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Resumo:

A contaminacdo de ambientes aquaticos por residuos solidos e liquidos é um sério problema
que causa danos a biodiversidade. Os efluentes fendlicos sdo exemplo de contaminantes que
sdo langados na natureza sem o devido tratamento e causam distdrbios ambientais, podendo dar
inicio a processos carcinogénicos e também causar danos severos ao sistema nervoso central.
Tais compostos sdo frequentemente desprezados no meio ambiente em concentracdes
extremamente elevadas. Os tratamentos biologicos e 0s processos oxidativos avangados sdo as
técnicas que podem ser utilizadas degradacdo desses compostos, onde se destacam a
fotodegradagéo tendo o TiO2 como catalisador e biorremedia¢do promovida por enzimas que
podem ser obtidas a partir de vegetais. Desta maneira, este trabalho teve como proposito o
desenvolvimento de dois dispositivos, sendo um a base de papel e impresso a cera, para
deteccdo colorimétrica quantificacdo de compostos fendlicos e outro impresso
tridimensionalmente e acoplado a luzes de diferentes espectros luminosos, capaz de simular,
em escala micro, testes de biorremediacéo e fotodegradacdo, possibilitando também processos
sinérgicos. O dispositivo de papel desenvolvido apresenta precisdo na deteccdo de compostos
fendlicos totais em concentracbes a partir de 25 mg/L, e pode ser utilizado como uma
ferramenta de controle ambiental. A prospec¢do enzimatica indicou que o fruto do Cerrado,
Philodendron bipinnatifidum é uma excelente fonte de polifenoloxidase (392,2 unidades
enzimaticas) com elevado potencial de biorremediacdo de compostos fendlicos. O dispositivo
3D apresentou capacidade para simulacdo de testes fotodegradacdo e biorremediacdo de
compostos fendlicos, especialmente quando foram tais métodos foram aplicados
sinergicamente e com o uso de radiacdo UV onde a concentracdo do composto foi reduzida de
1000 mg/L para 301,48 mg/L (69,85%).

Palavras chave: biorremediacdo, fotodegradacéo, polifenoloxidase, dispositivo de papel,

dispositivo 3D, detec¢éo colorimétrica.



Abstract

Contamination of aquatic environments by solid and liquid waste is a serious problem that
causes damage to biodiversity. Phenolic effluents are examples of contaminants that are
released into the wild without proper treatment and cause environmental disturbances, which
can initiate carcinogenic processes and also cause severe damage to the central nervous system.
Such compounds are often neglected in the environment at extremely high concentrations. The
biological treatments and the advanced oxidative processes are the techniques that can be used
degradation of these compounds, where they stand out the photodegradation having the TiO2
as catalyst and bioremediation promoted by enzymes that can be obtained from vegetables. In
this way, the purpose of this work was to develop two devices, one paper-based and wax-
printed, for colorimetric detection of quantification of phenolic compounds and another three-
dimensional printed and coupled to lights of different luminous spectra, capable of simulating
micro scale, bioremediation and photodegradation tests, also allowing synergic processes. The
developed paper device presents accuracy in the detection of total phenolic compounds at
concentrations of 25 mg / L and can be used as an environmental control tool. Enzymatic
prospecting indicated that the fruit of the Cerrado, Philodendron bipinnatifidum is an excellent
source of polyphenoloxidase (392.2 enzymatic units) with a high potential for bioremediation
of phenolic compounds. The 3D device was able to simulate photodegradation and
bioremediation tests of phenolic compounds, especially when such methods were applied
synergistically and with the use of UV radiation where the concentration of the compound was
reduced from 1000 mg / L to 301.48 mg / L (69.85%).

Key words: bioremediation, photodegradation, polyphenoloxidase, paper device, 3D device,

colorimetric detection.
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1. Contextualizagéo
1.1 Processo de ocupacéo e industrializagdo

O crescimento populacional e industrial das Gltimas décadas causou sérios problemas a
salde humana e também a natureza, com isso a responsabilidade ambiental tem aumentado e
diversos paises estdo se esforcando para atingir a auto sustentabilidade, conseguindo assim
obter o progresso industrial sem colocar em risco a qualidade dos recursos hidricos e a
biodiversidade para as futuras geracoes (Silva, 2005).

As acbes antropicas durante o processo de ocupagdo e industrializacdo do territorio
brasileiro sdo alguns dos principais fatores que levaram a degradacdo dos ecossistemas
aquaticos e terrestres, devido as praticas nao sustentaveis realizadas ao longo do tempo, como
0 excesso de desmatamento e producdo de residuos soélidos e liquidos (Cruz, 2016;
Weyermdiller, 2010).

Um dos principais desafios que a humanidade esta enfrentando no século XXI, € a baixa
disponibilidade de recursos hidricos causada pelo mal planejamento em relacdo ao uso e
ocupacdo do solo, que acabam levando a poluicéo dos corpos hidricos bem como dos aquiferos
(&guas subterraneas) (Lucas et al., 2010).

Entre as aces antropicas que geram danos ao meio ambiente, estd o descarte inadequado
de efluentes de alta toxicidade que as industrias de diversos seguimentos como refinarias,
fabricas de tintas e corantes, industrias farmacéuticas e téxteis que, no processo de producéo
geram residuos com elevados teores de corantes, gases toxicos, residuos sélidos e liquidos que
sdo desprezados na natureza de modo incorreto, agredindo o meio ambiente. Entre esses
poluentes temos 0s compostos fendlicos, dos quais alguns como o fenol C6H50H), estdo entre
0s 50 compostos quimicos mais produzidos no mundo, 0 que aumenta a probabilidade de

exposicao dos seres vivos a esse poluente. (Alves et al. 2013; Ho et al., 2008)

1.2 Efluentes fendlicos: caracteristicas

Os fenois sdo exemplos de efluentes que tém sido amplamente estudados devido ao
impacto que geram em ambientes aquaticos, pois, afetam significativamente as propriedades
organolépticas da agua e, no processo de cloragdo, podem originar clorofendis e policlorofenois

gue sao altamente carcinogénicos (Britto, 2008).
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Os fenois sdo compostos que possuem em sua estrutura uma hidroxila ligada a um anel
aromatico, podendo estar ligados com grupos clorados, nitrados, metilénicos e alquilicos, e
assim serem responsaveis pela alteracao do pH das aguas dos corpos hidricos onde sao lan¢ados
na forma de efluentes. Tais compostos ocorrem com abundancia na natureza, dentre eles
destacam-se os fendis simples, cumarinas, taninos, flavondides, acidos fendlicos, ligninas e
tocoferdis que sdo utilizados na fabricagdo de corantes, aromatizantes, antissépticos, adesivos,

tintas e corantes, desinfetantes, herbicidas (McMurry 2005; Lee et al, 2005).

Por apresentarem estruturas variadas, sao considerados multifuncionais e bastante
abundantes (cerca de cinco mil compostos fendlicos diferentes), esses compostos produzem
efeitos adversos em funcdo de sua facilidade de interacdo com o organismo, pois, podem causar
danos as células epiteliais e ao sistema nervoso central, dando origem a processos de

metagénese e carcinogénese (Ho et al, 2008).

A solubilidade dos compostos fendlicos em agua pode variar de acordo com o tipo. O
pentaclorofenol, por exemplo, apresenta solubilidade relativamente baixa, enquanto o fenol
apresenta alta solubilidade, o que explica a facilidade de acumulo e transporte de tais compostos
nos ambientes aquaticos (Zhou et al, 2005).

Os fenois estdo sempre suscetiveis a reacdes onde ocorre a introdugdo de um grupo
funcional alquila (alquilacdo), e também a introducdo de um grupo funcional acetila (acetilacéo)
ou ainda a substituicdo de um hidrogénio acido do composto com um grupo alquil-silico

(sinalizacdo), entre outras reacdes (McMurry 2005).

As industrias sdo as principais responsaveis pelo lancamento de efluentes fendlicos nos
corpos hidricos, alguns destes compostos foram incluidos na lista de poluentes prioritarios de
alguns paises como os Estados Unidos, por exemplo, e devem ter, obrigatoriamente, suas
concentragOes determinadas nos efluentes antes do descarte. O Brasil apesar de ter uma
normativa especifica (Resolucdo do CONAMA 420/ 2011) para os limites maximos de fendis
totais em efluentes, ndo exige que sejam feitos teste de detec¢do da concentracdo dos mesmos
antes do descarte (Ribeiro et al, 2002; CONAMA, 2011).
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1.3 Métodos de detec¢do de compostos fendlicos

A deteccdo e quantificacdo dos compostos fendlicos presentes em uma amostra pode ser
realizada por diferentes métodos. Swain e Hills, em 1959, propds a determinacao colorimétrica
por meio da reducdo do acido fosfomolibdico-fosfotlingstico pelas hidroxilas fenolicas, em
1977 Price e Butler propds a deteccdo por reducdo do ion férrico pelas hidroxilas fendlicas,
dando origem ao ferrocioanento. Slinkard & Singleton, também em 1977, prop0s o reagente de
Fdlin-Ciocalteu, constituido do acido fosfotungstico-fosfomolibdico e no momento em que
reage com fenois, em meio alcalino, ocorre a dissociacdo de um proton fendlico, o que leva a
formacéo do anion fenolato que tem a capacidade de reduzir o reagente, formando o complexo
azul de molibdénio. Dentre todos os métodos quimicos, o0 método de Félin-Ciocalteu é o mais
aceito, por apresentar mais simplicidade e reprodutibilidade (King & Young,1999; Shahidi,
1995; Huang et al. 2005).

Também sdo utilizados na deteccdo de compostos fendlicos a deteccdo eletroquimica
(ECD), deteccdo de arranjo elétrico (EAD), espectrometria de massas (MS) e detec¢do de
arranjo nuclear (RMN). Sendo que os dois ultimos sdo mais aplicados para confirmacdo da
estrutura molecular dos compostos (Azmir et al, 2013; Peng, 2017; Arigo et al., 2017; Ferrer-
Gallego, 2017).

A deteccdo de compostos fendlicos de massa molecular elevada e a distribuicdo da
massa molecular destes, ainda sdo um desafio nas andlises de polifendis. A cromatografia
liquida de fase reversa acoplada ao espectrdmetro de massas é considerada um dos melhores
métodos para o estudo de compostos fendlicos provenientes de diferentes fontes biologicas,
desta maneira séo efetivos no estudo de suas estruturas, entretanto apresentam custos bastante
elevados, o que leva a utiliza¢do de métodos com menor custo, como a deteccao colorimétrica
(Santos et al., 2013).

1.4 Deteccéo colorimétrica

A deteccdo colorimétrica consiste em uma mudanca de cor ocasionada pela adigéo de
determinados reagentes, que variam de acordo com o tipo de detecg@o que se deseja realizar.
Podendo ocorrer em meio aquoso, ou em superficies como a do papel. O papel € um suporte
que vem sendo cada vez mais utilizado na quimica analitica para deteccdo de diversos

compostos, geralmente séo utilizados em analises com reacdes colorimétricas que oferecem a
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possibilidade de diagnostico a olho nu ou com uso de dispositivos de mdo como smarphones
ou scanners, com quantificacdo da intensidade da reagdo colorimétrica em computadores, com

auxilio de softwares especificos que podem ser facilmente operados (Zhang et al. 2015).

Quando se trata de dispositivos em papel, a detec¢do colorimétrica € o método mais
utilizado pelos pesquisadores, pois, apresenta numerosas vantagens no que tange a
acessibilidade, baixo custo e portabilidade, mencionando ainda que tais dispositivos
possibilitam a realizacdo de andlises in situ (Martinez et al., 2008; Carrilho et al., 2009;
Martinez et al., 2010; Zhang et al. 2015).

A reacdo colorimétrica possibilita a deteccdo e quantificacdo uma série de compostos
quimicos, que quando combinados com reagentes cromdgenos nas zonas dos microdispositivos
de papel, promovem uma mudanca de cor, desta maneira, a captura da imagem da zona onde
ocorre a mudanca de cor pode ser feita com o auxilio de um dispositivo fotogréfico e a
concentracdo do analito em questdo pode ser relacionada a intensidade de cor gerada na zona.
Apds a captura da imagem onde ocorre a reacdo colorimétrica pode ser feita usando dispositivos
simples e de facil acesso como camera digitais, smartphones, scanners, e a intensidade de cor
determinada usando a fung@o “Histograma” de softwares como ImageJ ou Corel PhotoPaint,
por exemplo, e assim podem ser criadas curvas analiticas para determinacdo da concentracdo
do analito de interesse (Martinez et al., 2008; Shen et al., 2012).,

A captura das imagens das zonas, no entanto, alguns testes apontam que o scanner € o
dispositivo mais aconselhado para a captura das imagens, pois, a mesma ocorre em ambiente
fechado e com isso hd um maior controle da luminosidade e despensa a necessidade de ajuste

de foco que deve ser feito em cameras digitais e celulares (De Souza et al., 2014).

1.5 Técnicas de tratamento de efluentes fenolicos

Os Processos avancados de oxidacdo (AOP's) sdo constituidos por técnicas de oxidacao
consideradas eficientes e que podem ser realizadas em baixas temperaturas e pressdes. Nesses
processos sdo produzidos radicais livres OH que reagem com moléculas organicas alifaticas de
maneira rapida, resultando na formacao de radicais organicos que reagem com oxigénio, que
leva ao inicio de diversas reagdes de degradagdo que podem levar a formacao de dioxido de
carbono e dgua. Podem ser citados como AOP's com ar, peroxido de hidrogénio, ozénio, 6xido
de titdnio, entre outras. (Andreozzi & Marotta, 1999; Tiburtius & Peralta-Zamora, 2004).
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1.5.1 Fotolise

A radiacdo ultravioleta pode ser aplicada no tratamento de residuos visando a
desinfeccdo e também pode ser usada no tratamento de compostos orgéanicos volateis. Essa
técnica € baseada na incidéncia de luz nas moléculas, o que causa sua dissociacdo em
fragmentos, sendo eficiente na degradacdo de poluentes como o clorofendis que surgem no
processo de cloragdo de aguas contaminadas com compostos fendlicos. Entretanto, ndo séo

eficientes no tratamento de efluentes (Pupo Nogueira et al., 2007).

1.5.2 Fotocatéalise

A fotocatélise é uma técnica alternativa que pode ser utilizada no tratamento de agua
contaminada com compostos fendlicos, pois, pode fazer com que 0S mesmos sejam
neutralizados sem que fique residuos nocivos ao meio ambiente. Nesse processo sdo utilizados
Oxidos de metal semicondutor como catalisador e 0 oxigénio como oxidante. Entre os muitos
catalisadores testados para tal finalidade, o didxido de titanio na forma de anatase apresenta
estabilidade, baixo custo e alto desempenho. A utilizacdo do sistema heterogéneo de didxido de
tithnio e sistemas homogéneos do tipo foto-Fento, com o uso de luz solar utilizados na
degradacédo de compostos fendlicos também sdo eficazes na degradacédo desse tipo de composto.
A fotocatalise € vantajosa no que se refere ao quesito ambiental, pois utiliza de produtos pouco
nocivos, sendo eficiente para degradar compostos organicos (Gernjak et al. 2003; Grzechulska
& Morawski, 2002).

Processos oxidativos avancados como a fotocatalise podem ainda, serem utilizados
como complemento as técnicas convencionais de tratamento de efluentes, como o tratamento
biol6gico, ou como pos-tratamento para promover a mineralizacdo de compostos recalcitrantes

que surgem durante a aplicagé@o de outros processos (Teixeira & Jardim, 2004).

1.5.3 Biorremediacéo

O tratamento biolégico ou biorremediacdo de poluentes € um processo em que
organismos Vvivos, geralmente plantas ou microrganismos séo utilizados como promotores da
reducdo ou remocdo de compostos nocivos ao meio ambiente. Esse tipo de processo tem sido
amplamente explorado pela comunidade cientifica atual como método alternativo para o
tratamento de ambientes poluidos, como aguas superficiais, solos e também de efluentes

oriundos de plataformas industriais. Embora existam diversos processos de tratamentos
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quimicos e fisicos a biorremediacdo é uma alternativa ecologicamente viavel e eficaz no
tratamento de ambientes onde hé& a presenca de contaminantes com moléculas organicas de
dificil degradacéo (Gaylarde et al., 2005).

O tratamento bioldgico com o uso de microrganismos, apesar de apresentar diversas
vantagens pelo seu baixo custo de aplicacdo e eficiéncia na mineralizacdo da matéria organica,
pode apresentar falhas no tratamento de compostos fendlicos que, em altas concentragdes, pode
ser letal aos microrganismos ou inibir o metabolismo dos mesmos Dessa maneira, ao invés de
microrganismos, as enzimas podem ser utilizadas como catalisadores bioldgicos com grande
potencial na remocéo de poluentes, uma vez que possuem grande especificidade e podem operar

mesmo em efluentes com elevada concentracdo de poluentes (Duran & Esposito, 2000).

O tratamento bioldgico é utilizado em inddstrias téxteis para reducdo das concentragdes
de compostos fenolicos em seus efluentes (Kunz et al., 2002). O efluente ao sairem da
lavanderia sdo direcionados aos sistemas de grades com filtro de areia e cascalho para retirada
do material particulado, logo apés o efluente vai para a decantacdo onde o lodo
(microrganismos) sao adicionados e logo apds segue para a aeracdo onde o lodo € recirculado
e posteriormente retirado por decantacdo e logo apos a desinfeccao o efluente tratado é lancado

para o local de descarte (Figura 1)

18



Lavanderia
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»

, . Tanque de aeracio
Recirculagfio

de lodo Retirada de
-
lodo

Decantador secundario

Desinfeccido

Efluente tratado

Figura 1: esquema de uma estacdo de tratamento de efluentes utilizando lodo ativo, empregado
no tratamento de efluentes téxtil.

Por apresentarem bons resultados no tratamento de poluentes, enzimas como a
polifenoloxidase (EC 1.10.3.1), que se caracterizam por conter cobre no centro ativo, tém
capacidade de catalisar dois tipos de reagdes, sendo a primeira com a hiroxilagdo de monofenois
levando a formacéo de orto-difendis e a segunda sendo a oxidacdo de orto-difenois levando a
formagéo de orto-quinonas. A polifenoloxidase tem a capacidade de atuar na degradacdo de
diferentes compostos, podendo citar a tirosina, catecol, p-cresois, diidroxifenillaninaa, acido p-
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cumarico, &cido clorogénico e substratos difendlicos e sdo produzidas por bactérias e fungos e
diversas espécies de plantas plantas. (Mukherjee et al., 2013; Mayer, 2006).

O Brasil, em especial o Bioma Cerrado possui uma vasta flora com cerca de 12.356
espécies de plantas vasculares com elevado potencial biotecnoldgico que podem ser utilizadas
como fonte enzimatica, entretanto sdo pouco exploradas. A utilizacdo de extratos brutos
enzimaticos de fonte vegetal € uma tendéncia em pesquisas, sendo vantajoso pela economia,
facil acesso e maior tempo de vida (Mendonca et al., 2008; Vieira et al., 2004 Garcia et al.,
2016).

1.6 Desenvolvimento de sistemas miniaturizados

No inicio da década de 90 foi proposto um conceito para criacdo de sistemas
miniaturizados para andlises totais (UTAS) por Manz e colaboradores (Manz et al., 1990), esse
trabalho foi pioneiro na area, com a ideia de integrar todas etapas de uma analise em um sé
sistema, podendo ser feito o pré-tratamento da amostra, injecdo, separacao e deteccdo de um

determinado composto, tudo de forma automatizada e integrada.

Desde entdo, muitos cientistas passaram a se dedicar a miniaturizacdo de sistemas, uma
vez que oferecem diversas vantagens no que diz respeito a reducao de consumo de reagentes,
amostras e espaco, portabilidade e menor consumo de energia (Coltro et al. 2014; Dittrich et
al., 2006; Kovarik et al., 2011; Kovarik et al., 2013).

Com os avancos obtidos nessa nova area e 0 aprimoramento do transporte das solucfes
em canais de escala reduzida, os dispositivos miniaturizados comecaram a serem utilizados em
diversos seguimentos, como nas areas forenses, protedmica, monitoramento de reacGes
enzimaticas e até mesmo como uma ferramenta de controle de qualidade ambiental (Auroux et
al., 2002; Arora et al., 2010; Sackmann et al., 2014).

Os microdispositivos podem ser desenvolvidos a partir de tecnologias convencionais ou
alternativas, podendo ser utilizados diferentes substratos. As tecnologias convencionais se
caracterizam pela necessidade de uma fonte energética para a transferéncia da imagem do
dispositivo para o substrato. Processos litograficos, como a litografia por raios-X, litografia por
feixe de elétrons, litografia "soft™, ou litografia com radiacdo UV sdo as técnicas mais utilizadas
para microfabricacdo (Chen & Pépin, 2001).

20



Os dispositivos impressos tridimensionalmente (3D) séo desenvolvidos a partir de um
projeto montado digitalmente. A impressdo 3D cria objetos por meio da adig¢do de sucessivas
camadas de um determinado material até que o objeto tenha sua forma criada por completo.
Desde quando foi desenvolvida, essa tecnologia vem ganhando espaco devido as variadas
possibilidades de impressdo de diferentes objetos de forma simplificada e com preciséo
(Anderson et al., 2013; Chen 2014; Hoque et al. 2012; 2014, Kitson et al., 2012).

A prética de fabricar objetos em trés dimensdes com a sobreposi¢édo de finas camadas
de material, surgiu no final do século XX por Blanther em1982. Com 0 avanco da tecnologia,
logo nas décadas de 80, Charles Hull desenvolveu uma maquina com capacidade de fabricar
objetos sélidos a partir resinas poliméricas, sendo considerado o pioneiro da impressao em 3D.
Atualmente esses dispositivos tridimensionais sdo facilmente criados utilizando softwares
como SolidWorks®, PTC Creo Parametric®, AutoCAD®, CATIA®, Solid Edge® e
FreeCAD®. Dentre as tecnologias de impressao 3D utilizadas atualmente as mais exploradas
sdo a estereolitografia (SLA), a impressdo por jato de tinta (inkjet printing), a sintetizacao
seletiva a laser (SLS), a fabricacdo de objeto laminado (LOM) e a modelagem por fusdo e
deposicdo (FDM), cada uma com suas peculiaridades e especificidades na deposicdo das
camadas do material (Blanther, 1982; Hull, 1986; Wong & Hernandez, 2012).

Desta maneira, o desenvolvimento de técnicas alternativas e de baixo custo para
deteccdo e tratamento de poluentes, bem como o aproveitamento do potencial biotecnol6gico
da flora do Cerrado tornam-se fundamentais na contribuicdo para a melhora das condicdes

ambientais.
2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

e Desenvolver microdispositivos de papel e impressos tridimensionalmente (3D) para

detec¢do e degradagdo compostos fenolicos, respectivamente.
2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um dispositivo a base de papel para deteccdo de compostos fenolicos;

e Identificar frutos do Cerrado com elevados teores de polifenoloxidase;
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e Desenvolver um dispositivo 3D com LED’s integrados para dar suporte a
fotodegradacéo e biorremediacdo de compostos fendlicos;

e Auvaliar o potencial de degradacdo sinérgica da biorremediacdo e fotodegradacdo em
compostos fenolicos.
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ARTIGO I

Deteccéo colorimétrica de compostos fendélicos totais em amostras de
efluentes industriais usando dispositivos a base de papel



1. Introducéo

O crescimento populacional e industrial tem causado sérios problemas a satide humana
e também a natureza, em especial devido a grande producéo de residuos sélidos e liquidos. O
crescimento industrial desorganizado promoveu a polui¢do dos corpos hidricos e dos aquiferos
subterréneos, levando a humanidade a baixa disponibilidade de agua potével para consumo
(Lucas et al., 2010). Industrias como refinarias, fabricas de tintas e corantes, industrias
farmacéuticas e téxteis geram efluentes altamente toxicos, muitas vezes desprezados na

natureza de modo incorreto (Alves et al. 2013).

Os fenois sdo exemplos de efluentes que tém sido amplamente estudados devido ao
impacto que geram em ambientes aquéticos (Britto, 2008). Tais compostos possuem em sua
estrutura uma hidroxila ligada a um anel aromético e podem ser responsaveis pela alteracédo do
pH dos corpos hidricos onde sdo desprezados. Além de causar danos as células epiteliais e ao
sistema nervoso central, dando origem a processos de metagénese e carcinogénese. Sao
amplamente utilizados na fabricacdo de diversos produtos como corantes, aromatizantes,
antissépticos, adesivos, tintas e corantes, desinfetantes, herbicidas (Ho et al, 2008; Lee et al,
2005; McMurry 2005).

O método convencional para deteccdo de compostos fendlicos é espectrofotométrico, onde o
reagente Folin-Ciocalteu, na presenga de um meio alcalino, reage com compostos fendélicos e
ocorre a dissociacdo de um proton fendlico, o que leva a formacgédo do anion fenolato que tem a
capacidade de reduzir o reagente, levando a uma mudanca de cor do amarelo para o azul. Este
método, apesar de ser bastante utilizado, necessita de equipamentos de alto custo e o volume
final da reacdo pode chegar a mais de 500 ml (King & Young,1999; Shahidi, 1995; Huang et
al. 2005).

Como alternativa, dispositivos analiticos a base de papel (PADs) vem sendo bastante utilizados
como plataforma miniaturizada para realizacéo de diversos tipos de analises. Tais dispositivos
podem ser utilizados em diversos seguimentos como diagnosticos na area de saude, seguranca
alimentar e monitoramento da qualidade ambiental devido as vantagens que apresentam em
relacdo a grande disponibilidade de papel, descartabilidade, baixo custo de fabricacdo e baixos

volumes de reagentes (Meredith et al., 2016; Liana et al., 2012).

28



Os PADs podem ser utilizados na detec¢do de diversos compostos em analises colorimétricas
obtidas a partir de uma reacdo quimica entre um analito de interesse e um reagente
colorimétrico, como o Fdlin-Ciocalteu, pode ser facilmente detectada a olho nu ou com uso de
dispositivos de mao, como smarphones ou scanners. Alem de possibilitar a realizacdo de
analises in situ (Martinez et al., 2008; Carrilho et al., 2009; Martinez et al., 2010; Zhang et al.
2015).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um dispositivo de papel que seja capaz de
detectar e quantificar a presenca de fenois totais em efluentes industriais, com o propoésito de
facilitar a identificac&o de tais compostos em amostras reais, funcionando como uma ferramenta

de controle de qualidade ambiental.

2. Material e métodos
Materiais e Reagentes

Félin-Ciocalteu foi adquirido da empresa Belga Industrias Quimicas; Carbonato de
Sodio da Cromoline Quimica Fina; Vanilina da Isofar Industria e Comérico de Produtos
Quimicos Ltda; Acido Galico, Catecol e Pirogalol da Vetec (Sigma-Aldrich Corporation);
Etanol (99,9%) da Nox Lab Solutions; e papel cromatogréafico (CHR grau 1) fornecido pela
Whatman (Maidson Kent).

Instrumentagéo

As capturas das intensidades de cor foram feitas utilizando um Scanner de mesa da
marca Hewlett-Packard, modelo G4050, acoplado a um computador de mesa. Para a impressao

dos dispositivos de papel foi usada uma Impressora Xerox Colorqube, modelo 8570.

Desenvolvimento dos microdispositivos de papel

A fabricacdo dos microdispositivos foi realizada com base no método proposto por Yao
Lu et al. (2009) e Carrilho et al. (2009). Os dispositivos tiveram suas dimensdes e formatos
estabelecidos com uso do software grafico Corel Draw X6 e enviados a impressao com tinta a
base de cera, utilizando papel cromatrografico (Whatman 200mm X 200mm). Os dispositivos
desenvolvidos possuem formato quadriculado (1 cm X 1cm), com 4 microzonas circulares de
6 mm de diametro. Que ap06s o aquecimento na estufa, tém seu diametro reduzido para 5mm
(Figura 1).
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A 1. Desenvolvimento do dispoistivo B 2.Impressdo C 3. Dispoistivo impresso

Figura 1: ilustracdo das etapas de desenvolvimento do microdispositivo a base de papel
impresso em cera.

As dimens6es do dispositivo foram determinadas de acordo com nimero de microzonas
necessarias ao teste de detec¢do colorimeétrica. As dimensfes das mesmas (5 mm) foram
estabelecidas de modo comportar o volume total apds a adi¢do da amostra e dos reagentes (5,5
pL) necessarios a reacdo colorimétrica. A selagem do dispositivo foi feita na parte inferior do
mesmo com fita adesiva, a qual tem o propoésito de evitar que 0s reagentes atravessem por

completo as microzonas.

Ensaios

O volume da reacdo foi determinado a partir da capacidade de agua absorvida pelo
papel. A partir dai, foi estabelecido um volume fixo dos reagentes em concentracdes avaliadas
(Tabela -1), com intuito de obter uma intensidade de cor quantificavel pelo sistema e sensivel

as concentracdes de fenol nas amostras.

Reagentes ConcentracOes

Carbonato de 5% 10 % 15% 20% 25%
sédio

Folin-Ciocalteu 20% 25% 33% 50% 100%
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Tabela 1: concentracGes dos reagentes usados para a deteccdo colorimétrica de compostos
fendlicos.

As amostras de compostos fendlicos foram preparadas conforme o método proposto por
Slinkard & Singleton (1977). Para serem melhor solubilizadas, as amostras foram diluidas em
10% de etanol (99%) e tiveram seu volume completado para 100% com &gua destilada.
Estabelecidas as concentracdes adequadas a cada reagente, os testes de detec¢do dos compostos
foram realizados adicionando primeiramente 1,85uL de Félin-Ciocalteu. Em seguida foi
adicionado 1,85uL de amostra e apds um minuto de reacdo foram adicionados 1,85 uL de
carbonato de sdédio. Apds o tempo minimo de secagem (10 minutos) os dispositivos foram

levados ao scanner para ter as intensidades de cor capturadas.

Para avaliar a capacidade do dispositivo de detectar fendis totais em amostras distintas,
foram realizados testes com quatro compostos fendlicos diferentes: Catecol, Pirogalol,

Vanilina, Acido Galico, em concentracdes que variaram de 25 mg/L & 1250 mg/L.

Determinagéo do limite de deteccdo e da sensibilidade do dispositivo

O limite de deteccdo (LD) de compostos fendlicos foi determinado com sucessivas
diluicdes de quatro diferentes solucdes estoque com concentracdo de 1000 mg/L preparadas a
partir dos seguintes compostos: catecol, pirogalol, vanilina e cido galico. Os compostos foram
diluidos para as seguintes concentra¢des: 750 mg/L, 500 mg/L, 250 mg/L, 100 mg/L, 50 mg/L
25 mg/L. Desta maneira, com a captura das intensidades de cor, foi possivel observar a partir
de qual concentracdo o dispositivo é capaz de detectar a presenca dos compostos fendlicos. A
sensibilidade foi determinada a partir do coeficiente angular (Slope) obtido nas curvas

analiticas.

Deteccdo colorimétrica

A deteccdo colorimétrica dos compostos fenolicos foi realizada usando o método de

Félin-Ciocalteu (Slinkard & Singleton, 1977), com o ajuste de volume e tempo.

A captura das intensidades de cor foi realizada utilizando um scanner de mesa a 600
DPI (Dots Per Inch), onde a primeira etapa consistiu na digitalizacdo das imagens dos
microdispositivos, que ocorreu ap6s 10 minutos de secagem. As imagens capturadas foram

analisadas utilizando a fungdo histograma do software de analise de imagens ImageJ, no canal
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Red (24-bits), que ap6s a selecdo da area de interesse, é possivel obter o nimero pixels
distribuidos na area selecionada, sendo possivel observa-los nas diferentes escalas de cor (Red, Gray,
Back). O nimero de pixel é inversamente proporcional a intensidade de cor, dessa maneira é

preciso subtrair do valor do “branco” 0 nimero de pixels encontrados, conforme a formula:
L]
iC = Np. - np:

Onde, “ic¢” corresponde a intensidade de cor, “npo” refere-se a média do nimero de
pixels das microzonas antes da reag@o colorimétrica e “np:” ¢ a média do nimero de pixels apos
a reacdo de mudanca de cor. As etapas da deteccdo colorimétrica podem ser observadas no
esquema da Figura 2.

A 1. Reagdo colorimétrica B 2. Caputura das intensidades
: de cor

D 4. Ferramenta histograma
i s o« C 3. Escolha da area para

300x240 pixels; RGB; 281K ana'lise ;

I ]
0 255

Count: 10304 Min: 40
Mean: 85.540 Max: 139
StdDev: 11.631 Mode: 86 (417)

ﬂ] e ﬁl ﬂl 3 value=9¢

count=204

Figura 2: ilustracdo das etapas da analise das intensidades da reacao colorimetrica. Na etapa A
0 microdispositivo com as microzonas onde ocorreram a reacdo colorimétrica, na etapa B é
mostrado o scanner utilizado para a captura da imagem com as intensidades de cor em cada
uma das microzonas, em C ocorre a escolha da area com maior uniformidade de cor para que
na etapa D, seja utilizada a funcéo histograma do software de anélise de imagens ImageJ para

obter os valores relativos a quantidade de pixels.
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Curvas analiticas

As curvas analiticas foram montadas com base nos valores das intensidades de cor,
obtidos por meio da captura das imagens das microzonas e correlacionadas com as
concentracdes de cada um dos compostos analisados. Esta correlagcdo foi feita utilizando o

software OriginPro 9.0.

Testes de recuperacgéo

Para averiguar a precisao e exatiddo do metodo de deteccao desenvolvido, foi feito um
teste de recuperacdo. Assim, uma solucdo de acido galico teve sua concentracdo sucessivamente
elevada com a acréscimo de 80 mg/L, partindo de 150 mg/L até 390 mg/L, realizadas a partir
de uma mesma matriz. Segundo o INMETRO (INMETRO, 2003), pode ser calculado da

seguinte forma:
Recuperagio (%) = [C'Ci ]x 100
3

Onde: C1 = concentracao determinada na amostra fortificada; C2 = concentracdo

determinada na amostra ndo fortificada; C3 = concentragdo adicionada.

Amostras reais

A amostra real foi obtida em uma industria téxtil na cidade de Jaragua-GO, mais
especificamente do processo de coloracdo do jeans, que utiliza diversos tipos de corantes. A
amostra foi coletada antes de ser direcionada para a estacdo de tratamento. A amostra foi
armazenada em frascos ambar, que foram posteriormente colocados em uma caixa térmica e
fora do alcance da luz para evitar que a amostra sofresse algum tipo de deterioracdo. O teste
para a deteccdo da presenca de compostos fenolicos presentes na amostra foi realizado tanto no
microdispositivo desenvolvido quanto no método tradicional (espectrofotométrico). O objetivo
deste teste é verificar se o dispositivo atende as necessidades minimas para ser utilizado na
deteccdo de compostos fenolicos presentes em amostras reais e, ao comparar o resultado obtido

utilizando o método convencional, comprovar sua precisao.
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Teste de prateleira

Para avaliar se parte dos reagentes podem ser adicionados ao dispositivo, de modo que
0 mesmo possa ser preparado previamente e armazenado para uso posterior, foi feito o “Teste
de prateleira”. Desta maneira, o reagente Folin-Ciocalteu foi adicionado a microzona do
dispositivo (1,85 uL) e o mesmo foi armazenado em frasco ambar por 30 dias. A cada 6 dias
eram feitas anélises com a intensidade de cor gerada a partir de uma solucdo a base de acido
gélico com concentracdo de 1000 mg/L.

Testes estatisticos

Inicialmente, o teste de Shapiro Wilks foi realizado para verificar a normalidade dos
dados. Ao verificar que 0s mesmos seguem uma distribui¢do normal (p>0,05) foi aplicado uma
Anélise de Variancia (Anova) para testar se as variacbes de concentra¢fes dos compostos
exercem efeito significativo sob a intensidade de cor. O teste post-hoc de Tukey foi utilizado
para comparar par-a-par a intensidade de cor gerada a partir de cada um dos compostos
analisados. Esta analise foi realizada com probabilidade de 5% com auxilio do software R (R
Core Team, 2017). A linearidade das curvas analiticas foi determinada para verificar o
coeficiente de determinacao (R2 ajustado) e o coeficiente de Pearson (r), expressos graficamente

utilizando o Software estatistico OriginPro 9.0.

3. Resultados e Discussdo
Concentracdo de Carbonato de sddio

A concentracdo de Carbonato de Sodio (Na2COs) interfere na intensidade da reagédo
colorimétrica (p<0,05), sendo que as concentracdes 5%, 10% e 25% nao se diferem (p>0,05)
e diferem das concentracdes com 15% e 20 %, que por sua vez sdo iguais entre si (p>0,05)
(Figura 3).
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Intensidade de cor
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Carbonato de sédio (%)

Figura 3: grafico com a variacao da intensidade de cor em funcao da concentracdo de Carbonato
de Sodio (Na2CO:s).

Como o Carbonato pode precipitar em concentragcdes muito elevadas (Maia & Osorio,
2003), optou-se por usar a concentracdo de 15%. Esta concentragédo resultou em uma melhor
intensidade de cor (Figura 3). Em concentrac@es acima 20 % observou-se que, apds a secagem,
houve precipitacdo do carbonato de sodio, formando uma camada branca, que interferiu na
analise de intensidade de cor. A concentracdo utilizada foi a com 15 % de carbonato de sodio,

pois apresentou intensidade de cor mais elevada (Figura 3).

A intensidade da reacdo colorimétrica teve variacdo significativa (p<0,05) em funcéo
da concentracdo do reagente Folin Ciocalteu, quando comparado as menores concentracdes
com a concentracdo maxima (100%). No entanto, a intensidade da reacdo colorimétrica ndo

diferiu nas concentragdes 20, 25, 33 e 50% (Figura 4).
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Figura 4: gréfico de barras com a variacdo da intensidade de cor em funcdo da concentragdo
do composto Félin-Ciocalteu.

O reagente Folin-Ciocalteu puro (100%) resultou em uma melhor intensidade de cor
guando comparado com as demais concentracdes (Figura 4). A diluicdo do Folin-Ciocalteu ndo
resultou em uma intensidade de cor desejavel, sendo usado o composto na concentracao

comercial.

Curvas analiticas no microdispositivo de papel

As curvas analiticas indicam que o dispositivo apresenta maior sensibilidade na
deteccdo de catecol e pirogalol (Slop= 0,104; 0,102). O modelo apresentado explica
perfeitamente a variacdo apresentada, uma vez que o aumento da concentracdo dos compostos
esta diretamente relacionado ao aumento da intensidade de cor, apresentando valores de R?2

ajustado e coeficiente de Pearson acima de 0,99 (Figura 5).

O dispositivo apresentou limite de deteccdo de compostos fendlicos em concentracdes
a partir de 25 mg/L. Entretanto, foram expressos nas curvas analiticas apenas as intensidades
obtidas a partir de 100 mg/L para os compostos Acido galico, Catecol e Pirogalol e a partir de

250 mg/L para Vanilina.

36



160 |Pearson's r 0,99926 160
Adj. R-Square = 0,99802 Pearson's r 0,9981
Adj. R-Square  0,9951
120 1
5 120 _
o o
() (8]
S =
% 80 0._OH o 80
©
2 = OH
[ c
E 401 HO oH £ 40] OH
OH
0 T T T T 0 T T T T
0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000
Acido galico (mg/L) Catecol (mg/ L)
160 160
Pearson'sr  0,99781 Pearson's r 0,99669
Adj. R-Square 0,99418 Adj. R-Square 0,99008
120 120
8 5 _0
S 3
o 80 o 80
g g
%} OH 7]
< S OH
E 404 HO OH E 40
0 T T T T 0 T T T T
0 250 500 750 1000 0 250 500 750 1000
Pirogalol (mg/L) Vanilina (mg/L)

Figura 5: Curvas analiticas com as variacdes de cor em funcdo da concentracdo dos compostos
fenolicos analisados (Acido Gaélico, Catecol, Pirogalol e Vanilina).

As intensidades de cor diferiram entre os compostos fenolicos e tiveram variacdo
significativa (p<0,05). O &cido galico apresentou maior intensidade de cor, seguido pelo
Catecol, posteriormente o pirogalol e por Gltimo, com menor intensidade de cor, 0 composto
vanilina. E possivel observar que a variagio na intensidade de cor est4 associada & ao nimero
de hidroxilas (OH), uma vez que as intensidades variaram com o nimero das mesmas (Figura
5).

O Acido galico é comumente utilizado como padréo para determinacéo da concentracio
de compostos fenolicos totais em diversos tipos de amostras, como em extratos vegetais, vinhos,
efluentes, entre outros, expressos em EAG (equivalentes de acido galico) (Souza et al., 2007;
Malta et al., 2007; Seréaglio et al., 2015; Silva et al. 2017).
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Figura 6: grafico com a intensidade de cor obtida de cada composto fenolico a uma
concentracdo de 1000 m/L.
Ensaio de Recuperagéo

Os fatores de recuperacdo obtidos apresentaram exatiddo variando de 90,42 a 93,08%,

mostrando que o dispositivo desenvolvido apresenta boa sensibilidade na deteccdo e

quantificacdo de compostos fendlicos (Tabela 2).

Concentracéo real (mg/L) Concentracdo estimada Percentual de detecgéo (%)
(mg/L)
390 359,12 92,08
310 280,31 90,42
230 215,89 93,08

Tabela 2: valores relativos as concentracgdes reais, estimadas e o percentual de precisdo do

ensaio de recuperagéo.
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O teste de recuperacdo avaliou a exatiddo do método e evidenciou a quantidade do
analito recuperado no processo em detrimento da quantidade real presente na amostra (Brito et
al., 2003).

Teste com amostra real

O valor de concentracdo da amostra obtida a partir do teste padrdo com
espectrofotometro foi de 505,21 mg/L e no microdispositivo foi de 517,49 mg/L, que néo
diferindo entre si (p>0,05). A comparacao da concentracdo obtida nos dois métodos evidencia
gue 0S mesmos apresentam a mesma precisdo na deteccdo de compostos fendlicos. A
concentracdo maxima de compostos fendlicos permitida em efluentes industriais €, segundo o
CONAMA (CONAMA, 2011), 0,5 mg/L, entretanto a concentracdo encontrada estava muito

acima.

Apesar do dispositivo desenvolvido ndo detectar concentragcbes proximas ao minimo
permitido pela resolucdo do CONAMA, o mesmo pode ser utilizado para quantificar a
concentracdo de compostos fenolicos totais em efluentes antes de serem direcionados para o

tratamento em qualquer outro tipo de amostra com concentracdes acima de 25 mg/L.

Teste de prateleira

O teste indicou que a ocorre uma reducdo significativa na intensidade de cor gerada a partir da

reacao colorimétrica com o tempo de armazenamento (Figura 7).
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Figura 7: gréfico ilustrativo com a intensidade cor gerada no teste de prateleira, com trinta

dias de armazenamento do dispositivo

Ao armazenar o dispositivo, o composto Folin-Ciocalteu adicionado previamente nas microzonas perde
gradativamente sua reatividade e diminui a precisdo do método de deteccdo de compostos fenolicos.
Entretanto, dada a facilidade e rapidez em que a deteccéo colorimétrica pode ser feita, isto ndo reduz a
praticidade do teste, uma vez que pode ser feito em apenas 10 minutos no proprio ponto coleta do

efluente.

4. Consideracdes Finais

O dispositivo desenvolvido apresenta precisdo e facilidade na deteccdo de diferentes
compostos fenolicos em concentragdes a partir de 25 mg/L, com comportamento linear a partir
de 100 mg/L.

O dispositivo possui sensibilidade igual ao método espectrofotométrico na deteccéo de
tais compostos, mesmo em amostras desconhecidas. O dispositivo apresentou precisdo na

deteccédo da presenca de compostos fendlicos em amostra real de efluente.
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Apresenta ainda facilidade e praticidade para utilizacdo em campo, além de ser
totalmente portavel, com baixo custo de fabricacdo, necessidade de volumes de reagente
extremamente baixos, reduzindo consideravelmente o custo final da analise quando comparado

com o método espectrofotomeétrico.
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ARTIGO Il

Desenvolvimento de um microdispositivo 3D para degradacao sinérgica de
compostos fendlicos



1. Introducéo

O processo de industrializacdo, uso e ocupacéo do solo do territorio brasileiro ao longo
das ultimas décadas causaram sérios danos ao meio ambiente, por meio do descarte inadequado
de efluentes de alta toxicidade produzidos por industrias como refinarias de petréleo, fonos de
coque, fabricas de resinas fenolicas, tintas e herbicidas que langcam efluentes no meio ambiente,
principalmente em corpos hidricos sem o devido tratamento (Alves et al. 2013; Cruz, 2016;
Gao et al., 2011; Weyermiller, 2010).

Os compostos fenolicos sdo um dos principais efluentes produzidos por industrias
desses seguimentos e se caracterizam por serem tdxicos, cancerigenos, mutagénicos, e
teratogénico e também causam modificacdes nas propriedades organolépticas da agua e por
conta dessas caracteristicas, as técnicas de tratamento destes compostos estdo sendo
amplamente estudadas (Brito, 2008; Gao et al., 2011).

Os Processos avangados de oxidacdo (AOP's) sdo técnicas que podem ser utilizadas no
tratamento de efluentes fenolicos e sdo baseadas na oxidacéo de tais compostos, pois nesses
processos sdo produzidos radicais livres OH que reagem com moléculas organicas alifaticas de
maneira rapida, resultando na formacao de radicais organicos que reagem com oxigénio, que
leva ao inicio de diversas reacdes de degradacdo, entre estas técnicas esta a fotocatalise e a
fotolise. (Andreozzi & Marotta, 1999; Tiburtius & Peralta-Zamora, 2004; Ayed et al. 2017).

A fotdlise e a fotocatalise sdo processos oxidativos avancados que sdo baseados na
utilizacdo da incidéncia de radiacdo UV (ultravioleta) sobre compostos organicos afim de
promover a sua oxidagédo, sendo eficientes na degradagédo de clorofenois e demais compostos
de natureza fendlica. Sdo processos vantajosos pois utiliza produtos pouco nocivos ao meio
ambiente e podem ainda serem utilizados como complemento a técnicas convencionais, como

a biorremediacdo (Ayed et al., 2017; Teixeira & Jardim, 2004; Pupo Nogueira et al., 2007).

A biorremediacdo de compostos fenolicos sdo processos bioldgicos de tratamento de
efluentes compativeis com o meio ambiente e pouco dispendiosos, entretanto nem sempre
proporcionam resultados satisfatorios quando feito com microrganismos (fungos, bactérias,
etc), pois, a alta concentracdo de compostos fenolicos pode ser letal ou retardar o metabolismo
dos mesmos (Ayed et al., 2017; Duran & Esposito, 2000)
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Dessa maneira as enzimas podem ser utilizadas como catalisadores bioldgicos com
grande potencial no tratamento de poluentes, uma vez que possuem grande especificidade e
podem operar mesmo em efluentes com elevada concentracdo de poluentes, podendo ser
obtidas a partir de fontes vegetais. O Cerrado brasileiro abriga cerca de 12.356 espécies de
plantas vasculares com elevado potencial biotecnoldgico para extracdo enzimética. Apesar de
ainda ser pouco explorado, a utilizacdo de extratos brutos enzimaticos de fonte vegetal € uma
tendéncia em pesquisas, sendo vantajoso pela economia, facil acesso e maior tempo de vida
(Duran & Esposito, 2000; Mendonga et al., 2008; Vieira et al., 2004).

E aliados a essas técnicas podem ser utilizados os sistemas miniaturizagdo (uPad’s),
uma vez que oferecem diversas vantagens no que diz respeito a reducdo de consumo de
reagentes, amostras e espaco, portabilidade e menor consumo de energia (Coltro et al. 2014;
Dittrich et al., 2006; Kovarik et al., 2011; Kovarik et al., 2013).

Os dispositivos impressos tridimensionalmente (3D) sdo exemplos de sistemas
miniaturizados que podem ser desenvolvidos a partir de um modelo montado digitalmente e
desde quando foi desenvolvida, essa tecnologia vem ganhando espago devido as variadas
possibilidades de impressdo de diferentes objetos de forma simplificada e com preciséo
podendo ser utilizados em diagndsticos clinicos e ambientais (Anderson et al., 2013; Chen
2014; Hoque et al. 2012; 2014; Kitson et al., 2012).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia da biorremediacdo promovida
pela enzima polifenoloxidase de frutos do Cerrado em sinergismos com a fotodegradacéo
utilizando o TiO2 como catalizador exposto a diferentes espectros luminosos, utilizando um

microdispositivo impresso tridimensionalmente como suporte para realizagdo dos testes.

2. Material e Métodos
Materiais e Reagentes

O Catecol utilizado foi adquirido juntamente a Vetec (Sigma-Aldrich Corporation), o Fosfato
de Sddio dibasico foi adquirido da Dindmica Quimica Contemporanea, Fosfato de Sodio
Monobasico (Monohidratado) da marca Labsynth Produtos para Laboratérios,
Polivinilpirrolidona também adiquirido da Vetec (Sigma-Aldrich), papel de filtro adquirido da
Unifil Produtos, polimero para impressdo 3D, lampadas LED Philips. O Copolimero
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acrilonitrila-butadieno-estireno (ABS) foi fornecido pela MovtecH Comercial Tecnologia
LTDA-ME.

Coleta dos frutos

Os frutos foram coletados em areas de cerrado stricto sensu, a partir de matrizes adultas nas
cidades de Rianapolis-GO, Itapuranga-GO, Nova Veneza-GO e Rialma-GO, obedecendo 0s
critérios minimos para a escolha de matrizes, que leva em consideracdo a circunferéncia do

tronco, altura, auséncia de cicatrizes e patdgenos aparentes (Santos & Marino Junior 2012).

Processamentos dos frutos e obtencéo dos extratos brutos

Os frutos foram lavados e imersos em uma solucéo de hipoclorito de sddio (2%) durante 20
minutos, enxaguados e posteriormente processados utilizando um liquidificador doméstico
adquirido exclusivamente para tal finalidade. Para a obtencdo do extrato bruto, foram utilizados
20 gramas dos frutos e juntamente foi adicionado 100 ml de tampdo fosfato (pH6) e 1 grama
de Polivinilpirrolidona e apds 2 minutos de processamento, o extrato foi filtrado em filtro de
TNT, de modo a reter as particulas, evitando problemas na pipetagem durante o procedimento
experimental. Os extratos dos frutos foram fracionados e armazenados em tubos eppendorf e

posteriormente congelados, de modo a evitar a inativacdo da polifenoloxidase.

Prospeccdo enzimatica de frutos

A atividade enzimatica dos frutos escolhidos (Solanum paniculatum L., Solanum lycocarpum
A. St. -Hil, Genipa americana L., Eugenia uniflora L., Philodendron bipinnatifidum Schott.)

foi verificada em meio a solugdo tampéo fosfato de sédio 0,005M (pH 6,0).

A deteccédo da polifenoloxidase (PPO) foi realizado com base no método descrito por
Halpin e Lee (1987), onde um ensaio padrao foi feito adicionando-se 0,1 mL de extrato a 2,9
mL de solucéo de catecol com concentracdo molar de 46 mmol L, preparado em tampao fosfato.
Apobs a adicdo da amostra foi feita a leitura da absorvancia no espectrofotdmetro em um
comprimento de onda de 420 nm. A atividade foi definida como aumento de 0,1 unidade de

absorvancia por minuto.

. A atividade da enzima foi expressada com base no aumento da absorvancia /min/g de

peso fresco de amostra.
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Impressao do dispositivo 3D

Primeiramente o dispositivo 3D teve seu layout e dimensdes criados no software grafico
AutoCAD ® 2014 Free Student (Autodesk Inc., San Rafael, USA). Apds estabelecido o seu
design, o arquivo referente ao projeto do dispositivo foi salvo no formato STL
(Stereolithography), esta extensdo gera uma superficie de malhas triangulares no formato do
modelo tridimensional, permitindo ajustar as dimensdes e resolucdo do objeto a ser impresso.
Posteriormente, o arquivo foi aberto utilizando um software gratuito conhecido como Cura,
versdo 15.02.1, configurado especificamente para o modelo da impressora. Este software
calcula os movimentos da impressora com base na geometria do modelo contido no arquivo
STL e prepara 0 objeto para impressdo, de modo que € determinado o posicionamento,
quantidade de material a ser deposto e a orientacdo das camadas a serem impressas. O tempo
de impressdo € determinado de acordo com a orientacdo e quantidade de camadas do objeto.
Apds a etapa de criacdo, a impressao foi realizada utilizando uma impressora 3D auto replicavel
modelo Prusa Movtech, que possui hardware livre e funciona com método de impressdao FDM,
baseada no modelo ReRap, com &rea de trabalho de 195 mm X 195 mm X 110 mm.

O dispositivo foi impresso por meio do método de Modelagem por Fusdo e Deposicdo, este
método de impressdo 3D é baseado na deposicdo de filamentos termoplasticos aquecidos em
um cabecote de extrusdo sobre uma plataforma de impressdo. A deposicdo do material é feita
camada por camada até que o modelo esteja totalmente impresso. A plataforma de impresséao é
mantida a uma temperatura menor (115 °C) que o bico de extrusdo (220 °C) de forma que a
primeira camada depositada endureca antes que seja iniciada a deposicdo da camada seguinte e

assim por diante até que o processo de impressao esteja completo (Figura 1).

LR R IR SR
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Figura 1: esquema do processo de criagdo de um modelo tridimensional no software gréfico,
onde em A o arquivo SLT é exportado para um software CAM, em B ocorre a configuracéo

dos parametros de impressdo e em C observa-se o inicio do processo de impressao.

O dispositivo 3D foi criado contendo 2 partes, sendo a base ,com polimero de cor
vermelha, com 6 cm de didmetro e 1cm de altura, contendo 8 microzonas com capacidade de
comportar até 550 pL de amostra e outra parte é o suporte para placa de circuito com as
lampadas de LED (polimero semi-transltcido). A placa de circuito foi motada com 6 lampadas,
sendo com duas luz ultra violeta, duas com luz infravermelho e duas de luz branca que sé@o
alimentadas por uma fonte de 5V. As zonas onde nao ocorre a incicencia de luz sdo usadas para
tratamento da amostra apenas com enzima polifenoloxidase, de modo a avaliar a eficiencia da

mesma separadamente ao processo de fotodegradacao (Figura 2).

Figura 2: dispositivo de fotodegradacéo e biorremediacao de compostos fenolicos.

Ensaios de degradacao
Biorremediacdo sem a presenca de luz

O ensaio para avaliacdo do potencial de biorremediacdo da enzima (polifenoloxidade)
proveniente do fruto Philodendron bipinnatifidum foram realizados com amostra a base de
catecol, em concentracdo de 1000 mg/L, onde foram adicionados 100 pL de amostra na zona
do dispositivo e logo em seguida, foram adcionados 5 pL de extrato enzimatico bruto. As
andlises para verificar se houve mudanca na intensidade de cor gerada a partir da reacéo
iniciaram em O minutos e a cada 30 era feita uma nova andlise, seguiindo até o tempo final de
120 minutos de reacdo. Neste enséio o tratamento com o uso da polifenoloxidase foi entitulado

de “Enzima” e o teste controle foi chamado de “Controle”..
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Biorremediagdo com a presenca de luz

No ensaio para avaliar a eficiéncia da biorremediagédo promovida pela polifenoloxidase
na presenca de diferentes espectros luminosos (UV, BR, V), foi realizado com amostra a base
de catecol, em concentracdo de 1000 mg/L, onde foram adicionados em zonas correspondente
a cada espectro de luz, 100 pL da solucéo de catecol e mais 100 pL da solucéo de catecol em
uma quarta zona sendo o controle, onde ndo houve adcao de enzima, tdo pouco exposicéo a luz.
As analises para verificar se houve mudanca na intensidade de cor gerada a partir da reacédo
iniciaram em O minutos e a cada 30 era feita uma nova analise, seguiindo até o tempo final de
120 minutos de reacdo. Para este ensaio, o tratamento com a combinagdo da enzima com a luz
branca foi entilulado de “Enzima + BR; o tratamento com a enzima e luz infravermelha foi
entilulado de “Enzima + IV; o tratamento com a enzima e a luz ultravioleta foi entilulado de

“Enzima + UV e o teste controle foi chamado de “Controle”.

TiO2sem a presencga de luz

Para avaliar o potencial de degradacdo do TiO, sem a presenca de luz, foi feito um
ensaio onde foi preparado 100 ml de solucdo de catecol (1000 mg/L ) onde foram adionados
0,005 g , obtendo, portanto, uma concentracdo de TiO> equivalente a 500 mg/ L(Santana &
Machado, 2006). A, que foi homogeneizada durante 5 min com uso de um agitador magnético.
Os testes foram realizados com a adcéo de 100 pL da mistura de catecol e TiO2 em cada na
zona do dispositivo 3D e as analises para verificar se houve mudanca na intensidade de cor
gerada a partir da reacdo iniciaram em 0 minutos e a cada 30 era feita uma nova analise,
seguiindo até o tempo final de 120 minutos de reacdo. Neste ensdio, o tratamento com oxido de

de titanio foi entilulado de de “Ti0O2” 2 e o teste controle foi chamado de “Controle”.

Fotodegradacdo com TiO3

O potencial de fotodegradacdo utilizando o TiO2 como catalizador foi utilizando as
mesmas concentracdes de catecol e TiO2 do ensaio “TiO2 sem a presenga de luz” onde foram
adicionados em zonas correspondente a cada espectro de luz, 100 pL da mistrua de catecol e
TiO2 e mais 100 pL de catecol puro em uma quarta zona sendo o controle, onde ndo houve
exposicdo a luz. As analises para verificar se houve mudanga na intensidade de cor gerada a
partir da reagéo iniciaram em 0 minutos e a cada 30 era feita uma nova analise, seguiindo até o

tempo final de 120 minutos de reacéo. Neste ensaio, o tratamento com TiO2 mais luz branca foi
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nomeado de “TiO2 + BR”; o tratamento com TiO2 mais luz infravermelha foi nomeado de
“TiO2 + 1V; o tratamento com TiO2 e luz ultravioleta foi entitulado de “TiO2 + UV e o teste

controle foi chamado de “Controle”..

Ensaio sinergico

O enséio de sinergismo foi realizado ulizilando a polifenoloxidase (biorremediagdo) e o
TiO2, com os diferentes espectros luminosos (fotodegradagdo). Dessa maneira, foram
adicionados 100 pL uma mistura de catecol e 6xido de titdnio com concentragcdes de 1000 mg/L
e 500 mg/L, respectivamente, em cada uma das zonas do dispositivo. Posteriomente a foram
adicionados 5 pL de extrato enziméatico bruto e deu-se inicio a exposicdo aos diferentes
espectros luminosos. As andlises para verificar se houve mudanca na intensidade de cor gerada
a partir da reacdo iniciaram em 0 minutos e a cada 30 era feita uma nova analise, seguiindo até
o tempo final de 120 minutos de reacdo. Para estes ensaios, 0 tratamento com e enzima, TiOze
luz branca foi chamado de “Singergismo + BR, o tratameto com com e enzima, TiOz e luz
infravermelha foi chamado de “Sinergismo + IV, o tratameto com com e enzima, TiOz e luz

ultravioleta foi chamado de “Sinergismo + UV e o teste controle foi chamado de “Controle”.

Quantificacao do percentual de degradacao

Em todos os ensaios, a deteccdo colorimétrica da concentracdo do composto fenolico
foi realizada utilizando um dispositivo a base de papel com microzonas impressas em tinta a
base de cera. O dispositivo foi utilizado como plataforma para realizacédo do teste de deteccao
colorimétrica de Folin-Ciocalteu (Slinkard & Singleton, 1977) com ajustes dos volumes dos
reagentes para a escala de pL. A quantificagdo da concentracdo foi feita com base na equacgéo
obtida a partir da curva analitica com dilui¢des de catecol variando de 100 mg/L até 1000 mg/L.

3. Resultados
Prospeccdo enzimatica

A proscpecdo enzimatica mostrou que todos os frutos (Solanum paniculatum L.,
Solanum lycocarpum A. St. -Hil, Genipa americana L., Eugenia uniflora L., Philodendron
bipinnatifidum Schott.) possuem polifenoloxidase, podendo ser utilizados na biorremediacéo

de compostos fenolicos, no entanto o fruto Philodendron bipinnatifidum é o mais indicado por
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apresentar valores mais elevados de polifenoloxidase em relagcdo aos demais (p< 0,05; Figura
4).
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Figura 3: gréafico de barras com os resultados da prospeccao enzimatica dos frutos Solanum
paniculatum L., Solanum lycocarpum A. St. -Hil, Genipa americana L., Eugenia uniflora L.,

Philodendron bipinnatifidum Schott.

Apesar Cerrado brasileiro possuir um elevado nimero de espécies de plantas que podem ser
utilizadas como fontes enzimaticas, esse potencial biotecnoldgico ainda € pouco explorado para
extracdo de enzimas na forma de extrato bruto (Duran & Esposito, 2000; Mendonca et al., 2008;
Vieira et al., 2004)

Ensaios de biorremediacao e fotodegradacgéo

O ensaio para avaliagdo do potencial de biorremediacdo (polifenoloxidase) e degradacao
usando TiO. sem a presenca de luz, mostrou diferenca significativa (f=1200,39; p<0,01; df=2),

sendo que o ensaio com TiO2 ndo se diferiu do controle. O tempo exerceu maior efeito no
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tratamento de biorremediacéo (f=357,97; p<0,01; df=4) em relacéo aos tratamentos controle e

TiO2, que ndo diferiram entre si, (Figura 5).
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Figura 4. grafico ilustrando o potencial de degradacdo do ensaio de biorremediacao e do TiO2

sem a presenca dos diferentes espectros luminosos.

A Biorremediacdo é uma técnica para comum no tratamento de poluentes, e pode ser
realizada utilizando agentes bioldgicos com capacidade de degradar poluentes (Barros, 2007) e
a polifenoloxidase, conforme observado (Figura 5), € um exemplo de agente bioldgico capaz

de degradar compostos fenolicos.

A reducdo na intensidade de cor (Figura 5) que, consequentemente, corresponde a reducao na
concentra¢do do composto fendlico ocorreu porque a polifenoloxidase tem a capacidade de
catalisar trés diferentes tipos de reacfes. A hidroxilacdo de monofendis a o-difendis
(monoxigenase), a oxidacao de o-difenois a o-quinonas (atividade difenoloxidase) e aoxidacdo

de p-difendis a p-quinonas (Zawistowski, Biliaderis & Eskin, 1991).

O composto fenolico (catecol) utilizado neste ensaio de biorremediacéo é um difenol, portanto,
ocorreu uma reacdo de difenoloxidase. Nesse tipo de reacdo, a polifenoloxidase, que possui
dois ions de Cu (cobre) no seu centro ativo, se liga primeiramente ao oxigénio e depois ao

composto fendlico e as mudancas de valéncia dos ions de cobre levam a formacdo de um
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complexo enzima-substrato, onde a ligagdo O - O se polariza intensamente, levando a
hidroxilagcdo do composto (Belitz & Grosch, 1997). O que explica a reducdo na intensidade de
cor de 103 para 67 (Figura 5), aproximadamente, correspondendo a uma reducdo na
concentracdo do composto fendlico de 1000 mg/L para 666,10 mg/L, 0 que corresponde a uma

degradacéo de 33,39% do composto.

A avaliacdo do potencial de degradacdo do TiO: indicou que, na auséncia de luz, ndo
ocorre degradacao significativa do composto, uma vez que a intensidade de cor ao final dos 120
minutos néo se diferiu (p>0,05) do tratamento controle (Figura 5). 1sso ocorre porque o TiO,
como catalizador, se mostra eficiente apenas na presenca radiacdo com espectro de cor entre
350nm e 400nm (Paschoalino, Kiwi & Jardim, 2006). Apesar de ndo ter sido significativa, a
variagdo ocorrida na intensidade do tratamento “TiO2” pode ser explicada pela exposicao da
amostra, durante o preparo, a luz ambiente que possui espectros luminosos capazes de irradiar
0 TiO2 (Inagaki et al., 2015).

Nos ensaios de biorremediacdo com luz, a degradacdo do composto fendlico foi maior
em todos os espectros de luminosos em relacéo ao controle (F= 887,83; p<0,01; gl=3). Porém,
tratamentos com diferentes espectros de luz n&o diferiram entre si. Todos 0s tratamentos com
exposicdo a luz sofreram degradacdo conforme o tempo de exposi¢do (F=1183,13; p<0,01;
gl=4). A interacdo significativa entre tempo e tratamento (F=169,12; p=0,01; gl=12) mostra

eficiéncia da biorremediacdo em relagdo a concentracao inicial (Figura 5).

1201
90
—
5 =
o Tratamentos
© | 1
© Controle
[}
© 601 ~o- Enzima + BR
% =o= Enzima + IV
c
[ Enzima + UV
2
£
304
0 -

0 30 60 90 120
Tempo de reagao (min)

53



Figura 5: gréfico ilustrando o potencial de degradagdo do ensaio de biorremediacdo com a
presenca dos diferentes espectros luminosos.

O ensaio de biorremediacdo com exposicdo aos diferentes espectros luminosos nédo se diferiu
do ensaio de biorremediacdo sem luzes, uma vez que a reducédo na intensidade de cor foi de 103
para 69,21, 74 e 67 o que corresponde a uma reducdo na concentra¢cdo de 1000 mg/L para
682,64 mg/L (degradacdo: 31,73%), 728,7 mg/L (degradacdo: 27,13%) e 661,39 mg/L
(degradacdo: 33,86%) para os espectros luminosos BR, IV e BR, respectivamente. Portando, 0s

espectros luminosos néo interferem na atividade da polifenoloxidase.

No ensaio de fotodegradagdo com TiO», os tratamentos diferiram em rela¢éo ao espectro de luz
(F=879,40; p<0,01; gl=3), ao tempo (F=537,92; p<0,01; gl=) e na interacdo entre 0s mesmos
(F=106,9; p<0,01; gl=12). O tratamento com luz ultravioleta apresentou maior degradagéo do
composto, enquanto com luz branca foi intermediéario e luz infravermelha ndo se diferiu do

controle (Figura 6).
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Figura 6: gréafico representando o potencial do ensaio de fotodegradagdo com TiO2 exposto

aos diferentes espectros luminosos.

O TiO2 (6xido de titanio) é um semicondutor, que ao ser irradiado por um espectro

luminoso com energia supeior ou igual ao seu “ban-gap” (3,2 eletrons-volt) € capaz de
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promover a fotocatalise de compostos organicos como o catecol, por exemplo. Ao ser irradiado,
0 TiO> é ativado e promove a formacdo de um par de elétrons, criando uma lacuna nas "band-
gap’s" do catalisador, o que leva a formagao de sitios de redugdo e oxidagao e, dessa maneira,
o composto fendlico pode reagir diretamente com a lacuna da banda ou com os radicais de
hidroxilas que se formam na reacdo da agua presente no efluente com os sitios de oxidacdo

(Kondo et al., 2003).

O TiO. apresenta melhor potencial de fotodegradagéo de compostos organicos quando
exposto a espectros luminosos com comprimento de onda fora do espectro visivel, mais
especificamente em um comprimento de onda entre 350nm 400nm Fox & Dulay, 1993;
Hoffman et al., 1995). O tratamento “TiO2 + UV”, onde o composto foi exposto a luz
ultravioleta, a degradacéo foi maior (Figura 6) devido ao comprimento de onda deste espectro
(ente 280nm a 400nm), o que levou a uma maior degradacéo do composto fendlico, reduzindo
a concentracdo do composto de 1000mg/L para 699,08, o que corresponde a uma reducédo de

30,09 % na concentracdo do composto fenolico (Fox & Dulay, 1993; Hoffman et al., 1995).

O tratamento “TiO2 + BR” apresentou menor degradacao quando comparado com o tratamento
“TiO2 + UV” (Figura 6). O comprimento de onda deste espectro (BR) esta acima de 400nm, ou
seja, dentro do espectro de luz visivel, ndo sendo capaz de irradiar o TiO2 (Fox & Dulay, 1993;
Hoffman et al., 1995).

No tratamento TiO2 + IV, apesar do composto ser exposto a um espectro luminoso fora do
visivel, o aproveitamento foi 0 menor em relacdo aos demais tratamentos (Figura 6), com
reducdo na concentracdo do composto de 1000 mg/L para 909,27 (degradacdo: 9,07%). Isso
ocorre porque este espectro luminoso possui um elevado comprimento de onda (> 700nm) e,
consequentemente, energia menor ao “band-gap” do TiO2, ndo sendo capaz de irradia-lo a um
ponto que 0 mesmo possa degradar o poluente (Fox & Dulay, 1993; Hoffman et al., 1995;
Kondo, et al., 2003).

No ensaio sinérgico houve diferenca entre os espectros de luz e destes em relacdo ao
controle (F=3706,6; p<0,01; gl=3). O tempo de exposic¢ao exerceu efeito sob a degradacgéo do
composto (F=2123,8; p<0,01; gl=4), exceto no controle. A interagdo entre tempo e tratamentos
mostra a eficiéncia do sinergismo entre biorremediagdo (F=310,1; p<0,01; gl=12) e

fotodegradacgéo na degradacdo do composto (Figura 7).
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Figura 7: gréfico representando o potencial de degradacdo do ensaio sinérgico utilizando TiO>
e polifenoloxidase e a exposi¢do a diferentes espectros luminosos durante diferentes

intervalos de tempo.

No ensaio sinérgico a degradacdo do composto foi significativamente maior em relagdo aos
ensaios de biorremediacao (tanto na presenca quanto na auséncia de luz) e fotodegradacéo. Se
destacando em relagcdo aos demais, 0 tratamento “Sinergismo + UV” apresentou reducdo na
concentracdo do composto de 1000 mg/L 301,48 mg/L, o que corresponde a um percentual de
degradacdo equivalente a 69,85 %. O que mostra que a combinagdo dos métodos é capaz de

promover significativamente a degradagdo de compostos fendlicos.

O percentual de degradacdo obtido no tratamento “Sinergismo + UV” foi maior devido ao fato
de que o composto fendlico foi degradado tanto pela polifenoloxidase quanto pelo TiO, que ao
ser irradiado pela luz ultravioleta é capaz de promover a fotodegradacdo do composto.

Os demais tratamentos apresentaram menor degradacdo, com reducdo de 1000 mg/L para
498,70 mg/L para o tratamento “Sinergismo + BR” e de 1000 mg/L para 675,23 para o
tratamento “Sinergismo + IV”, o que corresponde a um percentual de degradacdo equivalente

a 50,13% e 32,47 %, respectivamente.

Os ensaios de biorremediacdo com presenca de luz, fotodegradagcdo com TiO> e a combinacao
(Sinergismo) dos mesmos diferiram entre si (F= 84,66; p<0,01; gl=2). Onde o ensaio sinérgico
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apresentou maior degradacdo (t=-4.53; p<0,01) e a fotodegradacdo menor degradacdo em
relagdo a biorremediagdo (t=3.35; p<0,01). Os espectros de luz entre os tratamentos n&do
diferiram em relacdo a degradacdo do composto (p>0,05). No ensaio de biorremediacdo ndo
houve diferenca entre os tipos de luz (p>0,05). O ensaio sinérgico utilizando a radia¢do UV foi
0 mais eficiente na degradagdo do composto (t=-2. 680; p<0,01). O tratamento de
fotodegradagédo com TiO: utilizando luz infravermelho foi 0 menos eficiente na degradagéo do
composto (t=2.922; p<0,01; Figura 8).
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Figura 8: grafico comparando o potencial de degradacao dos ensaios de biorremediacdo com
presenca de luz, fotodegradacéo e sinergismo mediante aos tratamentos de exposi¢ao aos

diferentes espectros luminosos.

A comparacdo dos ensaios em relacdo aos espectros luminosos mostra que sinergismo entre
biorremediacdo e fotodegradacdo € o mais eficiente no tratamento do composto fendlico,
principalmente quando exposto ao espectro ultravioleta (Figura 8) possui comprimento de onda
que torna o TiO2 mais efetivo na fotodegradacdo (350nm — 400nm; Fox & Dulay, 1993;
Hoffman et al., 1995)

4. Consideracdes finais

Entre os frutos avaliados, o Philodendron bipinnatifidum é o mais indicado, pois
apresenta elevados niveis de Polifenoloxidase, o que o torna adequados ao uso para o tratamento

de efluentes fendlicos.
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O dispositivo 3D desenvolvido possibilita a simulagédo do tratamento de tais compostos
em microescala, com baixo custo e volume de residuos, facilitando o estudo das técnicas de

biorremediacéo e fotodegradacao, que posteriormente podem ser utilizadas na escala macro.

A enzima polifenoloxidase consegue promover a biorremediagdo de compostos
fendlicos, mesmo em concentragdes elevadas. A fotodegradagdo com luz ultravioleta utilizando
0 TiO2 como catalizador também é um método capaz de promover a degradacédo de compostos
fenolicos. A utilizacdo dessas duas técnicas, de maneira sinérgica, € ainda mais eficiente na
degradacdo de compostos fenolicos, sendo capaz reduzir a concentragdo do composto em mais
de 69%.

A utilizacdo do dispositivo de papel na deteccdo das concentracbes do composto
fendlico, tornaram os ensaios mais praticos e reduziram tanto o tempo quanto o custo do

experimento.
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