numero médio de hidroxilas
nao-modificadas na unidade de D-glucose. Desse modo, os valores de DS podem
variar de DS = 0, onde ha a celulose natural até o valor te6rico maximo de DS =
3,0, indicando as trés hidroxilas do mondémero modificadas®’. A modificacdo da
celulose de maneira a obter CMC, mantém algumas caracteristicas da precursora,
ao mesmo tempo que promove novas propriedades: o biopolimero € semissintético,
aniénico, biodegradavel, biocompativel e com baixa toxicidade, de cadeia linear e
soluvel em agua (ao contrario de sua precursora). Desse modo, a CMC é utilizada
em larga escala na industria alimenticia como agente estabilizante e espessante e
em outras industrias na producdo de materiais de construgcdo, detergentes,
excipientes de farmacos, pasta de dente, cosméticos, ceramicas, adesivos,
produtos téxteis e formulacao de solventes®®64. Qutra caracteristica interessante da
CMC, é que em meio aquoso ha aumento na viscosidade do sistema com o
aumento da concentragao do polimero, podendo haver formacao de materiais com

caracteristicas de fluidos newtonianos e ndo-newtonianos, e até mesmo géis®4-5¢,

1.3.1 Géis baseados em polissacarideos

Polissacarideos dispersos em um liquido podem ter comportamento de
fluidos newtonianos ou ndo-newtonianos, podendo até mesmo formar dispersdes
coloidais (solugdes coloidais) viscoelasticas e géis quando ha aumento da
concentragao de biopolimero. De acordo com a terminologia oficial da IUPAC, um
gel é definido como uma rede coloidal ou polimérica expandida por todo o seu
volume por um fluido. Além disso, apresenta uma tensdo de escoamento finita e
geralmente pequena, o que significa que o gel é comumente um material n&o
fluido®”.

O documento da IUPAC®’ ainda cita alguns exemplos de como as cadeias
poliméricas podem estar organizadas ou distribuidas para a formacao da rede
estrutural do gel, conforme ilustrado na FIGURA 6. O gel pode ser formado: (i) por
uma rede polimérica covalente (FIGURA 6A), como ocorre quando ha o crosslinking
entre as cadeias de polimero; (ii) por uma rede fisica (FIGURA 6B), onde as cadeias
poliméricas interagem fisicamente nos pontos de juncao (seja por ligacbes de
hidrogénio, cristalizagao ou complexacao); (iii) a partir da organizacao de estruturas

lamelares (FIGURA 6C), como fosfolipidios e argilominerais; e (iv) pela agregagéo
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de estruturas ou particulas desordenadas anisotrépicas, como pentoxido de
vanadio (FIGURA 6D) ou fibrilas de proteinas.

FIGURA 6 — ALGUNS EXEMPLOS DE ORGANIZACAO DAS CADEIAS POLIMERICAS NA
ESTRUTURA DE UM GEL: (A) GEL FORMADO PELO CROSSLINKING ENTRE CADEIAS
POLIMERICAS, (B) GEL FORMADO PELA INTERACAO FiSICA ENTRE AS CADEIAS, (C) GEL
FORMADO POR ESTRUTURAS LAMELARES E (D) GEL FORMADO POR ESTRUTURAS
DESORDENADAS DE V,0s

(A)

(B)

(©)

(D)

Fonte: Autor (2022)
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Apesar da definicdo conceitual, o termo gel € utilizado indiscriminadamente
(principalmente no campo industrial), tornando-o ambiguo ou dificultando ainda
mais o entendimento do que deve ou néo ser considerado um gel®85°, Geralmente
a resisténcia de uma amostra ao fluxo ja pode ser utilizada para dizer que ha uma
estrutura gelificada. No entanto, ha trabalhos que sugerem algumas carateristicas
para definir um hidrogel, como: (i) ser formado por dois componentes, onde um
deles € a agua em quantidade apreciavel (independente do material final ter
caracteristicas sensoriais parecidas com um solido ou aspecto mais maleavel); (ii)
apresentar um platd entre os médulos elastico (G’) e o mddulo viscoso (G”) em
relagdo ao tempo na ordem de segundos, com G’ > G” durante esse platd®. De
uma maneira resumida, o médulo G’ reflete as caracteristicas elasticas (ou de
armazenamento) de um material (refletindo seu comportamento associado ao
componente sdlido), enquanto o modulo G” reflete as caracteristicas viscosas (ou
de perda) de um material (refletindo seu comportamento associado ao componente
liquido). Quando ha G’ > G”, ha indicios de que o material tem comportamento mais
préximo de um solido do que de um liquido.

Desse modo, geéis baseados em polissacarideos apresentam uma gama
muito extensa de areas em que podem ser aplicados, uma vez que as propriedades
de reologia podem ser exploradas em conjunto com outras propriedades dos
biopolimeros, como biocompatibilidade, atoxicidade e biodegradabilidade. Por
exemplo, géis de CMC sao comumente utilizados na area da medicina, como
lubrificantes de articulagbes quando ha desgaste das cartilagens entre os 0ssos e
em cirurgias oculares, cardiacas e na regido toracica®®. Além disso, ha
desenvolvimento de tecnologias e novos materiais baseados em CMC para outros
campos de aplicagdo. No trabalho de Kang e colaboradores, membranas géis de
CMC foram desenvolvidas por crosslinking das cadeias e depois dopadas com
cadmio e platina para produgao de hidrogénio por meio de fotocatalise® (FIGURA
7A). Além disso, o review de Pang e colaboradores faz o levantamento de uma série
de materiais derivados de celulose com potenciais aplicagdes para a liberagao
controlada de formulagdes (e.g., pesticidas e farmacos), onde ha mengéo de varios
hidrogéis capazes de atuar como absorventes de ativos e depois libera-los
controladamente por contracdo do material ou difusdo por um gradiente de

concentracao (conforme ilustrado no mecanismo da FIGURA 7B).
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FIGURA 7 — EXEMPLOS DE TRABALHOS ENVOLVENDO CMC: (A) MEMBRANA GEL DE CMC
DOPADA COM NANOPARTICULAS PARA PRODUCAO DE HIDROGENIO E (B) EXEMPLO DE
MECANISMO PARA HIDROGEIS ABSORVENTES DE CMC PARA O CONTROLE DE
LIBERACAO DE FORMULACOES
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Fonte: Adaptado dos trabalhos de Kang®® e Pang®” e colaboradores (2022)

Outra area onde géis derivados de polissacarideos podem ser utilizados é
na destruicdo de OPs. No trabalho de Thorat e colaboradores (resumido na
FIGURA 8), foi possivel o desenvolvimento de géis derivados de quitosana e grupos
oximas altamente reativos para reacdes de desfosforilagdo. O gel foi capaz de
prevenir a intoxicagao do pesticida metil-parathion, tanto em testes in vitro como
em testes in vivo utilizando ratos — o pesticida foi destruido antes que este

permeasse os tecidos, sendo o grupo oxima regenerado ao final do processo’®.

FIGURA 8 — GEL DE QUITOSANA FUNCIONALIZADO COM OXIMAS PARA
PREVENCAO DE INTOXICACAO DO OP METIL-PARATHION
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Nesse contexto, o uso de biopolimeros funcionalizados sdo de grande

interesse devido as caracteristicas como atoxicidade e biocompatibilidade,
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proporcionando mais facilmente seu estudo em seres vivos. Além disso, ha uma
gama variada de polissacarideos e de grupos nucleofilicos que podem ser
utilizados no desenvolvimento desses catalisadores. Dentre os grupos nucleofilicos

interessantes para a proposta, podemos citar o imidazol e os alfa-nucledfilos.

1.4 IMIDAZOL

O imidazol (IMZ) € uma molécula organica que consiste em um heterociclo
aromatico de cinco membros, conforme ilustrado na FIGURA 9. Na estrutura ha
dois nitrogénios que ocupam as posi¢coes 1 (N1) e 3 (N3) do ciclo e apresentam
fendbmeno de tautomeria (conforme apresentado em FIGURA 9A)"'. No IMZ
propriamente dito, este fendmeno leva a duas estruturas idénticas, mas em
derivados substituidos de IMZ (e.g., 4(5)-metil-imidazol) podem levar a popula¢des
tautoméricas diferentes com propriedades quimicas também distintas’?74. Além
disso, os dois nitrogénios na estrutura possuem diferentes propriedades quimicas:
um deles, ligado ao hidrogénio, possui o par de elétrons comprometido para manter
a aromaticidade do heterociclo; enquanto o outro possui o par de elétrons livres”"73,

O IMZ apresenta alta solubilidade em solventes polares (como a agua) e
pKa em torno de 7, que permite facilmente quantidades proporcionais tanto da
forma protonada como desprotonada do imidazol (representadas na FIGURA 9B)
em meio fisiologico, bastante recorrentes na forma do residuo de aminoacido
histidina, representada na FIGURA 9C, onde o grupo imidazol esta destacado na
cor azul.

A versatilidade do IMZ é bastante estudada e explorada devido a
quantidade de reacdes que pode promover, vide FIGURA 9D, exemplificada para
reagcdes com OPs: o nitrogénio com par de elétrons livres pode atuar de forma
eficiente como 4&cido (quando protonado), base ou nucledfilo (quando
desprotonado) promovendo a catdlise de diversas reagbes, como as de
desacilagdo’® e as de desfosforilagdao373942, Enquanto acido fraco (representado
em vermelho na FIGURA 9D), o IMZ protonado pode doar um préton ao grupo de
exemplo -OR, tornando-o um melhor grupo de saida para a reag¢ao, na forma H-OR.
Ja na atuagcdo como base (rota em verde na FIGURA 9D), o IMZ desprotonado
recebe um préton de uma espécie quimica, melhorando a nucleofilicidade da ultima
(exemplificada para a agua tendo seu préton doado e formando a espécie OH-,

mais nucleofilica). E nas reagdes nucleofilicas (mostrada em roxo na FIGURA 9D),
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o IMZ desprotonado ataca diretamente um sitio eletrofilico do OP (exemplificado

com o ataque direto no atomo de fosforo eletrofilico).

FIGURA 9 — ESQUEMA DOS PRINCIPAIS ASPECTOS SOBRE A QUIMICA DO IMIDAZOL: (A)
TAUTOMERISMO; (B) EQUILIBRIO ACIDO-BASE; (C) REPRESENTAGAO DA HISTIDINA E (D)
POSSIVEIS CAMINHOS REACIONAIS PROMOVIDOS PELO IMIDAZOL
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Fonte: Autor (2022)

Desse modo, devido as possibilidades reacionais e facilidade de ocorréncia
das formas protonada e desprotonada em meio fisioldgico, o anel imidazdlico esta
presente na estrutura do residuo de aminoacido histidina em fungdes estruturais de
proteinas, como no grupo heme da mioglobina e da hemoglobina’®, em processos
de metabolismo, como na glicélise e neoglucogénese’®. Além disso, é recorrente
sua presenca na triade catalitica de diversas enzimas, como as da familia das
serinoproteases (e.g. quimotripsina, tripsina, hepsina), responsaveis pela quebra
de proteinas’’.

Nos ultimos anos, varios estudos tem investigado a propriedade catalitica
do IMZ e seus derivados em reagdes quimicas de interesse biologico, tanto em
moléculas livres como no desenvolvimento de materiais que possibilitassem uma
catalise mais eficiente e/ou seletiva3’-40427278  Uma das classes de reacdes
estudadas com fins de catalise sdo as reacdes de desfosforilagdo, ou seja, de
neutralizacdo de OP. Nesse contexto, o desenvolvimento de catalisadores
derivados de IMZ por meio de funcionalizacdo quimica tornou-se um amplo campo
de pesquisa com resultados bastante promissores. Em estudos anteriores de nosso

grupo de pesquisa (Grupo de Catalise e Cinética — GCC-UFPR), foi possivel
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verificar o ancoramento de grupos imidazol em biopolimeros (mostrado na FIGURA
10), utilizando-os como templates poliméricos, onde a funcionalizagdo dos

polissacarideos apresentou atividade catalitica em reagdes de desfosforilagao3942.

FIGURA 10 - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA FUNCIONALIZAGAO COM
GRUPAMENTOS IMIDAZOL EM (A) GOMA ARABICA E (B) CASCA DE ARROZ E (C) REACAO
DAS AMOSTRAS COM DEDNPP
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Dentre esses polissacarideos, a funcionalizagdo da goma arabica
(exsudato extraido das arvores Acacia) com imidazol (FIGURA 10A) apresentou
elevados incrementos cataliticos em relacdo a degradacdo espontdnea do
organofosforado 2,4-dinitrofenil fosfato (DEDNPP), além de ter mostrado bons
resultados em testes de clivagem de DNA, podendo este biomaterial ser
considerado um biocatalisador para OP e uma nuclease artificial*2. Outro material
desenvolvido trata-se da casca de arroz funcionalizada com imidazol (FIGURA 10B),
partindo da modificagdo quimica parcial da celulose presente neste residuo
industrial: os incrementos cataliticos na reacao de hidrélise do DEDNPP foram
bastante elevados e o catalisador também apresentou resultados promissores na
detoxificagao quimica do Paraoxon, um pesticida real®. Além disso, ambos estudos

mostraram a reciclagem dos materiais derivados de IMZ apds as reagoes,
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configurando esses biomateriais como catalisadores auténticos, uma vez que
apresentam incrementos cataliticos nas reagdes de neutralizacdo de OPs sem
perda da atividade catalitico apds varios ciclos de reagao.

Outro fator importante é esclarecer o mecanismo pelo qual ocorre a reagao
de neutralizagdo, uma vez que caminhos seletivos e que garantam os produtos
menos toxicos e reciclagem do nucledfilo ao final da reagdo sdo mais desejaveis
em detrimento de outros?®35, Embora o DEDNPP possua trés centros eletrofilicos
(vide FIGURA 10C), — atomo de fosforo, carbono alifatico e carbono aromatico —
nos trabalhos discutidos os catalisadores derivados de IMZ promovem o ataque
nucleofilico seletivo ao centro de fésforo, caminho desejavel por levar a produtos
menos toxicos e garantir que o grupo IMZ seja regenerado ao final da reag&o3%3942,
Esses trabalhos revelam uma pequena parcela de potencialidades e da alta

relevancia do estudo e do design de biocatalisadores para a degradagao de OPs.
1.5 ALFA-NUCLEOFILOS

Alfa-nucledfilo (ou a-nucledfilo) € o nome dado a espécies quimicas
nucleofilicas que apresentam um atomo adjacente com um ou mais pares de
elétrons livres — ou seja, em posicao alfa — ao atomo que de fato age como o
nucledfilo de uma reagéo quimica’®®'. A FIGURA 11 mostra alguns exemplos de
alfa-nucledfilos e representa esquematicamente em azul o atomo nucleofilico e em
vermelho o 4tomo adjacente contendo par de elétrons livres. E necessario lembrar
que esses atomos podem permutar a nucleofilicidade: acidos hidroxamicos e
hidroxilaminas, por exemplo, podem ser nucleofilicos tanto pelo atomo de oxigénio
como pelo atomo de nitrogénio, dependendo do volume dos radicais Ri14 ou

solvente que estdo inseridos, conforme descrito na literatura*®82,

FIGURA 11 — ALGUNS EXEMPLOS DE ALFA-NUCLEOFILOS, ONDE R, Rz, Rs E Rs PODEM
SER ATOMOS DE HIDROGENIO, RADICAIS ALQUILA OU RADICAIS ARILA
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Fonte: Autor (2022)
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O efeito alfa pode ser correlacionado e entendido com a basicidade de
Bronsted (conforme ilustra o grafico da FIGURA 12). No grafico, estdo
apresentados o comportamento de um nucledéfilo normal (caracterizado por R-X) e
de um alfa-nucledfilo (representado por R- Y-X), com relagdo a reatividade em
funcdo da basicidade de Bronsted. Desse modo, € possivel verificar, para
nucledfilos normais, que quanto maior a basicidade (da esquerda pra direita) ha um
aumento da reatividade (de cima para baixo) e essa relagdo segue uma linha de
tendéncia linear. No caso dos alfa-nucledfilos, essa tendéncia de comportamento
se mantém, mas é possivel verificar que quando comparados a nucledfilos normais
de mesma basicidade, a reatividade é superior. A reatividade superior do que o
esperado pela basicidade de Bronsted é consequéncia do efeito alfa.

Devido a uma gama muito variada de a-nucledfilos, o estudo dessas
especies quimicas é interessante devido a possibilidade de promocgao de catalise
de diversas reacdes, tais como as de desfosforilagdo>48.7983 Além disso, podem
ser utilizados no intuito de desenvolver farmacos®, na adsor¢cdo de metais

pesados®-8 e como sensores,

FIGURA 12 — GRAFICO ESQUEMATIZANDO A CORRELAGAO ENTRE REATIVIDADE E
BASICIDADE DE BRONSTED PARA NUCLEOFILOS NORMAIS E ALFA-NUCLEOFILOS
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Fonte: Adaptado de Hansen et. al®' (2021)
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Diversos estudos ja foram realizados e sugerem o potencial e resultados
promissores de diversos alfa-nucledfilos na detoxificagdo quimica ou até mesmo na
deteccdo de armas quimicas e pesticidas OPs3443-46.79,83,89,90.92-95 (conforme
exemplos na FIGURA 13).

FIGURA 13 — EXEMPLOS DE MATERIAIS CONTENDO ALFA-NUCLEOFILOS UTILIZADOS
PARA (A) NEUTRALIZACAO, (B) NEUTRALIZACAO, (C) DETECCAO E (D) DETECCAO DE OP
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Fonte: Adaptado dos trabalhos de Brandhuber (2013)#6, Wong (2020) %, Hiscock (2015)% e

Abdelrahman (2021)%° e seus respectivos colaboradores

Como exemplos de neutralizacdo, € possivel citar trabalhos como o de

Brandhuber et. al*é, onde foram desenvolvidas ciclodextrinas contendo diferentes
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acidos hidroxamicos que foram eficientes na neutralizagdo do agente de guerra
Tabun com tempo de meia-vida inferior a 3 minutos, a 37°C e pH fisiologico
(FIGURA 13A). Além disso, no trabalho de Wong e colaboradores (FIGURA 13B),
foram propostos dendrimeros poliméricos de uso tdpico, derivados de oximas ou
acidos hidroxamicos que foram bastante eficientes na neutralizacdo do pesticida
etil-parathion®.Ja nos trabalhos de Hiscock e colaboradores® e Abdelrahman et.
al®, os alfa-nucledfilos foram utilizados para o desenvolvimento de organogéis
capaz de detectar OPs, fazendo o emprego de oximas e hidrazonas,
respectivamente. Em ambos os trabalhos, o foco principal foi a detec¢gao do DCP,
um substrato modelo simulante de armas quimicas. Sendo assim, os organogéis
desenvolvidos apresentaram caracteristicas cromoforas, onde a detecgao do DCP
se deu pela mudancga de coloragdo: de laranja para incolor no organogel derivado
de oximas e de laranja para roxo no organogel derivado de hidrazonas.

No entanto, um desafio ainda maior &€ desenvolver catalisadores para
neutralizagdo de OPs, uma vez que esses grupos quimicos nem sempre promovem
um mecanismo seletivo e uma possibilidade de regeneragao do nucledfilo*648, Um
exemplo é a pralidoxima, conforme discutido anteriormente, molécula da classe das
oximas (i.e., um alfa-nucledfilo) que é eficiente na aceleragdo da reagao de
neutralizacao e reativacao das colinesterases envelhecidas, mas néo é recuperada
ao final do processo, fazendo-se necessario a administracdo de doses adicionais
para o tratamento de intoxicagdo por OPs2?526. Qutro exemplo, conforme ja
reportado na literatura, é a neutralizagdo de um organofosforado realizada por acido
benzohidroxamico, molécula da classe dos acidos hidroxamicos (i.e., um alfa-
nucledfilo) que promove altos incrementos cataliticos, mas permite inumeros
caminhos reacionais, como o ataque nucleofilico tanto ao fésforo como ao carbono
aromatico (segundo a FIGURA 14). O ataque nucleofilico ao atomo de fosforo leva
a um intermediario fosforilado que pode sofrer Rearranjo de Lossen, onde ha
formacao de isocianatos que levam a espécies quimica finais menos nucleofilicas,
como aminas e amidas. Ja o ataque nucleofilico ao carbono leva a formagao de um
intermediario aromatico, que geralmente € estavel no meio ou é sujeito também ao
Rearranjo de Lossen. Nesses dois casos, o grupo hidroxamato age em um “ataque
suicida” sem recuperagao do grupo nucleofilico, ndao configurando entdo um

sistema catalitico*8-9.
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FIGURA 14 — CAMINHOS REACIONAIS POSSIVEIS PARA O ATAQUE NUCLEOFILICO DO
BENZOHIDROXAMATO COM ORGANOFOSFORADOS
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Fonte: Adaptado de Orth et. al (2009) e de Medeiros et. al (2011)48.9

Estudos mais recentes no GCC-UFPR, conforme apresentados na FIGURA
15, reportaram o desenvolvimento de catalisadores auténticos derivados de acidos
hidroxamicos ancorados em grafeno na forma de filme% e em celulose
carboxilada*’, por meio de ligagdes covalentes (conforme ilustrado na FIGURA 15).
Esses materiais apresentaram altos incrementos cataliticos na degradacdo do
DEDNPP e do pesticida Paraoxon. Ainda, foi possivel estudar e elucidar o
mecanismo da reagao (segundo a proposta da FIGURA 15C) que mostrou ser
seletivo para o ataque nucleofilico ao centro de fésforo dos OPs, levando ao
intermediario fosforilado que sofre hidrélise no meio e leva a reciclagem do grupo
hidroxamato, sendo este comportamento diferente do reportado em trabalhos
anteriores com esses alfa-nucledfilos. Dessa forma, € possivel inferir que além do
tamanho dos substituintes R1-4 dos alfa-nucledfilos (conforme mostrado na FIGURA
11), outros fatores sdo capazes de modular o mecanismo e torna-lo mais seletivo,

como o template (i.e., suporte) onde estes grupos s&o ancorados.
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FIGURA 15 — FUNCIONALIZACAO DE (A) NANOMATERIAL E (B) DERIVADO DE CELULOSE
COM GRUPOS HIDROXAMATOS, ASSIM COMO O (C) MECANISMO PROPOSTO PARAA
REACAO COM ORGANOFOSFORADOS
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Fonte: Adaptado de HOSTERT et al. (2020) e de FERREIRA et. al (2022)*"

Outros estudos em andamento no GCC-UFPR com a funcionalizagao de
grupos hidroxamatos em outros suportes, como derivados de goma arabica
(polissacarideos extraidos de arvores do género Acacia) tem demonstrado
resultados semelhantes: altos incrementos cataliticos em reacbes de
desfosforilacdo e mecanismo seletivo de neutralizagdo. Desse modo, o uso de
templates poliméricos para o ancoramento de grupos a-nucleofilicos se torna uma
proposta interessante para o design de biocatalisadores genuinos, uma vez que
podem modular o caminho reacional que leva a detoxificacdo quimica de OPs,
tornando-o seletivo, e auxiliar na promocédo da reciclagem dos grupos alfa-

nucleofilos.

2 JUSTIFICATIVA

Os OP sao amplamente empregados na forma de agrotdxicos e armas
quimicas. Esse contexto é preocupante pois esta classe de compostos quimicos
esta cada vez mais presente em nossa sociedade, seja pelo aumento acelerado do
uso de pesticidas OP ou pelo uso de armas quimicas em atentados terroristas —

inclusive em ataques muito recentes. Sendo assim, o estudo das reagbes de
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desfosforilacdo torna-se necessario, levando em consideracdo ainda o grande
numero de exposic¢oes e intoxicagcdes por OPs no contexto doméstico e ocupacional
(e.g., nas lavouras).

Desse modo, sao necessarias estratégias para a detoxificagdo quimica,
onde o design de materiais para esse fim torna-se um grande desafio. Dentre as
inumeras propostas para a destruicdo desses compostos fosforilados, o uso de
polissacarideos tem demonstrado resultados bastante promissores. A grande
vantagem desses materiais € a sua capacidade de tornar o processo bastante
sustentavel, uma vez que a maioria desses biopolimeros apresenta baixo custo,
biodisponibilidade, baixa toxicidade, biodegradabilidade e biocompatibilidade.
Ainda, a modificacdo quimica desses polimeros é capaz de modular propriedades
e de ancorar grupos reativos em sua matriz, possibilitando que estes materiais
sejam desenvolvidos nas mais diversas formas (solido, liquido, em gel) e utilizados
para diversos fins, inclusive para a catalise das reacdes de desfosforilagao.

A funcionalizacdo de polissacarideos para fins de catalise ainda € um
campo em desenvolvimento, mas ja séo reportados alguns estudos envolvendo
polissacarideos como goma arabica e casca de arroz funcionalizados com imidazol
que tiveram eficacia na destruicdo de OP, promovendo um caminho de reagao
seletivo e promovendo a reciclagem do grupo responsavel pela catalise. Com o
intuito de produzir os mais diferentes tipos e formas de materiais, inUmeras
variaveis podem ser alteradas, como grau de funcionalizagéo, grupos nucleofilicos,
variedade e fonte do polissacarideo, e outros.

Assim, a proposta desse trabalho € explorar a funcionalizagdo de
polissacarideos para o desenvolvimento de materiais para a catalise de reacdes de
neutralizagédo de OPs, com o ancoramento de alfa-nucledfilos e a formulagao de
géis de CMC que possam prevenir casos de intoxicagao. Vale salientar que, até o
momento, a demanda mundial por alimentos também demanda agrotoxicos,
inviabilizando sua proibicdo. Sendo assim, € necessario proporcionar a seguranga
quimica das pessoas que fazem o manuseio ou que sdo expostas aos OPs,
disponibilizando formas eficazes, baratas e sustentaveis para protecédo. Por fim, o
trabalho proposto possibilita novos campos de pesquisa abrangendo a sintese de
biocatalisadores mais eficientes, funcionalizagdo de outros polissacarideos e
materiais, além do estudo da catalise de outros tipos de reagdes, proporcionando

segurancga quimica, bem estar social, crescimento econémico e sustentabilidade.
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3 OBJETIVO GERAL DO PROJETO

biocatal
quimica

busca-s

O objetivo geral desse projeto (vide FIGURA 16) é desenvolver
isadores e géis neutralizantes derivados de CMC, realizando a modificagao
do polimero com grupos imidazdis ou acidos hidroxamicos. Além disso,

e avaliar esses materiais na neutralizagcdo de organofosforados, como o

substrato modelo DEDNPP e o pesticida real Paraoxon.

FIGURA 16 — ESQUEMATIZACAO EVIDENCIANDO O OBJETIVO GERAL DESTE TRABALHO
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Fonte: Autor (2022)

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS DO PROJETO

Como forma de atingir o objetivo geral, foram estabelecidas as seguintes

estratégias:

. Sintetizar as amostras:

Funcionalizagao da CMC comercial com grupos imidazais.

Funcionalizacdo da CMC comercial com grupos acidos hidroxamicos.

. Caracterizar as amostras por meio de espectroscopia de infravermelho por

transformada de Fourier (FTIR), andlise termogravimétrica (TGA),
cromatografia de exclus&o por tamanho (SEC), titulagdes potenciométricas

e de potencial zeta, e outras metodologias.

. Realizar os estudos de reologia da CMC comercial:

Avaliar macroscopicamente o comportamento reoldgico por meio de tilt-test.
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e Realizar ensaios de viscosidade em diferentes concentracdes de polimero
e diferentes solventes.

e Realizar ensaios dinamico-oscilatérios das amostras, avaliando os médulos
G’ e G” em fungao da amplitude e frequéncia.

4. Formular e caracterizar reologicamente os géis neutralizantes.
5. Realizar os estudos cinéticos das amostras sintetizadas por meio de
espectrofotometria UV-VIS:

e Avaliar a atividade catalitica em reagdes com o organofosforado modelo
DEDNPP. Condi¢des reacionais foram alteradas para construir um perfil de
pH.

e Avaliar a reciclagem das amostras apds varios ciclos de reagdes com
DEDNPP.

e Avaliar a atividade catalitica em reagdes com o pesticida real Paraoxon.

e Avaliar e validar o mecanismo de neutralizagdo por meio de reag¢des das
amostras com o substrato CDNB.

6. Avaliar a acédo dos géis neutralizantes em uma simulagdo de caso de
prevencgao a intoxicagao por organofosforados. Para isso, foram realizados

estudos de permeacao in vitro utilizando um aparato de célula de Franz.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Os reagentes CMC (250 kg mol'; DS = 0,9), N-hidroxisuccinimida (NHS),
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), N-(3-aminopropil) imidazol (API),
cloridrato de histamina, cloridrato de hidroxilamina, azida sddica (NaNs), acidos,
sais e bases foram obtidos comercialmente e purificados quando necessario. Em
todos os experimentos foi utilizada agua ultrapura (tipo 1), disponivel no GCC. O
organofosforado DEDNPP foi sintetizado no GCC, conforme procedimento descrito

na literatura’™ e o pesticida Paraoxon foi obtido comercialmente e purificado.



48

4.2 FUNCIONALIZACAO DA CMC COM GRUPOS ACIDOS HIDROXAMICOS

A funcionalizagdo da CMC comercial com grupos acidos hidroxamicos foi
realizada através de método adaptado da literatura3®#2, conforme esquematizado
na FIGURA 17: em um baldo de fundo redondo (100 mL), 0,5 g de CMC foram
dispersados em 70 mL de agua deionizada ultrapura e a solugéo foi deixada sob
agitagcdo magnética por 24 horas. Depois, o balédo foi acondicionado em banho de
gelo e foram adicionados 4,54 g de EDC (23,7 mmol, forma cloridrato) e 2,72 g de
NHS (23,7 mmol) ao meio reacional. A mistura foi deixada sob agitagao por 2 horas:
1 hora em banho de gelo e 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, foram
adicionados ao baldo 30 mL de solugao de hidroxilamina (54,9 mg mL™", 23,7 mmol,
1,647 g na forma cloridrato) previamente ajustada em pH 7,00. O meio reacional
também foi ajustado em pH 7,00 e mantido sob agitagao por mais 24 horas. Apos
o final da reacao, a amostra foi dialisada em agua deionizada utilizando membrana
de celulose regenerada com poros nominais de 14 kg.mol', com trocas até que a
condutividade permanecesse proxima da agua e constante por 2 dias. Por fim, foi
adicionada NaN3s na concentracédo de 200 ppm para evitar o crescimento de micro-
organismos e a amostra foi armazenada em frasco ambar sob refrigeragcao. A
concentragdo da solugdo estoque de CMC-HDA foi estimada em 2,3 mg mL",
secando 1 mL de amostra em estufa (a 50 °C durante 3h) e pesando o sdlido

restante.

FIGURA 17 — ESQUEMA DE FUNCIONALIZACAO DA CMC COM ACIDOS HIDROXAMICOS
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Fonte: Autor (2022)

4.3 FUNCIONALIZACAO DA CMC COM GRUPOS IMIDAZOIS

A funcionalizacdo da CMC comercial com grupos imidazois foi realizada

através de método ja descrito na literatura3®4?, adaptando para obtengdo de 2
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amostras com derivados diferentes de imidazol (FIGURA 18): a partir de APl (CMC-
IMZ(A)) e a partir da histamina (CMC-IMZ(H)). Inicialmente, em um baldo de fundo
redondo (100 mL), 0,5 g de CMC foram dispersados em 70 mL de agua ultrapura e
a solucao foi deixada sob agitacdo magnética por 24 horas. Depois, o balao foi
acondicionado em banho de gelo e foram adicionados 4,54 g de EDC (23,7 mmol,
forma cloridrato) e 2,72 g de NHS (23,7 mmol) ao meio reacional. A mistura foi
deixada sob agitagao por 2 horas: 1 hora em banho de gelo e 1 hora a temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado o derivado de imidazol de forma a obter cada
uma das amostras. Para obtengdo da CMC-IMZ(A), foram adicionados 2,85 mL de
API (23,7 mmol) e agua deionizada até completar o volume total do baldo. Ja para
a amostra CMC-IMZ(H), foram adicionados 30 mL de solug&o de histamina (145,42
mg mL-1, 23,7 mmol, 4,3625 g na forma cloridrato) previamente ajustada em pH
7,00. Apos a adicao, em cada sintese, o meio reacional foi ajustado para pH 7,00 e
mantido sob agitacdo magnética por mais 24 horas. Apés o final da reacgao, as
amostras obtidas foram dialisadas em agua deionizada utilizando membrana de
celulose regenerada com poros nominais de 14 kg.mol', com trocas até que a
condutividade permanecesse préoxima da agua e constante por 2 dias. Por fim, foi
adicionada NaNs na concentracdo de 200 ppm a cada amostra para evitar o
crescimento de micro-organismos e ambas foram armazenadas em frasco ambar
sob refrigeragdo. A estimativa da concentragao da solugao estoque foi realizada de
maneira semelhante a anterior: sendo determinada a concentragao de 3,8 mg mL-
" para CMC-IMZ(A) e 2,8 mg mL-! para a CMC-IMZ(H).

FIGURA 18 — ESQUEMA DE FUNCIONALIZACAO DA CMC COM DERIVADOS DE IMIDAZOL
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4.4 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

FTIR-ATR: Os espectros de FTIR foram obtidos por um espectrofotdmetro
Bruker Invenio-R no modo de Reflectancia Total Atenuada (ATR) com varredura de
400 a 4000 cm™, utilizando resolugdo de 2 cm™' e 256 acumulagdes. As amostras
foram previamente secas em substrato de aluminio na estufa a 50 °C, de forma a
obter filmes.

TGA: os espectros de termogravimetria (TG) foram adquiridos em um
aparelho TA Instruments, modelo SDT Q600 sob atmosfera de ar sintético com fluxo
de 100 mL min'. Foi determinada uma rampa de temperatura com os seguintes
parametros: (i) aquecimento a 10 °C por minuto até atingir 70 °C, seguido de (ii)
uma isoterma por 60 minutos, e por fim (iii) uma taxa de aquecimento de 5 °C por
minuto, variando de 70 °C a 1000 °C. Os solidos das amostras funcionalizadas
foram obtidos por prévia liofilizacdo e todas as amostras foram secas em estufa a
50 °C por pelo menos 2 horas antes da realizacado das analises.

Titulagbes potenciométricas: As titulagcbes potenciométricas foram
realizadas em célula de vidro de 150 mL com parede dupla e controle de
temperatura (25 °C). Cada titulagdo foi realizada levando em conta
aproximadamente 25 mg de amostra em concentragao inicial de 1 mg mL" na célula
de vidro. Inicialmente, o meio foi acidificado com uso de HCI padronizado (0,44 mol
L") e as titulagdbes se deram por adigdbes de pequenas aliquotas de KOH
padronizado (0,0119 mol L"). Os ajustes das curvas de titulagdo foram realizados
no software BEST7.

Incremento de indice de refragdo (dn/dc): a determinagao de dn/dc para
posterior analise de SEC acoplada a multi-detectores foi realizada em equipamento
detector de indice de refragcado (VE3580). Foram preparadas 7 solugdes de CMC
em concentracdes entre 0,2 a 2,0 mg mL-" em solvente NaNO3 0,1 mol L' + NaNs
200 ppm. Foi utilizado como padrao uma solugao de poli-(6xido de etileno) (Mw =
250 kg mol'; 1,03 mg mL").

SEC: As analises de SEC foram realizadas em um sistema cromatografico
composto por injetor manual, bomba de fluxo, pré coluna Shodex OH-pack SB-G
Opera e coluna de polimetacrilato Shodex-OH 806HQ (limite de detecgdo 2x107 g

mol' e dimensdo 8mm x 300 mm). O sistema é acoplado a multi-detectores de
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indice de refragdo (VE3580), espalhamento de luz (270 dual detector) de angulo
baixo de 7° (LALS) e angulo reto 90° (RALS). As amostras foram preparadas em
concentragédo de 1 mg mL-" no solvente utilizado como fase moével (NaNOz 0,1 mol
L-* + NaNs3 200 ppm), filtradas previamente em membranas de éster de celulose
com poros de tamanho nominal de 0,22 um. A temperatura da coluna foi mantida a
40 °C e fluxo de 0,4 mL min'. O software utilizado para a aquisicdo e analise dos
dados foi o OmniSec 4.7 (Viscotek).

Titulagbes de potencial zeta: As titulagbes de potencial zeta foram
realizadas em um equipamento Stabino Particle Charge Mapping. As amostras
foram preparadas para analise por meio de 1 mL de solugéao estoque de cada uma
delas em 14 mL de agua ultrapura, totalizando o volume total de 15 mL do copo de
titulacdo. As titulagdes foram processadas em condigdes de forca ibnica de KCI
0,01 mol L' e em KCI 0,05 mol L. Inicialmente o meio foi acidificado com uso de
HCI padronizado (0,0789 mol L") e as titulagdes se deram por adigdes de pequenas
aliquotas de KOH padronizado (0,0750 mol L").

Ensaios de reologia: As analises de viscosidade em fungdo da taxa de
cisalhamento (y) das amostras foram realizadas em um equipamento Redmetro
RheoStress 1, com sistema Cone-Placa C60/2°, acoplado a um banho termostatico
(25 °C), em diferentes concentragdes de CMC em agua ou em tampéao fosfato (0,01
mol L' ajustado em pH 7,0). Os ensaios dindmico-oscilatorios de andlise dos
modulos elastico (G’) e viscoso (G”) em funcdo da amplitude de tens&o de
cisalhamento e frequéncia de oscilagdo foram realizados em um equipamento
Redmetro TA Instruments, modelo HR10, com sistema Cone-Placa de 40 mm de
didmetro e 2° de angulo, sob controle de temperatura por um sistema Peltier (25
°C).

Teste qualitativo para complexacao de ferro com grupos hidroxamatos: o
teste foi realizado utilizando solugdo acidificada de 3 mmol L' de FeCle-H20. Em
uma cubeta de vidro, 1 mL de cada uma das amostras foi testada com 1 mL da

solucao de Fe(lll) e analisada por meio da técnica de espectroscopia UV-Vis.
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4.5 FORMULACAO DE SOLUCOES E GEIS DE CMC

Os géis de CMC foram confeccionados a partir da amostra comercial.
Devido a possibilidade de a CMC formar solugdes bastante viscosas (inclusive de
formar géis), optou-se por nado utilizar nenhum tipo de agente gelificante ou
estabilizante adicional. Inicialmente foram confeccionados e avaliados solugdes e
géis de CMC comercial em uma faixa de concentragdo entre 0,1 € 10% (m m'), em
dois solventes: meio aquoso contendo NaN3 200 ppm e meio aquoso tamponado
em pH 7,0 (tampao PO43 0,01 mol L") contendo NaNs 200 ppm.

As amostras foram confeccionadas em frascos de acrilico ou plastico, onde
o polimero foi adicionado lentamente sobre o meio aquoso sob constante agitagéo
magnética (conforme FIGURA 19). Para as amostras mais concentradas cuja
viscosidade observada era bastante elevada, foi necessario o uso de agitagcao
mecanica e aquecimento até um maximo de 60 °C. Antes de realizar as analises,
todas as solugdes e géis confeccionados foram deixados em repouso por pelo

menos 1 semana ou até que as bolhas de ar fossem retiradas naturalmente.

FIGURA 19 — ESQUEMATIZAQAO DO PROCESSO DE PREPARAGAO DAS SOLUGOES
COLOIDAIS E GEIS DE CARBOXIMETILCELULOSE COMERCIAL
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No estudo inicial foi analisada a viscosidade em funcdo da taxa de
cisalhamento (y) das amostras nos solventes selecionados para entender o
comportamento do polimero em solug¢ao coloidal (dispersao coloidal). Em seguida,
foram analisados os moédulos: elastico (G’) e viscoso (G”) das amostras, em fungao
da tensdo de cisalhamento e frequéncia, para determinar e utilizar o regime
viscoelastico linear. O critério de aceitabilidade para o gel foi um valor de G’ > G”
em toda a faixa de frequéncia avaliada.

Apos a verificagao das melhores condigbes de processo, foram formulados
0s géis neutralizantes. Esses géis foram confeccionados pela incorporagédo de CMC
funcionalizada em uma matriz de CMC nao-modificada. Desse modo, foi
determinada uma concentragao total de polimero de 7% (m m') em meio aquoso
tamponado, constituindo 10% de CMC funcionalizada e 90% de CMC comercial.
Os géis neutralizantes também foram caracterizados reologicamente analisando os

modulos G’ e G” em funcgao da tensao e frequéncia.

4.6 ESTUDOS COM ORGANOFOSFORADOS

4.6.1 Estudos cinéticos com os biocatalisadores

Os estudos cinéticos foram realizados utilizando um espectrofotdmetro
Shimadzu UV-1900 sob temperatura controlada (21 °C). O volume de 1 mL da
solugédo estoque de cada amostra foi preparado com 4 mL de solugdo de agua
deionizada de forma a obter um meio tamponado de 0,01 mol L' de KHCOs ou
KH2PO4 para manter o pH constante e 200 ppm de NaNs para inibir o crescimento
de micro-organismos. Dessa solu¢do, 3 mL foram colocados em uma cubeta de
quartzo com 1 cm de caminho optico.

A atividade catalitica foi avaliada com a adigdo de 10 yL do substrato
modelo DEDNPP (solugéo estoque de 103 mol L' em solvente acetonitrila) ao meio
reacional, iniciando assim a reacdo e induzindo uma cinética de pseudo-primeira
ordem, sendo a concentragdo da amostra muito maior que a do organofosforado.
O acompanhamento da reacao se deu pelo aparecimento de bandas em 400 nm
nos espectros (conforme FIGURA 20), correspondentes ao produto 2,4-
dinitrofenolato (2,4-DNP), que absorve luz nesse comprimento de onda.

A reciclagem das amostras também foi realizada com DEDNPP, como
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forma de verificar se as amostras atuam de fato como catalisadores. Desse modo,
reacdes das amostras com DEDNPP em pH 8,5 foram acompanhadas por até trés
ciclos, onde cada ciclo extra se iniciou pela adigdo de mais 10 uL de solugéo do
organofosforado ao meio reacional.

Para os estudos com o pesticida real Paraoxon, os testes foram realizados
na temperatura de 30 °C e mantidos em frascos selados. Uma aliquota de 10 pyL do
pesticida (solugdo estoque de 102 mol L' em solvente acetonitrila) foi adicionado
a um frasco contendo 3 mL de amostra (diretamente da solugdo estoque) em meio
tamponado na concentragdo de 0,01 mol L', induzindo uma cinética de pseudo-
primeira ordem. A reagao também foi acompanhada pelo aparecimento de bandas

em 400 nm correspondentes ao 4-nitrofenolato, conforme mostra a FIGURA 20.

FIGURA 20 - REACOES DE DESFOSFORILAGAO ACOMPANHADAS POR UV-VIS
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Fonte: Autor (2022)

O estudo mecanistico foi realizado com a adigdo de 10 yL do composto
cloro-2,4-dinitrobenzeno (solugdo estoque de 5x10° mol L' em solvente
acetonitrila) ao meio reacional preparado de maneira analoga aos testes com
DEDNPP, induzindo também uma cinética de pseudo-primeira ordem para a reacgao.
As reagdes foram realizadas com controle de temperatura em 21 °C e o
acompanhamento das reagdes foi realizado por meio de espectrofotometria UV-
VIS, analisando o crescimento das bandas em 400 nm.

Os parametros cinéticos das reacbes das amostras com DEDNPP,
pesticida Paraoxon e substrato CDNB foram determinados por meio de graficos dos
valores de absorbancia em 400 nm versus tempo utilizando o software Origin 8.0 e

ajustados pela seguinte equacao 1:

A=Ap+ [(Aw — Ap) * (1 — e Fops*t)] (1)
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Onde: A é a absorbancia no tempo t; Ao € a absorbanciaemt =0; A-¢é a
absorbancia no infinito e kobs € a constante de velocidade observada para a cinética

de pseudo-primeira ordem.

4.6.2 Estudos de permeacao in vitro com os geéis neutralizantes

Como forma de verificar a eficacia dos géis de CMC na prevengéo de
intoxicagao por OP, foram realizados estudos de permeacéo in vitro utilizando o
aparato da Célula de Franz, equipamento que mimetiza a difusdo de ativos por via
cutédnea. O aparato consiste em vidrarias (chamadas células) sob controle de
temperatura, contendo meio receptor (simulando o meio fisiolégico), onde é
possivel fazer a coleta de aliquotas desse meio em diferentes intervalos de tempo.
Para realizar a analise, o meio receptor utilizado foi tampao fosfato ajustado em pH
7,00 e a temperatura foi ajustada para 36°C. Acima das células foram alocadas
membranas de didlise de éster de celulose com diametro médio de 2,01 cm?
(utilizadas para simular a pele) onde foi depositado 1 g de gel. Em seguida, uma
aliquota de 50 uL de DEDNPP (solugéo estoque de 6,1x10° mol L' em solvente
acetonitrila) foi alocada sobre a camada de gel para verificar seu comportamento.
Desse modo, aliquotas de 1 mL foram retiradas do meio receptor em diferentes

intervalos de tempo e posteriormente analisadas por UV-VIS.

FIGURA 21 — ESQUEMATIZAGAO DA MONTAGEM DE UMA CELULA DE FRANZ
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 SINTESE DAS AMOSTRAS

As amostras foram funcionalizadas e dialisadas com base na metodologia
proposta. Analisando o aspecto visual, ndo foram observadas mudangas
macroscopicas ou formacao de precipitados apos as sinteses, conforme ilustra a
FIGURA 22. Esse comportamento sugere uma rota sintética ndo-destrutiva e que
permite a modificagao parcial da CMC sem perda de suas caracteristicas iniciais

(e.g., solubilidade).

FIGURA 22 — FOTOS DAS DISPERSOES COLOIDAIS DAS AMOSTRAS:
() CMC; (Il) CMC-HDA,; (lll) CMC-IMZ(A) E (IV) CMC-IMZ(H)
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Fonte: Autor (2022)

5.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO

As analises de FTIR das amostras (vide FIGURA 23) foram realizadas na
forma de filme, secando-as previamente em substrato de aluminio. Todas as
amostras apresentaram bandas caracteristicas e alargadas na regiao de 3700 a
3000 cm', correspondentes a v(O-H) de acidos carboxilicos, hidroxilas e agua
adsorvida na amostra3%97-101, Ha outras bandas inerentes das amostras entre 500
e 1300 cm™ que refletem a manutengéo do esqueleto polimérico apds a sintese:
em 1100 cm™ ha uma banda que pode ser atribuida a v(C-O-C) ou v(C(5)-C(6))
presente nas unidades glicosidicas da cadeia principal da CMC%-1%1. Em 1050 cm-
', as bandas s&o atribuidas a 5(C-O-C) das ligagbes glicosidicas B-(1—4)%%101. Ja
em 900 cm™, é possivel observar uma banda caracteristica referente a v(C-H) em
B do carbono anomérico (C1) %191, Exclusivamente para a amostra CMC, ha uma

banda em 1585 cm' referente as vibragées v(C=0) de carboxilatos de s6dio%1%2,
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FIGURA 23 — ESPECTROS DE FTIR PARAAS AMOSTRAS CMC, CMC-HDA, CMC-IMZ(A) E
CMC-IMZ(H) PREPAR;A/DAS NA FORMA DE FILMES SOBRE SUBSTRATO DE ALUMINIO
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Fonte: Autor (2022)
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Para as amostras funcionalizadas, ha bandas em 1640 cm™ devido ao

v(C=0) de carbonila de amidas®°98.103.1%4 Como essa banda em geral ¢ atribuida

também aos carboxilatos de sdédio, foram realizados FTIR das amostras também

em meio acido (vide Figura 1 do Apéndice), que evidenciam aumento das bandas

em 1735 cm™' para todas as amostras, devido a v(C=0) de acidos carboxilicos. No

entanto, a banda em 1640 cm™' diminui de intensidade apenas para a amostra CMC

(devido a protonagédo dos carboxilatos), enquanto que para todas as amostras

funcionalizadas,

ha

intensificagcdo do sinal

da banda, o que sugere a

funcionalizacdo covalente das amostras pelas ligagdes amida.

Ha outras bandas que indicam a funcionalizagdo das amostras de maneira

mais assertiva. Para a amostra CMC-HDA, a banda presente em 1549 cm™ é
atribuida as vibragdes v(C-N), 8(O-H), d(N-H) de acidos hidroxamicos®?7,

indicando o sucesso da funcionalizagao covalente do material com o grupo alfa-

nucleofilo proposto. Para as amostras derivadas de imidazol, CMC-IMZ(A) e CMC-
IMZ(H), ha uma banda presente em 1560 cm-! atribuida a v(C-N) e d(N-H) de

amidas, indicando também a funcionalizagéo covalente apos a sintese3%104,

Outra banda presente em todas as amostras funcionalizadas e que sugere
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a modificagdo quimica esta assinalada em 3290 cm e é atribuida ao v(N-H) em
acidos hidroxamicos para a amostra CMC-HDA e aos grupos imidazol nas amostras
CMC-IMZ(A) e CMC-IMZ(H)*0.92,97.103,105,106 ' Essg banda com caracteristica mais
achatada também foi atribuida a essa ligagcao de acidos hidroxamicos e imidazois
em materiais funcionalizados de outros trabalhos*%92.1% Desse modo, os espectros

de FTIR indicam o sucesso nas propostas de modificagdo quimica do material.

5.3 ANALISES TERMOGRAVIMETRICAS

As analises termogravimétricas (TGA) foram realizadas para todos os
materiais do trabalho. Os graficos de TG e DTG (% massa / °C) das amostras
obtidos em fluxo de ar sintético (100 mL min-") estédo apresentados na FIGURA 24

e um resumo dos dados obtidos na analise estdo presentes na TABELA 1.

FIGURA 24 — GRAFICOS DE TG E DTG DAS AMOSTRAS: CMC, CMC-HDA, CMC-IMZ(A) E
CMC-IMZ(H), COM TAXA DE AQUECIMENTO DE 5°C MIN-', SOB ATMOSFERA DE AR
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Foram considerados 6 fenbmenos de degradagao térmica tipicos para as
amostras: 1) perda de agua adsorvida; 2) degradagao de grupos funcionais da
modificagdo quimica com acidos hidroxamicos ou imidazois (exceto para a CMC
comercial); 3) degradacao de grupos oxigenados; 4) degradacao do esqueleto
polimérico em um esqueleto carbonaceo; 5) oxidacdo do esqueleto carbonaceo
restante; e 6) novamente oxidagdo do esqueleto carbonaceo.

Para a amostra ndo-funcionalizada CMC, a decomposicao total na faixa de
temperatura analisada aconteceu com 4 eventos de perda de massa referente a 5
fendbmenos de degradacao térmica, todos de acordo com a literatura para materiais
derivados de carboximetilcelulose: (i) devido a agua adsorvida na amostra
(2,4%)104.107.108 " (ji) descarboxilagdo de grupos oxigenados e degradagdo do
esqueleto polimérico até a formagao de um esqueleto carbonaceo (49,4%)104.107.108
(i) oxidacdo do esqueleto restante com consequente liberacdo de volateis
oxigenados (21,1%)'%9, (iv) oxidagdo, ocasionando a liberagdo de mais volateis
(11,9%)'%° e levando ao residuo final contendo carbonatos e 6xidos estaveis (e.g.,
Na2COs3) formados durante as oxidagdes (15,4% de residuo)'®.

Para as amostras funcionalizadas, ha trés aspectos principais que foram
observados em relagdo a analise da CMC precursora e que sugerem uma
modificagdo quimica sucedida. O primeiro se trata da aparente diminuicdo de
estabilidade térmica da amostra: esse comportamento pode estar relacionado a
degradacao dos grupos funcionais ancorados, onde as ligagcdes desses grupos com
a cadeia principal sdo rompidas, ocasionando perdas de massa em menores
temperaturas, conforme reportado em literatura'®. O segundo aspecto, ainda
consequéncia do primeiro, abrange eventos de perda de massa adicionais que
acontecem concomitantemente com os eventos (i) e (ii) determinados na analise
da CMC (perda de agua, descarboxilagéo e degradacao da cadeia polimérica), que
também podem ser atribuidos a decomposi¢céo dos grupos funcionais ancorados
apos a sintese %,

O terceiro aspecto a ser observado, € a porcentagem de esqueleto
carbonaceo presente em 500 °C apés a decomposigao térmica da cadeia principal
(CMC = 48,2%, CMC-HDA = 40,7%, CMC-IMZ(A) = 36,5%; CMC-IMZ(H) = 10,7%).
Devido a insercdo de outros grupos funcionais, as interagdes intermoleculares
podem ser enfraquecidas, contribuindo ndo somente para a diminuigdo aparente

da estabilidade térmica, como também para a aceleragao da reagcédo de degradacgéo
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térmica e consequentemente maior perda de massa, conforme observado em
trabalhos anteriores avaliando propriedades térmicas de derivados de celulose com
diferentes substituintes04.110.111,

Analisando cada uma das amostras funcionalizadas separadamente e
detalhadamente: (a) Aamostra CMC-HDA se decompés totalmente em 3 perdas de
massa na faixa de temperatura analisada, referente a 5 fendmenos de degradagéao
térmica. Ainda, ha overlap entre as 2 primeiras perdas (entre 70 °C e 486 °C),
devido: (i) e (ii) perda de agua adsorvida na amostra, em conjunto com
decomposicdo dos grupos da funcionalizagdo, descarboxilagdo dos grupos
oxigenados e degradacao do esqueleto polimérico em um esqueleto carbonaceo
(59,3%). Em seguida, ha (iii) oxidacao do esqueleto restante e liberagao de volateis
oxigenados (19,5%), resultando em um residuo de 21,2% devido a presenga de
oxidos. Essa amostra, diferente das demais, apresentou apenas um fenémeno de
degradacao referente a oxidagao; (b) Ja a amostra CMC-IMZ(A) se decompds
totalmente apresentando 4 eventos de perda de massa referente aos 6 fenébmenos
de degradagédo, havendo intersecgdo nas 2 primeiras perdas de massa (entre 70
°C e 500 °C), devido: (i) e (ii) agua adsorvida, concomitante a decomposi¢ao dos
grupos da funcionalizagao, descarboxilagdo dos grupos oxigenados e degradagao
da cadeia principal (63,5%). Em sequéncia, ha duas oxidag¢des (ii) e (iv) do
esqueleto carbonaceo com consequente liberagao de volateis (com 19,0% e 5,8%
de perda de massa, respectivamente), resultando em um residuo de 11,7%
contendo carbonatos de sdodio.; (¢) Por fim, a amostra CMC-IMZ(H) se decompds
totalmente apresentando 5 eventos de perda de massa, correspondente aos 6
fendbmenos de degradagao, havendo intersecgao entre as 3 primeiras perdas de
massa (entre 70 °C e 536 °C) devido a: (i), (ii) e (iii) agua adsorvida, em conjunto
com grupos funcionais ancorados na modificagdo quimica, descarboxilagdo dos
grupos oxigenados e degradagao do esqueleto carbdnico (89,3%). Em seguida séo
observadas as perdas de massa (iv) e (v) devido as oxidagdes desse esqueleto
carbonaceo (somando 4% de perda de massa), resultando em um residuo de 6,8%,
provavelmente contendo sais de carbonato.

Desse modo, as TGAs das amostras revelaram alguns aspectos a respeito
da estabilidade e decomposigao térmica. As amostras funcionalizadas CMC-HDA,
CMC-IMZ(A) e CMC-IMZ(H) se degradaram termicamente com perdas de massa

adicionais em relagcdo a CMC comercial, sugerindo a inser¢do de outros grupos
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funcionais na cadeia do polimero, e entdo, 0 sucesso na modificacdo quimica
sugerida. Além disso, foi possivel verificar diferencas na estabilidade térmica das

amostras funcionalizadas em relagcdo a sua precursora, comportamento ja

esperado na literatura devido a insergdo de novos grupos funcionais.

TABELA 1 — FAIXAS DE TEMPERATURA E OS RESPECTIVOS EVENTOS DE PERDA DE

MASSA PARA CADA AMOSTRA
Perda
Faixa de
Amostra Fenémenos de degradagao de Residuo
temperatura
massa
70°Ca190°C 1) Agua adsorvida. 2,4%
2) Descarboxilagédo de grupos oxigenados; e
190 °C a 500 °C o L 49,4% 15,4% em
CMC 3) Decomposicao do esqueleto polimérico.
923°C
500 °C a 738 °C 4) Oxidagao do esqueleto restante. 21,1%
738 °C a923°C 5) Oxidagado do esqueleto restante. 11,9%
1) Agua adsorvida; e
70°C a 167 °C ] . 3,4%*
2) Perda de grupos da funcionalizagao.
CMC- i 21,2% em
3) Perda de grupos oxigenados; e 55,9%
HDA 167 °C a 486 °C . o 731°C
4) Decomposicao do esqueleto polimérico. *
486 °C a 731 °C 5) Oxidagao do esqueleto restante. 19,5%
1) Agua adsorvida; e
70°Ca182°C ) o 9,3%*
2) Perda de grupos da funcionalizagéo.
CMC- 3) Perda de grupos oxigenados; e 54,2% 11,7% em
182 °C a 500 °C o o
IMZ(A) 4) Decomposigdo do esqueleto polimérico. * 878°C
500 °C a 695 °C 5) Oxidagao do esqueleto restante. 19,0%
695 °C a 878 °C 6) Oxidagado do esqueleto restante. 5,8%
1) Agua adsorvida; e
70°C a 196 °C . ] 6,3%"
2) Perda de grupos da funcionalizagao.
3) Perda de grupos oxigenados; e
196 °C a 376 °C 4) Inicio da decomposicdo do esqueleto 55,85*
CMC- , 6,8% em
polimero.
IMZ(H) 867°C
27.,2%
376 °C a 536 °C  4) Decomposic¢ao do esqueleto polimérico.
536 °C a 674 °C 5) Oxidagao do esqueleto restante. 2,7%
674 °C a 867 °C  6) Oxidagao do esqueleto restante. 1,3%

* Houve overlap entre as perdas de massa

FONTE: Autor (2022)
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5.4 TITULACOES POTENCIOMETRICAS

Como forma de entender e avaliar os equilibrios acido-base dos grupos
ionizaveis nas amostras e também estimar o grau de funcionalizagdo dos materiais
funcionalizados, foram realizadas titulagées potenciométricas. A FIGURA 25 ilustra

os dados experimentais obtidos para cada uma das amostras.

FIGURA 25 — CURVAS DE TITULACAO POTENCIOMETRICA COM KOH 0,01 mol L' PARAAS
AMOSTRAS (A) CMC E CMC-HDA E (B) CMC, CMC-IMZ(A) E CMC-IMZ(H) DESTE TRABALHO.
AS CURVAS DE AJUSTE EM VERMELHO FORAM OBTIDAS PELO SOFTWARE BEST7.

(A) (B)

1047 m cMmC 104 = CMC
e CMC-HDA A CMC-IMZ(A)
— Ajuste v CMC-IMZ(H)
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s z
6 6

2 T T T T T T T T T T T T
4 6 8 10
Volume de KOH (mL)

12 14

10 12 14

OH
Oj,OH Oj, NH oj, j, NH
Q o] O O
~—L_ —L_ —_ —L_
CMC CMC-HDA CMC-IMZ(A) CMC-IMZ(H)

Fonte: Autor (2022)

A FIGURA 25 mostra, além das curvas de titulag&do, os ajustes obtidos por
calculos iterativos realizados no software BEST7 (linhas vermelhas), que permitem
a estimativa dos valores de pKass dos grupos ionizaveis e suas quantidades mesmo
em pequenas propor¢des, como ja utilizado em outras moléculas e sistemas
complexos'?. Foram propostos trés equilibrios acido-base (FIGURA 26) para as
amostras, onde os dois primeiros valores foram atribuidos a grupos acidos
carboxilicos presentes na CMC e o terceiro atribuido ao grupo nucleofilico ancorado
(imidazol ou acido hidroxamico). Desse modo, os dados obtidos pelas analises das

titulagbes potenciométricas estdo presentes na TABELA 2.
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FIGURA 26 - ESQUEMA DOS EQUILIBRIOS ACIDO-BASE PROPOSTOS PARA OS GRUPOS
IONIZAVEIS PRESENTES NAS AMOSTRAS DESTE TRABALHO

____________________________

a_— Equilibrio K., para cadauma dasamostras O
| CMC-HDA 1 CMC-IMZ(A) # | CMC-IMZ(H) !
i ;: N N NH |
P % il L (oo @ g
1 0.0 HN__o ok 0.0 HN OE:OEO\OY/NH ks 00 o N H WH pzz 00 o e E
i éf oo ii oo o“o ii 0 o- o“ 0. E

Fonte: Autor (2022)

TABELA 2 — VALORES DE pKas E QUANTIDADE DE GRUPOS !ONIZAVEIS OBTIDOS NOS
AJUSTES DAS TITULACOES POTENCIOMETRICAS

mmol g de mmol g de mmol g de
PKar pKa2 pKas
Amostra amostra amostra amostra

(COOH) ) (COOH) . (Nu) .

(espécie 1) (espécie 2) (espécie 3)

cmMmC 4,5310,06 3,71 6,55+0,06 0,46 Ausente

CMC-HDA  4,47+0,03 1,79 6,46+0,03 0,19 8,94+0,03 0,59
CMC-IMZ(A)  4,45%0,04 2,25 6,67+0,04 1,12 8,63+0,04 1,41
CMC-IMZ(H)  4,44+0,04 1,13 6,59+0,04 0,71 8,50+0,04 1,20

Fonte: Autor (2022)

Os valores de pKat-2 foram atribuidos a acidos carboxilicos em todas as
amostras e estdo de acordo com a faixa esperada dessas espécies idnicas em
outros materiais funcionalizados3%4247, Além disso, a determinacgao de dois valores
de acidos carboxilicos para as amostras é reflexo das elevadas quantidades destes
grupos nos polimeros. A CMC de partida utilizada neste trabalho tem especificagao
de DS = 0,9 pelo fabricante e ja foi verificada por método de retrotitulagdo no
BIOPOL no trabalho de Jacumazo et. al''3, cujo valor experimental obtido foi de DS
= 0,84. Levando em consideragdo que a CMC possui unidades de anidroglucose
substituidas por acidos metil-carboxilicos, o valor de DS da amostra reflete em
cerca de 23% (m/m) de grupos acidos carboxilicos''4. Ja com os dados da titulagéo
da CMC realizada neste trabalho, foram determinados 23,8% (m/m) desses grupos
na amostra, com DS = 0,88, valores coerentes aos indicados pelo fabricante e pelo
trabalho de Jacumazo et. al''3.

Devido a quantidade de grupos acidos ionizaveis, quando se processa a

titulacdo, a desprotonagao dos grupos acidos carboxilicos (COOH) a grupos
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carboxilatos (COQO") acarreta em mudangas nas cargas de suas vizinhangas: o
aumento de COO- ocasiona o aumento da intensidade do campo elétrico e como
consequéncia, ha um aumento da concentracao local de H* (i.e., cargas positivas)
proximas aos carboxilatos. Desse modo, o equilibrio quimico configurado por
COOH <« COO" + H*fica deslocado para a forma protonada. Em outras palavras,
ha estabilizacdo da espécie protonada COOH, dificultando a ionizagcdo nas
espécies COO- e H*, resultando em espécies aparentemente menos acidas (com
maior valores de pK;)®°. Esse comportamento ja foi observado e discutido em
outros trabalhos com carboximetilcelulose®%:1%6.115 ¢ pode ser usado para outros
polimeros anidnicos em solugéo.

Assim, os valores de pKai-2 determinados pelo software nas amostras deste
trabalho estdo coerentes com a literatura® % sendo que na faixa de
desprotonagao dos acidos carboxilicos, a maioria dos grupos apresentou carater
mais acido (pKa1 médio entre 4,44 e 4,53) e uma menor quantidade apresentou-se
como espécies menos acidas (pKa2 médio entre 6,46 e 6,67). A determinagéo
dessas espécies nas amostras funcionalizadas indica a manutencao dos acidos
carboxilicos, reflexo de uma modificacdo apenas parcial destes em nucledfilos.
Além disso, é possivel analisar as quantidades de grupos referentes as espécies 1
e 2 (vide TABELA 2) e verificar que ha uma diminuicdo desses grupos nas amostras
funcionalizadas em relagao a CMC precursora, indicando novamente a modificagdo
parcial apds a funcionalizagao.

Além disso, foram determinados valores de pKas exclusivamente para as
amostras funcionalizadas, um forte indicativo do sucesso na modificagdo quimica
com os grupos nucleofilicos propostos. Para a amostra CMC-HDA, o valor de pKas
= 8,9 é atribuido aos grupos acidos hidroxamicos e esta de acordo com a
literatura*6-47.92.116_ Além disso, considerando a quantidade de grupos determinada
para a espécie 3 nesta amostra, estima-se um grau de funcionalizagcéo de 23,1%
de grupos acidos carboxilicos convertidos a acidos hidroxamicos. Ja para as
amostras CMC-IMZ(A) e CMC-IMZ(H), os valores de pKa3 iguais a 8,6 e 8,5,
respectivamente, sdo associados aos grupos imidazois ancorados no polimero.
Além disso, o ajuste das titulagdes revela um grau de funcionalizagao de 29,5% e
39,3% para as amostras CMC-IMZ(A) e CMC-IMZ(H), respectivamente.

A grande diferenca de pKas dos grupamentos imidazois deste trabalho em

comparagao a molécula livre de imidazol (cujo pKa encontra-se em torno de 7),
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pode ser justificada pelo ambiente quimico em que esses imidazdis se encontram,
uma vez que espécies vizinhas podem contribuir na estabilizagcdo da forma
protonada do imidazol (conforme discutido acima). E de fato, para outros materiais
do GCC funcionalizados com imidazol, a goma arabica e casca de arroz também
apresentaram valores superiores de pKa para o imidazol mesmo com baixo grau de
funcionalizagdo (em torno de 7,5)%%42. Ja para polimeros com maior grau de
funcionalizagdo e maior quantidade de grupos ionizaveis, onde entender as
constantes de ionizagdo é mais complexo, ja foram determinados valores de pKa
mais elevados, como é o caso do polivinil-imidazol'"”, cujo pKa € 8,25.

Dessa forma, as titulagbes potenciométricas permitiram: (i) propor e
caracterizar os grupos ionizaveis presentes nas amostras; (ii) confirmar o grau de
substituicgdo DS na amostra CMC comercial; (iii) determinar valores adicionais de
pKas nas amostras funcionalizadas coerentes com a literatura, indicando sucesso
na ancoragem dos nucledfilos propostos e (iv) estimar o grau de modificagao

quimica dos polimeros deste trabalho.

5.5 DETERMINAGCAO DE INCREMENTO DE iNDICE DE REFRACAOQ (dn/dc)

Para realizar as analises por SEC, € necessario a informacdo do
incremento de indice de refragdo devido a um incremento de concentragao (dn/dc)
do polimero estudado. Desse modo, foram utilizadas solu¢gdes de CMC de 0,2 a 2,0
mg mL"" em solvente NaNO3 0,1 mol L' com 200 ppm de NaNs, onde foi medida a
area do sinal de indice de refragéo (conforme FIGURA 27A). Os valores de area
foram corrigidos em relagdo a area do padrdao PEO, que possui dn/dc e
concentragdo conhecida, por meio de um fator de corregdo (FC calculado =
9,81x10* mV-' L-"). O dn/dc é dado pelo coeficiente angular do grafico de sinal da
area corrigido em relagdo ao padrao versus concentragdo, conforme mostra a
FIGURA 27B.

Assim, foi determinado um valor experimental de dn/dc = 0,174 mL g™ para
a amostra de CMC deste trabalho, comparavel ao da literatura (dn/dc = 0,163 mL
g8 com um desvio de 6,7%. Apesar de muitos trabalhos discutirem a
independéncia do valor de dn/dc em relagdo a massa molar e de DS nesse solvente,
pequenos desvios ja foram reportados e podem ser atribuidos ao método de

preparo do solvente e método de produgdo da CMC'"8-121, Desse modo, optou-se
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por utilizar o valor obtido experimentalmente para as posteriores analises de SEC.

FIGURA 27 — DADOS OBTIDOS NA ANALISE DE iNDICE DE REFRACAO: (A) DETERMINAGAO
DAS AREAS DOS SINAIS E (B) CALCULO DE dn/dc
(A) (B)
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Fonte: Autor (2022)
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5.6 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO POR TAMANHO

Os estudos por meio da técnica de SEC foram realizados para verificar
informacdes de massa molar e dispersao através de detectores de indice de
refracdo (RI) e espalhamento de luz laser a angulos baixo (LALS) e reto (RALS).
Os cromatogramas obtidos estdo apresentados FIGURA 28 e os dados calculados
para massa molar média ponderal (Mw), dispersdo (D), volume de retencéo e
recuperacao estao organizados na TABELA 3.

A analise dos cromatogramas revela que todas as amostras apresentaram
um evento de eluigdo principal com sinais alargados. Esse comportamento de
eluicdo indica caracteristicas de sistemas com D (Mw/Mn) maior que 1, refletindo a
existéncia de uma populacao polimérica com diferentes massas. Os valores de D
(vide TABELA 3) calculados a partir das massas molares corrobora o
comportamento de eluicdo observado.

A massa molar determinada para a CMC comercial foi de Mw = 218.000 g
mol-!, coerente com a especificagdo do fabricante (Mw = 250.000 g mol'), com um
desvio de 12,8%. Deve-se ressaltar que a técnica de SEC acoplada a multi-
detectores possui alguns fatores que influenciam na analise (e.g., fonte e grau de
substituigdo, preparo de amostra e tipo de fase modvel utilizada, valor de dn/dc),
promovendo pequenos desvios entre os valores'18.120.122.123 ' Além disso, os valores

de massa molar fornecidos pelos fabricantes de matérias primas séao obtidos por
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meio de outros métodos relativos de determinacdo de massa molar (e.g.,

viscosidade), o que pode aumentar o desvio em relagdo ao meétodo utilizado neste

trabalho.

FIGURA 28 - CROMATOGRAMAS DE EXCLUSAO POR TAMANHO OBTIDOS PARAAS
AMOSTRAS: (A) CMC, (B) CMC-HDA, (C) CMC-IMZ(A), (D) CMC-IMZ(H)
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Fonte: Autor (2022)

TABELA 3 — PARAMETROS MACROMOLECULARES OBTIDOS NA ANALISE DE SEC DAS

AMOSTRAS
My Dispersao b Volume de Recuperacgao
Amostra
(g mol™) (Mw/M;) Retengdo (mL) (%)
cMmC 218.000 2,8 7,5 68,6
CMC-HDA 142.000 3,2 8,4 21,0
CMC-IMZ(A) 358.000 3.1 7,4 55,1
CMC-IMZ(H) 110.000 2,6 8,3 37,0

FONTE: Autor (2022)
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Analisando o valor de Mw determinado e o volume de retencdo para as
amostras funcionalizadas, também ¢é possivel notar algumas diferengas quando
comparadas a CMC. As amostras CMC e CMC-IMZ(A) apresentaram maiores
valores de Mw e menores volumes de retengao quando comparadas a CMC-HDA e
CMC-IMZ(H). Como durante as sinteses realizadas foram empregados métodos
brandos de reacdo (pH proximo ao neutro e temperatura ambiente), possiveis
reacoes de despolimerizagao foram descartadas e a diferenca entre esses valores
foi atribuido ao estado de agregacdo das amostras e a filtracdo no preparo de
amostra, também corroborados pela porcentagem de recuperagéo. Para a amostra
CMC-IMZ(A), durante a filtracdo, os agregados passaram pelo filtro e foram
detectados por SEC, resultando em maiores valores de Mw e porcentagem de
recuperacao. Ja para as amostras CMC-HDA e CMC-IMZ(H), durante a filtragao,
os agregados foram retidos pelo filtro, passando apenas as cadeias de menores
massas molares que foram detectadas pelo SEC, diminuindo o valor de Mw € a
porcentagem de recuperagdo. O comportamento de agregagdo dos materiais foi
investigado e caracterizado por outras técnicas, como as titulagdes de potencial

zeta.

5.7 TITULACOES DE POTENCIAL ZETA

Como forma de entender a estabilidade coloidal das amostras, assim como
obter algumas informagdes sobre o seu estado de agregacao, foram realizadas
titulagdes de potencial zeta. De uma forma geral, os polimeros em solugéo séo
considerados dispersdes coloidais e apresentam cargas elétricas superficiais.
Assim, quando ha cargas elétricas de mesma natureza, ha entdo um fendbmeno de
repulsdo que mantém as cadeias poliméricas afastadas e entao o coloide apresenta
estabilidade. A delimitacdo da interface e do plano hidrodindmico de cisalhamento
devem ser analisadas com cautela em dispersdes coloidais poliméricas, e assim,
as medidas de potencial zeta devem ser avaliadas de forma mais qualitativa que
quantitativa. Caso haja cargas elétricas opostas, o sistema estara sujeito a forgas
de atragdo que culminam na formagédo de agregados. Uma vez que as cargas
elétricas em solugcao também afetam a medida de potencial zeta, as titulagdes deste
trabalho foram realizadas com um background de forga idnica de KCI 0,01 mol L

e KCI 0,05 mol L' para avaliar o efeito de sal na estabilidade coloidal do polimero.
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As titulacdes de potencial zeta das amostras deste trabalho estdo apresentadas na
FIGURA 29.

FIGURA 29 — TITULACOES DE POTENCIAL ZETA COM KOH 0,0750 mol L' PARAAS
AMOSTRAS CMC, CMC-HDA, CMC-IMZ(A) E CMC-IMZ(H) DESTE TRABALHO EM: (A) KCI 0,01
mol L' E (B) KCI 0,05 mol L
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Fonte: Autor (2022)

As titulagbes realizadas em KCI 0,01 mol L' estdo apresentadas na
FIGURA 29A. E possivel verificar que o potencial zeta é negativo na maioria da
faixa de pH analisada para todas as amostras, reflexo das formas desprotonadas
das espécies ionicas. Ainda, € consenso na literatura que um potencial de pelo
menos +30 mV reflete estabilidade coloidal de um sistema. Desse modo, vemos
que a amostra CMC é a amostra mais estavel de todas, com potencial zeta ~ -80
mV entre pH 6,0 e pH 10,0 e encontra-se dentro desse critério de estabilidade até
aproximadamente pH 3,5. Ja as amostras funcionalizadas apresentam valores de
potencial zeta mais positivos em relagdo a CMC, conforme esperado na literatura,
uma vez que sao inseridos grupos acidos hidroxamicos e imidazéis que apresentam
seus proéprios equilibrios acido-base que refletem na estabilidade coloidal e nas
cargas elétricas*’. No entanto, todas as amostras modificadas encontram-se dentro
do critério de estabilidade coloidal na faixa de pH entre 4,5 e 10,0 (faixa que
abrange as condi¢des de uso das amostras neste trabalho e também o seu
armazenamento em torno de pH 7,0).

Por outro lado, na FIGURA 29B estao apresentadas as titulagdes realizadas
alterando a forga i6nica do meio com KCI 0,05 mol L. O principal aspecto
observado é a diminuicdo da estabilidade coloidal das amostras, com todas

apresentando potencial zeta superior a -30 mV em toda a faixa de pH analisada.
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Esse comportamento é observado pois quando a forga idnica do meio aumenta, ha
a diminuicdo da camada difusa de ions em torno do polimero, fazendo com que o
potencial zeta também seja afetado.

Além disso, é possivel verificar que em ambas as concentragbes de
eletrdlitos onde as titulagdes foram realizadas, os valores de ponto isoelétrico
coincidiram: em torno de pH 2,5 para as amostras CMC e CMC-HDA e em torno de
3,5 para as amostras CMC-IMZ(A) e CMC-IMZ(H). Outros trabalhos da literatura
revelaram que o ponto isoelétrico de biopolimeros tende a diminuir com o aumento
de forga idnica'?+125, O fato desse comportamento n&o ter sido constatado para as
amostras desse trabalho indica que a mudanca de forga idnica do meio de 0,01 mol
L' para 0,05 mol L' nao foi suficiente para que o fendbmeno seja observado,
resultado também coerente com a literatura quando as alteracdes de forca ibnica
sdo pequenas’'?.

Por fim, as analises de potencial zeta revelaram informacdes sobre a
estabilidade coloidal e indicios sobre a agregagcdo das amostras. Além disso, as
titulagdes de potencial zeta realizadas em KCI 0,05 mol L-! apresentaram valores
superiores a -30 mV em toda a faixa de pH analisada, indicando o favorecimento
da formacgao de agregados, corroborando com os dados de SEC, onde a fase movel

utilizada possui o dobro da concentragéo salina.

5.8 TESTE COLORIMETRICO DE COMPLEXACAO COM FERRO(III)

Os grupos acidos hidroxamicos sao conhecidos na literatura como agentes
siderdforos, ou seja, possuem habilidades de complexacgao de ferro (principalmente
o ferro I11)®+8_ Uma vez que esses complexos causam alteragdo na coloragdo de
solucdo, eles podem ser utilizados em nosso estudo como um indicativo
complementar da presenca de acidos hidroxamicos®. Desse modo, para todas as
amostras funcionalizadas (CMC-HDA, CMC-IMZ(A) e CMC-IMZ(H)), foi realizado
um teste colorimétrico qualitativo para a complexagao com Fe(lll) de acordo com o
sugerido na metodologia. Foram utilizadas como amostras de controle: (1) solugéo
de Fe(lll) sem amostra e (2) solugéo de Fe(lll) com CMC. As imagens do ensaio e
os espectros de UV-Vis estao apresentados na FIGURA 30.

Apo6s a adigdo de solucdo de cloreto férrico (conforme observado na

FIGURA 30), a amostra CMC-HDA apresentou a mudanga de coloragdo para uma
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solugdo avermelhada, indicando a complexacdo do Fe(lll) pelos grupos acidos
hidroxamicos, refletindo o sucesso da funcionalizagdo quimica com o grupo
proposto. Além disso, pela analise do espectro UV-VIS, é possivel verificar uma
banda em torno de 472 nm, referente ao complexo formado, também coerente a
outros trabalhos na literatura®.

Ja as amostras CMC, CMC-IMZ(A) e CMC-IMZ(H) nao apresentaram
mudanca de coloragéo apos a adi¢ao da solugao de cloreto férrico, comportamento
ja esperado uma vez que os grupos acidos carboxilicos do material de partida e os
derivados de imidazol utilizados como funcionalizantes ndo promovem a formagao

do complexo em questao.

COLORIMETRICO DE COMPLE

FIGURA 30 — RESULTADOS DO TESTE XACAO COM FERRO

I L
-3 v/
Solugao Fe(lll) CMC + Fe(lll) CMC-HDA +Fe(lll)  CMC-IMZ(A) + Fe(lll)  CMC-IMZ(H) + Fe(lll)
Oy, -OH
1,0 - oj
Fe(lll) + CMC L
Fe(lll) + CMC-HDA cmc OH
0,8 —— Fe(lll) + CMC-IMZ(A) O _KH
S Fe(lll) + CMC-IMZ(H) j’
5 —— Fe(lll) —~_
E 0,6 1 CMC-HDA
g 2
£ 04 °j’[“?”3
3 0
Q0 —_
< 02 CMC-IMZ(A)
& NH
[ 4
pE
O NH
0,0 T T T T T T T T Oj/
400 500 600 700 800 —L
Comprimento de onda (nm) CMC-IMZ(H)

Fonte: Autor (2022)
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5.9 ENSAIOS DE REOLOGIA PARA CMC COMERCIAL

5.9.1 Tilt-test com amostras de CMC comercial

O tilt-test foi utilizado como um teste macroscopico qualitativo para avaliar
a possibilidade de formular géis de CMC, avaliando visualmente a viscosidade das
amostras. Assim, foram preparadas solucbes de CMC em uma faixa de
concentragéo entre 0,1% e 10,0% (m m"), conforme ilustra a FIGURA 31.

Todas as amostras de CMC preparadas revelaram aspecto de translucidez
e concentragdes acima de 5,0% apresentaram bolhas de ar presas na estrutura
fisica gelificada. As amostras de 0,1% a 4,0% foram preparadas com adi¢ao de
polimero na agua sob agitagdo magnética e quando necessario, leve aquecimento
a 60 °C em banho térmico. As amostras de 5,0% a 10,0% foram preparadas
inicialmente sob agitacdo magnética e aquecimento a 60 °C, mas devido ao
aumento da viscosidade, foram finalizadas com agitacado mecanica com auxilio de

uma espatula.

FIGURA 31 — PREPARO DE AMOSTRAS DE CMC EM DIFERENTES CONCENTRACOES EM
SOLVENTE AGUA PARA AVALIACAO PELO TILT-TEST

01% 05% 1,0% 2,0% 50% 6,0% 7,0% 8,0%

P

Fonte: Autor (2021)

O tilt-test revelou que as amostras com concentracédo de CMC até 1,0%
apresentaram mudancas quase imperceptiveis na viscosidade, sendo esta
observada apenas pelo escoamento ligeiramente menos rapido da solugédo nas
paredes do recipiente. A partir de 2,0%, as amostras tornaram-se visualmente mais

viscosas embora ainda com rapido escoamento quando inclinadas. Em
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concentracdes entre 3,0% e 5,0%, foi possivel inverter o frasco e visualizar o
escoamento mais lento pelas paredes do recipiente. Em concentragdes acima de
6,0%, foi possivel inverter os recipientes, deixando-os por varios minutos, sem
observar o escoamento das amostras.

Desse modo, os ensaios realizados evidenciaram a viabilidade de formular
geéis de CMC sem a ajuda de outros adjuvantes, como calcio, possibilitando uma
ideia da faixa de concentracdo adequada. Foram preparadas as mesmas
concentragbes de CMC em meio aquoso de tampao fosfato 0,01 mol L' + NaNs
200 ppm ajustado previamente em pH 7,00, mas os resultados do tilt-test foram
semelhantes, sugerindo que pequenas concentragcdes de tampao nao influenciam

na viscosidade dessas solugcbes de CMC.

5.9.2 Ensaios Rotacionais com CMC: curvas de fluxo em funcdo da concentragcao

de polimero e efeito de solvente

Os ensaios de Vviscosidade foram realizados utilizando diversas
concentracdes de CMC e analisando o comportamento da viscosidade em funcao
da taxa de cisalhamento (y). Foram também analisados dois solventes: (i) agua +
NaNs 200 ppm e (ii) tampao fosfato 0,01 mol L' em pH 7,00 + NaN3 200 ppm para
avaliar o efeito de pequenas concentracbes de tampao na viscosidade das
amostras (vide FIGURA 32).

FIGURA 32 — CURVAS DE FLUXO PARAAS SOLUGOES DE CMC A 25°C EM: (A) AGUAE (B)
TAMPAO FOSFATO 0,01 mol L' (pH 7,00)
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FONTE: Autor (2022)
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Os dados obtidos, apresentados na FIGURA 32, revelam o comportamento
de fluido Newtoniano apresentado pelas amostras em baixas concentracées de
polimero para ambos os solventes (0,1% em agua e até 0,2% em meio tamponado),
caracterizado pela viscosidade constante em fungdo da taxa de cisalhamento
aplicada. No entanto, em solu¢des de concentragcdes a partir de 0,2% em solvente
agua e 0,3% em solvente tamponado, € observado um comportamento de
pseudoplasticidade em maiores taxas de cisalhamento para cada concentragao de
CMC, identificado pela queda da viscosidade nessas regides. Ainda, para as
maiores concentragdes, o comportamento de pseudoplasticidade se iniciou a
menores taxas de cisalhamento quando comparadas as solugdes menos
concentradas.

Com base nos dados apresentados na FIGURA 32, também foi possivel
calcular e analisar a viscosidade especifica (nsp = (no-ns)/ns) em funcédo das
concentracdes das solugdes e géis de CMC nos solventes propostos, utilizando no
como a viscosidade na mais baixa taxa de cisalhamento medida e ns como
viscosidade do solvente (n(H20) = 0,89 mPa s a 25 °C)'?6. Os graficos obtidos estdo
apresentados na FIGURA 33.

FIGURA 33 — GRAFICOS OBTIDOS DE VISCOSIDADE ESPECIFICA EM FUNGAO DA
CONCENTRACAO DE CMC EM (A) AGUA E (B) TAMPAO FOSFATO
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FONTE: Autor (2021)

De acordo com os graficos e dados representados na FIGURA 33 e
TABELA 4, é possivel verificar que ha uma mudancga na inclinagcao da reta que
relaciona a viscosidade especifica com a concentragdo de CMC, tanto em agua

como em meio tamponado. Em ambos os solventes essa mudancga de inclinagao
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ocorre em uma concentragdo estimada de 0,6%, na qual ha mudanga do regime
conformacional das cadeias do polimero e sua relacdo com o solvente. Isso indica
que em concentragdes acima de 0,6%, ha um maior aumento da viscosidade das

solugdes em relagao a concentragao de polimero.

TABELA 4 — DADOS DE COEFICIENTE ANGULAR OBTIDOS PARAAS CURVAS DE
VISCOSIDADE ESPECIFICA EM FUNCAO DA CONCENTRACAO DE POLIMERO

Coeficiente angular da curva  Coeficiente angular da curva

Solvente
em azul em vermelho
Agua 1,340, 1 3,8+0,2
Solugéo-tampéo fosfato 1,510,1 4,0+0,2

FONTE: Autor (2021)

Os dados dos coeficientes angulares das curvas (disponivel na TABELA 4)
possibilitam também acessar informagdes importantes pois revelam aspectos do
entrelacamento de um polieletrélito em solucdo em diferentes regimes de
concentragao por meio de leis de poténcia (mais comum no inglés, power laws).

Conforme ilustra a FIGURA 34, as solugdes de polieletrolitos (incluindo a
CMC) passam por diversos regimes de concentragao'?!127.128 onde suas cadeias
em solugdo podem ser representadas por circulos chamados “blobs” e seu
comportamento pode ser descrito por leis de poténcia. Tais leis estado estabelecidas,
mas ha pequenas divergéncias nas teorias e nomenclaturas classicas e
recentes121,127-131_

As teorias mais classicas (conforme FIGURA 34A) fazem a previsao de trés
regimes de concentragdo’132; (i) no regime diluido, abaixo da concentragdo de
overlap (c*), esses blobs estdo completamente separados, mostrando que n&o ha
percolagdo entre as cadeias do polimero; quando a concentragéo € igual a c*,
podemos dizer que ha uma concentragao de transi¢ao (ce) entre o regime diluido e
semi diluido, sem que os emaranhamentos se iniciem; em seguida, ha (ii) um
regime semi diluido emaranhado onde as cadeias de polimero percolam umas nas
outras, formando redes puramente fisicas. E por ultimo, (ii) ha um regime
concentrado previsto (ndo representado na FIGURA 34A), mas dificimente
acessado por se tratar de concentragdes elevadas de polimero onde o solvente néao
consegue solubilizar e inchar as cadeias poliméricas.

No entanto, modelos mais recentes envolvendo a CMC (FIGURA 34B)

trazem outras nomenclaturas e também fazem a previsdo desses regimes de
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da

concentragdo de overlap (c*), ha um regime diluido, onde esses blobs estédo

completamente separados. Conforme ha aumento da concentragao de CMC, em

quantidades superiores a c*, a solugao passa para um regime semidiluido nao

emaranhado, onde comecam as sobreposi¢cdes desses blobs, mas sem ocorrer

emaranhamento entre as cadeias. O emaranhamento no regime semidiluido

comeca a ocorrer somente quando a concentracdo € superior a concentragao de

emaranhamento (ce), onde ja se iniciam as formag¢des das redes fisicas entre as

cadeias do polimero. Entdo, prosseguindo com o aumento da concentragdo de

polimero, a solugédo passa entdo do regime semidiluido para o concentrado: em

solugdes acima da concentragdo critica c**, o emaranhamento das cadeias de

polimero é mais intenso.

FIGURA 34 — REGIMES DE CONCENTRACAO DA CMC EM FUNGAO DA CONCENTRAGAO DE
POLIMERO E VISCOSIDADE
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A principal diferenca entre a abordagem dos modelos reside no
emaranhamento das cadeias poliméricas: no modelo classico, a ce € fixa e igual a
concentragcao de overlap entre os regimes diluido e semidiluido. Ja para o modelo
mais recente da CMC, foi possivel verificar uma faixa de concentragao onde ocorre
um regime semidiluido n&do-emaranhado ou emaranhado com determinagdo de
uma Cce, justificada também pela obtencdo de leis de poténcia distintas. Essa
diferenca pode estar relacionada as caracteristicas de dispersdo da CMC: devido
a elevada dispersdo da amostra (conforme verificado na analise de SEC), a
concentracido de polimero para promover uma viscosidade adequada para o
sistema se encaixar nas leis pode variar devido a presenca de cadeias de diferentes
massas molares. Apesar dessa caracteristica, os estudos de diferentes amostras
de CMC, com diferentes Mw ou DS apresentaram os mesmos regimes de
concentracao propostos.

A outra diferenga reside no acesso ou nao do regime concentrado. No
modelo mais atual de regimes de concentragdo da CMC, os autores utilizam a
nomenclatura de regime concentrado para as concentragcdes descritas pela lei de
poténcia ny, o C*®, pois ha claramente uma mudanga no comportamento de
viscosidade das amostras. No entanto, os proprios autores reconhecem que o
acesso ao regime concentrado de polieletrélitos ainda ndo € consenso e ainda
questionado em literatura'®. Desse modo, optou-se pela abordagem da
nomenclatura classica para a analise dos dados obtidos.

Analisando os valores de coeficientes angulares das retas calculados na
TABELA 4, podemos relaciona-los aos regimes de concentragao presentes na
FIGURA 34A. Por exemplo, as inclinagbes das retas em azul foram determinadas
como 1,3 em agua e 1,5 em tampéao fosfato e estdo coerentes com o valor de 1,5
para CMC em um regime conformacional diluido'21.127.128.133 descrito pela lei das
poténcias 1, x C1>. Nestas condigbes de concentracdo, ndo ha emaranhamento
das cadeias poliméricas em solugdo. Ja para as curvas em vermelho, cujas
inclinagdes sao de 3,8 em agua e 4,0 em tampé&o, os valores estao coerentes a um
regime semi diluido, cujo valor é 3,8 segundo a lei das poténcias n, o« €38
proposto em literatura’?'-127.128 Aqui, ha percolacéo entre as cadeias poliméricas e
os resultados, para ambos os solventes, demonstram que uma cadeia polimérica
interage apenas fisicamente nos pontos de juncao.

Desse modo, o comportamento das amostras em ambos os solventes foi
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semelhante, indicando que ndo ha efeito da concentracdo do tampao utilizado
(POs*> 0,01 mol L' em pH 7,00) na viscosidade das amostras na faixa de
concentragao de polimero analisada. No entanto, o controle da concentragao dos
eletrélitos presentes é importante para o manuseio da CMC em solugéo, uma vez
que as titulacbes de potencial zeta e analises de SEC mostraram que com o
aumento da forga ibnica do meio (i.e., aumento da concentragdo salina), as
amostras tendem a perder estabilidade coloidal e formar agregados.

Em resumo, os dados obtidos nos ensaios preliminares de reologia
permitiram observar e entender alguns aspectos conformacionais do polieletrdlito e
sua influéncia na viscosidade, tanto em solvente aquoso como em solvente aquoso
tamponado. Esses aspectos encorajam a formulacdo dos biocatalisadores
derivados de CMC deste trabalho também na forma de gel, uma vez que as
solugdes concentradas sao viscosas, promovendo uma rede fisica gelificada. Além
disso, o controle do pH (utilizando solvente tamponado) viabiliza também a
aplicacdo desses géis em sistemas bioldgicos, visando aplicagéo topica, por

exemplo.

5.9.3 Ensaios dindmico-oscilatérios com CMC: avaliagdo dos modulos elastico (G’)

e viscoso (G”) em fungao da tensao de cisalhamento e frequéncia

De acordo com os ensaios e analises anteriores, foi possivel entender
alguns comportamentos das solu¢des de CMC. Por meio dos ensaios de tilt-test,
foi possivel verificar que solugbes de CMC a partir de 3,0% (m m-') apresentam
aumento na viscosidade e visualmente demoram a escoar. Ja pelas analises das
curvas de fluxo, foi possivel verificar que, tanto em solvente aquoso ou aquoso
tamponado, o aumento da concentracdo de CMC nas solugcbes promove a
percolacao totalmente fisica das cadeias poliméricas. Logo, como o objetivo do
trabalho é formular um gel utilizando a CMC como matriz, ensaios dinamico-
oscilatorios foram realizados em solugdes mais concentradas de CMC, para
verificar seu comportamento reoldgico e caracterizar o material.

Desse modo, inicialmente foram avaliados os médulos G’ e G” em fungao
da tensdo de cisalhamento aplicada, em ensaios de amplitude, de forma a
determinar a regiao viscoelastica linear. O moédulo G’, também chamado de médulo

elastico ou de armazenamento, reflete o comportamento sélido do material;
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enquanto o médulo G”, também chamado de mddulo viscoso ou de perda, reflete a
caracteristica do material enquanto solido. A regido viscoelastica linear € dada pela
faixa onde os modulos G’ e G’ sdo constantes em funcdo da tensido de
cisalhamento ou da deformacéao aplicada. Os graficos de varredura de tensao de
cisalhamento para amostras de CMC entre 4,0% e 10,0% (m m™") realizados a 1
Hz estdo apresentados na FIGURA 35, onde os médulos G’ e G” sdo representados

por quadrados preenchidos e vazados, respectivamente.

FIGURA 35 — GRAFICOS DE VARREDURA DE AMPLITUDE DE TENSAO DE CISALHAMENTO
(A 1,59 Hz E 25 °C) PARA AMOSTRAS DE CMC EM DIFERENTES CONCENTRACOES
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Fonte: Autor (2022)

Os dados do grafico da FIGURA 35 revelam que todas as concentragdes
de amostra possuem uma faixa viscoelastica linear, ou seja, faixas de amplitude de
tensao onde os modulos G’ e G” sdo constantes. Para a amostra de CMC 4,0%, é
possivel verificar que G” > G’ em toda a faixa de tensao aplicada, revelando que
esta amostra possui comportamento mais préximo ao de um liquido viscoelastico,
uma vez que a viscosidade da solucao é visualmente elevada (pelo tilt-test). Ja para
as amostras de CMC 5,0% a 10,0%, é verificado G’ > G” em toda a faixa
viscoelastica linear, revelando que estas amostras possuem comportamento mais

semelhante ao de um sodlido viscoelastico. Logo, solugcbes de CMC com
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concentragdes superiores a 5,0% atendem o critério de G’ > G” sugerido na
metodologia.

Outro aspecto que pode ser verificado também a partir do grafico € a tensao
de ruptura, ou seja, a tensao critica aplicada onde é destruida a estrutura fisica da
amostra. Essa tensao é caracterizada pela queda dos médulos G’ e G” conforme a
amplitude da tensdo aumenta. Assim, analisando as amostras, € possivel verificar
que o valor da tensao de ruptura cresce gradualmente conforme a concentragéo de
CMC aumenta, variando de aproximadamente 100 Pa para a CMC 5,0% até perto
de 1000 Pa para a amostra CMC 10,0%. Esses resultados revelam que conforme
ha um incremento na concentragao do polimero ha formagao de redes fisicas mais
fortes, ou seja, necessitam uma maior tenséo aplicada para que se rompam e para
que ocorra o fluxo viscoso.

Uma vez determinada a faixa viscoelastica linear das diferentes
concentragbes de CMC, os modulos G’ e G” foram novamente avaliados, mas
dessa vez em uma varredura de frequéncia, utilizando arbitrariamente 1 Pa de
tensdo de cisalhamento no sistema (valor dentro da faixa viscoelastica linear
determinada). Os graficos de varredura de frequéncia estdo apresentados na
FIGURA 36.

FIGURA 36 — GRAFICOS DE VARREDURA DE FREQUENCIA (A 1 Pa E 25 °C) PARA
AMOSTRAS DE CMC EM DIFERENTES CONCENTRACOES
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Os dados do grafico da FIGURA 36 revelam uma dependéncia dos médulos
G’ e G” em fungédo da frequéncia, com a diminuigdo destes modulos em regides de
baixa frequéncia. No entanto, foi verificado o comportamento de G’ > G” em toda a
faixa de frequéncia analisada, sem pontos de crossing entre os dois médulos.
Possiveis influéncias do gap da geometria nas analises foram avaliados e
descartados (conforme mostra Figura 2 do Apéndice).

Com os ensaios reoldgicos dinamico-oscilatérios, € possivel entender e
caracterizar o comportamento de solugcdes coloidais concentradas, e viscosas, de
CMC. Ainda ndao ha um consenso universal na literatura sobre a definicdo ou
caracteristicas especificas para um sistema ser considerado um gel. Uma vez que
a definicdo também inclui o fator visual e sensorial em conta (como o néo-
escoamento), o termo “gel” € utilizado indiscriminadamente (principalmente na
industria) e discussbes a respeito dessa pratica ja foram discutidas em outros
trabalhos®8%°. Ha trabalhos que, além do aspecto visual e sensorial, também
consideram os ensaios de reologia e caracterizam um sistema gelificado quando
ha mdédulo G’ > G” na faixa viscoelastica linear da varredura de amplitude de
tensdo’? (como acontece no grafico da FIGURA 35 deste trabalho). No entanto, é
possivel ser ainda mais criterioso na defini¢gao e incluir as varreduras de frequéncias
para a caracterizagdo de um sistema gelificado, o gel € um sistema que apresenta
modulo G’ > G” e os valores dos modulos ndo se alteram na faixa de frequéncia
aplicada®®5°,

Como as amostras analisadas nessa parte do trabalho apresentaram os
moédulos G > G” na faixa viscoelastica linear da varredura de amplitude e
dependéncia dos valores dos modulos G’ e G” em fungéo da frequéncia, é possivel
abranger este material dentro da classificagdo de gel, mas conceitualmente o

material possui as caracteristicas de um sélido viscoelastico8:69.134,

5.10 FORMULAGAO E CARACTERIZAGAO DOS GEIS NEUTRALIZANTES

Para realizar a formulagdo dos géis neutralizantes contendo a CMC
funcionalizada com acidos hidroxamicos ou imidazdis, inicialmente buscou-se obter
as amostras no estado sélido. Assim, a técnica de liofilizacdo e também de

precipitacdo por etanol foram utilizadas nesse processo. Durante a obtengao
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dessas amostras no estado sélido, alguns comportamentos interessantes foram
observados.

Apods a liofilizagdo das amostras funcionalizadas, estas apresentaram
pouca solubilidade em meio aquoso. Em seguida, a técnica de precipitagdo em um
contra solvente e forga i6nica de 0,1 mol L' (nesse caso, etanol e cloreto de sédio)
foi utilizada, mas também sem sucesso na redispersdo das amostras em meio
aquoso. Um estudo recente mostrou que a liofilizacdo da CMC em meio acido
resultava em membranas néo redispersiveis em agua devido a intensificagao das
ligagdes de hidrogénio no processo; enquanto que no meio neutro/basico a
liofilizagao levou a amostras redispersiveis em agua pois os ions carboxilatos nao
promoveram ligagdes de hidrogénio'®®. Todas as amostras funcionalizadas foram
armazenadas apoés a sintese e liofilizadas aproximadamente em pH 7,0, onde os
grupos imidazois e acidos hidroxamicos estavam majoritariamente protonados,
podendo promover o0 mesmo comportamento. Desse modo, antes do processo de
obtencao dos solidos das amostras, estas tiveram um ajuste para o pH 9,5, como
forma de garantir majoritariamente grupos desprotonados no meio. Ao final do
processo, as amostras funcionalizadas obtidas na forma sélida e em meio basico
apresentaram redispersao em meio aquoso, possibilitando a posterior formulagao
dos géis neutralizantes. Esse comportamento revela que com o controle de pH é
possivel obter materiais com caracteristicas distintas e que podem moduladas para
diferentes aplicacoes.

Apoés a liofilizagcdo das amostras garantindo sua redispersdo em meio
aquoso e analisando os estudos anteriores de reologia, foram determinados os
parametros para a formulagao dos géis neutralizantes (conforme ilustra a FIGURA
37). Desse modo, foi escolhida a concentragdo de 7,0% (m m™') de polimero em
meio aquoso tamponado para a formulagdo dos géis, onde 10% (m m) é
constituido de CMC funcionalizada com grupos nucleofilicos e 90% (m m™") abrange
uma matriz de CMC comercial. Na FIGURA 37 sdo mostradas também as imagens

dos géis neutralizantes apos a sua preparagao.
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FIGURA 37 — PARAMETROS UTILIZADOS PARAA FORMULAGAO DOS GEIS
NEUTRALIZANTES E IMAGENS DOS GEIS FORMADOS
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Os géis neutralizantes também passaram por etapas de caracterizagao
reologica, como a avaliagado dos modulos G’ e G” em fungao da amplitude de tenséo
de cisalhamento aplicada e frequéncia de oscilagao para verificar se a caracteristica
de gel € mantida apds a inser¢cdao das CMCs modificadas (com acidos hidroxamicos
ou imidazois) na matriz de CMC nao-modificada. Os dados obtidos por meio dos

ensaios de reologia estdo apresentados nos graficos da FIGURA 38.

FIGURA 38 — ENSAIOS DINAMICO-OSCILATC)RIOS PARA OS GEIS NEUTRALIZANTES: (A)
VARREDURA DE AMPLITUDE (A 1,59 Hz E 25 °C) E (B) VARREDURA DE FREQUENCIA (A 1 Pa

E 25 °C)
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Os dados obtidos para as varreduras de amplitude e frequéncia dos géis
neutralizantes mostram o mesmo perfil de comportamento para o gel de CMC
comercial. Nas curvas de varredura de amplitude, todas as amostras apresentaram
faixa viscoelastica linear com médulos G’ > G” até aproximadamente 300 Pa,
determinada como a tensao de ruptura do material. Ja nas curvas de frequéncia,
foi verificado para todas as amostras que G’ > G” em toda a faixa analisada, sem
pontos de crossing e que esses modulos variam em fungdo da frequéncia de
oscilacdo. Em ambos os ensaios foram verificados pequenos desvios dos valores
absolutos dos médulos G’ e G” entre as amostras, mas a diferenga entre o médulo
G’ e o modulo G” para cada amostra separadamente foi semelhante, indicando que
nao houveram mudangas bruscas na reologia do material. Esse comportamento ja
era esperado, uma vez que 90% (m m') do polimero utilizado nos géis
neutralizantes constitui a CMC comercial e apenas 10% (m m) de polimero

utilizado corresponde as CMCs modificadas.

5.11 ESTUDOS CINETICOS COM ORGANOFOSFORADOS

Apos os resultados de caracterizagdo das amostras que evidenciou o
sucesso na funcionalizagao quimica, a atividade catalitica dos materiais foi avaliada
na reagdo com organofosforados e ainda se buscou investigar o mecanismo da

reacao.

5.11.1 Estudos cinéticos com DEDNPP

O preparo das amostras para os estudos cinéticos foi realizado de acordo
com o descrito na segcdo de metodologia. O acompanhamento da reagao foi
realizado por espectroscopia UV-VIS, por meio do aparecimento e crescimento das
bandas em 400 nm em funcado do tempo, referente ao produto 2,4-DNP (vide
FIGURA 39A).
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FIGURA 39 — EXEMPLO DO ACOMPANHAMENTO DA REAGCAO DE CMC-HDA E DEDNPP EM
pH 9,5: (A) PERFIL DE ABSORBANCIA EM FUNGAO DO COMPRIMENTO DE ONDA E (B)
GRAFICO DE ABSORBANCIA EM 400 nm EM FUNCAO DO TEMPO
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Fonte: Autor (2022)

Em seguida, os valores de absorbancia em 400 nm foram plotados em

funcdo do tempo e a curva foi ajustada com a equagao 1 para determinagao dos

parametros cinéticos (FIGURA 39B).

Assim, foram realizadas reacdes de todas as amostras com DEDNPP em

diferentes pHs de modo a construir um perfil e analisar se ha atividade catalitica

nas reacdes de desfosforilagdo desse substrato. O grafico das constantes

observadas (kobs) dessas reagdes em fungdo do pH esta apresentado na FIGURA

40. Os dados da hidrolise do DEDNPP a 21°C em diferentes pHs foi calculado com

base na literatura*!.
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FIGURA 40 - REACOES COM DEDNPP: PERFIL CINET[CO‘DE kobs EM FUNGCAO DO pH PARA
TODAS AS AMOSTRAS EM COMPARACAQO A HIDROLISE (21°C)
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Fonte: Autor (2022)

Os dados do grafico da FIGURA 40 mostram o aumento de kobs €m toda a
faixa de pH analisada para as amostras funcionalizadas quando comparadas a
hidrolise espontanea e alcalina do DEDNPP, refletindo a atividade catalitica
promovida pelos grupos nucleofilicos ancorados nas amostras. Também é possivel
observar que a amostra ndo-modificada CMC possui pouca contribuicdo para a
catalise de degradac¢ao do DEDNPP, principalmente quando se aumenta o pH das
reacoes.

Ainda, ao analisar cada amostra separadamente conforme o aumento de
pH, é possivel observar um aumento dos valores de kobs promovido quando
comparado a hidrolise, sugerindo que as espécies desprotonadas de acido
hidroxamico (i.e., hidroxamato) e imidazol (i.e., imidazol neutro) sdo as que agem
de maneira efetiva como nucledfilos dessa reagao, conforme amplamente discutido
na literaturg39.40:42,46.79,92

Por fim, ainda é possivel comparar a amostra funcionalizada com &acido
hidroxdmico (CMC-HDA) com as derivadas de imidazol (CMC-IMZ(A) e CMC-
IMZ(H)) e verificar que com o aumento do pH, em condi¢gdes mais extremas, 0s
valores de kobs S80 bem mais expressivos para a CMC-HDA, consequéncia da

caracteristica de alfa-nucleofilicidade dos hidroxamatos, que apresentam
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reatividade superior em reagdes de desfosforilacdo quando comparados a outros
grupos nucleofilicos comuns.

Além da analise dos valores brutos de kobs, € possivel sugerir uma equagéao
de ajuste para cada perfil de pH para cada uma das amostras, uma vez que o valor
de kobs abrange uma série de reagdes paralelas. Desse modo, a equacao (2) foi
proposta para ajustar os perfis de pH, levando em consideragdo quatro reacgdes
(ilustradas na FIGURA 41): (i) hidrolise espontadnea do DEDNPP (ko = 6,24x10° s
1) 4%; (i) hidrolise alcalina promovida pelo meio (ko = 0,195 M s-1)'36; (iii) catalise
basica geral promovida por grupos carboxilatos (kcoo-); (iv) reagéo nucleofilica
promovida pelos grupos funcionalizados: acido hidroxadmico ou imidazol (knu). Os
ajustes dos perfis de pH estéo representados pelas linhas continuas na FIGURA 40
e 0 modelo proposto apresentou r> > 0,98 para todas as amostras, indicando

coeréncia com os dados experimentais.

kops = ko + kon * [OH™] + kcoo- * [COO™] + kyy, * [Nu] (2)

FIGURA 41 — REAGOES ENVOLVIDAS NA DEGRADACAO DO DEDNPP POR (A) GRUPOS
HIDROXAMATOS E (B) IMIDAZOIS DAS AMOSTRAS SINTETIZADAS
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Fonte: Autor (2022)

Os ajustes dos perfis de pH também permitiram determinar os valores das
constantes cinéticas relacionadas a cada uma das reacdes que compdem Kobs.
Além disso, os valores de pKas determinados cineticamente pelos ajustes de perfil
de pH (TABELA 5) sao coerentes aos determinados pelas titulagbes
potenciométricas (TABELA 2), indicando novamente o sucesso no modelo proposto.

Para facilitar as comparacdes entre as amostras desse trabalho, as constantes
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cinéticas foram normalizadas pela massa total de amostra na reacdo e foram
calculados valores de incremento catalitico dados por kcat / ko, onde kcat € a soma
das constantes de velocidade da reagao catalisada (kcoo- + knu) € ko representa a
constante de velocidade de segunda ordem da hidrolise espontanea do DEDNPP4',

Os resultados obtidos estdo apresentados na TABELA 5:

TABELA 5 — DADOS OBTIDOS A PARTIR DOS AJUSTES DOS PERFIS DE pH DAS REAGOES
DAS AMOSTRAS COM DEDNPP (21°C)

Amostra pKa (COOH)  Kkcoo-(s™ g™) pKa (Nu) knu (s g™) Keat / Ko
CMC-HDA 6,6 7,01x103 9,2 1,1x10" 5,6x104
CMC-IMZ(A) 6,2 3,50x103 8,7 3,65x103 3,4x108
CMC-IMZ(H) 6,0 2,14x103 8,3 4,82x103 3,3x108

Fonte: Autor (2022)

E importante notar que os grupos carboxilatos possuem contribuicdo na
reagao catalisada, assim como os grupos nucleofilicos ancorados, pois ndo é
possivel propor uma equagao de ajuste sem leva-los em consideragdo. Outros
biomateriais derivados de celulose e funcionalizados com &acidos carboxilicos,
imidazois e acidos hidroxamicos ja foram desenvolvidos no GCC-UFPR e avaliados
com DEDNPP, mas a contribuicdo dos carboxilatos na catalise era insignificante na
equacgao de ajuste.

Uma vez que a amostra CMC de partida deste trabalho apresenta um maior
grau de carboxilatos do que os materiais anteriores do GCC-UFPR, é possivel
propor a agao desses grupos na catalise das reagdes de desfosforilacdo. Uma das
propostas mais viaveis € a atuagao do carboxilato como catalisador basico geral
(conforme ilustra a FIGURA 42). Outros estudos com materiais complexos contendo
grupos ionizaveis (carboxilato e imidazol, por exemplo) apontam que o carboxilato
age como um catalisador basico geral abstraindo um préton da agua e aumentando
a nucleofilicidade da espécie que atua no ataque ao organofosforado (i.e., a
hidroxila)'37-140, No entanto, quando ha o devido posicionamento e proximidade
entre os grupos, ha possibilidade do carboxilato agir abstraindo um préton de um
grupo vizinho (e.g., como o acido hidroxamico, imidazol ou hidroxila), o que ainda

configura uma catalise basica geral'4°,
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FIGURA 42 — CAMINHOS POSSIVEIS PARAATULA\QAO DOS GRUPOS CARBOXILATOS EM
UMA CATALISE BASICA GERAL: ABSTRACAO DE PROTON DA AGUA OU DE UM
NUCLEOFILO
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Fonte: Autor (2022)

OH

Além disso, os ajustes dos perfis de pH permitiram realizar o calculo do
incremento catalitico em relagdo a reacao com DEDNPP na auséncia de catalisador
(com constante de velocidade ko). Desse modo, os valores de Kcat / ko revelam que
os materiais deste trabalho apresentaram incrementos cataliticos surpreendentes
na ordem de 10* vezes para CMC-HDA e 102 vezes para CMC-IMZ(A) e CMC-
IMZ(H) em relagao a hidrolise espontanea do DEDNPP, valores entre os mais altos
reportados na literatura para biopolimeros funcionalizados. O grafico da FIGURA
43 permite a comparacdo de alguns dos biocatalisadores e moléculas estudados
em Nnosso grupo de pesquisa, como os derivados de casca de arroz com imidazol
(RHIMZ)* e acidos hidroxamicos (ICAAHD e SCAAHD)'%; os derivados de goma
arabica com imidazol (GAIMZ)*? e acidos hidroxadmicos (GAHDA e GNFHDA); e
também com as moléculas de imidazol (IMZ) 4! e &cido benzohidroxamico (BHA).

Na comparacéao entre todos os derivados de imidazol, as amostras CMC-
IMZ(A) e CMC-IMZ(H) apresentam os maiores incrementos cataliticos até o
momento quando comparados aos outros biocatalisadores desenvolvidos no grupo
(barras amarelas no grafico da FIGURA 43), inclusive quando comparados a propria
molécula de imidazol. Apesar de ndo ser uma regra, esse comportamento é
esperado uma vez que o esqueleto polimérico pode promover efeitos sinérgicos e

estéricos de vizinhanga que auxiliam na aproximacao e desfosforilagdo do DEDNPP.
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FIGURA 43 — INCREMENTOS QATALiTICOS PROMOVIDOS (A 21 °C) PORALGUNS
BIOCATALISADORES E MOLECULAS ESTUDADAS EM REACOES COM DEDNPP
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Fonte: Autor (2022)

Quando comparamos a CMC-HDA (barra verde na FIGURA 43) a outros
derivados de acidos hidroxamicos (barras roxas na FIGURA43), podemos perceber
que o material deste trabalho também apresentou os maiores incrementos
cataliticos dentre os demais ja reportados no grupo. Embora a molécula de acido
benzohidroxamico apresente reatividade superior, € necessario lembrar que suas
reacbes com DEDNPP n&o séo seletivas e ndo levam a sua regeneragao,
inviabilizando seu uso como catalisador®.

Embora os resultados sejam bastante impressionantes, € necessario
lembrar que a atividade catalitica esta normalizada para a massa total de amostra.
Caso as constantes de velocidade fossem normalizadas em fungdo da massa de
nucledfilo (isto é, grupo funcional reativo), esses resultados seriam ainda mais
surpreendentes, uma vez que, conforme reportado na literatura e conforme
proposto em nossa metodologia3®421% o grau de modificagdo quimica pelos
funcionalizantes € moderado, para evitar mudangas bruscas nas caracteristicas
fisico-quimicas dos materiais de partida. Desse modo, os valores de incremento
catalitico para a molécula de imidazol e acido benzohidroxamico estao

superestimados, uma vez que séo materiais considerados 100% funcionalizados.
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5.11.2 Reciclagem das amostras

A analise de reciclagem das amostras foi realizada para todas as amostras
funcionalizadas e os resultados revelaram a manutencgao da atividade catalitica nas
reacdes de desfosforilagdo do DEDNPP em até 3 ciclos (vide FIGURA 44). Logo,
os resultados obtidos sugerem pouca ou auséncia de lixiviagdo ou envenenamento

dos catalisadores entre os ciclos de reagao.

FIGURA 44 — ANALISE DE RECICLAGEM DAS AMOSTRAS (A) CMC-HDA; (B) CMC-IMZ(A) E
(C) CMC-IMZ(H) EM REACOES CONSECUTIVAS COM DEDNPP
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Fonte: Autor (2022)

Para a amostra CMC-HDA, funcionalizada com acidos hidroxamicos, é
possivel observar um pequeno decaimento da atividade catalitica entre os ciclos,
mas ao final da ultima reacéo, a catalise promovida ainda & superior ao da hidrdlise
do DEDNPP (FIGURA 44A). Esse comportamento € bastante inusitado, uma vez
que acidos hidroxamicos livres s&o alfa-nucledfilos conhecidos pela nao-

seletividade e n&o-regeneragdo na catalise das reacdes de desfosforilagdoe.
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Desse modo, ha indicios também de que o mecanismo de ataque nucleofilico ao
fésforo pelo qual ocorre a reacdo de destruicdo do OP é favorecido, tendo como
consequéncia também a regeneragdao do grupo acido hidroxdmico ao final da
reacdo, conforme observado também em trabalhos anteriores de ancoramento
desses alfa-nucledfilos em templates*”.92.

Os estudos de reagdes das amostras com DEDNPP mostraram o potencial
destes materiais enquanto biocatalisadores em reacdes de desfosforilagdo, uma
vez que apresentaram altos incrementos cataliticos quando comparados a reacao
de hidrolise espontanea, além de revelarem reciclagem dos grupos nucleofilicos
ancorados, promovendo a manutengao da catalise por até 3 ciclos consecutivos de
reacdes. Os resultados promissores com DEDNPP incentivaram testes com o
pesticida real Paraoxon, bem menos reativo nos processos que levam a sua

neutralizacao.

5.11.3 Estudos cinéticos com Paraoxon

Os resultados promissores na neutralizagdao do DEDNPP encorajaram os
testes cinéticos de neutralizagdo do pesticida Paraoxon. Os ensaios foram
realizados conforme descrito na segdo de metodologia. As reacbes foram
acompanhadas por espectroscopia UV-VIS, por meio do aparecimento e
crescimento das bandas em 400 nm em funcéo do tempo, relacionadas ao produto
de degradagao 4-NP (vide FIGURA 45A).

FIGURA 45 — EXEMPLO DO ACOMPANHAMENTO DA REAGCAO DE CMC-HDA E PARAOXON
EM pH 9,5: (A) PERFIL DE ABSORBANCIA EM FUNGAO DO COMPRIMENTO DE ONDAE (B)
GRAFICO DE ABSORBANCIA EM 400 nm EM FUNCAO DO TEMPO
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Fonte: Autor (2022)
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Devido a menor reatividade em reacdes de desfosforilagcdo do Paraoxon
quando comparado ao DEDNPP, as amostras foram testadas apenas em pH 9,5 e
sob temperatura de 30°C. Os dados de kobs Obtidos foram normalizados levando
em consideragao a massa total de catalisador e foram calculados os incrementos
cataliticos Kkobs / knao da reacéo catalisada em comparacao a reacao nao catalisada,
que compreende a hidrolise espontanea e alcalina do Paraoxon (ko = 1,88x10°7 s
e ko = 1,79x102 5" M-1)47.106,141 (vide TABELA 6).

TABELA 6 — DADOS OBTIDOS PARAAS REACOES DAS AMOSTRAS CMC-HDA, CMC-IMZ(A) E
CMC-IMZ(H) EM pH 9,5 COM PARAOXON (30°C)

Amostra kobs (s g) Kcat/Knso
CMC-HDA 8,52x10* 1,3x104
CMC-IMZ(A) 1,02x104 1,6x103
CMC-IMZ(H) 1,29x104 2,0x108

Fonte: Autor (2022)

Os dados obtidos para as reagcbes com Paraoxon revelaram incrementos
cataliticos na ordem de 10* vezes para o derivado de hidroxamato e 103 vezes para
os derivados de imidazol em comparagao com a reagao de hidrolise esponténea e
alcalina do pesticida. Novamente, o maior incremento catalitico promovido pela
amostra CMC-HDA reflete o comportamento de alfa-nucledfilo dos grupos
hidroxamatos ancorados na cadeia polimérica. Ainda, verificando e comparando as
amostras CMC-IMZ(A) e CMC-IMZ(H), é possivel perceber que mesmo os
derivados de imidazodis ancorados serem distintos, o incremento catalitico
promovido € bastante semelhante. Os valores de kcat / ko calculados para as
reacdes com Paraoxon também podem ser comparados com outros biomateriais

sintetizados no grupo, conforme ilustra a FIGURA 46.
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FIGURA 46 — INCREMENTOS CATALITICOS PROMOVIDOS POR ALGUNS
BIOCATALISADORES E MOLECULAS ESTUDADAS EM REACOES COM PARAOXON
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Fonte: Autor (2022)

Nesse grafico, é possivel verificar que o incrementos catalitico promovido
nessas reacgoes de desfosforilagao pela CMC-HDA encontra-se na mesma ordem
de grandeza para outros derivados de acidos hidroxamicos, como a SCAAHD
(derivada de casca de arroz), GAHDA (derivado de goma arabica) e GNFHDA
(derivada de goma de acacia negra), que possuem 0s maiores valores reportados
na literatura para essa classe de materiais*’-'%. Ja para os derivados de imidazol,
CMC-IMZ(A) e CMC-IMZ(H), os valores de incremento catalitico foram superiores
a propria molécula de imidazol livre, indicando o potencial da funcionalizagao
quimica na obteng¢ao de materiais cataliticos mais eficientes.

Ainda, o Paraoxon é um pesticida real e por muito tempo foi utilizado como
inseticida na agricultura, além de ser um metabdlito ativo da degradacédo do
Parathion etilico, um pesticida organotiofosforado'?. Embora ambos sejam
proibidos no Brasil, os estudos desses compostos de elevada toxicidade seguem
relevantes devido aos casos de apreensdes e uso incorreto de pesticidas, fazendo-
se necessario o conhecimento do mecanismo das reacdes de neutralizacdo para
que seja possivel desenvolver estratégias e materiais eficientes para promove-las.
Desse modo, foi possivel verificar a alta reatividade demonstrada pelos
biocatalisadores deste trabalho na neutralizagdo de organofosforados, resultados
promissores para o desenvolvimento de novas estratégias de detoxificagado quimica

e promogao da seguranga quimica da populagao.
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5.11.4 Proposta do caminho reacional da detoxificacdo quimica e validacao
utilizando CDNB

Nas reacoes de desfosforilacido, tanto os nucleodfilos normais como os alfa-
nucleodfilos podem promovem ataques nucleofilicos a centros eletrofilicos distintos
dos organofosforados — como ao fosforo, ao carbono alifatico e ao carbono
aromatico — conforme exemplificado na FIGURA 10C e na FIGURA 14 para
moléculas livres de imidazol e acido benzohidroxdmico, respectivamente. Essa
diversidade de caminhos reacionais faz com que a detoxificacédo catalitica desses
compostos seja desafiadora: primeiro porque é necessario entender o mecanismo
da reacao de desfosforilagdo e garantir que os produtos de reagdo sejam menos
téxicos que os seus precursores; segundo porque € preciso desenvolver métodos
e materiais cataliticos eficientes e reciclaveis; e ainda é desejavel que o mecanismo
de reagado seja seletivo, com o menor numero de subprodutos possiveis para
garantir o sucesso das etapas anteriores.

Desse modo, estudos da literatura mostram que as reag¢des de ataque ao
carbono alifatico ndo sao favorecidas em organofosforados do tipo P=0O (como o
DEDNPP e o Paraoxon) e ocorrem mais comumente em organofosforados do tipo
P=S (como o Parathion)?8:37.73,143,

Assim, as reagdes ainda podem seguir por dois caminhos preferenciais de
ataque*®, conforme representado na FIGURA 47 para o DEDNPP: (i) no primeiro,
o nucledfilo ataca o centro eletrofilico de fésforo, liberando o produto 2,4-DNP e
formando um intermediario fosforilado que é rapidamente hidrolisado no meio,
resultando na liberagdo de um diéster de fosfato menos téxico e regenerando o
catalisador ao final da reagéo; ja no caminho (ii) o nucledfilo ataca o carbono
aromatico do organofosforado, liberando diretamente o diéster menos toxico e
formando um intermediario aromatico, que pode ser estavel no meio (configurando
o produto final e nao reciclando o nucledfilo) ou sofrendo hidrdlise, liberando o
produto 2,4-DNP e regenerando o catalisador. Os caminhos reacionais para o
DEDNPP podem ser estendidos para o Paraoxon, com a diferenca que o produto &
0 4-NP.
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FIGURA 47 — CAMINHOS REACIONAIS MAIS PROVAVEIS DE ATAQUE NUCLEOFILICO AO
DEDNPP

o

NO2 @ Hidrélise T .

* EtOYOEt ——> P |

Nu ‘0" | _OEt:

NO, —L_ OEt !

Reciclagem Diéster menos

toxico . 2,4-DNP
Intermediario
aromatico ou

produto final

Intermediario \ do nucledfila toxico
fosforilado
. Caminho (ii): ataque ao carbono aromatico .
, NO, :
| 0 © |
| B O,N NO2
: -0” 1 >OEt 2 Hidrolise :
| OEt + Nu NO !
| Diéster menos /‘L/ 2 .

Reciclagem
do nucledfilo

Fonte: Autor (2022)

Dentro desse contexto, o caminho reacional preferivel e que geralmente
garante um menor numero de subprodutos e produtos menos toxicos que seus
precursores, € o ataque nucleofilico ao atomo de fosforo?®. Uma vez que a reagéo
pode seguir inumeros caminhos, € necessario entender por qual mecanismo ela se
processa, para verificar e buscar seletividade em promover uma detoxificagdo
eficiente do triéster de fosfato (uma vez que ha possibilidade de caminhos
reacionais que levam a produtos com maior toxicidade em relagdo ao OP original);
e também para verificar a reciclabilidade do nucledfilo, requisito para caracteriza-
los como verdadeiros biocatalisadores.

Como forma de estudar qual o mecanismo preferencial da reacao, as
amostras foram testadas com o substrato CDNB, uma molécula que permite o
ataque nucleofilico somente ao carbono aromatico (vide FIGURA 48A). O CDNB é
reativo nessas reacdes, uma vez que possui um centro eletrofilico no carbono e um
cloreto como grupo de saida (considerado um bom grupo abandonador).

Essa reacao também ja foi utilizada em trabalhos anteriores como forma de
avaliar o mecanismo em reac¢des de desfosforilagdo do DEDNPP e em outros
triésteres de fosfato*”:8, Isso porque o caminho reacional do CDNB (FIGURA 48A)
e o caminho (ii) de reagcao do DEDNPP (FIGURA 47) levam ao mesmo produto nas
reagcdes com nucledfilos. Sendo assim, o acompanhamento da reacéo foi realizado

conforme descrito na segao de metodologia, por meio das bandas em 400 nm em
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funcdo do tempo, referente ao composto aromatico formado na reacédo (vide

FIGURA 48B e FIGURA 48C).

FIGURA 48 — ESQUEMATIZAGAO DO ESTUDO COM CDNB: (A) REAGAO PROPOSTA PARA O
CDNB COM GRUPOS NUCLEOFILICOS; (B) EXEMPLO DE PERFIL DE ABSORBANCIA EM
FUNCAO DO COMPRIMENTO DE ONDA E (C) GRAFICO DE ABSORBANCIA EM 400 nm EM
FUNCAO DO TEMPO PARA A REACAQO DE CMC-HDA E CDNB EM pH 10,0
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Fonte: Autor (2022)

As amostras foram testadas apenas em pH 10,0 e sob temperatura de 21°C.

Os dados de kobs (vide TABELA 7) foram comparados com valores de hidrélise

esponténea e alcalina do CDNB em pH 10,0, obtidos na literatura*”-144,

TABELA 7 — DADOS OBTIDOS PARAA REACAO DE HIDROLISE DO SUSBTRATO CDNB EM
pH 10,0 (21 °C) E DAS REACOES DAS AMOSTRAS CMC-HDA, CMC-IMZ(A) E CMC-IMZ(H) EM
pH 10,0 COM O CDNB (21 °C)

Amostra
Hidrolise em pH 10,0
CMC-HDA
CMC-IMZ(A)
CMC-IMZ(H)

Kobs (5'1)
6,89x10°
7,58x106

Nao determinada devido reagao muito lenta

Nao determinada devido reagao muito lenta

Fonte: Autor (2022)
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E possivel verificar que as reagdes das amostras com CDNB sdo
extremamente lentas. Foi determinado kobs apenas para a amostra CMC-HDA e o
valor ficou inferior a reagdo na auséncia da amostra (i.e., hidrolise). As reagdes de
CMC-IMZ(A) e CMC-IMZ(H) com CDNB também foram realizadas, mas nao foi
possivel ajustar as curvas cinéticas devido ao processamento lento da reagéao.
Dessa forma, foi possivel verificar que as amostras funcionalizadas desde trabalho,
tanto com &cidos hidroxamicos como com imidazéis, ndo promovem ataque
nucleofilico preferencial ao carbono aromatico. Assim, € possivel propor que 0s
grupos nucleofilicos das amostras promovem o ataque nucleofilico
preferencialmente ao atomo de fosforo nos triésteres de fosfato, sendo seletivas,
conforme ilustrado na FIGURA 49. Esse caminho reacional € o desejavel para a
detoxificagdo quimica, pois geralmente leva aos produtos menos toxicos apos o

ataque nucleofilico e permite a reciclagem dos grupos catalisadores.

FIGURA 49 — ATAQUE PREFERENCIAL DOS NUCLEOFILOS DAS AMOSTRAS DESTE
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Fonte: Autor (2022)

Para a amostra funcionalizada com acidos hidroxamicos, a seletividade
obtida nessas reagdes € surpreendente, uma vez que estudos anteriores com
moléculas de acidos hidroxamicos livres levam a ataques nucleofilicos suicidas com
organofosforados*®. Sendo assim, esse ataque seletivo permite que este grupo
bastante reativo nas reac¢des de desfosforilagcdo ndo siga caminhos alternativos
onde pode ser envenenado e inutilizado apds a reacao de detoxificacao.

A seletividade ou nao desses nucledfilos nas reagdes de desfosforilagao

ainda nao é totalmente desvendada, mas algumas propostas ja foram realizadas
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para explica-la. Um dos fatores ao qual se atribui esse comportamento, também ja
observado em outros trabalhos47:92.106.140 " & o fato dessas espécies nucleofilicas
estarem ancoradas covalentemente em templates (e.g., biopolimeros ou nano-
derivados de grafeno): isso dificulta a lixiviagdo dos nucledfilos ao mesmo tempo
que promove efeitos estéricos que podem restringir pontos de aproximagao ao
organofosforado, evitando reag¢des paralelas. Outro fator importante € o ambiente
quimico onde estes grupos estdo ancorados: devido a outros grupos funcionais
presentes nos materiais utilizados como template (como acidos carboxilicos ou
hidroxilas) e em diferentes quantidades, estes podem promover efeitos de
vizinhanga, que podem atuar de maneira sinérgica ou inibitéria com os grupos
nucleofilicos, promovendo um caminho reacional em detrimento de outro, levando

a reacgoes nucleofilicas seletivas.

5.12 ENSAIOS DE PERMEAGCAO /N VITRO COM OS GEIS NEUTRALIZANTES:
PREVENCAO A INTOXICACAO POR ORGANOFOSFORADOS

Como forma de avaliar a eficacia dos géis neutralizantes, foram realizados
ensaios de permeacao in vitro utilizando o aparato da célula de Franz, que permite
a avaliacdo do transporte de compostos ou ativos por meio de uma membrana.
Para este trabalho, o intuito do ensaio foi realizar uma simulacdo de prevencao a
intoxicacdo, onde os géis tiveram o papel de neutralizar o organofosforado
DEDNPP. Desse modo, a solugao receptora (i.e., a solugdo que simula 0 meio
fisiolégico) consistiu em meio aquoso tamponado em pH 7,0 (tampéao fosfato 0,01
mol L"); sobre a qual foram utilizadas membranas de dialise com poros nominais
de tamanho de 14 kg mol-! para simular a pele. Em seguida, foram colocados o gel
e a aliquota de DEDNPP sobre a membrana, dando inicio ao ensaio.

A avaliacdo da degradacao do DEDNPP se deu pela quantidade de produto
fendlico de degradacgao na célula receptora. Foram realizados testes de permeacéao
do DEDNPP na auséncia de gel em pH 7,0 como forma de entender a degradacao
e difusdo deste composto no sistema. Em seguida, foram realizados testes de
permeacédo do DEDNPP sobre 1 g de géis de CMC comercial e de CMC-IMZ(A)
preparados em pH 7,0 para verificar a degradagao do organofosforado e difusao do
produto de degradagao no sistema. As analises foram acompanhadas por até 12
horas. Imagens dos géis de CMC e CMC-IMZ(A) estdo apresentadas na FIGURA
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50A e FIGURA 50B, respectivamente. Os resultados dos testes de permeacao in

vitro realizados estao apresentados na FIGURA 50C.

FIGURA 50 — TESTES DE PERMEAGCAO IN VITRO REALIZADOS COM DEDNPP (36°C):
IMAGENS DOS GEIS APOS O ENSAIO (A) CMC E (B) CMC-IMZ(A); (C) RESULTADOS
OBTIDOS NAS PERMEACOES DE DEDNPP NA AUSENCIA DE GEL, COM CMC E COM CMC-
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Fonte: Autor (2022)

Os ensaios se iniciam com porcentagem de produto de degradagdo em
torno de 40% e 45% devido a solugao estoque. Mesmo guardada sob refrigeracéo,
0 uso cotidiano faz com que haja hidrélise do DEDNPP, levando ao produto 2,4-
DNP. Analisando e comparando todos os ensaios nas primeiras 2 horas, € possivel
verificar que ha maior permeacao do produto 2,4-DNP para o ensaio na auséncia
de gel, sugerindo que tanto o 2,4-DNP quanto o DEDNPP permeiam com maior
facilidade a célula receptora (configurando um caso onde ha intoxicagao pelo OP).

Ja para os ensaios com os géis de CMC e CMC-IMZ(A), os valores percentuais de
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2,4-DNP séao similares entre si e menores do que 0 ensaio na auséncia de gel,
sugerindo que os géis agem como uma barreira, evitando a permeacao. A partir de
4 horas de ensaio, € possivel verificar a diferenga entre as porcentagens de 2,4-
DNP que permearam até a célula receptora, sendo o ensaio com CMC-IMZ(A) o
que mais apresenta permeacao do 2,4-DNP até o final do experimento.

Ao final das 12 horas, o ensaio contendo DEDNPP na auséncia de gel
apresentou 55,6% de 2,4-DNP degradado na célula receptora, uma variagao de
apenas 10% de degradacao desde o inicio do ensaio. Ja o ensaio de permeagao
de DEDNPP sobre CMC apresentou 62,2% de 2,4-DNP na célula receptora,
indicando uma variacao de 22% de degradacao desde o inicio do experimento. Por
fim, para o ensaio de permeacdo de DEDNPP sobre CMC-IMZ(A), foi verificado
79,5% de 2,4-DNP na célula receptora, indicando uma variagcao de 39% de
degradacéao desde o inicio do ensaio.

Os ensaios realizados permitem insights sobre o comportamento dos géis
neutralizantes: até 3 horas de experimento, os géis tanto de CMC como de CMC-
IMZ(A) agem como barreiras fisicas, impedindo a permeagéo de 2,4-DNP (e
também DEDNPP) para a célula receptora. Apds esse tempo de experimento, a
permeacao desses ativos € facilitada pelo sistema, mas é possivel verificar que
para o ensaio contendo CMC-IMZ(A), houve maior permeacao de produto 2,4-DNP
do que para os outros ensaios, indicando que o gel age neutralizando o OP antes
que esse seja permeado para a solugao receptora, indicando o sucesso da agao
do gel neutralizante. O gel de CMC-IMZ(A) é eficaz devido aos grupos imidazois
reativos em reacdes de desfosforilacdo e que fazem parte da estrutura gelificada.
Ainda, quando comparamos o ensaio na auséncia de gel e com gel de CMC, é
possivel notar uma diferenga percentual no comportamento de permeacao que
pode estar relacionado a catélise promovida pelos grupos carboxilatos presentes
na estrutura do gel. No entanto, a atividade catalitica do gel de CMC-IMZ(A) é quase
o dobro em relagao ao gel de CMC.

Os ensaios para as amostras CMC-HDA e CMC-IMZ(H) nao foram
realizados devido o equipamento de Célula de Franz estar inoperante. No entanto,
os resultados apresentados para os ensaios de permeacgao in vitro permitiram
avaliar e confirmar a eficacia dos géis neutralizantes na simulagcdo de caso de
intoxicacdo com DEDNPP. Foi possivel observar que o gel neutralizante de CMC-

IMZ(A) apresentou quase o dobro de produto 2,4-DNP em rela¢do ao gel de CMC,
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indicando que este realiza a neutralizacdo do DEDNPP antes que este permeie a
célula receptora. Os resultados apresentados s&o promissores e os géis ainda
podem ser formulados em outros parametros (como um pH mais elevado, por
exemplo). Além disso, o estudo em questdo mostra o potencial para que novos
materiais sejam desenvolvidos com o intuito de realizar a detoxificagdo quimica de

compostos organofosforados, inclusive para aplicagdo topica.

6 CONSIDERAGOES FINAIS DO TRABALHO

Neste trabalho foi proposto o desenvolvimento de biomateriais derivados
de CMC (na forma de solucéao e de gel) por meio de funcionalizagdo quimica, assim
como sua aplicagdo na detoxificagao catalitica de compostos organofosforados,
uma estratégia ainda pouco explorada na literatura.

Quanto a sintese, foram obtidos 3 materiais: CMC-HDA, CMC-IMZ(A) e
CMC-IMZ(H), sendo o primeiro funcionalizado com grupos acidos hidroxamicos e
os dois ultimos modificados com derivados diferentes de imidazodis. As sinteses
foram realizadas em condi¢gdes brandas — pH neutro, pressdo e temperatura
ambientes e solvente aquoso — levando em consideragao aspectos ecologicos e
tornando o processo mais verde. Ainda, a proposta inclui moderada taxa de
modificagdo quimica da amostra de partida, de modo a evitar mudangas bruscas
nas propriedades fisico-quimicas do polimero, mas ao mesmo tempo promovendo
caracteristicas singulares a estes materiais.

Analisando os resultados de caracterizagao, varias técnicas apontaram e
confirmaram a modificagdo quimica bem-sucedida das amostras com os grupos
nucleofilicos de interesse. Além disso, foi possivel estimar o grau de
funcionalizagdo das amostras e também de entender o comportamento desses
materiais em solugédo. Os ensaios de reologia com a amostra de CMC permitiram
entender melhor o comportamento do material em solugdo, confirmaram a
viabilidade de formular géis fisicos de CMC por meio de solugbes concentradas e
possibilitaram a formulagdo de géis neutralizantes de CMC contendo as amostras
funcionalizadas como aditivos. Por meio das curvas de fluxo e dos ensaios
dinamico-oscilatérios foi observado que pequenas quantidades de tampao nao
afetam as caracteristicas desses géis, viabilizando o controle de pH das amostras

e aplicagdo em meio biolégico. Os ensaios dindmico-oscilatorios também revelaram
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que os géis caracterizados nestes trabalhos possuem comportamento de sélidos
viscoelasticos.

Levando em consideracéo os estudos cinéticos, os resultados das reagcoes
das amostras funcionalizadas com DEDNPP foram bastante promissores, com
incrementos cataliticos na ordem de 10* e 108 vezes maior que a reacgéo de hidrolise
do organofosforado para acidos hidroxadmicos e imidazois, respectivamente. Foi
possivel também realizar os ajustes de perfis cinéticos de pH de cada uma das
amostras que revelaram a contribuicdo dos grupos carboxilatos e dos grupos
nucleofilicos na catalise de reacdes de desfosforilagdo do DEDNPP. Baseados nos
bons resultados das reacbées com DEDNPP, os biocatalisadores desenvolvidos
também foram avaliados na detoxificagdo quimica do pesticida real Paraoxon,
novamente com resultados bastante encorajadores, com incrementos cataliticos
obtidos na ordem de 10* e 103 vezes para acidos hidroxadmicos e imidazais,
respectivamente. Os resultados obtidos para DEDNPP e Paraoxon estao entre os
mais elevados reportados na literatura para essa classe de materiais. Os estudos
de mecanismos evidenciaram que as amostras s&o majoritariamente seletivas e
promovem ataque nucleofilico ao centro de fosforo dos organofosforados, assim
como apresentam reciclabilidade por pelo menos 3 ciclos de reacéo,
caracterizando-os como verdadeiros catalisadores. Além disso, 0 mecanismo
proposto de ataque nucleofilico ao fésforo € o caminho de detoxificagdo mais
eficiente, pois leva aos produtos de menor toxicidade. Além disso, os ensaios de
permeacgao in vitro com géis neutralizantes confeccionados em pH 7,0 confirmaram
a eficacia desses materiais na degradacdo do DEDNPP antes que esse permeasse

a membrana, resultados superiores aos apresentados pelo gel somente de CMC.

6.1 RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Os estudos e materiais desenvolvidos neste trabalho encorajam o
desenvolvimento de novos materiais e estratégias para a neutralizagado quimica de
organofosforados. Primeiramente, é possivel utilizar as amostras deste trabalho e
estudar a neutralizagdo quimica utilizando outros organofosforados, com o intuito
de verificar se ha manutengao ou mudancgas na reatividade e/ou seletividade da
detoxificagcao catalitica. Além disso, € possivel explorar outros grupos nucleofilicos

interessantes para a catalise das reacdes de desfosforilacdo: os hidroxamatos
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deste trabalho s&o alfa-nucleofilicos, classe que abrange também outros grupos
(e.g., amidoximas, hidrazonas e hidroxilaminas) de bastante interesse e também
promissores para tal fim. Por fim, é possivel também variar o template nos quais os
grupos sao ancorados — que auxiliam na modulacdo do caminho das reagdes:
outros biopolimeros como os derivados de alginato e quitina possuem sitios de
grande interesse para a funcionalizagdo quimica e também permitem a obteng¢ao
do produto final em diferentes formas (e.g., coloidal, gel ou sélida). Sendo assim, é
processo variar, combinar e explorar uma série de fatores para buscar por
processos cataliticos mais eficazes, com menos custos associados e menos
agressivos a natureza, sempre priorizando e promovendo a seguranga quimica da

populacéao.
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APENDICE — MATERIAL COMPLEMENTAR

FIGURA 1 — ESPECTROS DE FTIR DAS AMOSTRAS PREPARADAS EM pH 1,0
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FIGURA 2 — AVALIACAO DA INFLUENCIA DO GAP DA GEOMETRIA NAS ANALISES DE
VARREDURA DE FREQUENCIA UTILIZANDO AMOSTRA CMC 7,0%
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