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RESUMO

MAZZINI, Luisa Faria Monteiro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de
2024. Determinacao de peroxido de hidrogénio em agua e leite usando
nanoparticulas de ferro como mimetizadoras da catalase. Orientadora: Renata
Pereira Lopes Moreira.

O peréxido de hidrogénio é utilizado em diversos setores industriais. No tratamento
de agua, atua como um agente oxidante, promovendo a remocao de substancias
recalcitrantes aos tratamentos convencionais. Na industria alimenticia € usado como
sanitizante, podendo ser adicionado ao leite como adulterante, para aumentar a sua
vida util. O contato com a pele ou ingestdo podem causar efeitos adversos e
acarretar doencgas. Portanto, faz-se necessario o seu monitoramento em diferentes
matrizes. Os métodos empregados para andlise de H,O, sdo muitas vezes custosos,
com analises demoradas, além da utilizacdo de reagentes téxicos. Neste trabalho,
buscou-se desenvolver um método baseado nos principios da quimica verde. Para
isso, nanoparticulas de ferro (FeNPs) foram sintetizadas por um processo verde
utilizando extrato de folhas de Eucalyptus grandis como agente redutor e
estabilizador. Pela técnica de espectroscopia na regidao do infravermelho foi possivel
confirmar a presenca de grupos funcionais do extrato que foram incorporados as
nanoparticulas. Picos caracteristicos de ferro de valéncia zero foram observados por
difracdo de raios X, além de hematita, magnetita e goethita. As nanoparticulas
apresentaram morfologia esférica com tamanho de 96,4 + 36.8 nm e potencial zeta
de |35 mV, mostrando boa estabilidade do material. As FeNPs foram utilizadas
como nanocatalisadores da oxidagao de o-fenilenodiamina (OPD) por H,O,, exibindo
uma otima atividade catalitica com valores de velocidade maxima aparente (V__ ) de
2,0 umol L' s e constante de Michaelis-menten (K_) de 307 pmol L. A OPD,
incolor, forma uma substancia colorida na presenca de H202, porém necessita de
catalisadores especificos. A partir desses resultados promissores, foi desenvolvido
um método espectrofotométrico para a quantificagédo de H,O, em agua e leite. A
curva analitica em &gua (18,3-112,6 umol L") apresentou um bom ajuste linear e
limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) de ,48 e 18,3 pmol L7,
respectivamente. Para o leite integral UHT, foi obtida uma curva analitica na faixa de
8,97 a 112,16 pumol L', com LOD e LOQ de 2,96 pmol L' e 9,89 pmol L7,
respectivamente. O método para o leite foi validado, apresentando uma exatidao
entre 85,1 e 102,8%, com uma repetibilidade = 3,9% e uma precisao intermediaria =
7,5%. O método também foi testado para outros tipos de leite, podendo ser aplicado
para leite



desnatado, semidesnatado e leite integral pasteurizado tipo A. Além disso, foi
comparado com métodos convencionais de andlise usados na industria lactea,
sendo bastante eficaz. Pode-se, portanto, concluir que o método demonstrou
efichcia para deteccdo e quantificagdo de perdxido em leite e agua.

Palavras-chave: Sintese verde; Eucalyptus grandis ; Nanomateriais; Catélise



ABSTRACT

MAZZINI, Luisa Faria Monteiro, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June, 2024.
Determination of hydrogen peroxide in water and milk using iron nanoparticles
as catalase mimetics. Adviser: Renata Pereira Lopes Moreira.

MAZZINI, Luisa Faria Monteiro. D. Sc., Universidade Federal de Vicosa, June, 2024.
Determination of hydrogen peroxide in water and milk samples using iron
nanoenzymes as catalase mimetics. Advisor: Renata Pereira Lopes Moreira.

Hydrogen peroxide is used in a variety of industries. In water treatment, it acts as an
oxidizing agent, promoting the removal of substances that are recalcitrant to
conventional treatments. It is used in the food industry as a disinfectant and may be
added to milk as an adulterant to extend its shelf life. Skin contact or ingestion can
cause adverse effects and illness in humans. Therefore, it is necessary to monitor it
in different matrices. The methods used to analyze H,O, are often costly, with time-
consuming analyses and the use of toxic reagents. In this work, we sought to develop
a method based on the principles of green chemistry. For this purpose, iron
nanoparticles (FeNPs) were synthesized by a green process using Eucalyptus
grandis leaf extract as reducing and stabilizing agent. Infrared spectroscopy was
used to confirm the presence of functional groups from the extract incorporated into
the nanoparticles. Characteristic peaks of zero valence iron were observed by X-ray
diffraction, as well as hematite, magnetite and goethite. The nanoparticles had a
spherical morphology with a size of 96.4 £ 36.8 nm and a zeta potential of |35 mV,
showing good material stability. The FeNPs were used as nanocatalysts for the
oxidation of o-phenylenediamine (OPD) by H,O, and showed excellent catalytic
activity with values of maximum apparent velocity (V) of 2.0 umol L' s and
Michaelis-menten constant (K ) of 307 pmol L. OPD, which is colorless, forms a
colored substance in the presence of H,0O,, but requires specific catalysts. Based on
these promising results, a spectrophotometric method was developed for the
quantification of H,O, peroxide in water and milk. The analytical curve for water
(18.3-112.6 umol L") showed a good linear fit and limits of detection (LoD) and
quantification (LoQ) of 5.48 and 18.3 umolL ', respectively. For UHT whole milk, an
analytical curve was obtained in the range of 8.97 to 112.16 umol L', with LoD and
LoQ of 2.96 pmol L' and 9.89 umol L, respectively. The method was validated for
milk and showed an accuracy between 85.1 and 102.8%, with a repeatability = of
3.9% and an intermediate precision = of



7.5%. The method was also tested on other types of milk and can be applied to
skimmed, semi-skimmed and pasteurized whole milk type A. In addition, it was
compared with conventional analytical methods used in the dairy industry and was
very effective. Therefore, it can be concluded that the method was effective in
detecting and quantifying peroxide in milk and water.

Keywords: Green synthesis; Eucalyptus grandis; Nanomaterial; Catalysis
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1.1. Introducao

O perdxido de hidrogénio (H202) é uma substincia quimica versétil com uma
variedade de aplicacdes, sendo utilizado em varios setores da economia. Portanto é uma
das substancias mais consumidas e produzidas no mundo. Essa importancia esta ligada as
suas caracteristicas, que incluem o seu alto poder oxidante comparado a outras espécies.
Além disso, é ambientalmente amigdvel, pois a sua decomposi¢ao libera apenas oxigénio
e dgua. Pode ser usado também como o precursor do radical hidroxil ("OH), atuando nos

Processos Oxidativos Avancados (POA) [1].

O H:;0: pode ser utilizado como agente desinfetante no tratamento de 4gua,
eliminando microrganismos patogénicos como bactérias, virus e protozoarios. Além
disso, pode ser usado na degradacdo de poluentes recalcitrantes, como contaminantes
emergentes, por meio de POA. Sendo assim, o seu monitoramento ao longo do processo

€ de extrema importancia [2].

Na industria alimenticia, o H>O; se destaca como agente sanitizante na superficie
dos alimentos, equipamentos e embalagens, combatendo microrganismos e prolongando
a vida util dos produtos. No entanto, a sua utilizagdo em matrizes alimenticias muitas
vezes € proibida, sendo considerado um adulterante [3]. O leite, por exemplo, se destaca
como um alimento perecivel e de facil deterioracao, sendo algumas vezes adulterado
pelos produtores com altas doses de H20-. O intuito dessa prética é aumentar a vida util
e melhorar as caracteristicas sensoriais do produto. Porém, o H>O> € prejudicial a satde,
pois gera espécies citotoxicas e reativas de oxigénio, que podem provocar efeitos adversos

ao consumidor, além de doencas.

Diante do exposto, torna-se necessdrio o desenvolvimento de métodos analiticos
que sejam capazes de detectar e quantificar o peréxido de hidrogénio em diferentes
matrizes alimenticias e sistemas aquosos [3]. Portanto, neste trabalho, foram
desenvolvidos métodos baseados na reagdo de oxidacdo da o-fenilenodiamina (OPD) na
presenca de H,>O», que € incolor, resultando na formagao da 2,3-diaminofenazina (DAP),
de coloracao amarela [4]. Porém a reacdo € lenta, necessitando o uso de catalisadores.
Para isso, foram sintetizadas nanoparticulas de ferro (FeNPs) a partir de extrato vegetal

de Eucalyptus grandis, visando um método baseado nos principios da quimica verde.

17



1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver métodos espectrofotométricos para detec¢do e quantificagdo de
peréxido de hidrogénio em 4gua e leite, baseada na reacdo de oxidagcdo da o-

fenilenodiamina em 2,3-diaminofenasina, catalisada por nanoparticulas de ferro (FeNPs).

1.2.2 Objetivos Especificos

- Produzir a suspensao de nanoparticulas de ferro a partir do extrato aquoso das folhas de

Eucalyptus grandis;

- Caracterizar a suspensdo de nanoparticulas por diferentes técnicas analiticas como
Condutimetria, Potenciometria, Microscopia Eletronica de Transmissao (MET),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia na Regido do
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Difratometria de Raio X (DRX),
Potencial Zeta, Analise Termogravimétrica (TG) e Espalhamento Dindmico de Luz

(DLS);

- Avaliar o comportamento cinético da reacdo de oxidacao de OPD na presenca de FeNPs

e determinar o tempo de equilibrio;

- Otimizar as condi¢des da reacdo de oxidacdo de OPD, como o pH do meio reacional,

dose das FeNPs e concentragdao de OPD;

- Desenvolver o método espectrofotométrico para detec¢ao e quantificagdo de peréxido

de hidrogénio em agua;

- Desenvolver e validar um método espectrofotométrico para deteccao e quantificacdo de

perdxido em leite.

- Comparar o método desenvolvido nesse trabalho com métodos que utilizam a

peroxidase do rdbano e outros nanomateriais miméticos da catalase.
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1.3. Revisao da literatura

1.3.1. Caracteristicas e aplicacoes do peroxido de hidrogénio

O perdxido de hidrogénio € um liquido viscoso e incolor a temperatura ambiente,
miscivel em &4gua em qualquer propor¢do, que apresenta odor pungente [1]. Esse
composto foi sintetizado pela primeira vez por Louis Jacques Thénard em 1818, por meio
da reacdo entre 4cido nitrico e per6xido de bario (BaOz), como mostrado na Equacgao 1.1
[1,5]. Thénard designou o produto resultante como “dgua oxigenada”. Em 1984, foi

obtido em sua forma pura pela primeira vez por meio da destilagcdo a vécuo.
BaO; 5+ 2 HNO3(ag) = Ba(NO3)2g) + H202(49) (Eq. 1.1)

O peroxido de hidrogénio possui uma ampla variedade de aplicacdes, sendo
utilizado em diversos setores da industria, incluindo os setores farmacéutico, quimico,
alimenticio, eletronico, de semicondutores, téxtil e no tratamento de dgua. Entre as suas
varias aplicacdes destaca-se o uso como agente desinfetante em equipamentos
hospitalares [6,7] e na desinfec¢do de embalagens e alimentos [7,8]. Além disso, pode
ser utilizado como aditivo alimentar e conservante [8,9], como agente branqueador nas
inddstrias de alimentos, téxtil, de papel e celulose [9,10], e como propelente em sistemas
de propulsdo de espaconaves [11]. Algumas caracteristicas fisico-quimicas do H>O> sdo

descritas na Tabela 1.1.

Tabela 1.1. Propriedades fisico-quimicas do per6xido de hidrogénio.

Massa Molar (g mol!) 34,015

Descricao fisica Liquido transparente
Ponto de fusao (°C) -0,43

Ponto de Ebulicao (°C) 152,0

Pressao de Vapor (mmHg) 5,22 a2l1,1 °C
Miscibilidade em dgua (mg mL!) > 100 a 25 °C
Densidade (g cm™) 1,44

Viscosidade (cP) 1,249 a 20°C

A reatividade do H>O», isto €, o seu alto poder oxidante, pode ser atribuida a
instabilidade da ligacdo O-O. Essa ligacdo pode se romper heteroliticamente, gerando
H>0 e Oz (Equagdo 1.2), ou homoliticamente, gerando radicais hidroxil (Equagdo 1.3).
Fatores como aquecimento, incidéncia de radiag¢do ultravioleta e a presenca de metais

favorecem a cisdo homolitica [6,12].

2 H202@aq) = 2 H20q) + O2(g) (Eq. 1.2)
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H2023q) = 2 HO (ag) (Eq. 1.3)

Além disso, o HxO> sofre hidrélise em dgua, formando solu¢des aquosas
levemente 4cidas, (Eq. 1.4), apresentando pKade 11,75 a 20 °C. A dissociacao do segundo

préton ndo € significativa.

H202 aq) = H'aq) + HO2 (ag) (Eq. 1.4)

As semirreagdes de reducdo do perdxido de hidrogénio e do radical hidroxil
(‘OH), assim como os potenciais padrao de reducdo, sdo mostrados nas Equagdes 1.5 e
1.6, respectivamente. O poder oxidante de ambas as espécies € maior que o do cloro (1,36

V), por exemplo [6].

H202aq) + 2H (aq) + 26" — 2H20q) E = 1,77 (Eq. 1.5)
‘OH@q) + H'ag) + € — H2Oq) E°=233V (Eq. 1.6)

Devido as suas propriedades oxidantes, o peroxido de hidrogénio pode ser
utilizado também na degradacdo de compostos recalcitrantes presentes na dgua, como
contaminantes emergentes, que incluem medicamentos, hormonios, produtos
farmaceéuticos, desinfetantes, entre outros, podendo levar a mineralizacio dessas espécies
[13,14]. A sua associagdo com catalisadores metalicos (Eq. 1.7), radiag¢do ultravioleta e
visivel (Eq. 1.8), e/ou 0zdnio (Eq. 1.9) pode aumentar a capacidade oxidativa do processo

e melhorar o desempenho das rea¢cdes devido a formacao de radical hidroxil [7].
M + H;03(aq) = ‘OHug) + M* + OH (g (Eq. 1.7)
H;05aq)+ v = 2 "OH (g (Eq. 1.8)
H,0z(aq) + 203(g) = 303(g) + 2 "OHgg) (Eq. 1.9)

Em vdrias aplicacOes, pode-se substituir o cloro com o objetivo de tornar os
processos ambientalmente amigdveis, uma vez que os produtos da decomposi¢cdo do H.O»
s30 0 gés oxigénio e a dgua [15]. Além disso, pode ser utilizado em processos de quimica
fina, como a participagdo em diversas reacdes organicas, como na oxida¢do de alcoois
[16], aldeidos, sulfetos [17], aminas, grupos carbonila, na epoxidagdo de oleofinas [18],
hidroxilac@o de alquenos [19], na clivagem de liga¢des duplas ou triplas [20], sintese de
benzimidazol e derivados de benzotiazol [21], entre outras [21,22]. As principais

aplicacdes do perdxido de hidrogénio sdo destacadas na Figura 1.1.
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Figura 1.1. Principais aplica¢des do peréxido de hidrogénio.
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Fonte: Préprio autor.

Em 2022, a demanda global de per6xido de hidrogénio foi de quase 4 milhdes e
meio de toneladas, tendo as regides da Asia, Europa e América do Norte como principais
consumidoras [23]. Pode-se perceber que o H>2O2 € um dos reagentes mais utilizados e
comercializados do mundo, apresentando previsdo de expansdo da sua producdo para

cerca de 7800 toneladas até 2032 [24].

Historicamente, a partir da década de 1990, o H2O» passou a ser usado para fins
comerciais, substituindo o uso do cloro no branqueamento do papel [25]. Atualmente, o
setor de papel e celulose se destaca pelo alto consumo desse composto [25]. Em 2020
34% das vendas de H>O» foram destinadas as industrias de celulose e papel, sendo outros
22% destinados a sintese quimica. O terceiro maior mercado para o H>Oz é o de

tratamento de dgua, representando aproximadamente 9% de suas vendas [26].

O perdéxido de hidrogénio também desempenha um papel significativo em
diversos processos naturais, como no meio ambiente, organismo humano e plantas, sendo
uma molécula de defesa contra patégenos e sinalizador celular, regulando diversos
processos. Por exemplo, o H20: participa do ciclo do nitrogénio, convertendo amonia em
nitrato e nitrito, e da fotossintese a partir do ciclo do glioxilato [27]. No organismo
humano e nas plantas é produzido naturalmente em pequenas concentragdes pelos
peroxissomos. Porém, altas concentracdes de H>2O2 no organismo causam o aumento do
estresse oxidativo, pois € um precursor de radical hidroxil [28,29]. Assim € considerada

uma molécula capaz de sinalizar o estresse oxidativo em organismos vivos.

Devido a variedade de aplicacdes e presenca em diversas matrizes, torna-se
necessario desenvolver métodos analiticos que sejam capazes de determinar e quantificar

o peroxido de hidrogénio em diferentes faixas de concentragdo. Por isso, ao longo dos
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anos, pesquisadores tém investido no desenvolvimento de diferentes métodos analiticos,
utilizando diferentes técnicas para detec¢do desse composto. Diante do exposto, esta
revisdo aborda as principais caracteristicas do peréxido de hidrogénio, a sua producio e
comercializa¢do, dando €nfase em sua aplicac@o no setor alimenticio e no tratamento de
dguas residuais, assim como os principais métodos de andlise em amostras de dgua e

comida.

1.3.2 Processos de obtencao de peroxido de hidrogénio

O perdxido de hidrogénio é uma substancia encontrada em diferentes matrizes,
podendo ser produzido de forma natural como na reacdo que ocorre entre substincias
humicas e a radiacdo solar [30]. Comercialmente, cerca de 95% de H2O» € produzido a
partir do processo Riedl-Pfleiderer (Figura 1.2), o qual foi patenteado na década de 1930

pelos inventores Georg Pfleiderer e Hans-Joachim Ried].

Figure 1.2. Processo Riedl-Pfleiderer.
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Fonte: [31]

O processo Riedl-Pfleiderer € marcado pela hidrogenagdo da antraquinona
acompanhada de catalisadores metdlicos como Pd ou Ni e de etapas de oxidagdo,
liberacdo e purificagdo do perdxido [32,33]. Apés um tempo de residéncia tipico de 40

minutos no reator de oxidac¢ao, uma solu¢do diluida de H>O2 a 0,9 —1,8 % (m/m) € obtida,
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juntamente com antraquinona regenerada. A perda de quinona no ciclo de reagdo €
compensada pela adic@o periddica de antraquinona fresca a solucao de trabalho [23]. A
extracdo do H2O» presente na fase organica € feita com dgua desmineralizada adicionada
ao topo de uma coluna de extracao liquido-liquido alta (>30 m) para garantir 0 maximo
contato da dgua com a solucdo de trabalho. A dgua flui pela coluna sobre bandejas
perfuradas enquanto a solucdo de trabalho é bombeada para cima da coluna. O produto
bruto aquoso que chega ao fundo do extrator contém 25-35 % (m/m) de H>O», enquanto
a solugdo de trabalho livre de H>O> que sai do topo do extrator € bombeada de volta para

o hidrogenador [31,34].

A sintese de perdxido a partir do método da antraquinona é bem estabelecida e
eficiente para producdo em larga escala. Porém esse processo apresenta como
desvantagens alto consumo de energia, elevado custo de producdo como a utilizacdo de
catalisadores formados por metais nobres, multiplas etapas de operacdo, solventes
organicos toxicos, além de gerar quantidades significativas de dguas residuais e gases de
exaustao prejudiciais [35,36]. Um ponto importante a ser destacado é que a hidrogenagdo
da antraquinona € considerada a etapa fundamental do processo, afetando diretamente o
rendimento do produto e a eficiéncia da produgdo [31,34]. Sendo assim, a taxa de
transferéncia de massa que ocorre nesse processo € a atividade e seletividade do
catalisador usado nessa etapa sdo de extrema importincia para a alta produgdo de
peréxido. A alta atividade do catalisador impede a ocorréncia de reagdes secunddrias e

formacao de subprodutos indesejados [37].

Dentre os catalisadores usados na etapa de hidrogenacdo da antraquinona, o
Pd/Al;03 tem sido amplamente utilizado. Porém apresenta certas limitacdes como ma
dispersao e desativacdo do metal devido a aglomeracdo e lixiviacdo de espécies de Pd.
Qinginyuan et al. (2023) sintetizaram o catalisador Pd/Al>O3 modificado com AlCIs.
Diferentes teores de AlCl; foram avaliados em combinacdo com uma massa fixa de Al,Os
para formacao do suporte. Os autores observaram que 1% de AICI; presente no suporte
permitiu uma eficiéncia de hidrogenag¢io da antraquinona de 8,3 g-L™!, 99,5% de

seletividade e boa estabilidade do material [38].

O processo que envolve a combinagdo dos gases Hz e Oz para geragao de H20O- €
ambientalmente amigavel e ndo utiliza solventes organicos toxicos [39]. Contudo, ndo é
aplicado em escala industrial devido a natureza explosiva da mistura H»/O na faixa de 4

a 94 mol %, o que leva a riscos potenciais de seguranca. Tais caracteristicas exigem um
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controle preciso das condi¢des reacionais, como temperatura de 0 °C, por exemplo, o que
limita o rendimento maximo da reagdo. Além disso, o processo necessita de catalisadores

a base de metais nobres como Pd e Au que apresentam um custo elevado [40].

Ao longo dos anos, outros processos de producdo de H>O> foram propostos.
Processos fotocataliticos podem utilizar energia solar para converter d4gua e oxigénio em
perdxido de hidrogénio, sendo considerado sustentdvel e direto [39]. Além disso, a 4gua
ndo € considerada somente como fonte de hidrogénio, mas como solvente verde. O
processo se baseia em trés etapas principais: (1) a absorcdo de luz para geracdo de cargas
fotogeradas (e/h™) no fotocatalisador, que € um semicondutor; (2) reacdes redox na
superficie do fotocatalisador e (3) produgdo de peréxido de hidrogénio, que pode ocorrer
a partir da reacdo de reducdo do oxigénio (Eq. 1.10-1.11), ou da reagdo de oxidagdo da

agua (Eq. 1.12) [41].

Oz + €7 = O3aag) (E'=-0.33) (Eq. 1.10)
Oézaq) +e + 2Hg—aq) - HZOZ(aq) (Eo = 1-44) (Eq. 1.11)
ZHZO(I) + 2h* - HZOZ(aq) + ZH(;q) (Eq 112)

A sintese eletroquimica é uma outra abordagem para producdo de H>O,. Essa
técnica se baseia na reducdo do oxigénio no cidtodo em condi¢des brandas de temperatura
e pressdo. O processo se destaca pela producdo de H»O: in-situ e por ndo formar
subprodutos nocivos ou residuos [23]. Além disso, pode ser integrado a sistemas
envolvendo energias renovaveis, como a energia solar, tornando o processo
ambientalmente amigavel e baseado na quimica verde [42]. A reducao do oxigénio pode
ocorrer por duas vias principais, sendo uma via de 4 ¢ (Eq. 1.13), formando dgua, ou por

uma via de 2 e” (Eq. 1.14), formando o peréxido de hidrogénio.
Oy +4e” +4 H(‘:lq) — 2 H,0(, (E°=1.23 V) (Eq. 1.13)
Oz(g) + 2 €7 +2Hgq) = H205(aq) (E=0.67 V) (Eq. 1.14)

As pesquisas nas adreas de fotocatélise e eletrocatalise para produgdo de peréxido
de hidrogénio sdo voltadas principalmente para a sintese e o desenvolvimento de novos
catalisadores. Na Tabela 1.2 s@o mostrados alguns trabalhos encontrados na literatura

para producao de peréxido de hidrogénio, assim como os resultados mais relevantes.
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Tabela 1.2. Diferentes catalisadores usados para a sintese de peréxido de hidrogénio em processos de eletrocatélise e fotocatélise.

Material Abreviacao do Processo de Resultados relevantes Taxa de producio de Ref
Material obtencao de H20: Peréxido de Hidrogénio
ou eficiéncia (%)
Nitreto de carbono grafitico 2C3Ny Fotocatalise O material enriquecido somente com oxigénio 5781 uymol L' h'! [43]
enriquecido com oxigénio e apresenta abundantes vacancias de nitrogénio. Ao
Na3zPOq, adicionar fosfato no meio, forma-se 'O,, promovendo
maior producdo de H>O,. Além disso, o fosfato
impede a decomposicdo de H,O».
Superestrutura 3D semelhante FS-BCNNSs Fotocatalise Fotocatalisador sem a presenca de metais em sua 1415,9 umol g'' h! [44]
a uma flor consistindo de constitui¢do. A regulacdo do nimero de dtomos de C,
nanofolhas de estrutura modula a estrutura da banda eletrdnica.
metélica organica contendo
boro 2D.
Pontos quanticos de carbono CQDs-NH Fotocatalise O desempenho aprimorado do material € atribuido ao 2974 pmol g'!' h! [45]
puro funcionalizados com NH. grupamento CN-NH- que atua como um condutor de
prétons.
Fotocatalisador multifasico BFO/MSe Fotocatalise O campo elétrico interno em BFO/MSe facilitou o 1640 pmol g h'! [46]
BiFeO3/MoSe com sitios de transporte de carga. Os sitios de Se aumentou a
selénio. adsorcdo do O,.
Catalisador anfifilico BibWOs.  BixWOs (BWO-H) Fotocatalise Um sistema de fotocatalise interfacial de emulsdo 121,53 pmol g* h'! [47]
Pickering foram construidos com o auxilio de
nanoestruturas anfifilicas de BioWOQsg, facilitando a
producdo sincrona e a separacdo espontanea de H>O,
e de produtos quimicos orgénicos valiosos.
Heteroestruturas NH,-MIL- Fotocatalise Uma arquitetura espacialmente separada com 120 mmol g h*! [48]
semicondutoras baseadas em 125@ZnS nanogaiolas de ZnS aderidas ao NH»-MIL-125
estruturas metal-organicas de semelhante a um bolo, formando a heterojuncao.
sulfeto de zinco. Uma cobertura de heterojungdo de ~45,1% conduziu
ao melhor desempenho do catalisador.
Nanobastdes de Bi4OsBr, em Bi4O5Br2/gCsNy Fotocatdlise Exibiram alinhamento de bandas bem combinadas e 124 pmol h! [49]

nanofolhas de gC3Ny.

sua heteroestrutura mostrou melhor desempenho
catalitico, com maiores portadores de carga do
material para reduzir o oxigénio e oxidar a dgua.
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Heterojuncio de nanofolha CN CDsMCN Fotocatalise Melhora a transigao eletronica n—n* em CDsMCN, 1,48 mmol L! [50]
modificada com pontos de acelerando a eficiéncia de separacdo de pares elétron-
carbono 0D / 2D (CDsMCN). buraco, aumentando a adsorcdo de oxigénio.
Estruturas orgénicas covalentes COFs Fotocatalise Material COFs doadores-aceitadores de elétrons, com 605 pmol g h'! [51]
livres de metal. quantidades adequadas de grupos fenil como
doadores de elétrons.
Estruturas organicas covalentes  H-COF e CN-COF Fotocatalise A incorporagdo do grupo ciano dotou o0 CN-COF de 2623 umol g h'! [52]
de triazina cristalinas, livres de uma forte estrutura D-n-A, que provocou uma ampla
metal, ligadas a imina, com absor¢ao de luz visivel e aumentou drasticamente a
unidades de extremidade separacgdo de cargas.
substituidas por grupos ciano
(CN-COF) ou nao substituidas
(H-COF).
Material a base de vanadato de BiVO4 Fotocatalise Material eficaz para producdo de peréxido sem a 290 pmol g! h! [53]
bismuto. presenca de heterojuncdes ou cocatalisadores de
metais nobres. Presenca de vacancia de oxigénio.
COF 3D de 8 conectividades. 3D COF Fotocatalise O esqueleto 3D e a estrutura de poros bem 1081 pmol g'! h'! [54]
conectados tém efeitos positivos na transferéncia de
massa e na exposicao do sitio ativo.
Nano-ramos de solucao sélida nano-ramos de Fotocatalise Virios catalisadores com estrutura CdZnixS foram 151,6 pumol g h! [55]
de sulfeto. CdxZn xS sintetizados. A estrutura CdosZnosS apresentou o
maior rendimento.
Vacancia de selénio induzida Fe-CoSe-HT Eletrocatélise A dopagem de vestigios de Fe ajudou no crescimento 9,185 mmol h*! [56]
por dopagem de Fe em seleneto do cristal e induzir a geragdo de vacancia de Se
de cobalto. durante a sintese do material em altas temperaturas.
Catalisador de atomo dnico de Co-N5-OC Eletrocatélise A combinag¢do de Co-N com porcdes altamente 11,3mol g!' h! [57]
Co coordenado com penta coordenados e epdxidos de elétron-retracdo proximos
nitrogénio e rico em grupos sdo para atingir a energia de ligacdo ideal do
epoxi. intermedidrio da reag@o.
MoOs como catalisador ndo 0-MoO3.x Eletrocatélise O material apresenta vacancias de oxigénio 310 mmol g!' h! [58]

téxico, com estrutura
hierarquica, que é composta
pela sobreposic@o de folhas
octaédricas de dupla camada de
MoQs.

controlaveis, sendo que a-

MoO3-4-400 apresenta o maior rendimento para
producdo de H>O,.
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Nanoparticulas de 6xido de Ce0,/C Eletrocatélise Aplicacdo de um campo magnético continuo. Os [59]
cério de diversas morfologias melhores resultados foram para 5% (m/m) de CeO» 84-89%
(nanofolhas, nanocubos e para todas as trés morfologias diferentes, mais que
nanoparticulas) suportadas em duplicando a corrente do anel, aumentando a
carbono Vulcan XC-72. seletividade do peréxido de hidrogénio de 51%
(Vulcan XC-72) para 84-89%.
Atomos tnicos de Ru Ru/TiOs Eletrocatélise A introdugdo dos dtomos de Ru favoreceu a adsorcao 24.2 umol min’! cm™ [60]
introduzidos de forma dos intermedidrios.
controldavel no diéxido de
titdnio.
Oxido de niquel (II) NiO Eletrocatélise O polimero condutor poli(3,4- [61]
mesoporoso. etilenodioxitiofeno):poli (estireno sulfonato) 88 %
(PEDOT:PSS) acionou a reacdo de reducio de
oxigénio (ORR), formando H,0; no catodo.
Catalisadores a base de MEFCCs Eletrocatalise O catalisador apresentou uma seletividade de 98.2%, 3.63 mmol cm™?h! [62]
carbono dopados com oxigénio com uma eficiéncia faradayca de 97.5 % e uma
e propor¢des de grupos estabilidade de 200 horas de operagdo.
funcionais contendo oxigénio.
Nanofolhas 2D AI-MOF 2D AlI-MOF Eletrocatalise O material apresentou alta seletividade (94-98%). 2,56 mol ¢! h! [63]
ultrafinas. morfologia ultrafina do material e abundante
formacao mesoporosa levam a exposi¢@o suficiente
de sitios eletroquimicamente ativos e alta capacidade
de transferéncia de massa/elétrons.
Nanofolhas de estrutura 2D Ni MOF NSs Eletrocatalise O material apresentou alta seletividade (98%), 6tima 80 mmol g h! [64]

metélica-orgénica 2D Ni (MOF
NSs) com modo de
coordenacio controlado.

estabilidade.
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Pode-se perceber na Tabela 1.2 que existem vdrios tipos de materiais que podem
ser usados para producdo de perdxido de hidrogénio por meio da fotocatédlise e
eletrocatdlise. Tais materiais incluem nitretos de carbono grafitico, redes metal-organicas,
estruturas organicas covalentes, nanomateriais dispersos em diferentes suportes, entre
outros. Essa versatilidade demonstra a importincia da produg¢do de perdxido de

hidrogénio e a busca por sinteses mais eficientes.

Um ponto importante a ser destacado para avaliar o bom desempenho dos
fotocatalisadores e eletrocatalisadores ¢ o monitoramento da quantidade de perdxido
formado ao longo do processo [65]. Dentre as técnicas encontradas na literatura, destaca-
se o desenvolvimento de métodos eletroquimicos, que apresentam maior sensibilidade

comparada a outras técnicas comumente utilizadas [65].

1.3.3 O papel do perodxido no setor alimenticio

As doengas transmitidas por alimentos contaminados sdo um dos grandes
problemas enfrentados pela industria alimenticia, representando uma enorme ameaca a
saide publica e humana. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saide (OMS),
aproximadamente 10% da populagdo global adoece apds consumo de alimentos
contaminados. Ainda segundo a OMS, cerca de 420 mil pessoas morrem anualmente com
algum tipo de doenca de origem alimentar [66]. A contamina¢do pode ocorrer em
qualquer etapa do processamento de alimentos, podendo estar ligada ao cozimento
insuficiente durante o preparo, armazenamento inadequado, manuseio anti-higi€nico,

contaminagdo cruzada ou refrigeracio inadequada [67].

As doencas alimentares podem ser causadas por agentes patogénicos fingicos,
bacterianos, parasitdrios e virais [68]. Porém aproximadamente 70% dessas doencas sdao
causadas por bactérias, das quais destacam-se a Listeria monocytogenes, Staphylococus
aureus, Eschrerichia coli, Salmonella e Campylobacter. Tais doengas podem provocar
sintomas como dores de cabeca, febre, vomito, doengas gastrointestinais e renais [66].
Diante disso, tornam-se imprescindiveis medidas rigorosas de controle, prevencao e
seguranca na industria alimenticia. Ainda, ¢ muito importante promover acdes que
impecam ou diminuam o risco de contaminagdo. Tais esforcos incluem a produgdo de

agentes antimicrobianos para alimentos, também conhecidos como sanitizantes [66]

Entre os antimicrobianos mais utilizados na industria alimenticia destacam-se o

peroxido de hidrogénio (H202), N-acetil-l-cisteina [69], di6xido de cloro [70], acido
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peroxiacético (PAA) [71] e hipoclorito de sddio (cloro livre) [72], que podem ser usados

de forma isolada ou combinada [8].

O principal papel dos sanitizantes € prevenir ou inibir patdgenos existentes na
superficie dos alimentos, dos materiais de embalagem e esterilizar equipamentos de
processamento asséptico [73]. Essa atuagao pode ocorrer a partir de quatro mecanismos
importantes, como (1) inibicao das fun¢des metabdlicas; (2) desnaturacdo de proteinas de
organismos que sdo importantes para as funcdes vitais; (3) danos aos dcidos nucleicos e

(4) alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica [8].

Dentre os sanitizantes anteriormente citados, destaca-se o peréxido de hidrogénio,
devido as suas caracteristicas descritas anteriormente. Pode ser aplicado de forma direta
na superficie de alimentos ou aplicado nos equipamentos e embalagens. A aerossoliza¢ao
e volatilizacdo oferecem vantagens significativas em comparacdo com a imersao. O H>O»
pode ser usado de forma isolada ou combinada com outras técnicas, como tratamento
térmico, utilizacdo de luz ultravioleta, plasma frio, uso do ozoénio, entre outras [74]. E
importante destacar que fatores como temperatura, umidade, pH e tempo de contato

influenciam diretamente a atuacdo do peréxido [74].

Muitos trabalhos da literatura abordam a aplicacdo de sanitizantes para o controle
de patégenos em alimentos, superficies de materiais e embalagens. Nestes trabalhos, €
feita a contagem do numero de unidades formadoras de colonias (UFC/g) de um
determinado patégeno antes e apds a aplicagdo dos agentes antimicrobianos, colocando-
se o resultado em termos de reducgao logaritmica. Na Tabela 1.3 € mostrado um compilado
de alguns trabalhos que utilizam o peréxido de hidrogénio e sua combina¢do com outros

sanitizantes.
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Tabela 1.3. Uso do peréxido de hidrogénio como sanitizante para o controle de patdgenos em alimentos e superficies de contato.

Sanitizante Técnica de aplicacao Local de atuacio Patégeno avaliado Principais resultados Ref.
H,0» Aerossolizagdo Superficie de ago Escherichia coli, Salmonella Apés 60 minutos, todos os niveis dos trés [75]
inoxidavel typhimurium e Listeria patégenos estavam abaixo limite de deteccdo (1,1
monocytogenes log UFC*/mL) usando uma concentracao de 0,25
% (v/v) de peréxido.
H,0» Agua nanoaerosolizada Espinafres Salmonella typhimurium o método combinado com dgua nanoaerosolizada [76]
e lavagem por imersao por 5 min e imersao sequencial com 2-3% de H,O»
ou pulverizacdo por 2 min, diminuiu o nimero de S. Typhimurium
para 1,1 + 1,1 log UFC/ g
H,0, Aerossolizacdo ativada Cicatriz do caule e na Salmonella typhimurium e As concentracdes acima de 4,2% e 5,7% de [77]
por plasma frio superficie de tomates Listeria innocua perdxido foram capazes de reduzir 5 log da Listeria
cereja innocua e Salmonella typhimurium
Combinacao de Lavagem por imersao Mirtilos frescos Norovirus murino (MNV-1),  boRV (> 6 log UFC apds 1 min), MNV-1 (> 4 log [78]
H,0> + acido bacteri6fago MS2, rotavirus 10 apds 10 min) and MS2 (>3 log and ap6s 3 min).
peroxiacético bovino (boRV) ou virus da
hepatite A (HAV).
Hipoclorito de sédio ~ Lavagem por imersio Pimentdes vermelhos, Listeria innocua/PV H>0; (5% (m/m)) proporcionou as maiores [79]
ou H,O, morango e agrido mesofilos totais/Morangos reducdes de cargas microbianas. Porém alterou
coliformes totais/Agrido aspectos sensoriais como a cor dos morangos.
H>0; (1% (m/m)) reduziu as cargas microbianas e
ndo alterou os aspectos sensoriais. O hipoclorito
teve efeito menor que o perdxido.
dcido peroxiacético Ultrassom+ solug@o Tomate cereja Salmonella typhimurium Dentre os sanitizantes estudados, o 4cido [80]
ou H,O, ou sanitizante peroxiacético teve melhor atuacio junto com o
dicloroisocianurato ultrassom com uma diminui¢do de 3,9 logio
de sédio ou didxido UFC/g. O perdéxido foi o segundo sanitizante com
de cloro melhor atuag@o sobre os patdgenos com uma
diminuicao de 2,1-2,6 logio UFC/g
H>O» Vaporizacio Alface Salmonella Typhimurium, Avaliou-se diferentes concentragdo de peréxido e o [81]

Escherichia coli O157:H7 e
Listeria monocytogenes

tempo de tratamento. O tempo 10 min e 10% (v/v),
foram capazes de reduzir S. Typhimurium, E. coli
O157:H7 e L. monocytogenes na alface em cerca

de 3,12, 3,15 e 2,95 logl0 UFC/g, respetivamente.
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H,0» Plasma frio + solugdo Repolho e embalagens Salmonella typhimurium O tratamento de plasma frio com peréxido foi [82]
sanitizante de H,O». plasticas para envolvé- eficaz para combater Salmonella. O tempo de 3
lo min e 20% (v/v) de per6xido dentro da embalagem
foram suficientes para diminuir a populacdo de
Salmonella para 0,9 log UFC/g.
H>0, Luz UV + solugao Carcacas de frango Salmonella typhimurium O tratamento com 7% de H,O» mais luz UV foi [83]

sanitizante de H,O,,

capaz de reduzir as populacdes de Salmonella em
1.1 log UFC/g

H,0, e compostos
de amonia
quaternario

Espuma ou solugdo
liquida.

Biofilmes em
superficies de contrato
em instalagdes de
processamento de
carne

Escherichia coli O157:H7 e
Salmonella enterica

Os tratamentos com concentracdes elevadas (5 ou [84]
10%) do desinfetante, varios tratamentos
consecutivos (2 ou 3 tratamentos) e um tempo de
exposi¢ao suficiente (60 min por tratamento)
controlaram eficazmente a sobrevivéncia dos
agentes patogénicos apds a sanitizacio.

*Unidades Formadoras de Coldnias
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Outra aplicacao interessante do H>O» consiste na sua utilizacdo como sanitizante
para o controle de patégenos em brotos (germinados), que sdo ambientes favordveis a
propagacdo de microrganismos. Nesse processo 0s brotos sdo colocados em uma
incubadora em forma de tambor contendo solu¢do de peréxido e € irradiada por luz UV.
A radiacdo UV favorece a quebra da ligagdo do H20O: para geracdo de radicais livres,
como o radical hidroxil ("OH) e o superoxido (O:"), que causam a morte dos patdégenos.

O esquema de uma incubadora é mostrado na Figura 1.3 [85].

Figura 1.3. Incubadora giratéria para o controle de patégenos em brotos pela técnica de

Luz UV e uso de solugdo de H>O».
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Fonte: [85].

O peréxido também pode ser adicionado aos alimentos como conservante visando
aumentar o prazo de validade. Um dos exemplos mais comuns consiste na sua aplicacao
ao leite, pois ativa o sistema lactoperoxidase, aumentando a sua validade [86]. Essa

aplicacdo ocorre principalmente em dreas onde o resfriamento nao € feito de forma
correta.

A utilizagdo do peréxido de hidrogénio em alimentos € proibida em diversos
paises, sendo que seu uso € permitido nos Estados Unidos apenas para produgdo de
queijos [87,88]. Nos paises em que seu uso € proibido, é considerado como principal
adulterante adicionado ao leite [86]. Para eliminar os patégenos de forma efetiva, deve-
se adicionar altas doses de H>O,. Contudo isso afeta a composi¢do do alimento, como a
degradacdo do 4cido félico e das vitaminas E e A, por exemplo [3,89]. Uma outra

preocupacao diz respeito a capacidade de producgdo de espécies citotoxicas e reativas de
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oxigénio a partir do peroxido de hidrogénio [3]. A oxidagdo desencadeada por radicais
hidroxil pode resultar na degradacdo de acidos nucléicos, lipidios e proteinas. Como
resultado, a ingestdo de H,O> pode provocar efeitos adversos a saide, causando danos ao
DNA da célula e podendo acarretar diversas doengas como cancer, diabetes, Alzheimer,
distirbios neurodegenerativos, envelhecimento precoce, hipotensdo, afetando
principalmente pessoas imunocomprometidas [87]. De acordo com o Instituto de
Seguranca e Saude Ocupacional dos EUA, o limite mdximo permitido de peroxido para
seres humanos é de 29 umol L, sendo que a concentra¢do de 2,2 mmol L™ provoca
efeitos nocivos a satde como irritagdo gastrointestinal, embolia gasosa, desidratacdo, e

acarretar diversas doengas a longo prazo [90].

Na Figura 1.4. € mostrado um esquema da cadeia produtiva do leite e as formas

de aplicacdo de H20».

Figura 1.4. Etapas da cadeia produtiva de leite e formas de aplicacdo perdxido de

hidrogénio ao longo do processo.

H,0, - Sanitizante de embalagens
H,0, - Adulterante e de equipamentos

=
-

Coletado leite

Transporte Processamento Embalagens

Fonte: Préprio autor.

1.3.4 Atuacao do peréxido no tratamento de aguas residuais

A crescente industrializacdo e o uso indiscriminado de produtos quimicos
acarretam a contaminac¢do dos mananciais de dgua por compostos organicos, como
corantes, pesticidas, inseticidas, surfactantes, subprodutos de desinfeccdo, produtos
farmacéuticos e de higiene pessoal [91]. Essa contaminacdo ndo apenas compromete a
qualidade da 4gua potavel, mas também ameaca a biodiversidade aquética e gera diversos
riscos a saide humana, sendo uma questao critica para as pesquisas ambientais. Sendo
assim, o progresso no tratamento de dguas residuais € de suma importancia para a saude

publica, 0 meio ambiente e os recursos hidricos [92].

O perdxido de hidrogénio é uma das substancias mais aplicadas no tratamento de

dgua residuais por ser um oxidante forte, apresentar alto teor de oxigénio ativo em sua
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composi¢ao, ser baseado nos principios da quimica verde e por ser mais barato que outros
oxidantes, como 0zdnio e persulfato. Porém, apresenta desvantagem de ser um oxidante
bastante lento na auséncia de ativadores [2]. Sendo assim, a sua ativacdo € importante
para a formacgdo de espécies reativas de oxigénio, como o radical hidroxil com grande
poder oxidante E° (OH/H,0) = 2,8 V. Essa e outras espécies formadas ao longo do
processo sdo responsdveis por degradar rapidamente a maioria dos contaminantes
organicos toxicos presentes na dgua, provocando a mineraliza¢do dos poluentes durante

0 processo [2].

A ativagdo de perdxido consiste em uma variante dos Processos Oxidativos
Avancados (POA), que tem sido amplamente utilizado na oxidacdo de poluentes
organicos nio biodegradaveis, recalcitrantes e toxicos [93]. As reacdes de Fenton
envolvem a ativagio de H>O, por Fe** (Eq. 1.13), que pode ser assistida por radiacio UV,
sendo o processo denominado foto-Fenton. A substituicdo do Fe** por outras espécies,
como Fe** ou Fe’, por exemplo, sio classificadas como Fenton-/ike. Esses processos sdo
bastante eficazes no tratamento de dgua e oferecem uma combinacdo vantajosa de alta
eficiéncia de remocdo, biocompatibilidade, viabilidade econdmica e viabilidade de
aplicacdo em condicdes amenas de pressao e temperatura [93]. Outras vantagens incluem

baixo custo, rdpida taxa de oxidacao e alta eficiéncia [94].

O processo Fenton pode ocorrer de forma homogénea ou heterogénea. No
processo homogéneo ocorre a oxidacdo do Fe?* a Fe* pela ac¢do do peréxido de
hidrogénio em valores de pH dacidos (pH < 4), gerando o radical hidroxil, como
demonstrado na Eq. 1.13 [95]. O radical hidroxil abstrai um hidrogénio da molécula de
interesse (RH), formando espécies radicalares, originando reagdes em cadeia (Eq. 1.14).

Pode-se observar que a regeneracao do catalisador pode ocorrer de acordo com a Eq. 1.15.
Felly + Ho02wg — Felly + OHg gy + HO g (Eq. 1.13)
RHgq) + HO ag) — R’aq) + H20q) (Eq. 1.14)
R" g + Fe**ag) — R™@q) + Fe* g (Eq. 1.15)
As reacdes de Fenton homogéneas t€ém como desvantagem a aplicacdo em uma
estreita faixa de pH 2-4 [2], devido a precipitacdo de ferro [95]. Outra desvantagem é que

ao final do processo € formado um lodo devido a precipitacio de Fe (III) durante o

processo de neutralizagdo [96]. Ademais, por ser um processo homogéneo, os reagentes
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sao dificeis de serem reutilizados [2]. Nos processos Fenton heterogéneos podem ser
utilizados materiais a base de ferro [94], além de 6xidos de manganés, cério, cobre, niquel,
entre outros. Uma das vantagens dos processos heterogéneos consiste na possibilidade de

reutilizar os catalisadores.

As reagdes foto-Fenton combinam as vantagens das técnicas de fotocatdlise
heterogénea e das reagdes tipo Fenton. Outra vantagem em relagdo a reacdo Fenton
cldssica é que a injecdo continua de elétrons fotogerados excitados estimula o ciclo Fe**
/Fe**, ampliando a ativagio do H»O, reduzindo a recombinacdo de portadores
fotogerados, e aprimorando ainda mais a eficiéncia catalitica [97]. Wang e colaboradores
(2024) sintetizaram um catalisador (Fe-In2S3) baseado em uma rede metal-orginica de
indio. Esse material foi usado como catalisador na ativagao do H>O; induzido por luz para
degradacdo de tetraciclina em 4gua, obtendo-se 100% de degradacdo do antibidtico em
amostras de dgua [97]. Rozmys$lak e colaboradores (2024) aplicaram o fosfato de cobre
(IT) como um catalisador heterogéneo para degradacdo de ciprofloxacina em amostras de

agua via processo Fenton-like e foto Fenton-like [98].

Além dos processos oxidativos mencionados, t€m-se os processos eletroquimicos
avancados, que geram peroxido seguido de radical hidroxil. O peréxido apresenta
dificuldades de transporte, armazenamento e manuseio, sendo que sua formacao in situ é
uma alternativa interessante. A técnica eletroquimica se baseia na eletrdlise da dgua, que
tem como um dos produtos finais o oxigénio anddico. A transformacdo do O» continua
por meio de uma reacdo de reducdo de oxigénio de dois elétrons (Eq. 1.14), formando
H>0: seguido da sua decomposicao, gerag@o do radical hidroxil ("OH) e de outras espécies

reativas, dependendo do catalisador utilizado e do processo escolhido [99].

Uma das limitagdes da técnica € que o perdxido pode sofrer decomposi¢do em
dgua antes da formacao dos radicais hidroxil. Ou entdo pode ocorrer a formacao de dgua
a partir do oxigénio anddico por uma via de quatro elétrons, segundo Eq. 1.13 [99]. Outra
desvantagem estd na constituicdo do material catédico, que € muitas vezes formado por
metais ou ligas de alto custo. Porém existem trabalhos que utilizam materiais alternativos

a base de carbono, como grafite, carbono mesoporoso e biocarvao.

Kim et al. (2023) sintetizaram um biocarvao de casca de banana para ser usado
como eletrocatalisador para remocdo de ibuprofeno em &4guas residuais. Houve a

formacao de H>O» no catodo, formado pelo biocarvao, iniciando a sua decomposicao para
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formacdo do radical hidroxil (Eq. 1.16). O material foi capaz de adsorver o ibuprofeno,
resultando em uma degradacao de 40%. Por fim, foi adicionado o persulfato ao sistema
para avaliar o sinergismo entre o radical sulfato (SO4™) e hidroxil. Os autores observaram
uma degradacdo de quase 100% para esta ultima configuracdo do sistema [100]. O

esquema do eletrocatalisador é mostrado na Figura 1.5.

H205¢aq + Biochar — 2 ('OH)wg (Eq. 1.16)

Figura 1.5. Esquema de um eletrocatalisador para remocao de ibuprofeno em dguas
residuais.

Biochar LOJ
v, -

teettt

limpa

0O, +2e”+2H* > H,0,
H,0, => 2(°OH)
PS + 2e” == ¢S50,

O, Bubbles

Pirdlise

2H,0 =—p O, +4H" +4e”

Agua
poluida

Casca de banana

Fonte: [100].

Existem muitos trabalhos relatados na literatura que utilizam a combinacdo de
processos para aumentar a degradacdo dos poluentes em sistemas aquosos, visando
superar as limitacdes de cada processo isoladamente. Alguns trabalhos sdo mencionados
na Tabela 1.4. Dada a importancia da aplicacao de H>O em processos de tratamento de
dgua, € fundamental monitorar a sua concentracdo durante a reagdo. Assim torna-se
necessario desenvolver métodos que sejam capazes de quantificar esse composto em
dgua. Na sessao 1.3.5.1 sdo discutidos diferentes métodos encontrados na literatura que

foram desenvolvidos para detectar e quantificar HoO> em dgua.
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Tabela 1.4. Diferentes catalisadores para ativacdo do H>O» para degradacdo de poluentes em dgua.

Material (Catalisador) Ativacio do H20: Poluente Principais Resultados Ref
Estruturas tridimensionais formadas por Sonocatalise Ftalato de dimetila (FD) Degradagdo de 69,1% de FD, 94,8% de RP; [101]
um metal (M), um ametal (A) e carbono Rifampicina (RP) 100% de HC € 91,5% de AzA em 120 min de
ou nitrogénio (X) - MAX: Cr,AIC MAX Hidroxicloroquina (HC), azul tratamento.

acido (AzA)
Nanocompdsito magnético a base de Sonocatdlise Corantes: azul de metileno, Degradac@o de ~100 % dos corantes em 30- [102]
nitreto de carbono semelhante ao rodamina B e alaranjado de 35 min de tratamento.

grafeno: gCsN4/CoFe Oy metila

Zedlita de titdnio: Zedlita-TiO; Fotocatilise + Ibuprofeno Remogdo ~100 % em 100 min de tratamento. [92]

sonocatdlise Aplicado em dguas residuais urbanas e

hospitalares, apresentando remocao de

77,82% e 66,24%, respectivamente.
Nanotubos ocos In,S3; dopados com Fe: Foto-Fenton Tetraciclina Degradacao de ~100 % [97]
Fe-In,S;
Fosfato de cobre: Cusz(POs), Fenton-like e Foto- Ciprofloxacina (CIP) O fosfato de cobre (II) € 7 vezes mais ativo na [98]
Fenton degradacdo do CIP através de uma reagdo do
tipo Fenton e 3,5 vezes mais ativo em um
processo tipo foto-Fenton do que o CuO
comercial.
Atomos tnicos/aglomerados de Eletrocatalise + Fenton Ibuprofeno Remocio de 98% em 30 min de tratamento. [99]
molibdénio dopados em nanotubos de
carbono: Nanotubos com Mos
Nitreto de carbono grafitico dopado com Fenton-like Sulfametoxazol (SMX) Degradacdo de ~100 % em 3 horas de [103]
MgO: gC3N4/MgO tratamento.
Nitrito de carbono semelhante a grafite: Foto-Fenton Resorcinol (RC), fenol (PH), Degradacio de 85,4% dos poluentes em 2 [104]
GCN acido galico (GA), acido horas de tratamento. Ao adicionar peréxido ao
benzdico (BA). meio, aumento da degradacdo para 88,8%.

Particulas magnéticas (MPs) revestidas Foto-Fenton Bisfenol A (BFA) Degradagdo de ~100% em duas horas de [105]

com acido himico: AH-MPs

tratamento na presenca de H,O». Com o
persulfato, a remocao foi de ~80% em duas
horas de atuacdo. O material foi reutilizado

em 3 ciclos.
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Compésito de nanoparticulas de TiO» Eletro-Fenton Alaranjado de metila (MO) Remocdo de MO no céatodo (TiO»/rGO) de [106]
decorado em grafeno reduzido (rGO): 98,40% em 120 min de eletrdlise. A presenca
(Ti02/rGO) de FeSO, garante a participa¢do do processo
Fenton, contribuindo para a degradacao.
Zirconatos de terras raras (Ln,Zr,O7, em Foto-Fenton Cristal Violeta (CV) Degradacao de 90% em 1 hora de tratamento. [107]
que Ln=La-Gd)
Nanoparticulas magnéticas de Fe;Ou: Sonocatalise + Fenton Rodamina B (RhB) Remocdo de 95% de RhB em 15 min. [108]
MNPs
Carbono poroso codopado com cobalto e Eletro-Fenton Tetraciclina (TC) Degradacao de 100% em 120 min de reacio. [109]
nitrogénio: Co/Zn-NPC
Biocarvao magnético derivado de Fento-like Metronidazol Degradacao de 97,4%. [110]
Eichhornia crassipes: MBC.
TiO, dopado com Fe: Fe-TiOy Fotocatalise + ultrassom Acido escarlate 3R Degradacdo de 91,15%. [111]
Nanoparticula magnética de ZnFe;O4 Fotocatalise + Fenton Tetraciclina (TC) Degradacio de 67,3%. O material apresentou [112]
acoplada a resina resorcinol- estabilidade de 4 ciclos.

formaldeido: ZFO
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1.3.5 Métodos para determinacao de peréxido de hidrogénio

Na literatura sdo encontradas diferentes técnicas que podem ser utilizadas para
determinagdo do peréxido de hidrogénio em diferentes matrizes, incluindo a colorimetria
[113,114,115,116], espectrofotometria [117,118,119], volumetria [120], amperometria
[121,122,123,124,125], fluorimetria [126,127], quimiluminescéncia [128,129],
cromatografia [87] e voltametria [130,131]. Em geral, esses métodos utilizam a forte
atividade redox do H2O> para formagdo ou degradacdo de um corante (colorimétrico) ou

oxida¢do de uma molécula mediadora (eletroquimica) [132].

Os métodos volumétricos sao métodos cldssicos de andlise, nos quais se destacam
aiodometria, a permanganometria, € a cerimetria. A permanganometria ¢ um dos métodos
mais antigos, no qual se faz o uso de solu¢do de permanganato de potdssio como titulante.
Em meio é4cido, o peréxido de hidrogénio € oxidado a oxigénio enquanto ocorre a reducao
do fon MnO4™ em Mn?*, de acordo com a Eq. 1.17. O permanganato ndo é um padrio
primdrio, sendo necessdria a sua padronizacdo com o oxalato de sédio [120]. Uma
vantagem do método é que o permanganato serve como solucdo auto indicadora, sendo
que a solugdo passa de incolor para a cor purpura intensa quando todo o H2O; ¢é

consumido.
5 Hzoz(aq) +2 KMHO4(aq)+3 H2504(aq) 4 K2504(aq) +5 OZ(g) +2 MnSO4(aq) + SHZO(I) (Eq 117)

O método iodométrico se baseia na oxidagcdo dos fons iodeto (I') em meio 4cido
pela acdo do perdxido de hidrogénio, formando o fon triiodeto (I5°) (Eq. 1.18). O triiodeto
€ entdo titulado com uma solu¢do padrdo de tiossulfato de sédio, utilizando amido como
indicador. (Eq. 1.19) [120]. O amido forma um complexo azul intenso com o triiodeto. A
medida que o tiossulfato reage com o triiodeto, a cor azul desaparece gradualmente. O

ponto final da titulagdo € atingido quando a dltima traco de cor azul desaparecer,

indicando que todo o triiodeto foi consumido.

H20zaq) + 3 Ifag) + 2 Hiagy = l3aq) + 2 H200) (Eq. 1.18)

[3aq) + 25203 Gag

= 315q + S408ag) (Eq. 1.19)

A cerimetria € outro método volumétrico no qual o per6xido de hidrogénio é
oxidado por fons Ce** em meio 4cido, formando oxigénio ao final do processo (Eq. 1.20).
A ferroina é usada como indicador. Apds o ponto de viragem, o excesso de cério (IV)

oxida o indicador, tornando a solu¢do azul palido [120].
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H050aq) + 2 Cefgyy = Oz + 2 Celyy + 2 Hypy (Eq. 1.20)

Os métodos de deteccdo colorimétrica se baseiam na facilidade de operagdo,
podendo realizar andlises em batelada e com pouco volume de amostra [133]. Esses
métodos utilizam dispositivos de baixo custo como, por exemplo, papel, dispositivos
portateis como smartfones, entre outros [133,134]. Porém apresentam como desvantagens
menor precisdo e sensibilidade comparado a outros métodos. Mimetizadores enzimaticos
baseadas em nanomateriais t€ém sido amplamente empregados nesses casos. Isso se deve
as atividades cataliticas ajustdveis dos nanomateriais, além de apresentar maior

estabilidade comparada a enzimas naturais [135].

As peroxidases sdo enzimas que catalisam a oxidacdo de diversos substratos
doadores de elétrons na presenca de peréxido de hidrogénio. Substratos cromogénicos,
como a 3,355 -tetrametilbenzidina (TMB) (Eq 1.21), o 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) (Eq. 1.22) e a o-fenilenodiamina (OPD) (Eq.
1.23), sdo comumente utilizados em ensaios enzimaticos devido a formac¢do de produtos
coloridos apdés a oxidacdo. A escolha do substrato cromogénico depende da
especificidade da peroxidase e das condi¢cdes do ensaio [136]. Esses catalisadores podem
ser usados como sensores ou biosensores colorimétricos para detec¢do de perdxido de
hidrogénio em diversas matrizes [136]. Gragas as suas caracteristicas unicas existem
diversas pesquisas voltadas para o desenvolvimento de nanomateriais com
comportamento mimético, como nanomateriais constituidos de metais nobres [135,137],
o6xidos metalicos [138], sulfetos metdlicos [139] e materiais a base de carbono [133]

fosfato de cobre [117].

H

5C. CHy S
e ghe H,0,/-H,0 + + ‘ j
HoN O O Hy o HoN H \// (Eq. 1.21)
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Os métodos eletroquimicos t€m se destacado como ferramentas versateis para
detec¢do de perdxido de hidrogénio, com aplicagdes em diversas dreas, como diagndstico
de doencas [53], monitoramento ambiental [54], controle de qualidade de alimentos [55],
entre outras. As vantagens da técnica incluem operacdo simplificada, rapidez, baixo
custo, alta sensibilidade, capacidade de miniaturizacdo e andlise in situ [55,56]. Sensores
eletroquimicos podem ser formados por diferentes materiais como enzimas naturais e
diferentes tipos de nanomateriais. Yu e colaboradores (2022) descrevem o0s avancos
recentes em sensores eletroquimicos para deteccdo de H>O»., destacando diversos
materiais formados por metais nobres, 6xidos metalicos, sensores poliméricos, sensores

baseados em carbono, redes metal-organicas (MOFs), entre outros [140].

Os sensores de quimioluminescéncia também sdo empregados na deteccdo de
peréxido de hidrogénio, cujos dispositivos apresentam muitas vantagens em relacdo a
outros métodos, como alta sensibilidade, alta faixa de aplicacdo, baixo custo e
instrumentacio simples [141]. Sensores quimicos, com reagentes imobilizados ou no
estado sélido, baseados na quimioluminescéncia com luminol ou ésteres oxalicos, t€m

sido amplamente usados [142].

Outra técnica utilizada para deteccao de peréxido € a cromatografia, que se destaca
pela alta sensibilidade, anélise de amostras complexas e de diversos analitos a0 mesmo
tempo, além de possibilitar anélises qualitativas e quantitativas [87]. Essa técnica, porém,
apresenta como principais limitagdes preparo de amostra complexo e demorado, tempos
de andlise prolongados, instrumentacdo e insumos caros e necessidade de analistas

treinados.

Pode-se observar que cada técnica analitica apresenta um conjunto de vantagens
e desvantagens que a torna mais ou menos adequada para os diferentes tipos de amostra.
Nas proximas se¢des sao mostrados os principais métodos encontrados para deteccao de
perdxido de hidrogénio em amostras de dgua e leite, demostrando os principais resultados

de cada trabalho e trazendo esquemas para aqueles considerados mais relevantes.

1.3.5.1 Determinacio de peréxido de hidrogénio em agua

As amostras de dgua sdo matrizes relativamente mais simples quando comparadas
a outras matrizes, como alimentos, por exemplo. No entanto, dependendo do tipo de
amostra de 4gua, a andlise pode ser bastante complexa, como por exemplo a 4gua de um

rio poluido. Na Tabela 1.5 sdo mostrados diferente t€cnicas analiticas para determinagdo

41



Capitulo 1. Introdugdo, Objetivos e Revisao da literatura

para determinagdo de peréxido de hidrogénio em amostras de dgua. Dentre elas, destaca-
se a técnica de Espectrofotometria de Absor¢ao Molecular UV/Vis. Esta é uma técnica
simples, porém, geralmente trata-se de um método indireto, pois o H>O> devera reagir
com outra espécie formando um composto colorido ou ocorrendo a perda de cor ao longo

da reacdo.

Sanz, Marcos e Galban desenvolveram um método de determinacdo de H>O» e
acido peracético (PAA) em amostras de dgua tratada com perdxido. Para isso, utilizaram
a peroxidase do rdbano (HRP), que foi incorporada em gel de poliacrilamida, para
fabricagdo de um biossensor Optico [143]. O processo de preparo do sensor €
esquematizado na Figura 1.6, o qual apresentou boa estabilidade, podendo ser usado por
pelo menos 3 meses e/ou mais de 200 medicdes. O método também foi acoplado a um
sistema de andlise por injecio em fluxo (FIA) de modo continuo, demonstrado ser

bastante eficaz [143].

Figura 1.6. Esquema de preparagdo do biosensor da peroxidase do rdbano incorporada

em gel de poliacrilamida.
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Fonte: [143].

Lu et al. sintetizaram uma sonda fluorescente formada por nanoclusters de cobre,

acido lipdico, como ligante protetor, € um involucro de quitosana (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Esquema de uma sonda fluorescente formada por nanoclusters de cobre, 4cido
lipéico, como ligante protetor, e um invélucro de quitosana para determinac¢do de H20O>

em 4gua.
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Fonte: [144].

A sonda foi construida para detec¢do de perdoxido de hidrogénio em agua,
apresentando baixo limite de deteccdo (47 nmol L'). Essa sonda foi usada para
determina¢do de H>O> em amostras de dgua de torneira e 4gua do lago Sanyuan, China

[144].

Yao e colaboradores (2020) sintetizaram nanoparticulas bimetdlicas de Ag-Pt
decoradas em 6xidos de grafeno (Figura 1.8). Esse material atuou como nanoenzimas, do
tipo peroxidase, na reacdo de oxidagdo de 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina na presenga de
peroxido de hidrogénio, obtendo um produto de colora¢do azul. O método se mostrou
sensivel e eficaz para deteccdo de peréxido em amostras de dgua, apresentando limite de

deteccdo de 0,9 umol L1 [145].

Figura 1.8. Nanoparticulas bimetélicas de Ag-Pt decoradas em 6xidos de grafeno para

determinacgdo de H>O»

HHzOz\ fTMB M

Fonte:[145]
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As vantagens das técnicas cromatograficas incluem alta sensibilidade, andlise
multiresiduo e mecaniza¢do. Zhang e Huang utilizaram a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector espectrofotométrico na regido do ultravioleta (HPLC-UV) [146].
O método foi desenvolvido para determinagdo de acido peréacetico e H>O», por meio de
reacOes de oxidacdo de p-tolila sulfeto de metila (MTS) e trifenilfosfina (TPP), formando
os produtos sulféxido e 6xido de fosfina, respectivamente. Uma reagdo em paralelo
usando Ti(SO4)2, que reage com o perdxido para formagao de um produto de cor amarela
foi usada para comparar com o método proposto. Huang e colaboradores compararam um
método baseado em cromatografia de ifons com um método espectrofotométrico,
envolvendo a oxidacao do iodeto de potdssio [147]. O método cromatografico apresentou
uma maior faixa linear de trabalho, além de menor limite de deteccdo. Segundo os autores,
o método cromatografico apresentou pouca interferéncia em andlises de matrizes aquosas

mais complexas.

Wang e colaboradores desenvolveram um dispositivo analitico eletroquimico
baseado em papel (ePADs) para determinacdo eletroquimica de H,O> em amostras de
dgua [148]. Foram produzidos eletrodos de trabalho e de referéncia por meio da deposi¢cao
de azul da prussia e Ag/AgCl em fibras de carbono, utilizando como contra eletrodo, fibra
de carbono hidrofilico. Todos os eletrodos foram costurados no papel. Segundo os
autores, o método apresentou alta seletividade e boa reprodutibilidade, com limite de

deteccdo de 0,9 pmol L. Um esquema do dispositivo é mostrado na Figura 1.9.
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Figura 1.9. Esquema do dispositivo analitico eletroquimico baseado em papel (ePADs).

Adaptado de Wang et al. (2024).
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Ali et al. (2020) desenvolveram uma nanossonda fluorescente para detecc¢ao
répida, seletiva e sensivel de H>O> em efluente [149]. A sonda produzida é composta pelo
corante fluoresceina e por nanofolhas de MnO,. O peréxido reduz as nanofolhas de MnO»,
liberando a fluoresceina, que apresenta um forte sinal de fluorescéncia. O método
apresentou baixo limite de detecciio com valor de 7,5 nmol L' e tempo de andlise de

apenas 12 minutos. O esquema de funcionamento do método é mostrado na Figura 1.10.

Figure 1.10. Nanossonda fluorescente para deteccdo H>O> em efluente.
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Fonte: [149].
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Zambrano et al. (2020) sintetizaram uma heme-enzima sintética miniaturizada de
Mimocromo VI*. A bioenzima sintética (FeMC6) apresentou atividade catalitica superior
a peroxidase do rdbano na reacdo de oxidacdo do luminol ativada por peréxido de
hidrogénio. A partir dessa oxidacao foi possivel detectar e quantificar peréxido utilizando
um medidor de quimiluminescéncia. O sensor obteve limites de deteccao de 4.6 umol L~
I e limite de quantificacdo de 186 pmol L. O esquema do método é mostrado na Figura

1.11 [128].

Figura 1.11. Esquema de bioenzima sintética usada na reacdo de oxida¢do do luminol

ativada por peréxido de hidrogénio.

Nlisz [ nH, 0 > NH; O
S7UNH_FeMC6*a N O > "o
@(NH ~ (o ijo".

N ) Y
o L o o
LH, 3-AP* 3-AP + light

Luminol 3-aminophtalate 3-aminophtalate
3-Aminophthalhydrazide excited state 425 nm emission

Fonte: [128]
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Tabela 1.5. Métodos analiticos para determinacdo de perdxido de hidrogénio em amostras de dgua.

Técnica analitica . o FLT LoD Recuperacao
Método Observacoes (umol L) (umol L) (%) Ref.
Espectrofotometria Biossensor 6ptico reutilizdvel sem reagentes
Biossensor 6ptico, com (estabilidade de 3 meses e/ou mais de 200
pgrgmdase do rabano.(HRP) mefilgf)es), com op¢do de sistema de flnahse por 0.6 — 100 ) 101 — 106 [143]
aprisionada numa matriz de gel inje¢do em fluxo (FIA) e modo continuo, para
de poliacrilamida andlise de amostras de dguas residuais.
(A =420 nm).
. _ . Reacdo catalisada pela peroxidase em que o KI é
Método IOdomem(.:o catalisado oxidado em I3 de cor amarela em 15 s. (4 =350 0-70 0,09 (350 nm) ~ 100 [150]
pela peroxidase 0,33 (400 nm)
nm e A =400 nm).
Meétodo Iodométrico catalisado Meétodo baseado na oxidagdo de KI por e H2O»
por molibdato de aménio em I3, catalisada por Mo (VI), tempo de reagio 8,8 —-97 2,93 96,6-97,8 [151]
Mo(VI) de 6 min. (4 =530 nm).
Oxidagdo do 2,20-azino-bis(3- Oxidagdo do ABTS, catalisada por peroxidase,
etilbenzotiazolina-6-sulfonato)  criando um radical de cor verde (ABTSp = ABTS 0,04-40 0,02 102.38 [152]
ABTS catidnico), (A =415 nm).
Oxidagao da 3,3",5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB) Material com atividade semelhante a da
catalisada por 6xido de grafeno peroxidase para oxidacdo catalitica da 3,3',5,5'-
decorado com nanoparticulas tetrametilbenzidina, formando um produto azul 10-100 0.9u 96,7-101.2 [144]
de Ag-Pt com atividade de (A =652 nm).
nanoenzima
Fluorimetria Construgdo de uma sonda 05.88-98 44
fluorescente baseada em LA-Cu Sonda fluorescente com alta sensibilidade e (’é ua d’e
NCs@CS (nanoaglomerados de seletividade, usada para andlise de 4gua da gua
L . . , . 0.2-128 0,047 torneira) [153]
Cu, com a presenga de dcido torneira e d4gua do lago Sanyuan, China
. . 94,38-102,5
lipéico e borohidreto, (A =400 nm). .
(4gua de lago)

adicionado em quitosana
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0-0,25

0,01

97,1-97.3 [154]

Sonda fluorescente PAT (2,4,6-
tricloro-1,3,5-triazina
funcionalizada com um
fenoxianilina).

Detecg¢do de vapores de peréxido. As vibragdes

intramoleculares limitadas sdo importantes para

melhorar a resposta de emissdo de fluorescéncia
do sensor. (A =365 nm).

Nanossonda fluorescente
composta por corante
fluoresceina (FLS) como sonda
fluorescente e nanofolhas de
MnO; (MnO; NS) como

O H>0: reduz o MnO; NS no compdsito
sintetizado e libera FLS, causando uma
recuperacdo suficiente do sinal fluorescente
relacionada com a concentragido de H»O».

0,04 -30

0,0075

- [149]

HPLC- UV

Supressor.

Método para deteccao
simultanea de 4cido perécetico e
H,0» usando as reagdes de
oxidagdo de p-tolila sulfeto de
metila (MTS) e trifenilfosfina
(TPP) formando os produtos
sulfoxido e 6xido de fosfina,
respectivamente. Reagdo
paralela de Ti(SO4)> como
indicador que pode complexar
com H,0O, para gerar um aduto
amarelado facilmente detectado
em 407 nm.

Aplicabilidade em matrizes aquosas complicadas
devido a seletividade das reacdes e a separacdo
cromatografica da HPLC

Sensibilidade a baixas concentragdes de H»>O,.

1,7-262

6,00

- [155]

Cromatografia iénica (CI)-
Detector UV

Utilizacdo direta da CI baseada
na teoria de que o H,O, pode ser
desprotonado em fons
hidroperoxila acima de pH
11,72.

Elimina a necessidade de uma reacdo, como o

método KI, e tem um limite de detec¢do muito

mais baixo do que técnicas como a Titulacdo, a
colorimetria KI e a HPLC.

2,93-293,9

0,062

[156]

Voltametria ciclica

Azul da Prissia como eletrodo
de trabalho.

Criagdo do chamado "ePad", que consiste em um
eletrodo azul da Prassia e Ag/AgCl depositados
em fibras de carbono que foram depois costurados.

100-1000

0,9

95,7-99,7% [148]

48



Capitulo 1. Introdugdo, Objetivos e Revisao da literatura

no papel de substrato. Apresentou uma boa
reprodutibidade (3,65 %)

Polarografia de pulso

Utilizac¢do de um elétrodo de
mercurio gotejante para a

O elétrodo de mercurio gotejante foi avaliado nas
condicdes reacionais do processo Fenton e eletro-
Fenton em solucdes dcidas. Nao houve alteracdo

i orencial medigo de H,0, no processo na quantificagdo pela presenca de Fe?*. 20-1000 13 103-109%  [155]
Fenton e electro-Fenton em A técnica foi comparada com 0 método
solugdes dcidas. iodométrico e método espectrofotométrico usando
2,9-dimetil-1,10-fenantrolina (DMP).
Espectroscopia Z ultra-rapida
: . (UF2) . o : [156]
Ressonancia Magnética Meétodo baseados em solucdes Método simples, nao invasivo, rdpido e exato para i 180 )
(RM) aquosas com base na quantificar H O, em solugdes aquosas.
transferéncia de saturacdo de
troca (CEST)
L L Meétodo iodométrico em vdrias etapas com base no
Determinagdo de peréxidos, método estabelecido de molibdato-NaHCO
Titulagdo iodométrica dentre eles, o peroxido de - . 3 13 -500 10,6 95-105 [157]
. . . . tamponado, utilizando uma combina¢do com
hidrogénio por iodometria. . .
catalase e iodometria tamponada com acetato
Sintese de uma nanoenzima A heme-enzima sintética, denominada FeMC6%*, é
Quimiluminescéncia §mte~tlca usadq na reagao de utilizada como sensor blolog}go ativo, ) 10-120 4,6 - [128]
oxidacao do luminol ativado por apresentando maior atividade catalitica em relacdo
perdxido. a peroxidase do rdbano.
Voltametria ciclica Pd/Al (CMC @Pd/Al-LDH) -
Elé i .
etrodg fle carbono vitreo Corrente voltamétrica: -380 mV
modificado com um Taxa de varredura de
nanocompdsito preparado a 1-120 0,30 96,6 —102,3 [158]

partir de hidréxido duplo em

50 mV s
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camadas de Pd/Al e
carboximetilcelulose.

Eletroquimiluminescéncia Hibrido de nanocompésito de O sensor mostrou uma boa estabilidade ap6s 8 5,0x 10710 1,2 [159]
polipirrol-dodesilbenzeno-6xido  ciclos, com uma alterac¢@o na intensidade de ECL 50
de cério (PPy-DBS-CeO>) em inferior a 3,6%.
um elétrodo de Pt
Luminescéncia . p . [160]
Complexo luminescente de O complexo é monitorado em 616 nm, sendo o 2al160 1,1 99,5

Eu?* -tetraciclina peréxido de
hidrogénio (EuTc-HP)

perdxido detectado em amostras de dgua do rio.

50



Capitulo 1. Introdugdo, Objetivos e Revisao da literatura

1.3.5.2 Determinacio de peréxido de hidrogénio em leite

O leite € constituido de 87% de agua e 13% de sdlidos totais formados por
proteinas, gorduras, carboidrato como a lactose e minerais. Portanto, é considerada uma
matriz complexa devido a composi¢do quimica variada, interacdes entre componentes,

presenca de compostos minoritarios e sensibilidade a degradacdo [161].

Como mencionado anteriormente, essa matriz pode estar contaminada com H>O»
e, portanto, métodos de determinacdo de peréxido de hidrogénio em leite sdo muito
importantes. Na Tabela 1.6 sdo mostrados trabalhos que abordam a determinagdo de H-O»
em amostras de leite, dentre eles, destaca-se as técnicas de colorimetria e

espectrofotometria.

Peng e colaboradores (2022) sintetizaram uma nanoenzima de fosfato de cobalto
(Co3(PO4)2.8 H20) pelo método da coprecipitacio (Fig. 1.12 (A)). O material foi usado
na deteccao colorimétrica de HoO2 em amostras de leite, baseado na oxidagdo do 3,3',5,5’
- tetrametilbenzidina (TMB) (Fig. 1.12 (B)). Os resultados apresentaram uma recuperagao
entre 90,2 - 106,2%. Segundo os autores, 0 ensaio cinético demostrou que a nanoenzima
apresentou um comportamento mimético da peroxidase, evidenciando maior afinidade
pelo H202 em comparagdo com a peroxidase do rdbano (HRP) e outras nanoenzimas

[162].
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Figura 1.12. Esquema da sintese in situ de Co3(POa4)>-8H20 (A) e sua aplicacdo como

mimetizador da peroxidase na oxidacao de TBM na andlise de H>O; em leite (B).

4 ﬁgﬁ i Py

w W ®

KaPO. CoCl,- 6 H.0 Co3(PO4). - 8H.0

(B) HaC CH,

 C— H,N f)_:_\—'[(:{\dNH
G i 2N / 72 TMB
0z [o0] [ u c\\_j \ o
\ lee 3 3
I|. )
o @) H,G CH
H:0 l'::::u,..' ! = _/’ ?
\Y wn—= ) =N OXTMB
Wi \}‘__'If'r 4
Hye tH,

Fonte: [162]

Buzdar e coloboradores (2023) desenvolveram um sensor de H>O> portatil e
sustentdvel baseado em papel de filtro, utilizando nanoparticulas magnéticas de Pinus
Pinaster. O material foi usado como nanoenzima mimética da peroxidase através da
reacdo de oxidacao do TMB na presenga de peroxido. O método se mostrou sensivel, com
limite de detec¢dao de 0,007 umol L', sendo aplicado com sucesso em amostras de leite

[134]. Um esquema da producdo da nanoenzima € mostrado na Figura 1.13.
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Figura 1.13. Esquema de sintese do nanocompdésito de FeoOs a partir da planta agulha de

pinus usado como mimetizador da peroxidase

| | 3,1 gde FeCl; .6H:0 2,1 g FeS0:.7H:0
== 80°C/ApH
adigdo de NH.OH
Pinus pinaster -
<
‘\“@ —

Secas, trituras e R
E&% _]

peneiradas Q |

Lavadas e secas

magnetizagdo do
... material/30 min

Fonte: [134]

As folhas grafiticas de nitreto de carbono (g-C3N4) sdo um tipo de nanomaterial
polimérico que atuam como fotocatalisador heterogéneo. Este material se destaca por sua
alta estabilidade fisico-quimica e facilidade de sintese [163]. Adicionalmente, o g-C3N4
possui atividade peroxidase, sendo capaz de mimetizar a enzima peroxidase, catalisando
a oxidacdo da 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) na presenca de H>0O», o que resulta em

uma soluc¢do de coloracdo azul clara [164].

Para melhorar a atividade catalitica, Peng e colaboradores (2020) realizaram a
dopagem do g-C3N4 com ferro (Fe-g-C3N4). Os resultados mostraram que o Fe-g-C3Ny
apresentaram maior nimero de sitios ativos e maior atividade peroxidase, resultando em
uma mudanga de cor mais intensa. A cor da mistura de TMB e Fe-g-C3N4 tornou-se mais
intensa conforme se aumentava a concentracdo de H>O,. O método colorimétrico
desenvolvido apresentou uma ampla faixa linear (0,005 a 400 umol L) e baixo limite de
detecgdo (0,005 pmol L). O esquema de funcionamento do método é mostrado na Figura

1.14 [133].
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Figura 1.14. Esquema adaptado do método desenvolvido no trabalho de Peng et al.

(2020).
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Fonte: [133]

Técnicas como a voltametria ciclica (CV) e a voltametria de pulso diferencial
(DPV) também podem ser empregadas para determinacao de H>O» [165]. A utilizacdo de
nanomateriais tem sido adotada para amplificar a sensibilidade da técnica e otimizar o
desempenho eletroquimico na interface do eletrodo [166]. Althomali e colaboradores
(2022) desenvolveram um sensor voltamétrico utilizando um eletrodo de carbono vitreo
(GCE) modificado contendo nanoparticulas de ZnO. Os autores utilizaram o sensor na
determinagdo de H>0O> em amostras reais de leite (Fig. 1.15). O eletrodo apresentou uma
ampla faixa linear de 0,5 a 5 pmol L™ e de 10 a 50 pmol L', além de baixo limite de
deteccdo (0,45 umol L), evidenciando a sua alta sensibilidade e seletividade para H>O»

[165].
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Figura 1.15. Esquema adaptado do método desenvolvido por Althomali e colaboradores

baseado em um sensor voltamétrico com eletrodo de carbono vitreo.

an &%

[ o0 ) —*

PANI/D - CMC/Zn0O PANI/D - CMC/Zn0/
GCE+Nafion

Fonte: [165]

Sangkaew et al. (2022) desenvolveram um sensor eletroquimico ndo enzimdtico
altamente sensivel para detectar H>O> em leite adulterado. Utilizando nanoparticulas
bimetdlicas de ouro-platina (AuPt NPs) como eletrocatalisadores, o sensor foi capaz de
aumentar seletivamente o sinal eletroquimico de H20z. O eletrodo de carbono serigratado
(SPCE) modificado com AuPt NPs demonstrou boa atividade eletrocatalitica para a
eletro-reducdo de H-O> em amostras de leite, tanto submetidas ao processamento de ultra-

alta temperatura (UTH) quanto leite cru [167].

Mihailova e colaboradores (2022) descreveram um revestimento nanoestruturado
de 6xido de cobre (CuO) e sua aplicacdo como eletrodo de trabalho para a determinagdo
eletroquimica de H2Oz. Esse revestimento nanoestruturado de CuO exibe uma atividade
eletrocatalitica compardvel a da peroxidase, possibilitando a detecc@o altamente sensivel
de H>O». O sensor demonstrou uma relacdo linear satisfatdria entre a corrente de pico e a
concentragdo de H»O» na faixa de 10 a 1800 pmol L', Ao analisar amostras reais de leite,
o sensor alcancou uma alta taxa de recuperagdo (superior a 95%), confirmando sua

eficdcia para a deteccdo qualitativa e quantitativa de H>O> [130].
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Tabela 1.6. Métodos Analiticos para determina¢do de Per6xido de Hidrogénio em amostras de leite.

Técnica Método ( urg(l)-iTL' ) ( ur{;g;) L Recu([:;l;agao Observacoes Referéncia
Espectrofotometria UV-Vis Oxidagao de 3,3",5,5" - 20 - 700 12.33 - atividade mimética da [135]
tetrametilbenzidina mediada por peroxidase pelo material/
nanoparticulas metélicas terndrias de maximo absor¢cdo em 652 nm.
FePt-Au. tempo de andlise: 40 min
Espectrofotometria UV-Vis Oxidagao de 3,3",5,5" - 15-100 4,38 90,2 -106,2 atividade mimética da [162]
tetrametilbenzidina mediada por peroxidase pelo material/
nanoparticulas de Coz(PO4)2-8H>0. maximo absor¢do em 652 nm.
tempo de andlise: 40 min
Espectrofotometria UV-Vis Oxidagao de 3,3",5,5" - 100 — 5000 79,0 92,4%-101,7 atividade mimética da [168]
tetrametilbenzidina mediada por peroxidase pelo
PA/Cu3(POy)y material/méaximo absor¢do em
3H,O0. 652 nm.tempo de andlise: 30
min
Espectrofotometria UV-Vis Oxidagao de 3,3",5,5" - 0,1-10 0,062 95,37 -98,64 atividade mimética da [169]
tetrametilbenzidina mediada por 10 - 100 peroxidase do material/maximo
Au@MIL-53(Fe)! e Ag@MIL-53(Fe)® de absorcdo em 652 nm.
Espectrofotometria UV-Vis Oxidagao de 3,3",5,5" - 0,005 — 400 0,005 97,0 -103,0 [133]
tetrametilbenzidina mediada por atividade mimética do material
nitreto de carbono grafitico dopado para peroxidase /absor¢ao
com Fe mdxima em 652 nm.
Sensor colorimétrico Sintese de nanoparticulas de prata 0,01-30 0,014 98 A utilizacdo de suspensdes [116]
(AgNPs) na presenca de um 60-600 112 coloidais exclui as etapas
polissacarido nanoestruturado adicionais necessdrias para
(nanowhiskers de celulose) para produzir géis ou peliculas -
produzir um material hibrido diretamente utilizado como
sensor de HO,
Biosensor cololimétrico Estrutura de imidazolato zeolitico- 75 - 500 29,93 102 - 104 Biossensores colorimétricos [170]
67/6xido de grafeno reduzido (ZIF- 7,5 =750 baseados em nanomateriais
67/rGO) 3,81 enzimaticos
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Sensor colorimétrico 0,1-5 0,01 93,3 -98,3 [171]
Nanocompésito de dissulfureto de A agdo combinada dos
molibdénio e titanato de cobalto componentes MoS; e CoTiO3
(MoS,@CoTiO3) revelou uma atividade intrinseca
do tipo peroxidase, permitindo a
oxidagdo visivel da 3,3",5,5'-
tetrametilbenzidina (TMB)
Sensor colorimétrico 0,01 -0,09 0,007 93,3-99,5 [134]
Sensor de papel de filtro baseado Atividade do tipo peroxidase
numa enzima verde que imita com reacdo percetivel a olho nu
nanoparticulas magnéticas de agulhas
de Pinus (MNP)
[172]
Detecdo de H202 com base na
~0,015 94 -102 oxidagdo do 4cido 2,2'-azino
Ensaio colorimétrico Oxido de grafeno reduzido (rGO) 0,3-20 bis(3-etilbenzotiazolina-6-
Espectroscopia UV-Vis decorado com peroxidase do rdbano 20 — 8000 sulfénico) (ABTS)
(HRP)
O substrato ABTS absorve
oxigénio para formar um
produto de cor verde
Sensor amperométrico nao enzimadtico Elétrodo descartdvel com um
Amperometria baseado num elétrodo de carbono 50 -5000 20 96 - 104 prazo de validade de 5 semanas [123]
serigrafado modificado com
nanocompésitos AgNp@GNRb
Sensor eletroquimico emergente Sensor eletroquimica nao
Potenciometria baseado em nanoparticulas bimetélicas 0,5-500 4,8 82-116 enzimética/com estabilidade a [167]
de AuPt monitorizado por

potenciostato.

longo prazo apds 4 meses.

57



Capitulo 1. Introducao, Objetivos e Revisao da literatura

100 — 4000 10 85 -107 Andlise de inje¢do por lotes. [122]
Elétrodo de compésito de grafite Compésito com 30% (peso) de
Amperometria modificado com azul, fio de platina e grafite modificada e 70% (peso)
Ag/AgCl/KCI saturado de grafite pura
até 4.000 50 95-111 sensor eletroquimico ndao [173]
Amperometria Um elétrodo de plastico de grafite enzimatico
fundido/PVC, decorado com
nanoestruturas de NiO
5,0 —4000 1,80 97,2—-103,6 O nanocompdsito Pd-Cu/Cu,O [174]
Sensor eletroquimico formado por foi sintetizado por voltametria
nanocompdésito de Pd-Cu/CuxO num ciclica (CV) com uma taxa de
Amperometria substrato de 6xido de estanho dopado varredura de 20 mV s-1 na faixa
com flior (FTO) de potencial de -0,2 a-1,0 V.
10— 1000 0,37 90 - 96 estabilidade do elétrodo [125]
Sensor Amperométrico Nao demonstrada por 100 injec¢des
Enzimatico Baseado em Elétrodo repetidas de amostras de leite
Amperometria Poroso de Ouro Modificado por
Serigrafia em Sistema de Didlise
Online
0,5-50 0,45 102 - 107 velocidade de varredura de 100 [165]
Voltametria de pulso Material hibrido a base de polianilina, mV.s’!
diferencial (DPV) dialdeido carboximetilcelulose e
presenga de nanoparticulas de ZnO
5 -13000 0,60 96,0 -102,67 Foram medidos [175]

Voltametria ciclica (CV)

Sensor eletroquimico formado com
eléctrodos compdsitos MnO,-TNTA
obtidos através da deposi¢do de MnO2
em matrizes de nanotubos de TiO2 por
reacao de adsor¢do sucessiva de
camadas ionicas (SILAR)

na gama de potencial de - 1,2 ~
0,4 V e a velocidade de
varrimento de 50 mV s- 1
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sensor baseado na simples fundicio de

Boa estabilidade de

um compo6sito Nb,CTx 1-100 0,20 - armazenamento com 97% de [176]
Voltametria ciclica (CV) MXeneNb,CTx em tecido de carbono, atividade retida mesmo ap6s 1
seguida da deposicao eletroquimica de semana de armazenamento a 4
azul da Prussia °C.
Voltametria ciclica (CV) Sensor eletroquimico ndo [177]
Amperometria Hibrido tridimensional de enzimatico
Espectroscopia de nanoestruturas de 1-1030 0,10 96,5 -101,5
impedancia eletroquimica MnO2/grafeno/nanotubos de carbono
(EIS) como material de deteccdo
A capacidade de deteccao [178]
A voltametria ciclica (CV)  CoCr,04 nanoparticulas/compdsito de eletroquimica resulta da grande
e Espectroscopia de grafeno 0,04 — 24600 0,018 98,50 — 99,33 area ativa do elétrodo, da boa
impedancia eletroquimica condutividade e do sinergismo
(EIS) entre o grafeno e as
nanoparticulas de CoCr204
[130]
Voltametria sensor eletroquimico nao enzimadtico
ciclica/voltametria de pulso baseado em 6xido de cobre 10 — 1800 1,34 95,06 - 97,73 Estabilidade do elétrodo durante
diferencial nanoestruturado sobre fios de cobre 1 més
A tensdo de 0,6 V foi [179]
Um elétrodo modificado com um selecionada como a tensao
Voltametria de pulso nanocompdsito NiCoMnS/rGO foi 10-7500 1,12 91,4a101,3 Optima para a deteccdo
diferencial utilizado para a determinagdo de eletroquimica das espécies de
H202 no leite. interesse, assegurando uma
resposta eficiente e sensivel do
elétrodo NiCoMnS/rGo
modificado.
1-120 0,30 96,6 - 102,3 Corrente voltamétrica: -380 [158]

Voltametria ciclica (CV)

Pd/ Al (CMC @Pd/ Al-LDH) -
Elétrodo de carbono vitreo modificado
com um nanocompdsito preparado a

V/velocidade de varrimento de

50 mV.s™!
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partir de hidr6xido duplo em camadas
de Pd/Al e carboximetilcelulose

Voltametria ciclica e
amperometria

Nanoparticulas de 6xido de ferro e
nanotubos de carbono

1,2-21,6

0,037

Limite de quantificacdo de 12,2
nmol L
Tempo de resposta inferior a 1s

[180]

Voltametria ciclica e
amperometria

Elétrodo de carbono impresso a mao

1,0 -1200

0,35

97,8

Tinta de impressdo de grafite
modificada com o liquido i6nico
a temperatura ambiente (RTIL),

tetrafluoroborato de 1-etil-3-

metilimidazdlio
([EMIM][BF4]), acido ferroceno
carboxilico (Fca) e acetato de
celulose (CA)

[181]

Voltametria ciclica

Nanotubos de carbono de paredes
multiplas (MWCNTs), hidroxiapatite
(HAp) e peroxidase de rabano (HRP)

10 -234

1,91

98,5-1024

[182]

CV,DPVe
Cronoamperometria

Nanoparticulas esféricas de boreto de
niquel (Ni;B NPs) ancoradas em
nanofibras de carbono (f-CNFs)

0,083 - 12600

14200- 39500

0,021

As pequenas NPs Ni3B
poderiam aumentar a atividade
electrocatalitica para a reducdo

de H202 através das f-CNFs
devido aos efeitos sinérgicos das
f-CNFs e das NPs Ni3B

[183]

Amperometria

Sensor baseado na reducdo
eletroquimica em que o (II) 1-(3-
bromobenzil) -5-metil-1H-1,2,3-

triazole-4-carboxilato.
[Cu(bmtc)2(H,0)] atua como
mediador ligado a um elétrodo
impresso.

10-524

0,57

98,3 -108

Nao se registou qualquer
alteracdo significativa do sinal
amperométrico durante o
periodo de 1 hora

[89]
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1-50 0,046 - Diferentes actividades [121]
Amperometria Elétrodo flexivel de carbono electrocataliticas utilizando
serigrafado (SPE) de politereftalato de nanoestruturas intrinsecas de
etileno modificado (PET) MoS; e rGO-MoS; para a
reducdo de H,O»

Hidrogel a base de poli(3,4-
etilenodioxitiofeno):sulfonato de
poliestireno (PEDOT:PSS)

Quimiresistividade e Sensor eletroquimico apresenta como transdutor
Amperometria deteccdo de modo duplo, a base de 0,613 -6130
hidrogel Poliuretano hidrofilico (HPU) [184]

como matriz do hidrogel

Peréxido de rabano (HRP) como
enzima redox.
Apresenta 93% de eficiéncia
apods 50 dias

Eléctrodos de carbono
serigrafados faceis (SPCEs)

CV, EIS e Amperometria  Sensor amperométrico néio enzimatico [185]
baseado em nanotubos de carbono de 1-1000 0,49 94,33 — 97,62 Os eléctrodos electrocataliticos
paredes multiplas funcionalizados com modificados MWCNT-FeC
ferroceno (MWCNT-FeC) apresentam uma transferéncia de

elétrons de elevada eficiéncia

- [159]
Hibrido de nanocompdsito de 5,0 x1071° O sensor mostrou uma boa
Eletroquimioluminescéncia polipirrol-dodesilbenzeno-6xido de 1.2x 10710 estabilidade ap6s 8 ciclos, com
(ECL) cério (PPy-DBS-Ce02) em elétrodo de 50 x 107° uma alteracdo na intensidade de
Pt ECL inferior a 3,6%.
0,65 98 — 102 [186]
Fotoeletroquimica (PEC)  Heteroestrutura de nanoflorescéncia de 4 - 1800 A heterojuncio p-n formada
oxibrometo de bismuto (BiOBr) entre BiOBr e TiO; melhora a
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modificadas com matrizes de
nanobastdes de n-TiO;

utilizagdo da luz visivel e
promove eficazmente a
separagdo de elétrons e buracos
fotogerados

Dispersao Raman reforgcada
pela superficie (SERS)

Nanocompdsitos de fuso Mn3O4 - Au
estabilizados por L-cisteina

0,005 -10

0,6

[90]
A atividade da peroxidase foi
investigada na presenca de um
substrato cromogénico,
3,30,5,50-tetrametilbenzidina,
que catalisou a reducdo de H,O2
dando origem a uma cor azul

Espectroscopia de
fluorescéncia

A 2.4,6-tricloro-1,3,5-triazina foi
funcionalizada com um substituinte
fenoxianilina que provocou um
aumento da emissio induzida por
agregacdo na sonda PAT

100-200

0,01

[154]
As vibragdes intramoleculares
limitadas sdo importantes para
melhorar a resposta de emissao
de fluorescéncia do sensor

62



1.4. CONCLUSAO

O peréxido de hidrogénio se destaca como um composto quimico versétil e essencial para
diversos setores. Sendo assim, a sua produgdo sustentdvel deve ser estimulada. Os métodos de
fotocatalise e eletrocatalise sdo consideradas alternativas vidveis para a producdo de peréxido em
comparacgdo com o método da antraquinona. Entre as suas aplicacdes, destacam-se a sua atuacao
no tratamento de dgua e no setor de alimentos. Por isso, faz-se necessario desenvolver métodos
de andlise que sejam capazes de detectar e quantificar esse analito. Entre os métodos encontrados,
destacam-se os colorimétricos, que utilizam do processo de oxidacao de um substrato, doador de
elétrons, na presenca do peréxido, para formagdao de um produto colorido, sendo catalisadas por
materiais miméticos da peroxidase. Sendo assim, a busca por materiais mais baratos, de sintese
simples e baseados na quimica verde devem ser encorajados, assim como a sua atuagdo como

catalisador da peroxidase para quantificacdo de per6xido em matrizes como a dgua e o leite.
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2.1. INTRODUCAO

O peréxido de hidrogénio é um produto quimico versatil apresentando diversas aplicacdes
na inddstria alimentar, farmacéutica e quimica [1,2]. No entanto, nos organismos vivos, ¢ um
metabolito téxico que pode causar danos as células. O processo bioldgico de desintoxicagdo do
perdxido de hidrogénio pela enzima catalase, uma enzima do grupo das peroxidases, envolve a

conversdo do peréxido de hidrogénio em dgua e oxigénio molecular, como mostrado na Eq. 2.1 [3].
ZHZOZ(I) - Hzo(l) + OZ(g) (Eq 21)

As enzimas do grupo das peroxidases sdo amplamente utilizadas como biossensores em
métodos colorimétricos, devido a sua elevada seletividade e eficiéncia catalitica, sendo sensiveis a
deteccao de H>O; [4]. Apesar dos muitos beneficios da utilizagdo de enzimas naturais, a sua
aplicagdo generalizada é limitada devido a sua instabilidade em condi¢Ges ambientais adversas,
tais como temperaturas elevadas, alteracdes de pH e outros fatores que podem levar a sua
desnaturagdo [5]. Além disso, as peroxidases t€m um custo elevado de producido, purificagdo e
aquisicdo [1,6-8]. Dessa forma, a sintese de nanomateriais que imitam enzimas, também
designados por nanoenzimas, tem sido uma alternativa atrativa devido a sua maior estabilidade e

baixo custo [6,7,9].

H,N N
+2H,0,/-4H,0 =
2 HyN > (Eq. 2.2)

HoN N
HoN
A utilizacdo da o-fenilenodiamina (OPD) € uma ferramenta interessante para detectar o
peroxido de hidrogénio. Este composto incolor é oxidado na presenca de oxigénio ou HxOx,
formando 2,3-diaminofenazina (DAP) (Eq. 2.2), de coloracao amarelada [10]. No entanto, a reacao

¢ lenta, exigindo a utilizacdo de catalisadores [10].

Entre os catalisadores, destacam-se as nanoparticulas formadas por metais de transicao,
como o ferro, por exemplo, devido a sua ampla aplicabilidade e versatilidade. A sintese de
nanoparticulas de ferro pode ser efetuada de forma rdpida e fécil. Além disso, possuem
propriedades quimicas muito favordveis, sendo altamente reativas e capazes de doar elétrons [11].

Apesar dessas vantagens, as nanoparticulas tendem a se agregar facilmente, reduzindo os seus sitios
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reativos [12]. Para superar este desafio, o uso de extratos de plantas foi proposto como uma
alternativa para sintetizar nanoparticulas a base de ferro [13]. Devido ao uso de recursos biolégicos,
a utilizacdo de extratos de plantas na sintese de nanoparticulas metédlicas pode ser considerada
bioinspirada [14]. Além disso, a utilizacdo de agentes redutores ndo téxicos e ndo perigosos

também segue os principios da quimica verde [13].

A sintese verde a partir do uso do extrato de plantas tem ganhado notoriedade devido ao
seu baixo custo, a reduzida utilizacio de produtos quimicos tdxicos e ao baixo consumo de energia
[15,16]. Nestes processos, a extracao dos fitoquimicos das plantas € normalmente realizada com
solventes, entre os quais a dgua € o mais utilizado [12]. Tais fitoquimicos incluem flavonoides e
terpendides, os quais podem produzir e estabilizar as nanoparticulas reduzindo a agregacdo, devido
a presenca de grupos funcionais como os 4cidos carboxilicos, fendis e aldeidos [12]. Existem varios
estudos que utilizaram nanoparticulas de ferro sintetizadas por extrato de plantas. Tipicamente,
essa sintese envolve a mistura de um extrato de planta com precursores de ferro, que sdo depois

reduzidos, causando uma mudanca na coloracdo do sistema [12].

Com base nos estudos anteriormente mencionados, o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver um método espectrofotométrico para a detec¢do e quantificacdo de perdxido de
hidrogénio baseado na reacdo de oxidacao da o-fenilenodiamina (OPD), utilizando nanoparticulas

de ferro sintetizadas por um processo verde e bioinspirado como catalisador do tipo peroxidase.

2.2. MATERIAL E METODOS
2.2.1. Padroes e reagentes

Neste trabalho, foram utilizados reagentes de grau analitico. O &cido citrico (99,5%), o
hidréxido de sédio (99,67%) e o etanol (96,24%) foram adquiridos da Neon (Suzano, Brasil). A o-
fenilenodiamina (OPD) (98%) foi adquirida da Merck (Sao Paulo, Brasil). O 4cido cloridrico (37%
v/v), o peréxido de hidrogénio (30% v/v), o metanol (95%) e o cloroférmio (99,8%) foram
adquiridos da Alfhatec (Sdo Bernardo do Campo, Brasil). O sulfato de ferro (II) heptahidratado
(99-101%) foi obtido da Quimica Moderna (Barueri, Brasil). O dlcool ¢-butilico (99%) foi obtido
da Exodo Cientifica (Sumaré, Brasil). O 4dlcool 1sopropilico (99,5%) foi adquirido da Vetec (Rio
de Janeiro, Brasil). A azida de s6dio (99%) foi adquirida da Anidrol (Pindamonhangaba, Brasil).

Todas as solug¢des aquosas foram preparadas com dgua do tipo 1 obtida pelo sistema Milli-

Q (Millipore Corporation) e armazenadas sob refrigeracdo (4 °C).

84



Capitulo 2. Sintese verde FeNPs para uso como peroxidase-like para quantificacdo de H>0:

2.2.2. Obtencao e preparacao das folhas de Eucalyptus grandis

As folhas de Eucalyptus grandis foram coletadas de darvores localizadas em uma
propriedade rural na cidade de Vigosa, Minas Gerais, Brasil (42,94° W 20,82° S). As folhas foram
lavadas com 4gua destilada, secas em estufa a 60 °C por trés dias consecutivos, moidas em moinho
de facas Wiley (Tecnal TE680) (Piracicaba, Brasil) e peneiradas (peneira de 30 mesh). As amostras

processadas foram armazenadas em um dessecador protegido da luz, a temperatura ambiente.

2.2.3. Obtencao do extrato redutor das folhas de Eucalyptus grandis

O extrato redutor foi obtido a partir das folhas de Eucalyptus grandis segundo o método
descrito por Puiatti et al. (2022) [17]. 6,00 g de folhas processadas foram adicionadas a 100 mL de
agua tipo 1 e agitadas a 80 °C durante 1 hora em sistema fechado. A mistura obtida foi filtrada sob
vacuo, dando origem a um extrato de cor castanha. O extrato foi diluido com dgua do tipo 1 até um

volume final de 100 mL devido a perda de d4gua durante o aquecimento.

2.2.4. Sintese de nanoparticulas de ferro (FeNPs)

As nanoparticulas foram sintetizadas usando o protocolo descrito por Puiatti et al. (2022)
[17]. Assim, o extrato redutor recém-preparado (100 mL) foi adicionado gota a gota a solugdo de
FeSO4 (50 mL, 0,100 mol L"). Durante a adi¢do do extrato, o sistema foi submetido a agitagio
magnética a temperatura ambiente. A suspensdo resultante (concentracao tedrica de ferro de 33,3

mmol L) foi armazenada sob refrigeracio (~4 °C) até nova utilizacio.

2.2.5. Caracterizacao das FeNPs e do extrato redutor

A condutancia do extrato da planta e da suspensdo de FeNPs foi medida utilizando um
condutivimetro AZ®, modelo 86503 (Taichung, Taiwan). O pH foi determinado com um pHmetro
equipado com um elétrodo de vidro combinado, Mettler Toledo, modelo Five Easy Plus, (Barueri,
Brasil). Finalmente, o potencial redox foi determinado utilizando um eletrodo de platina e um

potencidmetro, HANNA, modelo pH 21-02, (Barueri, Brasil).

A andlise de difracdo de raios X (XRD) para as nanoparticulas foi realizada num
equipamento D8-Discover - Bruker (Billerica, EUA), equipado com um tubo de cobre (1,5418 A),
variando de 20 = 10 a 50° com um passo de 0,05°. A suspensdao de nanoparticulas foi colocada

numa lamina de vidro e deixada secar a temperatura ambiente.
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A espetroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foi também
utilizada para analisar o extrato vegetal obtido a partir de folhas de eucalipto e a suspensdo de
FeNPs, usando um equipamento Varian 660-IR e cristal de diamante GladiATR, gama de 400 a
4000 cm! (Palo Alto, EUA). Para preparar as amostras, o extrato da planta e a suspensio de FeNPs
foi gotejado em placas de Petri. Em seguida, as placas foram deixadas para secar a temperatura

ambiente.

A andlise termogravimétrica (TGA) foi realizada utilizando o equipamento Simultaneous
Thermal Analyzer 6000 da Perkin Elmer (Waltham, EUA). Antes da andlise, a suspensao de FeNPs
foi submetida a secagem em estufa a 40 °C por 8 horas. Em seguida, o material foi submetido a

aquecimento, variando a temperatura de 30 a 900 °C, a uma taxa de aquecimento de 10 °C min..

As andlises de Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) acoplada a Espectroscopia
Dispersiva de Energia (EDS) foram realizadas utilizando o equipamento JEM-2100 - JEOL
(Téquio, Japao). Este equipamento apresenta uma fonte de emissdo de elétrons LaB6 e funciona
com uma tensao de aceleracdo de 200 kV. A suspensdo de FeNPs foi depositada na grade de cobre
revestida com Formvar/carbono. Os tamanhos das nanoparticulas foram determinados através da
utilizacdo do software ImagelJ, medindo 25 particulas selecionadas aleatoriamente a partir da

imagem [18].

As andlises de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foram realizadas utilizando um
equipamento JSM-6010LA - JEOL operado a 15 kV (Akishima, Japao). As suspensdes de FeNPs
foram previamente diluidas com dgua tipo 1 (diluicdo 1:100 v/v). A suspensdo resultante foi
gotejada no suporte de amostra (stub). Apds secagem a temperatura ambiente, a amostra foi

revestida com uma pelicula de ouro utilizando o equipamento Quorum Q150R S.

As anélises de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) foram efetuadas utilizando o
equipamento Litesizer 500, Anton Paar (Graz, Austria), operando em angulos de 15°, 90° ¢ 175°
numa gama de 0,3 nm a 10 um. Antes da andlise, a suspensdao de FeNPs foi diluida com dgua do

tipo 1 e submetida a sonica¢do durante 2 minutos.

Por fim, o potencial zeta das FeNPs, em diferentes valores de pH, foi determinado
utilizando o equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, Reino Unido). As amostras (25
puL de suspensdo de FeNPs) foram adicionadas a uma solucao de cloreto de sédio (dilui¢dao 1:400
v/v) a 1,00 mmol L' [19]. Finalmente, o pH foi ajustado para diferentes valores (2, 3,4, 5, 6,7, 8,
9, 10 e 11) utilizando solugdes de HCI ou NaOH, ambas a 0,100 mol L' [20].
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2.2.6. Procedimento geral para a oxidacao da o-fenilenodiamina mediada por FeNPs

A reacdo foi conduzida em uma cubeta de quartzo de 1,00 cm de percurso 6tico. Em
seguida, foram adicionados 2,85 mL de solu¢do tampao de citrato (0,100 mol LYa pH 3,00 na
cubeta, seguidos de 200 pL de solu¢do de OPD (10,0 mmol L), 100 uL de peréxido de hidrogénio
30% (v/v) e 250 uL de suspensido de FeNPs (4,165 mmol L!). O volume final total foi de 3,40 mL.
A suspensao de FeNPs foi previamente sonicada durante 5 min. A reagdo foi monitorada durante
35 minutos a temperatura ambiente por espectrofotometria de absor¢io molecular na regido
UV/Vis utilizando o espectrofotometro Evolution Array UV-Visible da Thermo Fisher Scientific

(Waltham, Massachusetts, EUA) [21]

2.2.7. Otimizaciao do método

As condi¢des otimas foram determinadas utilizando o procedimento descrito acima,
variando um parametro de cada vez. Para a avaliacdao do pH, foram preparadas solugdes tampao

citrato (0,100 mol L!) em trés valores de pH diferentes (3,00, 5,00 e 7,00).

Para a avaliacdo da dose de FeNPs, foram preparadas diferentes doses da suspensdo, tais
como 0,0610; 0,122: 0,184: 0,245; 0,306 ¢ 0,368 mmol L', partindo da concentragdo tedrica inicial
de 33,3 mmol L! de ferro.

Para a avaliacdo das concentra¢des de OPD, foram preparadas diferentes concentragcdes

desse composto, tais como 73,5; 147,1; 294,1; 441,2; 588,2 e 735,3 umol L.

2.2.8. Curva analitica do perdxido de hidrogénio

A curva analitica de H>O, foi preparada na faixa de concentracio de 16,8 a
112,6 umol L, utilizando as condi¢des 6timas obtidas da subsecdo 2.6.1, otimizag¢do do método.
Assim, 100 pL de perdxido de hidrogénio 30% (v/v) nas concentragdes de 16,80; 28,04; 39,25;
56,08; 84,1; 112,6 pmol L, seguido de 200 pupL de solugio de OPD
(10,0 mmol L) foram adicionados com 2,85 mL de solugio tampio citrato (0,100 mol L!) em pH
3,00 e 250 uL de suspensdo de FeNPs (4,165 mmol L). A qualidade do modelo de regressdo linear
foi avaliada pelo coeficiente de determinagio (R?) e pelo grifico de residuos. As medi¢des foram
realizadas em triplicata. Os limites de quantificacdo (LLoQ), detec¢dao (LoD) e resolucdo analitica

(AnR) foram determinados de acordo com a Eq. 2.3-2.5.

LoD = 3 - S?D (Eq. 2.3)
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SD

LoQ =10- 5 (Eq. 2.4)

AnR = 3 - % (Eq. 2.5)

Em que SD é o desvio-padrdo do branco, SDr é o desvio-padrao dos residuos e s € a

sensibilidade analitica.

2.2.9. Modelo de Michaelis-Menten

A cinética da reacdo foi avaliada de acordo com o procedimento descrito nas secdes
anteriores, utilizando as concentragdes Otimas encontradas (17,6 pmol L' de FeNPs e
292.2 mmol L' de H»02) e monitorando o sinal em 451 nm durante 35 min. A variagao da
absorbancia ao longo do tempo representa a velocidade aparente da reacdo. Os ensaios foram
efetuados em triplicata. Os parametros cinéticos foram determinados a partir do modelo de

Michaelis-Menten (Eq. 2.6).

_ Vmax-[S]
Vo = Ko 115 (Eq. 2.6)

Em que V) ¢é a velocidade inicial da reagdo inicial, Vi € a velocidade médxima atingida,

K € a constante de Michaelis-Menten e [S] € concentracio de substrato.
2.2.10 Investigacao do mecanismo de reacao

Para propor um possivel mecanismo para a reacao de oxidacao do OPD por H.O2 mediada
por FeNPs, foi realizado um estudo utilizando inibidores de radicais. Foram preparadas diferentes
solucdes de inibidores na concentragio de 80,3 mmol L. Os inibidores avaliados foram o metanol
(inibidor de *OH), etanol (inibidor de *OH), dlcool isopropilico (inibidor de *OH), dlcool #-butilico
(inibidor de "OH) e azida de sédio (inibidor de '0,). As solucdes-estoque dos inibidores foram

preparadas em tampdo citrato (0,100 mol L") em pH 3,00.

A reacio envolveu a adi¢do de 2,85 mL da solucdo contendo o inibidor (80,3 mmol L),
200 pL de solugdo de OPD (10,0 mmol L), 100 pL de peréxido de hidrogénio (381,4 mmol L)
e 250 uL de FeNPs (4,165 mmol L") em uma cubeta. O ensaio foi realizado individualmente para
cada inibidor. A reacdo foi monitorada durante 35 min. Todos os ensaios foram realizados em

duplicata.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A solu¢do aquosa de FeSO4 (0,100 mol L), o extrato aquoso das folhas de Eucalyptus
grandis e a suspensdo de FeNPs sdo mostrados na Figura 2.1. O extrato orginico apresenta uma
coloracdo castanha, enquanto a suspensao de FeNPs apresenta uma cor preta. Esta mudanca de

coloracio pode ser atribuida a redugio de Fe?*a Fe’ [22.23].

Figura 2.1. Imagem de (a) solucdo de sulfato de ferro (0,100 mol L), (b) extrato da planta de E.
grandis e (c) FeNPs (nanoparticulas de ferro) sintetizadas por processo verde utilizando o extrato

da folha de Eucalyptus grandis.

Fonte: Préprio autor.

A formacao das FeNPs foi monitorada por meio do acompanhamento da condutancia e do
potencial redox ao longo da reag¢do, como observado na Figura 2.2. A diminui¢do da condutividade
da solugdo pode ser atribuida & formagio das FeNPs através da reducdo de Fe** a Fe® (Tabela 1).
Além disso, também foram observadas alteracdes no potencial redox, indicando uma diminui¢ao

do estado de oxidagdo dos ions ferro (II) durante a reagcdo (Tabela 2.1).
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Figura 2.2. Monitoramento da condutincia (mS cm™) e do potencial (mV) durante a sintese de
FeNPs (nanoparticulas de ferro) a partir de uma solucdo de sulfato de ferro e do extrato vegetal

de E. grandis.
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 2.1. Condutancia, potencial redox e pH para o extrato aquoso de Eucalyptus grandis,

solucdo de sulfato de ferro e suspensiao de FeNPs.

Amostra Condutéancia Potencial Redox pH

(us cm™) (mV)
Extrato vegetal de E. grandis 766 118 4,95
FeS04 (0,100 mol L) 8640 245 2,37
Suspensdo FeNPs* 4040 220 2,49

*Nanoparticulas de ferro

Tais resultados também estdo de acordo com o diagrama de Pourbaix para o sistema ferro-
agua (Figura 2.3), que mostra que quando ha uma diminui¢do no potencial redox em valores de pH
préximos a 2-3, o ferro é reduzido de Fe** a Fe’ [24, 25]. A descri¢do geral da reducdo dos fons

Fe?* pelo fenol é mostrada na Eq. 7 [17,26].

90



Capitulo 2. Sintese verde FeNPs para uso como peroxidase-like para quantificacdo de H>0:

Figura 2.3. Diagrama de Pourbaix simplificado para o sistema Fe-H,O a 25 °C, [Fe**] = 10" mol

L, [Fe**] = 10° mol L.
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Fonte: Préprio autor.

Além disso, na Equagao 2.7 € mostrado que fons H* sdo liberados no sistema como resultado
da reacdo. No entanto, o pH permanece relativamente constante (2,37-2,49, Tabela 2.1), embora o
extrato vegetal apresente pH de 4,95. Esse fato pode estar ligado ao cardter dcido-base do ion
bissulfato, formado a partir da solu¢do aquosa de FeSO4 (Eq. 2.8), que tem um valor de pKa de
1,987. Isso cria uma regido tampao entre pH 0,98 e 2,98, onde os valores de pH sdo relativamente

estaveis.

OH 0]

Fe?™ + 2 —— R+ 2 + 2H' (Bq.2.7)

HSOj(aq) = Hiag) + SOAZL(_aq) pK, =1,987 (Eq.2.8)

Os resultados do potencial zeta ({) sdo mostrados na Figura 2.4. A carga da superficie ¢ um
indicador importante da estabilidade e da reatividade das nanoparticulas [27,28]. As FeNPs
apresentaram carga negativa ({= -2,15 a -35,2) para todos os valores de pH examinados. Para
manter a estabilidade, as nanoparticulas necessitam de || > 30 mV. Nessa condicdo, as forcas
repulsivas sdo suficientemente grandes para impedir a sua agregacdo [17]. A suspensdo de FeNPs

apresentou um potencial zeta de aproximadamente -35 mV na faixa de pH entre 5 e 10, indicando
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que € provavel que permanecam estdveis nessas condi¢des em relacdo a agregacao. A relagdo entre
o potencial zeta e o pH pode ser explicada pela protonagao/desprotonacao de grupos funcionais

presentes na superficie do material, tais como hidroxila (-OH) e 4cidos carboxilicos (-COOH).

Figura 2.4. Potencial zeta, {, (mV) e condutincia (mS cm!) de FeNPs (nanoparticulas de ferro)
sintetizadas por processo verde utilizando extrato de folhas de Eucalyptus grandis em diferentes

valores de pH.

o
o

[
$ o 80 %0

> 1
2 5
— p)
o 1.5
= \ -
N - .C\E
"6 ' L .i n E I 0 DT
S B T R 2L
@)

—+0.0
2 6 8 10 12
pH

Fonte: Préprio autor.

Os espectros de FTIR obtidos para o extrato vegetal de E. grandis e para as FeNPs sdo
apresentados na Figura 2.5. Ambos os espectros apresentam bandas em comum. A banda em 3270
cm’! pode ser atribuida ao estiramento da ligagio O-H [26]. A banda em 2930 cm™ pode ser
atribuida ao estiramento simétrico e assimétrico de ligagdes C-H de grupos metila e alquila [26.29].
A banda em 1714 cm™ pode ser atribuida ao estiramento C=0 de grupos carbonila derivados de
4cidos carboxilicos [17]. A banda em torno de 1610 cm™ pode ser atribuida ao alongamento C=C
e a vibragdes de tracdo em anéis aromaticos de compostos polifendlicos [26]. A banda em 1446
cm’! estd associada a ligagciio C-H alifitica e a vibragio de alongamento do anel aromatico, atribuida

a compostos fendlicos [26].
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Pela andlise FTIR € possivel observar a presenca de 4cidos carboxilicos e fendis tanto no
extrato de folhas de E. grandis como nas FeNPs. Resultados semelhantes foram observados por
Oliveira et al. (2022) [30]. Os autores sintetizaram nanoparticulas de prata utilizando o extrato de
folhas de E. grandis. O extrato foi caracterizado por FTIR e Cromatografia a Gds acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM), sendo identificado varios compostos organicos, incluindo
acidos carboxilicos, metabdlitos de terpenos e carboidratos. Portanto, pode-se concluir que o
método de extracdo utilizado neste trabalho foi eficiente na extragdo de compostos organicos,

especialmente polifenélicos, que se acredita serem os responsaveis pela reducdo de Fe?* a Fe.

Figura 2.5. Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das FeNPs

(nanoparticulas de ferro) sintetizadas através de um processo verde e do extrato de folhas de

Eucalyptus grandis.
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Fonte: Préprio autor

O difractograma de raios X das FeNPs € apresentado na Figura 2.6. Pode-se observar a
presenca de diferentes estruturas a base de ferro na suspensdo, tais como hematita, goetita,
magnetita e ferro de valéncia zero. O pico em 20 = 45,1° pode ser atribuido ao ferro de valéncia
zero (a-Fe), enquanto os picos em 20 = 18,5° e 20 = 22,2° podem ser atribuidos a goetita (a-FeO).

Os picos em 20 = 23,6° e 20 = 27,3° podem ser atribuidos a hematita (a-Fe304), enquanto o pico
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em 20 = 33,9° pode ser atribuido a magnetita (Fe3O4). Estes resultados também foram observados

por Puiatti e colaboradores (2022) [17].

Figura 2.6. Difratograma de raios X de FeNPs (nanoparticulas de ferro) sintetizadas através de um

processo verde utilizando extrato de folhas de Eucalyptus grandis.
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Fonte: Préprio autor

Pela analise de MEV foi possivel observar a morfologia esférica das FeNPs (Figura 2.7).
As imagens de MET do nanomaterial mostraram que os compostos organicos presentes no material
permitiram a dispersao efetiva das FeNPs (cor mais escura) numa matriz carbonicea (cor cinzenta),
impedindo a sua aglomeracgado (Figura 2.8 (a)). A presenga da matriz carbondcea também confirma
a incorporagdo dos compostos do extrato na estrutura das FeNPs. A imagem de MET também
confirmou a forma esférica das FeNPs, que apresentaram um tamanho médio de (96.4 + 36.8) nm
(Figura 2.8 (b)). A distribuicdo do tamanho também € mostrada na Figura 2.8(b). Resultados
semelhantes foram relatados em outros trabalhos [31,32,33]. A atividade catalitica de um material
€ influenciada pelo seu tamanho. Nanomateriais apresentam uma maior drea de superficie de

contato entre o catalisador e o substrato, resultando em um aumento da atividade catalitica [34,35].
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Figura 2.7. Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de FeNPs (nanoparticulas de

ferro) sintetizadas através de um processo verde utilizando extrato de folhas de E. grandis
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Fonte: Préprio autor.

Figura 2.8. Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) de FeNPs (nanoparticulas de ferro)
sintetizadas através de um processo verde utilizando extrato de folhas de Eucalyptus grandis (a)

FeNPs estabilizadas pela matriz organica. (b) Tamanho das FeNPs.

Fonte: Préprio autor.

O tamanho hidrodindmico do material medido por DLS foi de aproximadamente 200 nm
(Figura 2.9). E importante notar que o tamanho hidrodinimico difere do tamanho real do material.

Isso ocorre porque o DLS estd relacionado a distribui¢do do tamanho hidrodinamico de pequenas

95



Capitulo 2. Sintese verde FeNPs para uso como peroxidase-like para quantificacdo de H>0:

particulas, que engloba tanto o tamanho do nicleo (FeNPs), assim como as moléculas envolvidas
na sua estabilizacdo. Resultados semelhantes foram obtidos por Al-Karagoly et al. (2022), que
sintetizaram nanoparticulas de 6xido de ferro utilizando o extrato de sementes de Nigella sativa

[36].

Figura 2.9. Espalhamento de luz dinamico de FeNPs (nanoparticulas de ferro) sintetizadas através

de um processo verde usando extrato de folhas de Eucalyptus grandis.
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Fonte: Proprio autor.

O resultado de EDS para as FeNPs (Figura 2.10) mostra que o material é composto
principalmente por carbono (59,6%), devido aos estabilizadores fitoquimicos, seguido de oxigénio
(34,2%) e ferro (6,2%). Observa-se a presenca de cobre, que pode ser atribuida ao suporte da

amostra.
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Figura 2.10. Espectro de raios X por dispersdao de energia de FeNPs (nanoparticulas de ferro)

sintetizadas através de um processo verde utilizando extrato de folhas de Eucalyptus grandis.
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Fonte: Proprio autor.

Os resultados de andlise termogravimétrica sao apresentados na Figura 2.11. Podem ser
observados trés eventos térmicos distintos. Regido 1 (30 - 220 °C), que pode ser atribuida a

presenca de dgua; Regido II (220 - 473 °C) e Regido III (473 - 900 °C), ambas atribuidas

o

decomposicdo de compostos organicos. Estes resultados assemelham-se muito aos obtidos por
Carvalho e Carvalho (2017), que sintetizaram nanoparticulas de ferro utilizando extrato de cha de
Camellia sinensis [37]. Pode-se observar que a massa residual foi de aproximadamente 30%,

atribuida a FeNPs, o que esta de acordo com os resultados obtidos por EDS.
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Figura 2.11. Curvas TGA (andlise termogravimétrica) - DTA (andlise térmica diferencial) de
FeNPs (nanoparticulas de ferro) sintetizadas através de um processo verde utilizando extrato de

folhas de Eucalyptus grandis.
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Fonte: Préprio autor.

2.3.1 Aplicaciao de FeNPs como catalisador do tipo peroxidase
2.3.1.1 Otimizacao das condicoes reacionais

O efeito do pH na oxidacdo do OPD foi avaliado, sendo investigado os valores de pH 3,00,
5,00 e 7,00 (Figuras 2.12). Pode-se observar um aumento da absorbancia em A=451 nm, devido a
formacgao de DAP. A reagdo ocorreu de forma mais eficiente em pH 3,00, como pode ser observado.
A peroxidase de rdbano é comummente utilizada em ensaios analiticos, mas € sensivel em pH
inferior a 3,5. Sendo assim, o uso do sistema OPD mediado por FeNPs € promissor, pois amplia a
faixa de pH do sistema quando comparado a enzima [38]. O sistema atingiu o equilibrio em ~30
min (inserto da Figura 2.12(a)). Ao longo do trabalho foram sintetizados diferentes lotes de

nanoparticulas de ferro (FeNPs), obtendo-se o0 mesmo comportamento.
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Figura 2.12. Espectros UV/Vis da oxidacdo da o-fenilenodiamina mediada por FeNPs
(nanoparticulas de ferro). Condi¢des experimentais: 200 uL. de solu¢do de OPD 200 pL de solugdo
de OPD (10,0 mmol L), 100 uL de H202 30% (v/v), 2,85 mL de tampdo citrato, 250 uL de
suspensio de FeNPs (4,165 mmol L™). Inser¢do: Absorbancia em func¢do do tempo em A=451 nm.

(a) pH 3,00, (b) pH 5,00 e (c) pH 7,00.
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Fonte: Préprio autor.

A dose de FeNPs também foi avaliada (Fig. 2.13(a)), sendo observado melhores resultados
com o aumento da dose do catalisador. Isto ocorre devido ao aumento dos sitios ativos disponiveis
para reagir com a OPD. A dose de catalisador escolhida foi de 0,306 mmolL! devido aos maiores
valores de absorbancia obtidos a 451 nm. Nao foram observadas alteracdes significativas de
absorbancia acima deste valor, o que pode ser atribuido a aglomeracdo das nanoparticulas, podendo

estar associado a um contato reduzido com o substrato.

A concentracdo de OPD também foi avaliada (Fig. 2.13(b)). O modelo de Michaelis-
Menten foi ajustado aos dados experimentais. A qualidade do modelo foi avaliada pelo coeficiente
de correlagio (R?), que foi superior a 0,9. A velocidade maxima (Vmax) € a constante de Michaelis
(Km) foram determinadas como sendo 2,0 x 10° mol L' s' e 307 umol L, respetivamente. Quanto
mais elevado for o valor de Viax, maior serd a atividade do catalisador. Por outro lado, quanto mais
baixo for o Km, maior sera a afinidade de ligacdo do substrato ao catalisador [39,40]. As constantes
encontradas neste trabalho foram comparadas a outros nanomateriais e a peroxidase de rabano,

como mostra na Tabela 2.2.
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Figura 2.13. (a) Influéncia da dose de FeNPs (nanoparticulas de ferro) na oxidag¢do da o-
fenilenodiamina para formar 2,3-diaminofenazina (cor amarela) com monitorizagdo no
comprimento de onda de 451 nm. (b) Modelo de Michaelis-Menten. Condicdes:100 uLL de H>O»
30% (v/v), 2,85 mL de tampao citrato; 250 uL de suspensao de FeNPs (4,165 mmol L DR Tempo
de reagdo: 35 min, Vimax = 2:10°mol L' s!, Km = 307 pmol L~ I
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Fonte: Préprio autor.
Tabela 2.2. Constante de Michaelis aparente (Km) e velocidade mixima (Vmax) obtidas para

diferentes nanomateriais semelhantes a peroxidase, utilizando a o-fenilenodiamina como substrato

e considerando a peroxidase de rabano.

Km * Vmax

talisad Ref.
Catalisador (umol L) (mol L s) e
P i Ra
Peroxidase eroxidase doRdbano — Jo) L 500 65415% 100 [41]
(pH 6.0)
FeNPs (pH 3,0) 307 2,00 x 1076 Este
P2 ’ Trabalho
CS-nFs 143 1,01 x 10°° [42]
Fe3zO4 NPs/MIL-53(Al) 181 8.10 x 1077 [43]
N eriai (pH 6,5)
anomateriais
-CDs + Fe> (pH
Peroxidase-like Cu-C 780) e @ 644 4,96 x 1078 [44]
gNPs@ Fe3;04 (pH 7.4) 2910 ; [45]
MnFe;04 (pH 7,0) 27500 1,04 x 1077 [46]
MnCo204 mesoporoso 5
272000 1,00 x 10 47
(pH 7,0) ) 7]

*Todas as reagdes foram realizadas a temperatura ambiente. FeNPs: nanoparticulas de ferro; CS-nFs: nanoflocos de CoSe,; Fe;04 NPs/MIL-53(Al):
nanoparticulas de Fe;0, magnéticas baseadas em centro metélico de aluminio contendo estrutura organica metdlica; Cu-CDs + Fe?*: pontos quinticos
de carbono com Cu* + Fe*; gNPs@Fe;04: nanoestruturas core-shell de magnetita-prata; MnFe,O4: nanoparticulas de MnFe;O4; MnCo,0;4
mesoporoso: 6xido metdlico misto de manganés e cobalto mesoporosa.
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Como mostrado na Tabela 2.2, o valor de K, aparente obtido pelas FeNPs foi comparavel
a outros trabalhos. E importante ressaltar que o resultado obtido é praticamente a metade do valor
de K, da peroxidase do rdbano, que € disponivel comercialmente. Este resultado indica uma alta
afinidade do catalisador com o substrato OPD. Além disso, as FeNPs também apresentaram um
elevado valor de Vmax aparente quando comparado a outros trabalhos, apenas inferior ao da

peroxidase do rdbano, indicando um excelente desempenho catalitico.

Foram realizados ensaios controle, sendo a reacdo conduzida com e sem a suspensdo de
FeNPs. Os resultados sao mostrados na Figura 2.14. Pode-se observar que sem as FeNPs, ap6s 30
min, a banda de absor¢cao em 451 nm, devido a coloragdo amarela caracteristica do DAP, ndo se

formou. Portanto, pode-se concluir que o catalisador é importante no processo.

Figura 2.14. Espectros UV/Vis da oxida¢do da o-fenilenodiamina sem e com FeNPs (4,165 mmol
L. Condic¢des: 200 uL de solu¢ido de OPD (10,0 mmol L), 100 uL de H202 30% (v/v), 2,85 mL
de tampdo citrato, 250 uL de suspensdo de FeNPs (4,165 mmol L!).

Figura 2.14. Espectros UV/Vis da oxidac¢do da o-fenilenodiamina sem e com FeNPs (4,165 mmol
L. Condigdes: 200 uL de solugdo de OPD (10,0 mmol L), 100 uL de H202 30% (v/v), 2,85 mL
de tampdo citrato, 250 pL de suspensio de FeNPs (4,165 mmol L).
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Fonte: Préprio autor.
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2.3.1.2. Desenvolvimento do método de quantificacao de H202

Com base nos parametros otimizados, o sistema foi utilizado para a deteccdo e
quantificacao de H>O; em sistema aquoso. Para isso, foi construida uma curva analitica variando a

concentracdo de H>Oz, e os resultados s@o mostrados na Figura 2.15(a).

Figura 2.15. (a) Curva analitica para determinacdo de H»O; obtida a partir da oxidagdo de o-
fenilenodiamina mediada por FeNPs (nanoparticulas de ferro) sintetizadas através de um processo
verde utilizando extrato de folhas de Eucalyptus grandis; (b) Gréfico de residuos da curva analitica

para a determinagdo de H2O, (18,3 a 112,6 umol L™).
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Fonte: Préprio autor.

O modelo de regressao linear se ajustou satisfatoriamente aos dados experimentais, com
um valor R? de 0,9914. Além disso, a partir do gréfico dos residuos (Fig. 2.15(b)), é possivel
observar que os residuos estdo aleatoriamente distribuidos ao redor de zero. O limite de detec¢ao

(LoD), o limite de quantificacdo (LoQ) e a resolucdo analitica (AnR) sdo também apresentados na

Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Parametros obtidos para a quantificacio de H»O, a partir da oxidagcdo de o-
fenilenodiamina mediada pelo método das FeNPs (nanoparticulas de ferro).

LoD*/ LoQ°/ AnR®/
Curva Analitica
umol L! umol L! umol L!
A =-0.02754 £ 0.529 + (0.0029 £ 0.00103) x [H203] 5,48 18,3 0,0300

‘LoD: limite de detecdo; "LoQ: limite de quantifica¢io; “AnR: resolu¢io analitica.

Os parametros determinados foram comparados com outros trabalhos da literatura,

incluindo nanomateriais sintetizados via processo verde para a deteccdo de perdxidos, como

102



Capitulo 2. Sintese verde FeNPs para uso como peroxidase-like para quantificacdo de H>0:

mostrado na Tabela 2.4. Pelo que temos conhecimento, esta é a primeira vez que as FeNPs
produzidas por um extrato de planta sdo utilizadas em uma reacdo do tipo peroxidase. Pode-se
observar que os resultados obtidos neste trabalho sdo compardveis aos da literatura existente. Trata-
se, portanto, de um material promissor, uma vez que o ferro € barato, facilmente disponivel, sendo
considerado ndo toéxico. Estas descobertas abrem caminho para o desenvolvimento de novas

estratégias para a sintese de FeNPs verdes mais sensiveis.

Tabela 2.4. Comparagdo de diferentes nanomateriais miméticos da peroxidase para a detecc¢io de

H>0>, com 0 método OPD mediado por FeNPs

Material Faixa Linear de trabalho LoD* Referéncia
(umol L) (umol L1)

Fe-NPs 18,3-112,6 5,48 Este trabalho
CosN@NC 1-100 0,032 [46]
S10,@Ti0./PDI-OH 0,2-40 0,0760 [47]
h-Fe;O04@ppy 0,2 -100 0,18 [48]
Cu. CI-CDs 1 - 600 0,35 [40]
Fe/FeS2@C 2 —1000 0,42 [49]
SDBS-Cu-CuFe;O4sNPs 1,5-60 0,49 [50]
Ir NPs 1-100 0,53 [51]
FeS@CNs 5-250 0,78 [52]
FeS> NPs 2-200 0,91 [53]
MoS,@MgFe;O 2,5-300 1,00 [54]
N-GQDs 20-1170 5.3 [55]
FePt-Au HNPs 20-700 12,3 [56]
M-CQDs 20 -200 15 [57]
FesSs 0,5-150 24,7 [58]
Pt/NiCo-LDH NCs 10.000 — 90.000 760 [59]

*LoD: limite de detecdo; FeNPs: nanoparticulas de ferro; CosN@NC: Co4N a base de carbono oco poroso dopado com N; SiO,@TiO,/PDI-OH:
nanoesferas SiO,@TiO, em forma de gema; h-Fe;O,@ppy: nanocompdsito terndrio magnético hemina-Fe;O4@polipirrol; Cu. C1-CDs: pontos de
carbono dopados com Cu e CI; Fe/FeS,@C: nanoparticulas de Fe/FeS2@C com nucleo de casca; SDBS-Cu-CuFe,O4NPs: superficie de Cu-
CuFe204 modificada por dodecil benzeno sulfonato de sédio (SDBS); Ir NPs: nanoparticulas de iridio; FeS@CNs: Nanoparticulas de FeS
incorporadas em nanofolhas de carbono 2D; FeS2 NPs: nanoparticulas de FeS,; MoS,@MgFe,O: nanocompdsito de MgFe,O, decorado com MoS,
em forma de flor; N-GQDs: pontos quanticos de grafeno dopados com azoto; FePt-Au HNPs: Nanoparticulas metdlicas ternarias FePt-Au; M-CQDs:
Pontos quanticos de carbono fluorescente derivados de sementes de mostarda; Fe;Sg: Nanofios de Fe;Ss modelados a partir de nanofios hibridos de

[Fe16S20]/Dietilenotriamina; NCs de Pt/NiCo-LDH: Pt depositada sobre hidréxido duplo em camadas de NiCo.

103



Capitulo 2. Sintese verde FeNPs para uso como peroxidase-like para quantificacdo de H20:

2.4. Mecanismo reacional

As peroxidases sdo proteinas heme, que normalmente apresentam a protoporfirina IX como
grupo prostético. No caso da peroxidase do rdbano, por exemplo, 0 mecanismo catalitico envolve
a interagio do H20> com o nicleo de Fe**, a formagio de estados de ferro altamente oxidados
(Fe*) e a producio de um niicleo de Fe?* ligado ao oxigénio [60]. Para compreender o mecanismo
de oxidacdo da OPD catalisada pelas FeNPs sintetizadas, foram realizados ensaios na presenca e
auséncia de inibidores de radicais. O metanol, o etanol, o dlcool #-butilico e o dlcool isopropilico
foram utilizados para inibir os radicais “OH, enquanto a azida de sédio foi utilizada para avaliar a
inibicdo do oxigénio singleto ('0,) [61-63]. Os resultados sdo apresentados na Figura 2.16. Pode-
se observar um menor valor de absorbancia a 451 nm na presenca de metanol, quando comparado
aos demais inibidores. A ordem de inibicdo foi a seguinte: metanol (71,1%) ~ etanol (63,7%) >
alcool isopropilico (39,2%) > azida de sédio (28,4%) > élcool t-butilico (10,9%). Portanto, pode-

se concluir que os radicais "OH sdo as principais espécies responsaveis pela reacdo.

Figura 2.16. (a) Espectros UV/Vis e (b) Porcentagem de inibi¢do da oxidacdo de o-
fenilenodiamina mediada por FeNPs (nanoparticulas de ferro) sintetizadas através de um processo
verde utilizando extrato de folhas de Eucalyptus grandis. (*) sem inibidor; na presenc¢a de inibidor
a 80,3 mmol L' (=) metanol; (=) etanol; (=) dlcool isopropilico; (®) alcool t-butilico; (*) azida de
s6dio. Condicdes: 200 uL de solugdo de OPD (10,0 mmol L), 100 uL de H>0> (11,22 mmol L),
2,85 mL de tampdo citrato contendo o inibidor, 250 uL de suspensido de FeNPs (4,165 mmol L)
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Fonte: Préprio autor.

Como mencionado anteriormente, a composi¢do das FeNPs apresenta fases de hematita,

goetita, magnetita e ferro de valéncia zero. Com base nestes resultados, na Figura 2.17 €
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apresentada uma proposta de mecanismo para a reagdo, baseada no trabalho de Guan et al. [64].
De acordo com este mecanismo, as moléculas de H>O, adsorvem-se a superficie das FeNPs,
seguindo-se da ativacdo e clivagem homolitica da ligacdo de peréxido, gerando radicais "OH. As
etapas subsequentes tracam um caminho geral para as reacdes radicalares em cadeia. Estas etapas
podem envolver a abstragdo de hidrogénio por radicais ‘OH, o acoplamento oxidativo das

moléculas e reacdes de eliminacao.

Figura 2.17. Mecanismo proposto para a oxidacdo catalitica de OPD na presenca de H202
mediada por FeNPs sintetizadas a partir de extrato de folhas de Eucalyptus grandis. (i) adsor¢ao
de H>O» no catalisador; (ii) equilibrio 4cido-base de OPD em solucdo aquosa; (iii) abstragdo de

hidrogénio; (iv) acoplamento oxidativo, seguido de prototropismo e eliminacdo para formar DAP.
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2.5. Conclusao

O extrato de Eucalyptus grandis foi utilizado como agente redutor para a sintese de FeNPs,
além de estabilizé-las, de uma forma simples, bio-inspirada e amiga do ambiente. As andlises FTIR,
MEV, MET e EDS confirmaram a formag¢ao das nanoparticulas, bem como a incorporagdo dos
compostos presentes no extrato na sua estrutura. As FeNPs foram entdo aplicadas como
catalisadores na oxidacdo de o-fenilenodiamina por H>O,. Foi possivel desenvolver um método
espetrofotométrico fécil e eficaz para a determinagao de H>O» que apresentou limites de detec¢ao
e quantificacdo comparaveis aos da literatura. As FeNPs sintetizadas apresentaram atividade
semelhante a peroxidase, sendo mais baratas e faceis de produzir em compara¢ao com as enzimas

naturais.
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3.1. INTRODUCAO

A utilizacdo de H>O: na industria de lacticinios estd associada a processos de esterilizacao
durante a mistura, transporte e embalagem, e como agente antimicrobiano, sendo a sua utiliza¢ao
proibida em varios paises devido aos seus efeitos toxicos [1]. Além de alterar a composi¢do quimica
e de diminuir os niveis das vitaminas E e A, apresenta riscos para a saide, particularmente para os
consumidores imunocomprometidos [2,3]. Altas concentracdes de peréxido de hidrogénio sdo
utilizadas para eliminar os agentes patogénicos do leite [2,4]. No Brasil, esse tipo de adulterante é
proibido, e a determinacdo de H>O> na industria de laticinios é geralmente feita por métodos
qualitativos, como o uso de guaiacol ou 6xido de vanadio. Esses métodos sdo empregados apenas
para confirmar a presenga ou auséncia de peroxido de hidrogénio no leite [5]. Os altos limites de
quantificacdo desses métodos podem conduzir a resultados falso-positivos. Diante do exposto, faz-
se necessdrio o desenvolvimento de métodos sensiveis para a deteccao e quantificagdo de H2O2 no

leite.

Virios métodos para a deteccdo de H2O2 no leite s@o descritos na literatura, incluindo
técnicas como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) [4], fluorometria [6],
colorimetria [7,8], amperometria [9,10], Espectroscopia Raman amplificada por superficie [11],
quimiluminescéncia [2], entre outras. Tipicamente, estes métodos sao dispendiosos e demorados,
exigindo pessoal especializado e técnicas complexas de preparagao de amostras [4]. Por outro lado,

existem métodos que empregam solventes e reagentes toxicos.

Métodos alternativos envolvem sensores opticos e biossensores baseados em técnicas como
a fluorimetria e a colorimetria [12,13]. Estes métodos destacam a utilizacdo de nanoparticulas com
propriedades fisicas e quimicas interessantes, como as nanoparticulas formadas por metais de
transi¢ao. O ferro tem carateristicas interessantes, como a elevada reatividade e a capacidade de
doar elétrons. Métodos para a determinacdo de peréxido envolvem sensores colorimétricos que
utilizam miméticos de enzimas, tais como os nanomateriais MoS; @CoTiO3, FePt-Au metalicos
terndrios e nanozimas Mn3O4-Au [7,8,11]. Vasconcelos e colaboradores (2023) desenvolveram
uma sonda portatil que se baseia na interacdo entre o H2O2 € o luminol [2]. Embora os autores
afirmem que esta técnica é mais econdmica do que os métodos convencionais, apresenta algumas
limitagdes, tais como a possibilidade de saturacdo do sistema durante uma utilizacdo prolongada,

0 que a torna dispendiosa a longo prazo.
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Um método interessante para quantificar o H>O» envolve a sua reducao através da oxidacao
de um substrato utilizando um catalisador para produzir uma substancia colorida facilmente
detectavel [14]. Estes catalisadores podem ser enzimas naturais, como as peroxidases, ou
nanomateriais sintetizados como miméticos de enzimas [15]. As enzimas naturais revelam-se
instaveis a temperaturas elevadas e a mudancgas bruscas de pH, além de serem dispendiosas em sua
producdo, aquisicdo e purificacdo [14]. Como resultado, os materiais miméticos de enzimas
tornaram-se uma alternativa vidvel porque sdo menos dispendiosos e mais estdveis [14]. Estas
nanoenzimas podem ser sintetizadas empregando extratos de plantas como agentes redutores e

estabilizadores, seguindo os principios da quimica verde [16].

A quimica verde baseia-se no principio de que a invencdo, o desenvolvimento e a aplicacdo
de produtos e processos quimicos devem reduzir ou eliminar a utilizacdo e a producdo de
substancias perigosas. Uma forma de avaliar se um método analitico se baseia nos principios da
quimica verde é avaliar os protocolos analiticos numa escala ecoldgica. A base para o conceito de
uma escala analitica ecoldgica ideal € 100. Para cada um dos parametros do procedimento analitico
(quantidade de reagentes, perigos, energia e residuos), sdo atribuidos pontos de penalizacdo (PP)
se este se desviar da andlise ecoldgica ideal. Para valores superiores a 75%, o método apresenta
uma andlise ecoldgica excelente, entre 50% e 75% tem uma anélise ecoldgica aceitdvel e menos de

50% ¢ considerado um método ecoldgico inadequado [17].

A utilizagdo de extratos de plantas para a producdo de nanomateriais tem merecido uma
atencdo crescente devido a sua seguranca, facilidade de manuseio, relacdo custo-beneficio,
utilizacdo de solventes ndo toxicos, como a dgua, e por serem ambientalmente amigdveis [18]. Os
fitoquimicos presentes nestes extratos, como os flavondides e os terpendides, possuem grupos
carboxilicos e hidroxilicos que podem reduzir os ifons metalicos, criando nanoparticulas [16].
Existem muitos estudos que utilizam nanoparticulas de ferro sintetizadas a partir de extratos de
plantas. A sintese envolve o uso desses extratos na presenca de sais precursores de ferro, que sao

reduzidos, causando uma mudanca de cor [16].

As nanoenzimas sintetizadas a partir de extratos de plantas podem ser utilizadas como
catalisadores do tipo peroxidase em reacdes de detecgdo do peroxido de hidrogénio. A o-
fenilenodiamina (OPD) € uma opc¢do interessante para a deteccdo de peréxido de hidrogénio. A
oxidacdo da OPD ocorre na presenca de H>O; para formar a 2,3-diaminofenazinano (DAP) (Eq.
2.2 do capitulo 2), de coloracdo amarela [19,20]. No entanto, esta reacdo tende a ser lenta e

necessita de um catalisador [19], como os nanomateriais miméticos da peroxidase [21]. Até onde
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sabemos, sdo escassas pesquisas que explorem a utilizacdo de nanoparticulas de ferro derivadas de
um extrato de planta, especificamente folhas de Eucalyptus grandis, como um material mimético
da peroxidase na oxidagio da OPD para deteccdo de peréxido de hidrogénio no leite. E importante
destacar o emprego do extrato vegetal proveniente das folhas de Eucalyptus grandis devido a sua

abundancia e substancial valor comercial no Brasil.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento e validagao de
um método espectrofotométrico para a deteccdo e quantificacdo do peréxido de hidrogénio em
leite, baseado na reacdo de oxidacdo da o-fenilenodiamina, utilizando uma suspensao de
nanoparticulas de ferro (FeNPs) sintetizadas por um processo verde e aplicadas como catalisador
do tipo peroxidase. Além disso, este trabalho visa propor novas vias sintéticas para produzir FeNPs,
que podem imitar peroxidases para detectar o peroxido de hidrogénio em matrizes complexas,
como o leite, e potencialmente em outros contextos semelhantes. A intencao € utilizar ferramentas
analiticas simples como a espetroscopia UV-Vis, que pode ser adaptada para utilizagdo com
colorimetros. O objetivo é desenvolver uma metodologia simples com uma preparacdo de amostras

facil que garanta resultados quantitativos precisos.
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3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1 Padroes e reagentes

Neste trabalho foram utilizados reagentes grau analitico. O dcido citrico (99,5%), o
hidréxido de sédio (99,67%) e o etanol (96,24%) foram adquiridos da Neon. o-Fenilenodiamina
(OPD) (98%) foi adquirido da Merck. O acido cloridrico (37% v/v), o peréxido de hidrogénio (30%
v/v) e o dcido acético glacial (99,7%) foram adquiridos da Alfhatec. O sulfato de ferro (II) hepta-
hidratado (99-101%) foi adquirido da Quimica Moderna. O &4cido nitrico (65%) foi adquirido da
Synth. O 6xido de vanadio V (99,8%) foi adquirido da Vetec. O 4cido sulfirico (96%) foi adquirido
da Impex. O guaiacol 1% (v/v) foi adquirido da Cap-Lap.

Todas as solu¢des aquosas foram preparadas com agua do tipo 1 obtida do sistema Milli-Q

(Millipore Corporation) e armazenadas sob refrigeracao (4 °C).

3.2.2 Sintese e caracterizacao das nanoparticulas de ferro FeNPs

A sintese e grande parte das caracterizacdes das FeNPs foram descritas e discutidas nos

itens 2.2.2 a 2.2.5 e item 2.3. do capitulo 2 [22,23].

As 1sotérmicas de adsorcdo/dessor¢ao de nitrogénio foram obtidas da Anton Paar NOVA
600 BET, utilizando um desgaseificador a vicuo a uma temperatura de 80°C durante 5 horas. A
area de superficie BET foi determinada utilizando o MultiPoint BET. A distribui¢do do tamanho e
do volume dos poros foi obtida a partir do modelo matematico BJH. A suspensdo de nanoparticulas

foi seca em estufa a 60 °C durante 12 horas.

3.2.3 Obtencao das amostras de leite

As amostras de leite, incluindo leite UHT (Ultra High Temperature) integral, desnatado e
semidesnatado, bem como leite integral pasteurizado tipo A, foram adquiridas em mercados locais
do municipio de Vigosa, Minas Gerais, Brasil. Essas amostras foram armazenadas sob refrigeracao

(~4 °C) e utilizadas em até dois dias ap0s a abertura do frasco.
3.2.4 Método geral de preparaciao da amostra

Em tubo Falcon de 15 mL, foram adicionados 100 uL de 4cido nitrico concentrado a uma
amostra de leite UHT integral com peréxido de hidrogénio, resultando em um volume final de
1000 pL. O sistema foi agitado em vortex durante 30 segundos e depois centrifugado a 4000 rpm

durante 5 minutos. Apds a centrifugacdo, foram recolhidos 100 pL. do sobrenadante (soro) e
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introduzidos na reagcdo de oxidacdo da o-fenilenodiamina. Apds 45 minutos, foi centrifugado a
4000 rpm durante 2 minutos para sedimentar as FeNPs. O esquema geral da preparagcdao da amostra

¢ apresentado na Figura 3.1.

Figura 3.1. 1: Adi¢do de 4cido nitrico concentrado sob uma solu¢do de leite contendo H>0O»,
volume final = 1000 puL; 2: Adicdo em vortex durante 2 min; 3: centrifugacdo a 4000 rpm em 5
min; 4: coleta de 100 uL do sobrenadante (soro); 5: Aplicacdo na reacao de oxidacao da OPD; 6:

centrifugacdo a 4000 rpm em 2 min para sedimentacdo das FeNPs.

Fonte: Préprio autor.
3.2.5 Avaliacao do precipitante das proteinas do leite

Foram avaliados diferentes agentes precipitantes para as proteinas do leite, incluindo (1)
acido cloridrico, (2) acido nitrico, (3) acido sulfirico, (4) acido acético e (5) acido tricloroacético.
Para cada agente precipitante, foram avaliadas trés concentragdes diferentes, tais como concentrado
(sem diluicdo), 30% (v/v) e 50% (v/v). As solugdes foram preparadas diluindo-se cada uma delas

em frascos de 5,00 mL com agua tipo 1.

Em um tubo Falcon de 15 mL, uma amostra de leite integral UHT (850 pL) foi fortificada
com 50 pL de peréxido de hidrogénio (76,27 mmol L'). Subsequentemente, 100 uL do agente
precipitante foram introduzidos ao sistema, resultando em um volume final de 1000 pL. A
concentracao de H>O» resultante foi de 3,81 mmol L. O sistema foi agitado em vortex durante 30
segundos e depois centrifugado a 4000 rpm durante 5 minutos. Apds a centrifugacdo, os tubos
foram examinados visualmente para avaliar o melhor desempenho dos agentes precipitantes,
avaliando-se o aspecto do sobrenadante. No caso dos dcidos que deram origem a um soro limpido,
foram recolhidos 100 uL do sobrenadante (soro) e introduzidos na reacdo de oxidacdo da o-

fenilenodiamina, com uma concentracio final de HO» de 112,16 umol L.
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3.2.6 Quantificacao de H20:2 no leite utilizando o-fenilenodiamina

A reacdo foi realizada em tubos Falcon de 15 mL, utilizando os parametros otimizados no
trabalho descrito no Capitulo 2 desta tese, com algumas modifica¢des [22]. Primeiramente, 100 uL.
do soro de leite fortificado com H20O2 na concentracido desejada foram introduzidos em um tubo
Falcon de 15 mL. Apés isso, foram adicionados 200 uL de solu¢do de OPD (10,0 mmol L),
2,85 mL de solugdo tampdo de citrato em pH 3 (0,100 mol L) e 250 pL de suspensdo de FeNPs
(4,162 mmol L). O volume final atingiu um total de 3,40 mL. A suspensdo de FeNPs foi pré-
sonicada durante 5 minutos. O sistema foi deixado em repouso durante 45 minutos a temperatura
ambiente para o desenvolvimento da cor. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 4000
rpm durante 2 minutos e analisadas por espectrofotometria de absorcio molecular na regido
UV/Vis utilizando um espectrofotometro Evolution Array UV-Vis da Thermo Fisher Scientific

(Waltham, Massachusetts, EUA).

Um ensaio controle foi realizado para verificar se os componentes do soro poderiam gerar
uma cor amarela, levando potencialmente a um resultado falso-positivo. Assim, foram realizados
dois ensaios separados: (1) 100 uL de soro de leite, sem H202; 250 uL de suspensdo de FeNPs
(4,165 mmol L1); 200 uL de OPD (10,0 mmol L) e 2,85 mL de tampdo citrato (pH 3); (2)
contendo todos os componentes mencionados no ensaio (1), com a adicdo de H»O, a uma

concentracdo de 112 umol L.

3.2.7 Validacao do método

O método foi validado de acordo com o protocolo de validacao ICH (International Council
for Harmonisation) [24]. Os parametros avaliados foram a linearidade, a seletividade, a
sensibilidade, faixa linear de trabalho, o limite de deteccdo, o limite de quantificacdo, a exatidao,

a repetibilidade e a precisdo intermedidria.

A seletividade foi avaliada utilizando o efeito de matriz. Foram construidas duas curvas
analiticas, uma em soro de leite proveniente de uma amostra de leite integral UHT e a outra em
agua de tipo 1. O soro de leite foi obtido utilizando 4cido nitrico concentrado como agente
precipitante para as proteinas do leite, seguindo o procedimento descrito acima (se¢do 2.5). Foram
preparadas solucdes padrdo de perdxido de hidrogénio nas concentracdes de 8,97 e 112,16 umol
L. Em seguida, 100 uL de cada uma destas solucdes padrio foram adicionados 2 reacdio de
oxida¢do da o-fenilenodiamina, como descrito anteriormente (se¢do 2.6). O efeito de matriz foi

avaliado comparando as inclinacdes das duas curvas analiticas mencionadas anteriormente.

119



Capitulo 3. Método para determinacdo de H:0:em leite baseada na reacao OPD mediada por FeNPs

Inicialmente, foi utilizado o teste F (Eq. 3.1) para avaliar a homocedasticidade da variancia
dos dados a um nivel de confianca de 95%. A hipétese nula (Fealculado < Frabelado) postula que os
dados apresentam homocedasticidade, enquanto (Fealcutado > Frabelado) sugere heterocedasticidade

nos dados.

2
F = sendoF>1 (Eq. 3.1)
2
Se as variancias forem iguais, o teste #- Student pode ser aplicado (Eq. 3.2).

t = |5pure_55pike| (Eq 32)
(Srzned)

Entende-se que S € a raiz quadrada da variancia conjunta, calculada de acordo com a Eq.

3.3.
|5 ure_sspike|
sz 4 = e Eq. 3.3
med (n1+n2—2) ( q )
Em que n; e n2 é o nimero de réplicas utilizando o solvente puro e com a matriz (soro),
respectivamente.

A qualidade do modelo de regressao linear foi avaliada pelo coeficiente de determinacao
(R?) e pelo gréfico dos residuos. A curva foi efetuada em triplicata. O limite de detec¢do (LOD), o
limite de quantificagdo (LOQ) e a resolucdo analitica (AnR) [25] foram determinados de acordo

com as Eqs. 3.4-3.6.

SD
SD

SDr
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Em que SD € o desvio-padriao do branco, s é a sensibilidade analitica e SDr € o desvio-

padrdo dos residuos.

Nos ensaios de recuperagdo, as amostras de leite integral foram fortificadas com peréxido
em trés concentracdes: 44,86, 78,51 e 112,16 umol L. Para tal, 20, 35 e 50 uL, respetivamente,
de uma solugio estoque (76,27 mmol L) foram adicionados ao leite integral em tubos Falcon de
15 mL e agitadas em voértex durante 30 segundos. Na sequéncia, 100 pL de &4cido nitrico
concentrado foram adicionados ao sistema. Foram utilizados diferentes volumes de leite (880, 865
e 850 uL) para obter as concentracdes de 44,86, 78,51 e 112,16 umol L', respetivamente,
ajustando-se o volume final em 1000 pL. O sistema foi novamente agitado em vortex durante 30
segundos e centrifugado a 4000 rpm durante 5 minutos. Finalmente, foram recolhidos 100 uL do
sobrenadante (soro) de cada uma destas solucdes e aplicados na reacdo de oxidacdo da o-

fenilenodiamina. A recuperacdo foi determinada de acordo com a Eq. 3.7.

Concentragio Obtida

Recuperacao (%) = X 100 % (Eq.3.7)

Concentracgio Teérica

A precisdao do método foi avaliada utilizando os parametros de repetibilidade e precisao
intermédia. A repetibilidade foi avaliada nos niveis de 44,86, 78,51 e 112,16 umol L' com seis
réplicas (n = 6) para cada concentracdo, todas realizadas no mesmo dia. A precisdo intermedidria
foi avaliada aos mesmos niveis em trés dias ndo consecutivos, resultando em 18 réplicas por nivel
(n=18). A precisao pode ser expressa pelo coeficiente de variagdo de acordo com a Eq. 3.8.

CV = -x 100 (Eq.3.8)

Xl w»n

3.2.8 Comparacio do método proposto com outros tipos de leite

O método proposto para o leite integral UHT foi aplicado a outros tipos de leite. Foram
construidas curvas no soro para leite semidesnatado UHT, leite desnatado UHT e leite integral
pasteurizado tipo A, utilizando os mesmos niveis de concentracdo aplicados na curva do leite
integral UHT, variando de 8,97 a 112,16 umol L. Em seguida, foram recolhidos 100 uL de cada
uma dessas solugdes e utilizados na reacao de oxidagdo da o-fenilenodiamina. A partir das curvas
resultantes, foram comparados varios parametros, incluindo a sensibilidade analitica, o LOD, o

LOQ e a AnR.
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3.2.9 Comparacao do método proposto com métodos convencionais

O método proposto foi comparado com métodos qualitativos que utilizam guaiacol e 6xido
de vanédio, os mais utilizados na industria de laticinios brasileira [5]. Para o ensaio com guaiacol,
as amostras de leite integral pasteurizado tipo A foram fortificadas com peréxido de hidrogénio no
intervalo de 76,3 umol L' a 1,52 mmol L"!. Foi realizada um experimento controle sem a presenga
de peroxido. Estas amostras foram transferidas para tubos de ensaio e aquecidas a 45 °C durante 5
minutos para ativar as enzimas 6xido redutases presentes no leite. Em seguida, foram adicionados
2 mL de uma solucdo de guaiacol a 1% (v/v) as paredes dos tubos de ensaio. O tubo foi deixado
em repouso durante 2 minutos para o desenvolvimento da cor. O aparecimento de um anel laranja
indica um resultado positivo para a presenca de peréxido no leite, caso contrario, o resultado é

considerado negativo.

Para o teste de 6xido de vanadio, uma soluc¢do de 1% (m/v) de 6xido de vanadio (V) foi
primeiramente preparada numa solu¢do de 6% (v/v) de 4cido sulftirico. As amostras de leite
integral UHT foram fortificadas com per6xido em concentracdes de 762,7; 1,91; 3,81; 7,62 e 15,25
mmol L' com um volume final de 10 mL. Além de um experimento controle sem a presenca de
peréxido. As amostras foram transferidas para tubos de ensaio, adicionando-se 6 gotas de solu¢do
de 6xido de vanddio e aguardando a resposta visual. O aparecimento de uma cor avermelhada
indica que o resultado € positivo para a presenca de perdxido, caso contrario, € considerado um

resultado negativo.
3.2.10 Calculo da eco-escala analitica

Para avaliar se o método analitico desenvolvido se baseia nos principios da quimica verde,
sdo considerados os pardmetros estabelecidos nos protocolos AGREE e Analytical Eco-scale. Este
protocolo baseia-se no conceito de uma escala analitica ecoldgica ideal igual a 100%. Para cada
um dos parametros do procedimento analitico (quantidade de reagentes, riscos, energia e residuos),
sdo atribuidos pontos de penalizacdo (PP) se estes se desviarem da andlise ecoldgica ideal. A soma
dos pontos de penalizagdo para todo o procedimento € incluida no cdlculo da escala ecoldgica, de

acordo com a seguinte equacgdo (Eq. 3.9).
Eco escala analitica = 100 — PP (Eq. 3.9)

Em que PP sdo os pontos de penalizagdo do método.
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Para valores superiores a 75%, o método tem uma andlise ecoldgica excelente, entre 50%
e 75% tem uma andlise ecoldgica aceitdvel e menos de 50% € considerado um método ecoldgico

inadequado.

A atribuicdo dos pontos de penalizacdo estd dividida em categorias. A categoria de perigo
¢ avaliada pelo nimero de pictogramas no rétulo do produto e pelas palavras de sinalizagdo. A
palavra “perigo” vale 2 pontos de penaliza¢dao e a palavra “aviso” vale 1 ponto de penalizacdo,
multiplicado pelo valor do nimero de pictogramas. A categoria de energia baseia-se na técnica
analitica aplicada. As técnicas de imunoensaios, titulacdo, evaporacao de solvente em placa quente
(<10 min), evaporador de agulha, sonicador e espetrofotdmetro UV-Vis por utilizarem menos
energia, recebem uma penaliza¢do de 0. RMN, GC-MS, LC-MS, difracdo de raios X e evaporacao
de solvente em placa quente recebem uma penalizacio de 1. Também avalia-se o risco ocupacional

e os residuos, sendo estes ultimos medidos pelo volume de solventes e amostras utilizados [17].

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As FeNPs foram sintetizadas com sucesso por um processo verde usando o extrato de folhas
de Eucalyptus grandis como agente redutor e estabilizador. A formacdo de nanoparticulas foi
sinalizada por uma mudanca de cor de castanho para preto no extrato da planta. Esta alteracdo serve
como um indicador da formacao de nanoparticulas de ferro de valéncia zero. O material apresentou
uma carga superficial negativa ({= -35 mV) para a faixa de pH entre 5 e 11, indicando boa
estabilidade. O material também foi caracterizado por Microscopia Eletronica de Transmissdo
(Figura 3.2). As FeNPs exibiram um tamanho de 97,8 + 33,1 nm, e estavam uniformemente

dispersas sem aglomeracdo, devido a presenca de uma matriz carbondcea. Isto confirma a

incorporagdo de compostos organicos do extrato nas nanoparticulas.

O tamanho hidrodinamico do material foi determinado utilizando a técnica de
Espalhamento Dindmico de Luz (DLS), obtendo-se um valor aproximado de 200 nm. E importante
notar que o tamanho hidrodindmico difere do tamanho real do material. Essa diferenciacdo ocorre
devido ao fato de que a técnica DLS fornece dados sobre a distribuicao do tamanho das particulas
em uma solu¢do, abrangendo tanto o tamanho do nicleo quanto de qualquer espécie circundante.
A andlise de espetroscopia de raios X por dispersdo de energia (EDS), mostrou que o material é
predominantemente composto por carbono (59,6%), seguido de oxigénio (34,2%) e ferro (6,2%).

Estes resultados alinham-se com as observacdes relatadas por Puiatti et al. (2022) [20].
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Figura 3.2. (a) Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo das FeNPs sintetizadas a partir

do extrato de folhas de Eucalyptus grandis; (b) Tamanho das FeNPs obtido pelo software ImageJ.
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Fonte: Préprio autor.

Em estudo anterior as FeNPs foram submetidas a vérias caracterizacdes. A espetroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) confirmou a presenca de grupos funcionais
relacionados com compostos polifendlicos, indicando a sua integracdo as nanoparticulas [19].
Além disso, em trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, os constituintes especificos do extrato
de Eucalyptus grandis foram identificados por Cromatografia a Gés acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) [26]. Estes grupos podem contribuir para a reducio de Fe?* a Fe’. Além disso,
foi identificado picos que foram atribuidos a Fe®, hematita, goetita e magnetita através da andlise
de difracdo de raios X, sugerindo a presenca de diferentes estruturas de ferro no material sintetizado

[23].

As curvas de adsor¢do-dessor¢do de N» para as FeNPs sdo apresentadas na Figura 3.3. A
drea de superficie especifica apresentou um valor de 0,693 m?® g’ A curva de adsor¢do-dessorgdo
de N> para a biomassa exibe um comportamento semelhante a uma mistura de isotermas do tipo 2
e do tipo 4, carateristica de materiais mesoporosos [27]. O volume e o didmetro dos poros medidos

foram 0,019 cm® ¢! e 3,83 nm, respetivamente.
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Figura 3.3. Andlise BET de nanoparticulas de ferro sintetizadas a partir de extrato de folhas de

Eucalyptus grandis.
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Além disso, é importante destacar as vantagens do uso de um extrato vegetal em relacdo a
reducdo quimica convencional, que utiliza sais madlicos, hidrazinas ou para reduzir os fons
metdlicos que sdo os precursores das nanoparticulas. A redu¢do com extratos de plantas tem a
vantagem de utilizar recursos naturais renovdveis e de reduzir a utilizagdo de produtos quimicos
sintéticos nocivos para o ambiente, bem como de evitar a exposi¢do a substincias toxicas e

perigosas.

O efeito da presenga do soro do leite integral UHT na reacdo de oxidacdo da OPD foi
avaliado utilizando um estudo cinético da reacdo (Figura 3.4(a)). Pode-se observar um aumento da
absorbancia em A = 451 nm, indicando a formacdo do produto DAP, de cor amarela [19,20,28].
No entanto, o tempo de equilibrio da reac¢do foi de ~45 min, como mostra a Figura 3.4(b). No
trabalho descrito no Capitulo 2 desta tese, o tempo de equilibrio da reagdo em dgua em condi¢des
idénticas foi de apenas ~30 minutos, indicando um efeito de matriz [22]. E importante ressaltar que
mesmo com a cinética mais lenta e a complexidade da matriz, o produto é formado com o

aparecimento de uma cor amarelada e a banda carateristicaem 4 =451 nm.
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Figura 3.4. (a) Espectros UV/Vis da oxidacdo da o-fenilenodiamina (OPD) mediada por FeNPs
em soro de leite integral UHT. (b) Cinética da rea¢do (monitorada a A = 451 nm). Condi¢des
experimentais: 100 uL de H202 (112,16 pmol L-1), 200 uL. de OPD (10,0 mmo mmol L1, 2,85
mL de tampdo citrato (pH 3), 250 uL de suspensdo de FeNPs (4,165 mmol L).
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Fonte: Proprio autor.

Um experimento controle também foi realizado para avaliar o desempenho catalitico

das FeNPs na auséncia de H>0», e os resultados sdo apresentados na Fig. 3.5.

Figura 3.5. Espectros UV/Vis da oxida¢do de o-fenilenodiamina (OPD) mediada por FeNPs em
soro de leite integral UHT com (112,16 pmol L") e sem H>O,. Condi¢des experimentais: 200 pL
de OPD 10,0 mmol L), 2,85 mL de tampdo citrato (pH 3), 250 uL de sus suspensdo de FeNPs
(4,165 mmol L.
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Fonte: Préprio autor.
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Pode-se observar que na auséncia de HoO» nao ocorre formacao de DAP, como indicado
pela auséncia da banda carateristica em A =451 nm. Essa constatacao corrobora com os resultados
de Chakraborty et al. (2021) [29]. Para entender o mecanismo de oxida¢do do OPD catalisado pelas
FeNPs sintetizadas, foram realizados ensaios envolvendo inibidores de radicais, sendo comprovado

que os radicais hidroxila sao as espécies mais importantes no processo [22].

O agente precipitante foi avaliado através da inspecdo visual do sobrenadante. O 4cido
cloridrico, o acido nitrico, o acido sulfurico, o acido acético (HAc) e o acido tricloroacético (TCA)

foram avaliados em diferentes concentragdes e os resultados sao mostrados na Figura 3.6.

Figura 3.6. Imagens do sobrenadante (soro de leite) resultante da precipitacdo das proteinas do
leite com diferentes acidos: (A) acido tricloroacético; (B) acido sulfiirico; (C) acido acético; (D)
acido nitrico; (E) &cido cloridrico. Legenda da concentra: (1) 30% (v/v); (2) 50% (v/v); (3)

concentrado.
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Fonte: Proprio autor.

As solucdes de TCA nas concentragdes de 30% e 50% (v/v) ndo foram capazes de precipitar

eficazmente as proteinas do leite e, portanto, ndo foram utilizadas nos ensaios subsequentes (Fig.
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3.6 (Al) e (A2). O TCA concentrado precipitou as proteinas, embora ndo de forma eficaz,
resultando em um sobrenadante turvo (Fig. 3.6(A3)), portanto, também ndo foi selecionado para
seguimento do trabalho. Foram efetuadas observacdes semelhantes para todas as concentracdes de
dcido sulftrico (Fig. 3.6 (B1-B3)) e para a solucdo de HAc a 30% (v/v) (Fig. 3.6 (C1)). Para os
dcidos HNO3 e HCI, observou-se um sobrenadante ligeiramente mais limpido em todas as
concentracdes avaliadas, sendo que o soro obtido foi utilizado na reacdo de oxida¢do da OPD. O
aspeto do soro de leite foi considerado porque uma solugdo turva pode dispersar a luz e interferir

na analise UV/Vis.

A diferenca dos resultados entre os diferentes dcidos utilizados pode ser atribuida ao pH do
sistema. A caseina constitui 80% da frac@o proteica do leite e sofre uma desintegracdo das suas
micelas, coagulando a medida que o pH diminui [30]. Assim, quanto mais 4cido for o meio, mais
eficaz ocorre o processo de coagulagdo. Neste cendrio, os 4dcidos que precipitaram mais
eficazmente a caseina foram o 4cido cloridrico concentrado e o 4cido nitrico. Este fato pode ser

atribuido a rdpida diminuicdo do pH do meio.

O pH do leite UHT integral era de 6,21, e foi reduzido para 0,36-0,94 e 0,21-0,85 com a
adicao de HCI e HNOs concentrados, mesmo quando se utilizou as concentragdes de 50 e 30%
(v/v). O acido nitrico e o acido cloridrico sdao classificados como acidos muito fortes. O TCA,
apesar de ser um 4cido forte, ndo foi capaz de precipitar as proteinas do leite ou precipitou muito
pouco. Neste sistema, o pH ap6s a adi¢do de TCA variou de 5,29-6,43. Os acidos sulftrico e acético
diminuiram o pH do leite para 1,95-2,93 e 3,07-3,63, respetivamente. O 4cido sulfdrico, na
presenca do fon bissulfato em equilibrio (pKa = 1,98), e 0 4cido acético (pKa =4,76) foram capazes
de precipitar muito pouca a caseina. Este fato pode estar relacionado com a sua for¢a, uma vez que
0 4cido sulfurico, embora seja um 4cido forte, tem um equilibrio dos ions bissulfato em solugdo
(Eq. 3.10). O 4cido acético € classificado como um 4cido fraco, sofrendo ionizagdo parcial como

representado na reacdo do processo de equilibrio na Eq. 3.11.
HSOZ(aQ) = H(-I;lq) + SOian) pKa2 =1.98 (Eq 310)
HAcaq) = H{aq) +AC(aq) PKa=4.76 (Eq. 3.11)

Os agentes precipitantes HAc, HNO3 e HCI foram utilizados na etapa seguinte. O soro do
leite foi recolhido e submetido a reacio de oxidagdo de OPD, monitorando o comprimento de onda
em 451 nm devido a coloracdo amarela do DAP. Os resultados sao apresentados na Figura 3.7.

Observam-se bandas bem definidas para os dcidos cloridrico e nitrico (Fig. 3.7) em comparacao
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com o dcido acético. Pode-se observar também que o dcido nitrico concentrado apresentou uma
banda de maior intensidade e mais definida comparada as solucdes diluidas, 30% e 50% (v/v), e
em relacdo aos acidos cloridrico e acético em todas as concentragdes. Portanto, o dcido nitrico

concentrado foi entdo selecionado como agente precipitante para os demais ensaios.

Figura 3.7. Espectros UV/Vis de oxidagdo da o-fenilenodiamina (OPD) mediada por FeNPs em
soro de leite integral UHT com diferentes agentes precipitantes. Condicdes experimentais: 100 uLL
de soro contendo H202, 200 uL de OPD (10,0 mmol L), 2,85 mL de ta tampao citrato pH 3, 250
uL de suspensdo de FeNPs (4,165 mmol L.
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Fonte: Préprio autor.
3.3.1. Validacao do método de determinacao do H20:

O método foi validado para o leite integral UHT (3,5% de gordura). O critério usado
baseou-se no fato desta matriz apresentar um teor de gordura mais elevado comparado ao leite
desnatado (0,5% de gordura) e o semidesnatado (1,5% - 1,8% de gordura). A linearidade do método
foi avaliada variando-se a concentragio de peréxido de 8,97 a 112,16 pmol L' no soro de leite. A
curva analitica é mostrada na Figura 3.8(A). Pode-se observar um bom ajuste do modelo de
regressdo linear aos dados experimentais, com um coeficiente de determinacio (R?) de 0,9969. Os

residuos foram aleatoriamente distribuidos no grafico dos residuos em torno de zero (Figura
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3.8(B)). Na Figura 3.8(C) é mostrado o aumento da absorbancia com o aumento da concentragao
de perdxido de hidrogénio, sendo o aumento da cor das solu¢des mostrado na Figura 3.8(D). Foram
calculados o limite de deteccdo (LoD), o limite de quantificacdo (LoQ) e a resolucdo analitica

(Tabela 3.1).

Figura 3.8. (a) Curva analitica (de 8,97 a 112,16 umol L); (b) Grifico de residuos da curva
analitica; (c) Espectros UV/Vis e (d) realce do aumento de cor com a concentragdo de H>O> no

soro de leite integral UHT obtido a partir da oxidacdo da o- fenilenodiamina mediada por FeNPs.
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O efeito de matriz (seletividade) foi avaliado a partir das inclinagdes das curvas analiticas
em dgua tipo 1 e no soro de leite (Fig. 3.9). Em primeiro lugar, foi efetuado o teste F de Snedecor
com um nivel de confianga de 95% (Eq. 3.1) para analisar a variancia das inclina¢des das curvas
analiticas. O valor F calculado (F = 0,645) foi inferior ao valor F tabelado (F = 2,12), indicando
que ndo existe diferenca estatistica entre as variancias das curvas do soro de leite e da dgua. O teste

t (nivel de confianga de 95%) foi utilizado para comparar as inclina¢des das duas curvas (Eq. 3.2 e
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Eq. 3.3). O valor t calculado (t = 18,45) excedeu o valor t tabelado (t = 1,72), indicando um efeito
de matriz para n1 = n2 = 19 (graus de liberdade). Foram calculados os limites de detec¢do (LoD)

quantificacdo (LoQ) e a resolugdo analitica, cujos resultados sdo mostrados na Tabela 3.1.

Figura 3.9. Avaliacdo do efeito de matriz para a determinacao de H>O pelo método de oxidagdo
de o-fenilenodiamina mediada por FeNPs (nanoparticulas de ferro) sintetizadas por um processo

verde utilizando extrato de folhas de Eucalyptus grandis.
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 3.1. Parametros de validacdo para a quantificacdo de H,O> em soro de leite integral UHT
obtido a partir da oxidacdo de o-fenilenodiamina mediada por FeNPs.

LoD?/ LoQ®/ AnR°®/
Curva Analitica
umol L' pymol L' pmol L™

A =(0.02252 £0.00317 + (0.0022 £0.000045) x c(H202) 2,96 9,89 0,06

iLoD: limite de dete¢iio; "LoQ: limite de quantificacdo; “AnR: resolucdo analitica.

Os parametros obtidos neste trabalho foram compardveis aos da literatura. Ding et al.
desenvolveram um sensor colorimétrico de H>O; baseado na reacdo de oxidacdo da 3,3',5,5" -
tetrametilbenzidina (TMB), utilizando nanoparticulas trimetdlicas de FePt-Au como catalisadores

da reacdo. O limite de deteccdo obtido por estes autores foi de 12,33 umol L' [8]. Stankovi¢ et al.
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desenvolveram um sensor eletroquimico baseado em nanofitas de grafeno revestidas com
nanoparticulas de prata para a detec¢cdo de H>O: no leite, obtendo um limite de detecgdo de
20 pmol L' [10]. Outro ponto a salientar é que, até onde temos conhecimento, esta é a primeira
vez que uma suspensdo de FeNPs produzida por um extrato de planta foi utilizada em uma reacao

com comportamento mimético da peroxidase para detectar e quantificar H>O> em amostras de leite.

A exatidao do método foi determinada por meio de ensaios de recuperacao e os resultados
sdo mostrados na Tabela 3.2. Foram obtidos resultados satisfatérios com valores entre 80,1 e
106,9% para todos os niveis de concentracdo avaliados. Estes resultados estdo em conformidade
com os protocolos de validagdo da ICH [24]. A precisdo do método foi avaliada por meio de ensaios
de repetibilidade e de precisdo intermedidria. Os valores do coeficiente de variacdo (CV) também
sdo apresentados na Tabela 3.2. Todos os resultados foram inferiores a 11%, que é o valor
recomendado segundo a ICH [24]. Com base nos resultados obtidos, pode concluir-se que o método

€ eficaz para a determinac¢do quantitativa de H2O2 em amostras de leite integral UHT.

Tabela 3.2. Recuperacdo (%), repetibilidade (%) e precisdo intermedidria (%) do método de
quantificacdo de H202 em soro de leite integral (UHT) obtido a partir da oxidagcdo de o-

fenilenodiamina mediada por FeNPs.

Niveis de concentragcao Rec*. Intradia (%), n = 6 Rec*. Interdia(%), n = 18
(umol L) (CV**%) (CV**%)
44,86 87,8 (3.8) 85,1 (4.2)
78,51 94,0 (3.9) 86,5 (7.5)
112,1 102,8 (2.8) 96,0 (6.1)

*Rec: Recuperacdo; **CV= Coeficiente de variagdo. Protocolo de validacao ICH [24].

Uma vez que foi observado um efeito de matriz, foram avaliados diferentes tipos de leite
com o método proposto. Assim, foram construidas curvas em soro de leite UHT smidesnatado,
leite UHT desnatado e leite pasteurizado integral tipo A, sendo este ultimo o mais proximo do leite
fresco (Figura 3.10). Pode-se observar que os ajustes do modelo linear foram satisfatérios, com R?

superior a 0,99, independentemente do tipo de leite utilizado (Tabela 3.3).

Além disso, os parametros LD, LOQ e AnR foram muito préximos dos resultados obtidos
para leite integral UHT. E importante notar que, apesar da complexidade da composi¢io da matriz
e da diferenca no teor de gordura, o método provou ser eficaz para a andlise de peréxido em todos

os tipos de leite comercializados, podendo também ser aplicado ao leite fresco.
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Figura 3.10. Curvas analiticas em diferentes tipos de leite para determinacdo de H,O, obtido pelo
método de oxidacdo de o-fenilenodiamina mediada por FeNPs (nanoparticulas de ferro)

sintetizadas por um processo verde usando extrato de folhas de Eucalyptus grandis.
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 3.3. Parametros analiticos para diferentes tipos de leite pelo método de determinacdo de

H>0; envolvendo oxidagdo de o-fenilenodiamina mediada por FeNPs.

Matriz R? LoD LoQ AnR
(umol L) (umol L) (umol L")
Leite UHT desnatado 0,9934 3,30 11,0 0,055
Leite UHT semidestanado 0,9950 2,87 9,59 0,048
Leite pasteurizado tipo A 0,9947 2,94 9,81 0,049

3.3.2. Comparac¢ao do método proposto com os métodos convencionais

O método de determinacdo de H2O2 envolvendo oxidacdo de o-fenilenodiamina mediada
por FeNPs foi comparado com o método do guaiacol, cujos resultados s@o mostrados na Figura
3.11. Um resultado positivo de peréxido € indicado pelo aparecimento de um anel laranja. Vérias
concentracdes de H,O, foram avaliadas, podendo-se observar que o anel laranja se torna visivel a

partir da concentragio de 305,1 pmol L!. O método quantitativo que utiliza OPD demonstrou um
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limite de quantificagio significativamente mais baixo (LoQ = 9,89 umol L!), evidenciando a sua
elevada sensibilidade. Além disso, o método OPD ¢é aplicdvel a vérios tipos de leite, como o leite
cru, leite tipo A e leite UHT, enquanto o método guaiacol € aplicavel ao leite integral cru ou

pasteurizado tipo A. Outra desvantagem do método do guaiacol € a sua utilizagdo qualitativa tipica.

Figura 3.11. Quantificacdo do peréxido utilizando o método do guaiacol (1% (v/v)). (A) Amostra
de controlo (sem peréxido); amostras de leite contendo H.02: (B) 76,3 umol L!; (C) 152,5 umol
L'; (D) 305,1 umol L''; (E) 762,7 umol L' e (F) 1,52 mmol L.

Fonte: Préprio autor.

E evidente que o método do guaiacol, comumente utilizado na industria de laticinios,
apresenta limitacdo em detectar baixas concentracdes de H>O». O método pode ser aplicado para
andlise do leite integral pasteurizado tipo A devido a presenca da enzima peroxidase em sua
composi¢do. Essa enzima é fundamental para a oxidacdo do guaiacol (composto incolor) pelo
peroxido de hidrogénio, resultando na formagdo do tetraguaiacol, um composto avermelhado (Eq.

3.11) [31,32].

OCH; OCH,

OCHj —o
OH
Peroxidase
4 + 4H,0) ————— 3 +4H,0 (Eq. 3.11)
=4 0—o
Guaiacol (Incolor) AN
OCHj OCHj

Tetraguaiacol (Vermelho)
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A peroxidase € um componente vital do sistema antimicrobiano do leite e estd presente
tanto no leite fresco quanto no pasteurizado, permanecendo ativa a menos que seja exposta a
temperaturas superiores a 80 °C por mais de 5 segundos. O leite UHT € submetido a estas condicdes

de temperatura, levando a inativag¢do desta enzima.

O método do 6xido de vanddio (V) também foi comparado com o método OPD. Este
método € aplicdvel tanto ao leite UHT como ao leite pasteurizado tipo A. Em meio 4cido, a reacao
entre o 6xido de vanddio (V) e o peréxido de hidrogénio produz o 4cido ortoperoxivanddico, que

apresenta uma cor rosada ou avermelhada, de acordo com a Eq. 3.12.

V205(aq) + 3 H202(aq) — 2 H3VO4ag) + 3/2 Oz (Eq. 3.12)

A eficdcia do método foi avaliada utilizando amostras de leite integral UHT fortificadas
com perdxido em vdrias concentragdes, como mostra a Figura 3.12. Nota-se que os tracos de cor
avermelhada apareceram apenas na concentracio de 3,81 mmol L de H>O,, sugerindo que o
método do 6xido de vanddio é menos sensivel em comparagdo ao método proposto neste trabalho
(LOQ =9,89 umol L™). Além disso, o método baseado no 6xido de vanadio (V) é considerado um

método pouco seguro devido a mutagénese do 6xido de vanddio.

Figura 3.12. Quantificacio do peréxido utilizando o método do 6xido de vanadio (1% (m/v)).
(A) amostra controle (sem peroxido); amostras de leite contendo H202 B) 762,7 umol L~ 1 (0)
1,91 mmol L!; (D) 3,81 mmol L'; (E) 7,62 mmol L e (F) 15,25 mmol L"!

Fonte: Préprio autor.

O método desenvolvido nesse trabalho foi comparado com resultados encontrados na
literatura, conforme mostrado na Tabela 3.4. Ivanova e colaboradores (2019) utilizaram a

cromatografia liquida de alta eficiéncia para a determinacao de H>O», alcangcando um LoD de 8,23
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umol L' [4]. No entanto, esta técnica caracteriza-se pelo seu elevado custo, exigindo equipamento
dispendioso e analistas bem treinados. Além disso, a preparacdo da amostra implica em um maior
nimero de etapas e um tempo de processamento mais longo em comparacdo ao método proposto
neste trabalho. Ding et al. (2018), Peng et al. (2022) e Zhang et al. (2024) também utilizaram
nanomateriais que imitam a peroxidase para a determinacdo de peréxido de hidrogénio no leite
(Tabela 3.4) [8,33,34]. Nesses trabalhos, as nanoenzimas foram sintetizadas por meio de processos
convencionais de coprecipitacdo e sintese hidrotérmica. Ding e colaboradores (2018) empregaram
solventes como hexano e tolueno, que sao considerados toxicos e, consequentemente, nao estao de
acordo com as praticas sustentaveis [8]. Em contrapartida o método de sintese das FeNPs proposto
nesse trabalho, utiliza um extrato de planta, demonstrando o compromisso com os principios da
quimica verde. Outro aspecto notdvel € a elevada reatividade do ferro, que lhe permite doar
prontamente pares de elétrons, e a sua relagdo custo-eficidcia em comparagdo com metais como o

ouro, a prata e a platina.

No trabalho realizado por Peng et al. (2022), as amostras de leite foram submetidas a um
processo de preparo de amostra mais elaborado. Esse processo incluiu centrifugacio por trés vezes
durante 15 minutos cada, filtragdo através de um filtro de 0,22 um, seguida de diluicdo de 10 vezes
em tampio fosfato [33]. E importante destacar que existem trabalhos na literatura com limites de
deteccdo mais baixos do que o encontrado neste trabalho (LOD = 2,96 umol L!). Por exemplo,
George et al. (2023) e Sidiqqui e? al. (2021) reportaram limites de detecc¢ao de 0,062 e 0,060 umol
L, respectivamente. No entanto, os nanocatalisadores utilizados nestes estudos contém prata e
ouro, o0 que aumenta significativamente o seu custo em comparag¢ao com as nanoparticulas de ferro

sintetizadas através do extrato de plantas [11,35].

Karimi et al. (2018) desenvolveram um método que utiliza um sensor de
electroquimioluminescéncia baseado num nanocompdsito de polipirrol-6xido de cério, que atingiu
um limite de detecgio de 1,2x10'° umol L™! [3]. Entretanto, os sensores apresentaram uma rapida
saturacao do sistema e um curto periodo de vida. De acordo com os autores, o sensor teve uma vida

util de apenas 3 ciclos.

De acordo com o Instituto Nacional de Seguranca e Saude Ocupacional dos EUA, o limite
méximo permitido de H>O, para humanos é de 1 ppm (29 umol L), enquanto a concentraciio de
75 ppm (2,2 mmol L) pode causar efeitos adversos a sadde [11,33]. Além disso, a US Food and
Drug Administration especifica que o limite maximo permitido de H2O2 no leite para a producao

de queijos ndo pode exceder 16 mmol L. Portanto, o método proposto neste trabalho é adequado
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para a deteccdo e quantificacdo de peroxido no leite, capaz de detectar valores abaixo dos limites
maximos estabelecidos pelas diretrizes de saide e da industria de laticinios dos EUA. Esses
parametros foram utilizados como referéncia, uma vez que nao existe legislacdo vigente no Brasil

ou em outros paises.
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Tabela 3.4 Comparagdo de varios métodos para detec¢do e quantificacao de peréxido em leite.

Método Técnica Volume de amostra Preparo de amostra Faixa LOD LOQ Recuperacao (%) RSD Referéncias
linear de (umol L)
e (umol L1 (%)
reagdo de o-fenilenodiamina Especrtrofotometria Um volume de 100 puL de Adicionar 100 pL de 4cido nitrico 9.89-112.6 2.96 9.89 85.1-102.8% < of 7.5%. Este trabalho
mediada por FeNPs * UV-Vis soro de leite para ser concentrado para obter o soro e
utilizado na reagdo de centrifugar durante 5 minutos a 4000
oxidagdo OPD com um rpm.
volume final de 3,4 mL
Sensor de Electroquimiolumin  Foi adicionado um volume de 5 mL da amostra de leite foram 5x10710- 1.2x101° - -8 < 4%) [3]
electroquimioluminescéncia com escéncia da reagdo 2,5 ml a 47,5 ml de solucio adicionados a 5 mL de uma solugdo
PPy-DBS-CeO,* com sensor de do luminol tampao fosfato de H,SO4 3 mol! e centrifugados 6
. . . A 50 % 10
platina durante 10 min. A mistura foi entdo
filtrada utilizando um filtro de
membrana microporosa de 0,45 pm.
As amostras de leite foram diluidas
por um fator de 20
Oxidacao de trifenilfosfina e Cromatografia 20 pL de amostra injetada, Foram adicionados a mistura 50 mg 27.6 - 8.23 27.6 97.8%- 103.8% < 1.6 %) [4]
quantificac@o por cromatografia liquida — DAD utilizando uma fase mével de de trifenilfosfina a 10 mL de 1437.0
liquida de alta eficiéncia . agua e acetonitrila acetonitrila + 10 mL de leite contendo
peréxido de hidrogénio e 10 mL de
4gua deionizada. A solug@o resultante
foi misturada durante 40 minutos com
um agitador magnético, centrifugada
durante 5 minutos a uma velocidade
de 5000 rpm e foram retirados 2 mL e
filtrados com um filtro de PTFE de
0,45 um, sendo depois colocados num
frasco para cromatografia.
Sensor colorimétrico baseado na Fluorescéncia - Sem preparo de amostra 0-50 3.50 -- 99.7% a 111.3% - [6]
formac@o de um complexo azul
entre flavondides e albumina, que é
monitorado por um dispositivo de
teste em papel ou por um sistema de
teste miniaturizado impresso em
3D.
Oxidagdo de 3,3",5,5" - Espectrofotometria Um volume de 200 uL de As amostras foram pré-tratadas 20 —700 12.33 41.13 99.8% - 103.5% <0.12 % [8]
tetrametilbenzidina mediada por UV-Vis. leite a ser utilizado na reacdo
nanoparticulas metdlicas terndrias de oxidagdo do TMB com
de FePt-Au um volume final de 2 mL
Andlise por inje¢do com detecgio Amperometria Foram adicionados 100 uL Diluigao de 10 vezes 100 — 4000 10 - 85.0-107.0 1.6 % [9]

de leite diluido ao sensor

amperométrica num elétrodo de
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compdsito de grafite modificado
com azul da Prissia

Sensor amperométrico nio Amperometria - Sem preparo de amostra 50 - 5000 20.0 - 96.0 a 104.0% 4.5 % [10]
enzimdtico baseado num eletrodo
de carbono serigrafado modificado
com nanocompdsitos de
AgNp@GNR"
Oxidagéo de 3,3",5,5' - dispersao Raman 70 uL de H,0, no sistema O leite fresco foi diluido a 5% em 1-6 0.60 - - 1.23% [11]
tetrametilbenzidina mediada por com reforgo de volume com dgua
nanozimas de Mn3;O4-Au como uma superficie
dispersdo Raman melhorada por
superficie sensivel
Sensor colorimétrico utilizando um Deteccao de 0.8 uL de H,O, no sistema Sem preparo de amostra 1250.0 - 354 118 99.3-108.8 <4.8 % [31]
dispositivo analitico microfluidico imagem digital 15000.0
em papel monitorado por detecgido
de imagem digital.
Sensor eletroquimico emergente Amperometria - Sem preparo de amostra 2.5 -5000 2.5 - 96.0-104.0% 4.5% [37]
baseado em nanoparticulas
bimetélicas de AuPt monitorado por
potenciostato.
Oxidagdo de 3,3",5,5" - Espectrofotometria Um volume de 100 uL de A amostra de leite foi tratada por 15-100 4.38 - 90.2%—-106.2% <6.2% [36]
tetrametilbenzidina mediada por UV-Vis leite para ser utilizado na centrifugacdo durante 15 minutos e
nanoparticulas de Co3(PO,4),'8H,O reagdo de oxidagdo do TMB repetida trés vezes para remover
com um volume final de 400 substancias organicas. Em seguida, o
uL sobrenadante da solugdo de leite foi
filtrado trés vezes através de um filtro
de membrana de 0,22 pm e o filtrado
foi diluido 10 vezes com 10,0 mM de
tamp@o fosfato antes da andlise
Sensor colorimétrico baseado na Deteccido por Um volume de 100 puL de Além do leite contendo peréxidoeda  73.5-734.9 49.9 - 84.0-108.0 % <6.8 % [38]
oxidacdo do ferro (II) em ferro (III), imagem digital leite para ser utilizado na soluc@o de tiocianato, foram
formando posteriormente um reacdo de oxida¢do com um adicionados 100 uL de HCI
complexo vermelho ferro (II)- volume final de 350 uL 2,0 mol L', mantendo o pH do meio
tiocianato, que € monitorado por 4cido e provocando a precipitagdo das
imagem digital proteinas
Elétrodo de plastico de grafite/PVC Voltametria ciclica Foi adicionado 1 mL de leite Sem preparo de amostra 0—4000 5.0 - 95.0-111.0 % <8.0% [39]
decorado com nanoestruturas de fresco a célula eletroquimica
NiO para detec¢do amperométrica
ndo enzimdtica.
Oxidagdo de 3,3",5,5" - Amperometria Um volume de 100 puL de 3,0 mL de amostra de leite foram 100 — 5000 79.0 - 92.4%-101.7% <14.7 % [34]

tetrametilbenzidina mediada por
PtA/CLb(PC);;)z'?)Hz()c

leite para ser utilizado na
reagdo de oxida¢do do TMB
com um volume final de 200
uL

primeiramente tratadas por
centrifugacdo durante 15 minutos para
remover as substancias organicas, tais
como proteinas e gorduras, e foram
repetidos trés vezes. Finalmente, o
sobrenadante foi diluido 10 vezes com
tampao fosfato 10,0 mmol L' antes de
ser utilizado
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Oxidagdo de 3,3",5,5" -
tetrametilbenzidina mediada por
Au@MIL-53(Fe)! e Ag@MIL-

53(Fe)*

Espectrometria UV- O volume de leite foi variado
Vis com um volume final de 2
mL de solu¢@o também
contendo TMB

As amostras de leite foram
devidamente diluidas (50 uL em 50
mL) utilizando um tampao adequado

(oHA40) 1-10 0.062

1.93-3.81%

[35]

2 FeNPs: nanoparticulas de ferro; b AgNp@GNR: nanoribras de grafeno reforcadas com nanoparticulas de prata; ‘PA/Cuz(PO4)2-3H>0: Cuz(PO4)2-3H,0 modificado com

4cido fitico hidrofilico. ‘Au@MIL-53(Fe): Au dentro de MIL-53(Fe) e S Ag @MIL-53(Fe): nanoparticulas de Ag dentro de MIL-53(Fe);  PPy-DBS-CeQ,: nanocompdsito de

polipirrol-dodesilbenzeno sulfato-6xido de cério.
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3.4. Conclusao

As nanoparticulas de ferro foram sintetizadas rapidamente utilizando o extrato de folhas de
Eucalyptus grandis como agente redutor e estabilizador, e a sua producdo foi confirmada por
técnicas de caraterizacdo. As FeNPs foram entdo utilizadas como catalisadores do tipo peroxidase
para a reacdo de oxidagao da o-fenilenodiamina para detectar e quantificar HoO> em amostras de
leite. Foi desenvolvido e validado um método espectrofotométrico acessivel e eficaz para a
quantificacdo de H>O2 no leite, uma matriz muito complexa, utilizando um baixo volume de
amostra (990 uL de leite) e um baixo volume de reagentes (100 uL de 4cido nitrico, 250 uL de
suspensdo de FeNPs e 200 uLL de OPD). A preparacdo da amostra é bastante simples e os limites
de deteccdo e quantificagdo obtidos foram baixos e compardveis aos encontrados na literatura.
Além disso, a utilizacdo de ferro, em comparacao com outros metais, € interessante porque € um
metal mais barato e facil de encontrar. O método desenvolvido foi validado, seguindo os
parametros estabelecidos pelos padrdes de exatidao entre 85,1 e 102,8%, uma repetibilidade < de
3,9% e uma precisdo intermédia < de 7,5%. Assim, o método € capaz de detectar e quantificar o
peréxido para todos os tipos de leite (integral, desnatado e semidesnatado), UHT e tipo A,
demonstrando uma grande versatilidade e abrangéncia. Conclui-se, portanto, que foi desenvolvido
e validado um método ecoldgico, rapido e eficaz. Além disso, trabalhos futuros devem procurar
melhorar a cinética da reagdo, reduzindo o tempo de andlise, bem como aumentar a taxa de

recuperagdo e reduzir o limite de deteccdo.
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Capitulo 4. Consideragoes finais

Nesta tese foram desenvolvidos dois métodos de determinagdo de peréxido de hidrogénio
usando nanoparticulas de ferro obtidas por processo verde empregando extrato de folhas de
Eucalyptus grandis, um em dgua e outro em leite. Os principais resultados sdo mostrados na Tabela

4.1. Pode-se observar que foram obtidos resultados muito promissores.

Tabela 4.1. Comparagao entre os principais resultados dos métodos para quantificagao de peréxido

de hidrogénio em 4gua e leite usando o método OPD mediado por FeNPs*

Parametros obtidos Matriz
Agua Leite
Faixa Linear de Trabalho (umol L 18,3 -112,6 8,97 -1126
Limite de Detec¢iio (umol L) 5,48 2,36
Limite de Quantificacio (umol L) 18,3 9,89
Coeficiente de Determinagdo 0,9924 0,9969
Resolucdo Analitica 0,0266 0,0558
Tempo de equilibrio da reacdo 30 minutos 45 minutos

Preparo de amostra simples
para obtencao do soro;

adicao de HNO3 para a
Observacgoes N3ao ocorreu precipitacao das proteinas,
centrifugacdo ao final da | seguido de centrifugacdo (5
reagao. min, 4000 rpm). Ao final da

reacdo de oxidagao da
OPD, fez-se4004 a
centrifugacao (2 min, 4000
rpm) para separagdo das
FeNPs
O método foi validado para
Validacdo do método Naio foi feito leite integral UHT, sendo
aplicado também em leite
semidesnatado, desnatado e
pasteurizado tipo A
*Condicoes reacionais: 100 pL de amostra contendo H202, 200 uL de OPD (10,0 mmol L), 2,85
mL de tampdo citrato (0,1 mol L) pH 3, 250 uL de suspensdo de FeNPs (4,165 mmol L™). Volume
final = 3,4 mL.

Sugestao de trabalhos futuros

. Desenvolver e validar um método colorimétrico (spot-test) usando smartphone para

detecgdo de peroxido baseado na reacdo de oxidacdo da OPD catalisada pelas FeNPs.

. Otimizar o tempo reacional (Diminui¢do do tempo);
° Desenvolver um método com menos volume;
. Desenvolver um método sem um preparo de amostra;
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Produtos obtidos da tese

Artigo publicado em 2024, volume 35, pela Journal of the Brazilian Chemical Society, intitulado
“Green Synthesis of Iron Nanozymes Using Eucalyptus grandis Extract and Their

Application as Peroxidase-Like Catalysts for H202 Quantification”
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Artigo publicado em 2024, volume 135, pela revista Journal of Food Composition and Analysis,
sendo intitulado “Eco-friendly quantification of hydrogen peroxide in milk using green-

synthesized iron nanoenzymes”.
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