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Resumo

A deteccdo, especiacdo e remogdo de contaminantes organicos e inorganicos € uma das
maiores preocupagdes ambientais atualmente. Assim, a busca por tecnologias eficientes
envolvendo materiais de baixo custo para a resolucdo de tal problema tem aumentado, e se
tornou de extrema importancia. Dentro deste contexto, o presente trabalho atuou na producao
de um novo material nanoestruturado bioinorgénico hibrido com grandes potencialidades na
area de nanotecnologia. O objetivo principal consistiu em modificar quimicamente a levedura
Saccharomyces cerevisiae com silsesquioxanos cubicos. Apo6s devidas modificacdes, o
material preparado (LevS) bem como seus precursores, foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas tais como infravermelho (FTIR) e microscopia eletrénica de varredura
(MEV). O material hibrido formado (LevS) foi aplicado como biossorvente de chumbo (Pb) e
niquel (Ni), obtendo-se uma capacidade maxima de sorcdo de 248 mg g e 64,6 mg g*,
respectivamente, e porcentagem de sor¢io chegando a 100% para 500 ppm de Pb?* em
250mLg? de razdo liquido/sélido em pH 4, e 77,7% para 100 ppm de Ni?* em 100 mLg* de
razdo liquido/solido em pH 6. Adicionalmente com intuito de avaliar a toxidade neuronal dos
metais em questdo, foram efetuados testes de toxicidade em fatias de hipocampo de ratos que
comprovaram que, uma vez submetidos a concentracdes de 1 e 3 uM (0,2 e 0,6 ppm) Pb?* e 10
e 30 uM (0,5 e 1,5 ppm) de Ni?*, as alteracdes neuronais causadas sio irreversiveis.

O material hibrido também foi testado na adsor¢do do corante catidnico, o azul de
metileno, e em seguida o material obtido (LevSA) foi caracterizado por voltametria ciclica
empregando um eletrodo de pasta de grafite.

Para os testes voltamétricos, a levedura modificada com silsesquioxano foi submetida
ao azul de metileno (LevSA), sendo observada alta capacidade de adsorcéo de tal corante. O
novo material foi aplicado em eletrodo de pasta de grafite e suas caracteristicas eletroquimicas

foram avaliadas e descritas.

Palavras-chave: Levedura, Silsesquioxano, Chumbo, Niquel, Biossor¢do, Toxicidade,

Voltametria.



Abstract

The detection, speciation and organic and inorganic contaminants removal is one of the
biggest environmental concerns today. Thus, the search for efficient technologies involving
low-cost materials for solving such a problem has increased, and became extremely important.
Within this context, the present work was focused in the production of a new nanostructured
hybrid material bioinorganic with great potential in the area of nanotechnology. The main
objective was chemically modify the yeast Saccharomyces cerevisiae with cubic
silsesquioxane. After appropriate modifications, the prepared material (LevS) as well as its
precursors was characterized by spectroscopic techniques such as infrared (FTIR), scanning
electron microscopy (SEM), energy dispersive x-ray (EDS) and Diffuse Reflectance UV/Vis.

The hybrid material formed (LevS) was applied as biosorbent of lead (Pb) and nickel
(Ni), with a maximum capacity of sorption of 248 mg g and 64.6 mg g, respectively, and
percentage of reaching 100% sorption to 500 ppm of Pb?* on 250 ¢cm 3 g™* liquid/solid ratio and
4 pH, and 77.7% to 100 ppm of Ni?* on 100 cm 3 g liquid/solid ratio at pH 6.

In addition, in order to evaluate the neuronal toxicity of the metals in question, toxicity
tests were performed on hippocampal slices of mice that proved that, once submitted to
concentrations of 1 and 3 i M (0.2 and 0.6 ppm) Pb?* and 10 and 30 i M (0.5 and 1.5 ppm) of
NiZ*, neuronal changes caused are irreversible.

The hybrid material was also tested on adsorption of the cationic dye, methylene blue,
and then the material obtained (LevSA) was characterized by cyclic voltammetry using a
graphite paste electrode.

For the voltammetric tests, the modified yeast with silsesquioxane was subjected to
methylene blue (LevSA), being observed adsorption capacity of such a dye. The new material
applied in graphite paste electrode and their electrochemical characteristics were evaluated

and described.

Keywords: Yeast, Silsesquioxane, Lead, Nickel, Biosorption, Toxicity, Voltammetry.
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1. INTRODUCAO

1.1.Levedura

Dentro do grande grupo dos fungos, trés tipos de organismos tém grande importancia
pratica: os bolores, as leveduras e os cogumelos. Os fungos filamentosos e leveduras tém sido
destacados por sua capacidade de interacdo com 0s ions metalicos em processos como a
biossorcdo (para revisdo veja WANG et al., 2009).

A levedura é uma célula eucariota que pode ser facilmente manipulada. Ha cerca de 350
espeécies de leveduras, divididas em 39 géneros. Dentro do género Saccharomyces, pertencente a
classe Ascomycetes, Saccharomyces cerevisiae € 0 microrganismo com maior investimento em
desenvolvimento de ferramentas. Possui genoma inteiramente seqtienciado e inimeros dados de
perfil de expressdo génica global sob diferentes condi¢cdes ambientais e, por esta razdo, possui o
genoma mais bem anotado dentre os eucariotos, apresentando incontaveis ferramentas de
genética (PELCZAR, REID e CHAN, 1980; GOFFEAU, BARRELL, et al., 1996; GUTHRIE e
FINK, 2004).

As leveduras variam de 1 a 5um de largura e 5 a 30um de comprimento. S&o capazes de
usar diferentes fontes de carbono e nitrogénio, resistem a grandes variacdes de concentracao
osmotica e pH, sdo capazes de crescer em uma faixa ampla de temperatura (até 50°C). A sua
parede celular, formada principalmente de glucanas (30 a 34%), mananas (30%), quitinas (1 a
2%), proteinas (6 a 8%) e lipideos (8,5 a 13,5%),tem grande potencial para ser usada como
biossorvente: grupos acetamido de quitina, polissacarideos estruturais de fungos, grupos amino e
de fosfato nos acidos nucleicos, os grupos amino, amido, sulfidrilo, carboxilatos em proteinas e
hidroxilas em polissacarideos sdo 0s grupos quimicos que podem sequestrar e pré-concentrar 0s
metais (PELCZAR, REID e CHAN, 1980; DRAKE e RAYSON, 1996; KORDIALIK-
BOGACKA, 2011; ANGELLIS, 1987; TORTORA et al., 2005; VOLESKY, 2003).

As leveduras sdo muito utilizadas para processos industriais que utilizam a fermentacéo,
além de ser um organismo modelo til para diversos estudos, incluindo os que avaliam o
metabolismo celular na presenca de metais. Muitas das vias e 0s seus genes sdo altamente

conservados em eucariontes superiores, incluindo os seres humanos (BEACKLEY, et al., 2011).

1.1.1. Aplicacdo como biossorvente
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A Levedura é frequentemente aplicada em sistemas industriais de fermentacdo e
processos de biossor¢cdo (KAPOOR e VIRARAGHAVAN, 1995; WU, et al., 2012; ZHANG, et
al., 2009). Também, as leveduras tém sido amplamente utilizadas para fins biotecnolégicos, tais
como biorremediacdo de efluentes contaminados com metais e compostos organicos, e para a
geracdo de bioenergia como um resultado da seu grande desempenho em processos de
fermentagdo (para revisdo ver Ostergaard, et al., 2000). Além disso, varias aplicacdes
biomédicas, incluindo acGes sobre o sistema imunolégico, adsorcdo de substancias toxicas, o
enriquecimento de nutrientes e portadoras de moléculas bio-ativos sdo apontados como
aplicacdes relevantes (JENABIAN, et al., 2010).

Kordialik-Bogacka (2011) avaliou as propriedades superficiais da levedura, bem como
sua eficacia na remocdo de cadmio, chumbo e cobre. Apos a sorcdo foram constatadas alteracdes
a superficie de carga e hidrofobicidade das células, além de uma capacidade de adsorcdo de
metais mais elevada para as células de levedura carregadas negativamente.

A avaliacdo da capacidade de sor¢do de microrganismos isolados de &gua residuais de
areas urbanas e industriais foi realizada por Mufioz et al. (2012). Este estudo constatou que o
comportamento destes microrganismos frente aos metais é influenciado pelo ambiente onde estes
se encontram, sendo que os que foram isolados de ambientes com maior concentracdo de metais
apresentaram maior resisténcia, sendo assim classificados como potenciais biossorventes.

Amirnia et al. (2015), aplicaram S. cerevisiae para remocdo de Cu(ll) e Pb(ll) em um
sistema de biorreator continuo, obtendo uma capacidade maxima de retencdo de 29,9 mg g* e
72,5 mg g* para os respectivos metais.

Zhang et al. (2009) demonstraram a capacidade de adsor¢do de Pb?" por S. cerevisiae.
Para isso, foram aplicadas duas formas do biomaterial: imobilizado e ndo imobilizado. Os ensaios
com o material ndo imobilizado revelaram que a capacidade e taxa de adsorcdo foram de 6,52 mg
gle 52,94%, respectivamente. Apds a imobilizacéo, esses valores chegaram a 10 mg g e 80%.

Kapoor et al. (1995) verificaram que a capacidade de biossor¢cdo de cadmio por S.
cerevisiae foi maior em comparacgdo a adsorventes como o 0xido de aluminio e carvao ativado,
destacando a importancia e a viabilidade do processo de biossorcéo por leveduras.

J& Wu et al. (2012) aplicaram S. cerevisiae na retencdo de arsénio, obtendo uma
capacidade maxima de sorcdo de 62.908 pgg™, e 75% de sucesso na regeneracio de biomassa

aplicada.
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Outras espécies de leveduras também podem ser aplicadas para biossorventes.

Mata et al. (2013) aplicaram leveduras isoladas do Rio San Pedro (Issatchenkia orientalis
e Candida tropicalis) em reatores para a biossor¢do de 4 metais (Cu, Fe, Mn e Zn). Os resultados
apontaram que as leveduras selecionadas foram capazes de reter 81,5% do zinco, 76,5% do
cobre, 95,5% do manganés e 99,8% do ferro sob as condi¢des do sistema de fluxo continuo dos
reatores, apos 40 dias.

Trama et al. (2014) aplicaram uma colecéo de leveduras isoladas a partir da compostagem
do Parque Zooldgico de Sdo Paulo em teste de tolerancia e sorcdo de Mn e Pb. Apesar da baixa
taxa na remogdo de Mn, o trabalho destaca um isolado: o Trichosporon montevideense; na
remocdo de Pb. Esse isolado é capaz de se desenvolver em alta concentracdo de chumbo
(5000ug), além de apresentar uma capacidade de sorgdo de 26 mg g*. Através de estudos
estatisticos, foi possivel constatar a relacdo direta entre a tolerancia e a capacidade de sorcéo.

Os biossorventes (adsorventes de origem biolégica que realizam o processo de sorcao)
podem reduzir a concentragdo de fons metalicos na solugdo de ppm (mg L) para o nivel de ppb
(Mg L) de forma eficaz, sequestrando ions metalicos dissolvidos em solugdo de forma rapida.
Por isso 0 processo de biossorcdo € um candidato ideal para o tratamento de aguas residuais de

alto volume e baixa concentracdo de ions (WANG, et al., 2009).

1.2. Silsesquioxanos

Nanotecnologia, uma tecnologia emergente, tende a ser aplicada no esforco para reduzir
custos e melhorar a eficacia global dos métodos de remediacdo ambiental, e tem aplicacfes
biomédicas importantes (KARN, et al., 2009; KANNAN, et al., 2005). Neste contexto, uma
importante classe de materiais nanoestruturados tem atraido interesse em diferentes areas do
conhecimento: os silsesquioxanos. Os silsesquioxanos sdo compostos que tém a formula empirica
(RSiO 1,5)n, em que R pode ser um atomo de hidrogénio ou um grupo orgénico de metila, vinila,
fenila, alquila, alquileno, arila, arileno ou organofuncional ou seus derivados (BANEY, et al.,
1995; LIM, et al., 2012) e n € um ndmero que pode variar entre 4 e 30 e 0 composto resultante é
denominado Poliedro Oligosilsesquioxano (POSS), mas quando n representa um numero
indefinido o composto resultante € chamado de polisilsesquioxano (VORONKOV e
LAVRENTYEV, 1982; DO CARMO, et al., 2010). A reatividade e a funcionalidade do

composto pode ser alterada por modificagdo do grupo funcional R, com uma variedade de
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substituintes orgénicos e inorganicos (BANEY, et al., 1995; VORONKOV e LAVRENTYEV,
1982). Existem numerosas aplicagdes deste composto quando utilizado como precursor na
formacdo de compostos hibridos organicos (FERNANDES, MARALDI, et al., 2018; DO
CARMO et al., 2014; SOARES et al., 2013) inorganicos (DO CARMO et al., 2012), em catalise
(WADA, et al., 2009), como aditivos (BOURBIGOT, et al., 2009), tal como polimero (SOH, et
al., 2007), de cristal liquido (MEHL e GOODBY, 1996), filmes electroactivos (LUCHO, et al.,
2004), como materiais precursores de dendrimeros (DO CARMO, PAIM, et al., 2007) a entrega
direccionada de genes terapéuticos (KANESHIRO, WANG, e LU, 2007), entre outros.

Os silsesquioxanos podem formar estruturas do tipo aleatorias, escada, gaiola aberta e
gaiola fechada, assim como ilustra a Figura 1.
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Figura 1. Estruturas Silsesquioxanos (RSiOus)n: (2) Estrutura Parcial de Gaiola (b) Estrutura de Escada, (c)
Estrutura Aleatoria, (d) Estrutura de gaiola fechada (Ts), (e) Estrutura de gaiola fechada (T1o)e (f) Estrutura de gaiola
fechada (T12) (Adaptado de Zhou, Ye, & Xu, 2017).

De acordo com Baney et al. (1995) os silsesquioxanos podem ser divididos em dois
grupos principais, os incompletamente condensados e os completamente condensados. Os
incompletamente condensados apresentam grupos silandis (SiOH) em sua estrutura, referentes a

algumas ligagdes (Si-O-Si) rompidas. Por outro lado, os completamente condensados, apresentam
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uma estrutura poliédrica regular e simétrica com todas as liga¢fes Si-O-Si completamente ligadas
umas as outras, onde o oxigénio atuara como “ponte” entre os dois atomos de silicio e nenhum
grupo hidroxila estd presente (QUADRELLI e BASSET, 2010; CORDES, LICKISS, e
RATABOUL, 2010).

O interesse pelos silsesquioxanos € devido a habilidade em mimetizar a reatividade dos
grupos silandis na superficie da silica e também aos grupos organicos volumosos e ramificados
presentes em sua extremidade (PROVATAS et al., 1998).

Polisilsesquioxanos sdo geralmente sintetizados por condensacdo hidrolitica do
mondmero RSiX3 onde R é um grupo organico e X pode ser um halogénio, -OH, -OR (alcéxido),
ou OAc (acetoxido). Os grupos X hidrolisam e condensam para formar a estrutura Si-O-Si
(BANEYet al., 1995). A Equacdo 1 ilustra a reacdo hidrolitica do monémero para a formacéo de

um silsesquioxano constituido por ligacdes cruzadas.

n RSiXs + 1,5 nH20 — (RSiO15)n + 3 nHX (Eq. 1)

A sintese de derivados POSS monofuncionais normalmente comeca com a condensacdo
hidrolitica de organotriclorossilanos resultando em uma mistura de gaiolas de siloxano. A reacdo
subseqliente é chamada de corner-capping: é a reacao de trisilandis com agentes de acoplamento
de silano do tipo R’SiX3, onde R’ carrega um sitio reativo (vinil, meticrilato, isocianeto, epoxi,
etc.) e X=CIl ou um alcoxido, resultando em moléculas POSS contendo o grupo funcional
solicitado (KICKELBICK, 2013).

Derivados de POSS monofuncionais sdo incorporados como mondmeros por
copolimerizacdo em diversos polimeros lineares. Isso leva a incorporacdo de unidades em
nanoescala em uma cadeia de polimero. O POSS também reage com uma variedade de elementos
do grupo principal, metais de transi¢éo e lantanideos para gerar metalosilsesquioxanos totalmente
condensados (KICKELBICK, 2013).

A formacdo de um material hibrido € de grande interesse, uma vez que poSssui
propriedades e caracteristicas que variam das originais. Dentre essas propriedades esta a
capacidade de aumentar a adsorgdo de ions metélicos em solucdo (SILVEIRAet al., 2013), se
tornando assim um material propicio para a modificacdo quimica das leveduras, visando

aumentar a sua capacidade biossortiva de analitos organicos com interesse biologico e ambiental
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(disruptores orgéanicos). Este silsesquioxano cubico possui oito veértices, grupos periféricos -NH,
que sdo susceptiveis de entrar em reac¢des quimicas de substitui¢do nucledfila, que pode ocorrer
nos grupos hidroxil, amina/tiol e carboxilicos, presentes na superficie (paredes) das leveduras
(LABUTO,et al., 2015). Desta forma, o silsesquioxano cubico pode funcionar com um agente
modificador das leveduras, com o intuito de incrementar ou potencializar as propriedades
adsortivas de espécies inorganicas (ions metélicos) como também espécies organicas (corantes

organicos) impactantes do meio ambiente.

1.3. Contaminantes

A chamada “contamina¢do quimica” da agua é considerada uma das maiores ameagas a
salde humana e a biodiversidade nos préximos séculos (TUNDISI e TUNDISI, 2011). Poluentes
antropogénicos (como os metais, farmacos e hidrocarbonetos) no ambiente e seus efeitos sobre 0s
organismos vivos tém sido relatados como uma das 40 prioridades politicas de gestdo de
conservacao estabelecidas por cientistas em todo o mundo (FLEISHMAN, BLOCKSTEIN, et al.,
2011).

Alguns desses compostos sao classificados como disruptores enddcrinos, uma vez que,
quando concentrados no organismo, afetam o sistema enddcrino que é responsavel pela sintese de
horménios que regulam o organismo atuando em vias de crescimento, mecanismos homeostaticos
e reprodutivos, provocando, por fim, doencas relacionadas ao sistema nervoso, ma formacéo fetal
e alguns tipos de cancer (CRISP, 1998; BIRKETT e LESTER, 2003; COLBORN,
DUMANOSKI e MYERS, 2002; BIRNBAUM e FENTON, 2003).

Os metais pesados estdo dentre os disruptores enddcrinos de origem inorganica. Estes,
uma vez inseridos no ambiente principalmente através do despejo de residuos industriais, ndo se
degradam e acabam por contaminar seres vivos (DERISIO, 2012; WANG, 2006). Na verdade, a
atividade industrial converte metais em formas quimicas dentro de produtos finais que podem ser
mais toxicos para 0 homem. O chumbo, por exemplo, € um metal importante com muitas
utilizagdes industriais. Esta aplicacdo industrial generalizada resulta em descarte, e a consequente
exposicao humana por fontes de alimentos e presencga na dgua potavel (GOYER, 1991).

Vertebrados contaminados com metais tais como o chumbo (Pb), apresentam disfuncdes
no sistema nervoso, medula 0ssea e nos rins, e diretamente afeta o desenvolvimento fetal devido
a sua capacidade para atravessar a placenta (MOREIRA e MOREIRA, 2004).
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Tendo em vista 0s danos causados pela presencas desses compostos no meio ambiente,
diversos métodos para sua remogdo tem sido pesquisados, dentre elas temos a biorremediagé&o,
que atua no ambiente contaminado atraves de agente biologicos, visando sua restauracdo. Esse
processo realizado pelos biorremediadores pode ocorrer por degradacdo ou sorcdo (absor¢do ou
adsorcéo) dos contaminantes de interesse (KUMAR, BISHT, et al., 2011).

A intoxicagdo do homem por metais pesados esté vinculada & dois componentes celulares:
as enzimas e as membranas. As enzimas, uma vez complexadas com ions metalicos, tem sua
funcdo blogueada, impedindo assim muitos processos metabdlicos. J& a membrana celular pode
ter sua estrutura alterada em decorréncia da ligacdo de metais pesados, o que interfere no
transporte de ions vitais a sua manutengdo, como K*e Na*, por exemplo (FELLENBERG, 1980).

Esses metais pesados podem ser liberados nas aguas de forma direta (despejo de residuos
industriais que contenham os metais pesados) ou indireta, onde 0s metais ja presentes nas aguas
na forma de sedimentos (combinados na forma de carbonato, sulfetos, sulfatos, etc.) sdo liberados
quando residuos acidos sdo lancados ou em &guas eutrofizadas, que tendem ao pH &cidos por

conta da baixa concentracdo de oxigénio e aumento do CO, (FELLENBERG, 1980).

1.3.1. Chumbo

O chumbo é um metal do Grupo IV da tabela periddica, sendo seu principal estado de
oxidacdo +2, formando o chamado ion plumboso (Pb?*). Possui nimero atdmico 82, ponto de
fusdo de 327,5 °C e ponto de ebulicdo de 1750 °C (MAHAN e MYERS, 1995).

A aplicacdo do chumbo pela humanidade data-se do periodo de 4.000 AEC. E em
periodos posteriores, inicio da era atual, ja ha descritos relacionando problemas de satde com a
exposicao ao chumbo (uma vez que o metal era usado na fabricacdo de utensilios como garrafas
para fabricacdo e estocagem de vinho, por exemplo). Ja entre os anos de 1490 e 1580, mortes
associadas ao uso do chamado “agticar de chumbo” (acetato de chumbo) foram descritas. Essa
substancia era aplicada para adocar vinhos. Nos seculos posteriores, mais estudos sobre a
posologia do chumbo surgiram (HERNBERG, 2000).

Atualmente, o chumbo é aplicado no processo industrial de manufatura de baterias,
vidros, cerdmicas, mineracdo, industria de tintas e petroleo, e chega ao ser humano por

contaminacdo do ar, solo e agua, resultante dos processos industriais e descarte irregular de
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residuos (TONG, VON SCHIRNDING e PRAPAMONTOL, 2000; DEMAYO, TAYLOR, et al.,
1982).

Um organismo contaminado com chumbo apresenta concentracdes diferentes do metal
distribuidos por todos os 6rgdos. A maior concentracdo de chumbo, no homem, é encontrada nos
0ss0s, seguido pelos rins. O sistema nervoso apresenta menores concentragfes mas € considerado
um sitio critico, por conta dos efeitos que sua danificacdo pode causar (BARRY, 1975;
MOREIRA e MOREIRA, 2004).

De forma direta, a contaminacdo de chumbo afeta desde o inicio do ciclo de vida humano,
através da passagem do metal pela placenta entre a 122 e 142 semanas, gerando dano ao cérebro
do feto, prematuridade, reducdo no crescimento pds-natal e possiveis malformacdes, além de ser
acumulado no leite materno, pode levar a diminuicdo do desenvolvimento intelectual da crianca,
mesmo apos o controle de outras medidas de chumbo pré-natal e pés-natal. Em criancas e adultos,
pode acarretar hipotireoidismo decorrente de alteragdes funcionais da hipéfise e seu acimulo na
tireoide, atrofia testicular, aborto espontaneo e interferéncia na qualidade e quantidade de
esperma. Além disso, a intoxicacdo por chumbo, também chamada de Saturnismo, também esta
relacionada as alteragcBes neurocomportamentais como agressividade e delinquéncia, (para revisao
veja GUIMARAES, 2018; OLYMPIO, GONCALVES, et al., 2009; SCHNAAS, ROTHENBERG,
et al., 2006).

1.3.2. Niquel

O Niquel é um metal de transi¢do do Grupo VIIIB da tabela periédica, sendo seu principal
estado de oxidacdo +2: os estados +3 e +4 sd aparecem em alguns compostos. Possui numero
atdmico 28, ponto de fusdo de 1455 °C e ponto de ebulicdo de 2913 °C (MAHAN e MYERS,
1995).

A crosta terrestre contém cerca de 50 mg L de niquel, principalmente em rochas igneas,
e as plantas acabam por reter quantidades de niquel (MERIAN, 1984). Na industria, é aplicado na
producdo de papel, fertilizantes, usinas siderdrgicas e refinarias de petréleo (FELLENBERG,
1980). Ele € considerado um micronutriente, uma vez que € requerido pelo organismo em baixas
concentragdes, mas é toxico em concentracdes elevadas (YEGANEHA, AFYUNI, et al., 2012).

O contato com o niquel pode ser por via oral, dermal ou por inalagdo e pode acarretar

danos dermatoldgicos, imunoldgicos, neurologicos, reprodutivos e de desenvolvimento, além de
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cancer, sendo estes danos relacionados ao tempo de exposicdo ao metal (DAS, DAS e
DHUNDASI, 2008).

1.4.  Toxicidade neuronal

Sendo conhecido que metais como chumbo e niquel causam danos neurolégicos, estudos
especificos sobre tais efeitos se mostram de grande importdncia. E apesar do grande
conhecimento da nocividade desses compostos, muitos efeitos e vias de contaminacdo e
distrubuicdo desses metais nos organismos ainda ndo sdo totalmente conhecidos.Estudar as
secgBes do cérebro é uma forma de avaliar danos dos metais na salide humana, porque os metais
como o0 niquel e o chumbo, atuam diretamente no sistema nervoso central, induzindo
encefalopatia aguda ou mudanca no comportamento e cogni¢cdo (CLARKSON, 1987).

Chumbo e niquel, uma vez inseridos num organismo, sdo alocados em diversos locais. O
cérebro é um dos locais onde sdo observadas as maiores concentracfes desses metais
(GRANDJEAN, 1978; OSKARSSON e TJALVE, 1979).
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Figura 2. Cérebro e visdo frontal do cérebro pés-corte central (Adaptado de BERNE &LEVY, 2009).

O hipocampo é uma importante regido de estudos, pois € a regido vinculada a memoria de

curto prazo e sua consequente conversdao em memoria de longo prazo (BERNE e LEVY, 2009).

Além disso, o hipocampo pode estar vinculado as doengas neurodegenerativas como Parkinson e
Alzheimer (LAAKSO, PARTANEN, et al., 1996).

Diversos estudos apontam que concentracdes de chumbo e niquel sdo encontradas no

hipocampo afetando, de forma simplificada, canais de calcio, que sdo fundamentais para a
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ocorréncia das sinapses (SADIQ, GHAZALA, et al, 2012; BRAGA, PEREIRA e
ALBUQUERQUE, 1999; GORJI, SCHELLER, et al., 2000; NEAL e GUILARTE, 2012).

Técnica opticas sdo muito aplicadas para avaliar os impactos de substancias nos neurdnios
(COHEN, SALZBERG e GRINVALD, 1978). Dentre elas a avaliacdo da autofluorescéncia das
fatias de hipocampo foi a aplicada neste trabalho.

Essa técnica parte do principio de que alguns componentes celulares, quando excitados
por radiacdo UV/Vis emitem fluorescéncia. Esta pode ser emitida por marcadores (fluor6foros)
ou pode ser intrinseca da célula ou de seus componentes, sendo esta Ultima definida como
autofluorescéncia. Componentes enddgenos das células como NADH, flavoproteinas e a
atividade mitocondrial sdo associadas a autofluorescéncia neuronal, sendo que quando a
fluorescéncia de NAD* aumenta, a de FAD* diminui, sendo ambos os compostos as formas
reduzidas de NADH e FADH;, respectivamente (SHUTTLEWORTH, 2010; DUCHEN, SURIN
e JACOBSON, 2003). Estes dados sdo entdo colhidos por um microscépio de fluorescéncia
equipado com um fotodiodo, que faz a conversdo disso em sinal elétrico, sendo assim possivel
avaliar as alteracdes apresentadas (CRESPI, CROCE, et al., 2004; MONICI, 2005).

1.5.Biossensores

Biossensores sdo componentes analiticos que apresentam um sinal elétrico frente a uma
resposta bioldgica. Estes podem ser baseados em enzimas, tecidos e DNA, por exemplo, sendo
amplamente aplicados para usos médicos, industriais e ambientais (MEHROTRA, 2016).

Os elementos biologicos atuam como modificadores nos Eletrodos Quimicamente
Modificados (EQMSs), que sdo constituidos de um eletrodo base (platina, carbono vitreo e pasta
de carbono, por exemplo) e uma camada do modificador quimico e/ou bioldgico, sendo que essa
modificacdo pode ocorrer por adsor¢do, ligacdo covalente ou formacdo de filme polimérico na
base do eletrodo (PEREIRA, SANTOS e KUBOTA, 2002).

As leveduras também tém sido muito aplicadas como biossensores porque, entre outras
vantagens, tem baixo custo, pode ser armazenada por longo tempo sem perder sua atividade, é
um importante modelo de células eucariontes e é tolerante a condi¢des ambientais severas
(ADENIRAN, SHERER e TYO, 2015).
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A Tabela 1 apresenta os métodos de deteccdo de contaminantes ambientais mais

aplicados, demonstrando a importancia dos estudos e da aplicacdo das leveduras como

biossensores.

Tabela 1. Métodos utilizados para deteccao de contaminantes ambientais (adaptado de JARQUE, BITTNER,

et al., 2016)

Método de deteccao

Vantagens

Desvantagens

Analise Quimica

Enzimas

Bactérias

Leveduras

Células de vertebrados

in vitro

Animais in vivo

Identificacdo de compostos especificos;
Deteccéo de baixas concentracdes;

N&o possui implicacGes éticas.

Né&o fornece informacdes de

atividade biol6gica;

Interacdo especifica enzima-substrato;
Deteccgéo de baixas concentragoes;

N&o possui implicacOes éticas.

Baixa relevancia para células ou

organismos.

Baixo custo e simples;
Resultados rapidos;
Adaptabilidade.

Baixa relevancia para organismos
eucariontes;
Possiveis implicagdes éticas por

modificagOes genéticas.

Organismo eucarionte;

Baixo custo e simples;
Transferéncia de genes de vertebrados com
funcionamento completo;
Resultado rapido;
Adaptabilidade.

Organismo unicelular;
Possiveis implicagGes éticas por

modificacdes genéticas.

Estudos de vias de sinalizacdo separadamente, sem
possiveis interferentes;
Grande nimero de tipos de células;

Resultado réapido;

Menos implicagdes éticas comparado com 0 in vivo.

Condigdes celulares ndo sdo
precisamente replicaveis;
Possiveis implicacGes éticas por
modificacdes genéticas;
Custo laboratorial mais elevado do

gue para bactérias e leveduras.

Avaliacdo de modelos invertebrados e vertebrados;
Reflete fatores sistémicos;
Maior precisao para traducdo dos resultados para

humanos.

Implicacdes éticas;
Alto custo;
Maior tempo de duracéo dos
experimentos;

Né&o aplicavel como biosensor.
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15.1. Corante Azul de metileno

O Azul de metileno (C16H18N3SCI.3H20), ou cloreto de tetrametiltionina, representado na
Figura 3, € um corante catidnico pertencente a classe das tioazinas, aromatico heterociclico e
solivel em &gua, utilizado no tingimento de algoddo, I&s e papel, podendo também ser aplicado
como identificador de 4guas contaminadas e do nivel de bactérias no leite. No mais, é conhecido
por ser um composto organico com afinidade celular, com propriedades fotoquimicas, podendo
ser aplicado na inativacdo de bactériase virus. E um composto eletroativo e pode atuar como
mediador de elétrons acelerando processos de transferéncia de elétrons entre o analito de
interesse e a superficie do eletrodo (OLIVEIRA, SILVA e VIANA, 2013; LONGHINOTTI,
FURLAN, et al., 1996; SCOTTI, LIMA, et al., 2006).

N
=

Ha (a) Ha

Figura 3. Estrutura do corante azul de metileno. (Adaptado de LONGHINOTT]I, FURLAN, et al., 1996)

Apesar de ser conhecido principalmente como um corante, o azul de metileno esta
entrando no campo da cirurgia cardiaca e cuidados criticos como um agente terapéutico muito
importante, além de afetar positivamente o resultado clinico de dificuldades de retencdo de
memoria em distdrbios neurodegenerativos associados a disfun¢do mitocondrial. Entretanto, pode
ter varios efeitos nocivos, caso inalado ou ingerido em excesso. Alguns sintomas sao: respiracdo
rapida ou dificil, nauseas, vomitos, diarreia, dor abdominal e no peito, dor de cabeca, sudorese
profusa e confusdo mental (GINIMUGE e JYOTHI, 2010; CALLAWAY, RIHA, et al., 2002;
BHATTACHARYYA e SHARMA, 2005).
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2. OBJETIVOS

Modificar quimicamente a levedura S. cerevisiae com o octa(aminopropil)silsesquioxano

Obter novos dados sobre a toxicidade do chumbo e do niquel através de testes de
toxicidade neuronal.

Caracterizar o material hibrido preparado bem como seus precursores, por técnicas
espectroscopicas tais como infravermelho (FT-IR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e
energia dispersiva de raios-X (EDS).

Avaliar comparativamente a capacidade de sor¢do do material para chumbo e niquel, bem
como a toxicidade desses metais.

Promover a adsorcdo de um corante organico, o Azul de metileno, e estudar seu

comportamento voltamétrico, utilizando para isso um eletrodo de pasta de carbono.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Toxicidade

Testes de toxicidade foram realizados com fatias do hipocampo (400 mm de espessura), a
partir de camundongos machos C57BL/6 (9 semanas de idade). As fatias, obtidas a partir dos
animais sacrificados por deslocamento cervical, foram submersas em solugdo oxigenada (95%
02, 5% de CO>) de fluido cerebrospinal artificial (ACSF), durante cerca de 1 hora. Em seguida,
as fatias foram transferidas para a camara de registro com perfusao de solu¢do em 1,5 mL/min,
com ACSF oxigenado. A camara de registro esta inserida em um setup contendo um microscopio
de fluorescéncia (Zeiss - Axioscop) equipado com uma lente de imersdo em agua (40x, 0,75W,
distancia de trabalho 1,6 mm). Os sinais Opticos foram registrados na area CA3 do hipocampo,
nas fibras musgosas-células piramidais CA3-sistema sinaptico, utilizando uma lampada de
tungsténio (12V, 75W) e os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 480 nm (largura de
banda de 10 nm) e acima de 500 nm, respectivamente. Os sinais foram adquiridos utilizando um
fotodiodo (Hammamatsu K2G 1336 e processados por meio de um sistema de aquisicdo de dados
da National Instruments™, com o software de analise da Signal Express. O meio extracelular
(ACSF) tem a seguinte composicdo e condi¢bes (em mM; pH 7,4, 32°C): NaCl 124,0; KCI 3,5;
NaHCO3 24,0; NaH2PO4 1,25; MgCl. 2,0; CaCl, 2,0 e D-glucose 10,0. A solugédo de chumbo foi
preparada a partir de PbCl.e a solugdo de niquel a partir de Ni(NOz3)2.6H.O, ambos na
concentracio estoque de 1 mM. Para os ensaios, as concentracdes de 0,2 € 0,6 mg L™ Pb?* (1 e 3
uM) e 0,6, 1,2 e 1,8 mg L™ (10, 20 e 30 uM) de Ni?* foram usadas. Estes testes foram realizados
sob orientacdo da Profa. Dra. Maria Emilia Quinta-Ferreira, no laboratério de Biofisica, no
Departamento de Fisica da Universidade de Coimbra.

3.2. Métodos de Preparacéo dos Materiais
3.2.1. Sintese do clorohidrato de silsesquioxano CI[H3N(CH2)3]sSigO12
O cloridrato de silsesquioxano CI[H3N(CH2)3]sSigO1. foi preparado de acordo com o
método proposto por Feher et al.(1999): em um bal&o de fundo chato de 6000 mL, contendo 150
mL de y- aminopropiltrietoxisilano (H.NCH2CH>CH2Si(Oet)s, Sigma-Aldrich) dissolvido em 3,6

L de metanol (MeOH), adicionou-se lentamente 200 mL de HCI concentrado. A mistura
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homogénea foi mantida atemperatura ambiente por 6 semanas e 0 produto obtido foi lavado em
funil de placa sinterizada com metanol gelado, e seco & 100°C. Esse material foi denominado SS.

3.2.2. Modificacdo da levedura com silsesquioxano (LevS)

A primeira etapa consiste na neutralizagdo do clorohidrato de silsesquioxano formado
(aminocubo). Nesta etapa 5,0 g do clorohidrato foi adicionado a 100mL de agua deionizada,
seguido da adicdo de 11,57 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3). A solucdo foi mantida sob
agitacdo por 60 horas a temperatura ambiente. Apds este periodo de agitacédo, adicionou-se 5 g de
levedura (Saccharomyces cerevisiaetipo 1, Sigma-Aldrich) e o sistema foi mantido sob rigorosa
agitacdo por mais 24 horas. Em seguida a suspensdo foi centrifugada e separou-se a fase
solida,que foi lavada exaustivamente com agua deionizada. O produto obtido foi descrito como

LevS e adequadamente estocado em um dessecador a vacuo.

3.2.3. Modificagéo da Levedura com o corante azul de metileno por adsor¢éo
3.2.3.1. Curva de calibracdo para o azul de metileno
Solugdes de Azul de metileno (C16H18N3SCI.3H20, Dinamica) foram preparadas a partir
de uma solugio-mae1,0x101M nas concentragdes de 1,0x10°M, 5,0x10°M, 1,0x10*M e 5,0x10"
M.
As absorbancias foram lidas utilizando um espectrofotdmetro (Varian) em uma faixa de
comprimento de onda (X) de 200 a 800 nm. O espectro eletronico apresentou um Amax €m 666nm

e este comprimento de onda foi empregado para elaborar uma curva de calibracéo.

3.2.3.2. Adsorcao do Azul de metileno
Afim de determinar a capacidade adsortiva do material, 500 mg de LevS e Lev foram
adicionados a 50 mL de diferentes concentracdes de azul de metileno em solugdes aquosas: a
saber, 1,0x10°M, 5,0x10°M, 1,0x10*M e 5,0x10*M, 1,0x10M, 5,0x103M; por 4 horas sob
agitacdo magnetica e temperatura ambiente. Todas as solu¢Ges foram preparadas a partir de
solugéo estoque 1,0x10M.
Apos o tempo de contato estabelecido, aliquotas de cada solucdo foram centrifugadas a

afim de se obter um sobrenadante limpido, que foi analisado por espectrofotometria.
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3.3. Métodos de Caracterizacgdo e técnicas utilizada
3.3.1. Microscopia eletronica de varredura acoplada com Espectroscopia de
energia dispersiva de raios-X (MEV-EDS)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) consiste em uma analise superficial da
amostra de interesse através de uma varredura por feixe de elétrons, sendo este refletido e
coletado por um tubo de raio catédico, gerando assim uma imagem que pode ser registrada e que
representa as caracteristicas superficiais da amostra (CALLISTER JR., 2008).

Desta forma, a caracterizacdo por MEV se faz de fundamental importancia por produzir
imagens que transmitem as informacdes morfoldgicas e topograficas da superficie do material de
estudo.

Ja a Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS ou EDX) é uma técnica
aplicada para obter uma analise elementar qualitativa da amostra de interesse. A analise baseia-se
nas interacOes entre a radiacdo eletromagnética e a matéria, analisando os raios-X emitidos pela
matéria em resposta a incidéncia de particulas carregadas,levando em consideragdo o principio
fundamental de que cada elemento tem uma estrutura atdbmica unica (CALLISTER JR., 2008). As
micrografias e os espectros foram obtidos por um equipamento modelo EVO LS15da marca Carl
Zeiss.

3.3.2. Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

A espectroscopia na regidao do infravermelho (FTIR) é uma técnica baseada no aumento
da energia de vibracdo ou de rotacdo associado com uma ligacdo covalente, onde esse aumento
resulta numa variagdio do momento dipolar da molécula. A absorcdo de radiacdo no
infravermelho é um processo quantizado, ou seja, uma molécula absorve apenas freqliéncias
selecionadas de radiacdo do infravermelho (SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2006;
EWING, 1972; PAVIA, LAMPMAN, et al., 2012).

As vibracoes das ligacOes séo divididas em: vibragdo de estiramento (vs), que consiste em
alongamentos periddicos da ligagdo ao longo do seu eixo, e vibracdo de deformagéo (ds), que séo
deslocamentos ocorridos em angulo reto como eixo da ligagdo (VOGEL, 2005).

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos através de um espectrdmetro
Nicolet 5DXB FT-IR (Nicolet Instruments, Madison, WI). As pastilhas utilizadas na analise
foram feitas a partir da mistura de aproximadamente 150 mg de Brometo de Potassio seco (KBr,
cristalino, grau espectroscopico da Synth) e amostra suficiente para compor 1,0 %(m/m) da
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mistura, que foi macerada exaustivamente em um gral com pistilo até se obter a homogeneidade.
Para a obtencdo dos espectros de FTIR foi empregado, para cada amostra, um minimo de 64

varreduras numa resolucdo de +4 cm™, na faixa de 4000 a 400 cm-.

3.4. Estudos de sor¢cdo em batelada

Os ensaios de adsorcdo foram realizados com Pb(NO3)2 e Ni(NO3)..6H20 em solugbes de
diferentes concentracdes: 100, 500 e 1000 mg L (ppm)de Pb?* e Ni?*. As suspensdes (25 mL),
constituidas de solucdo metélica e adsorvente, foram mantidas sob agitacdo de 90 rpm,
centrifugacdo de 2 min, a 4000 rpm, e os sobrenadantes foram cuidadosamente recolhidos. Para
efeito comparativo cinco adsorventes foram aplicados nestes ensaios: levedura Saccharomyces
cerevisiae do tipo Il (Sigma-Aldrich) (Lev), silsesquioxano (SS), Lev modificado com
silsesquioxano (LevS), levedura Saccharomyces cerevisiae seca e encapsulada obtida em vinicola
(LevW; ProElif®) e levedura Saccharomyces cerevisiae encapsulada obtida em vinicola ap6s
processo de fermentagdo (LevWF; ProElif®). Levw e LevWF foram obtidas na Adega
Cooperativa de Cantanhede (Cantanhede-Portugal). Todos os ensaios de sor¢do com 0s ions
metalicos foram realizados no Departamento de Engenharia Quimica da Universidade de
Coimbra sob orientacdo da Profa. Dra. Rosa Maria Quinta-Ferreira, sendo que os ensaios de
adsorcdo do corante foram realizados em nosso laboratério no Departamento de Fisica e Quimica
da UNESP em Ilha Solteira.

Em todos os testes (metais e corantes), a capacidade de sor¢do foi calculada com base na

Equacéo 2.

(ci-cf)y v
=T (Ea. 2)
Sendo,
= capacidade de sorcdo (mg g™);

Ci = concentragdo inicial da solugdo metalica (mg L™?);
Cf = concentragéo final da solugdo metalica (mg L™);
V = volume da solug@o metalica (L);

m = massa do adsorvente (g)
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3.4.1. Determinacdo do tempo de equilibrio de adsorcéo: Cinética de adsorcao

Em frascos termostatizados a 25,0+0,1°C, foram adicionados 50 mg do material de estudo.
Pipetou-se aliquotas de 25mL da solugdo contendo o cation metalico, transferindo para os frascos
termostatizados. As suspensdes foram agitadas em diferentes intervalos de tempo (5, 15, 30, 60 e
120 minutos; n=3). Apds a agitacdo foram recolhidas aliquotas do sobrenadante contendo os ions
metalicos ndo adsorvidos, para serem quantificados por espectrometria por absorcdo atdbmica por
chama (FAAS).

3.4.2. Capacidade adsorvente do material: Curva de adsorcéo

Estes experimentos foram efetuados empregando-se técnicas de bateladas, em frascos
termostatizados a 25,0 £0.1°C. Nestes fracos foram adicionados 50mg do material de estudo e
25mL dos disruptores a serem testados em concentragdes finais de 100, 500 e 1000 mg L (ppm)
de Pb?* e Ni?*. O sistema foi submetido a agitagdo no tempo determinado no estudo anterior. Os
sobrenadantes foram quantificados por FAAS.

3.4.3. Estudo sobre o efeito do pH no processo de adsorcéo dos ions metalicos

Preparam-se solucGes padrdes diluidas dos sais de nitratos dos metais em estudo, em
concentragdes de 500 ppm para Pb?" e 100 ppm de Ni?*. O efeito do pH sobre a biossor¢do foi
investigado através do ajuste e manutencao do pH do efluente em valores de 4, 5, 6 e 7. Para o
ajuste de pH foi utilizado HCl a 0,1 M e de NaOH 0,1 M. Pesaram-se exatamente 50 mg de cada
material adsorvente e adicionou-se a 25mL de uma solugdo padronizada do contaminante a
diferentes valores de pH. O tempo de adsorcdo foi aquele encontrado no experimento anterior
para a solucdo neutra. Apos a agitacdo os ions metélicos ndo adsorvidos foram determinados por

absorcao atébmica.

3.4.4. Estudo sobre o efeito da concentracdo do adsorvente (razdo Liquido/Adsorvente)
no processo de adsorcao dos ions metalicos
O efeito da razéo liquido/adsorvente foi avaliado para diferentes concentragdes: 50, 100,

250 e 500 mL g*. O tempo de adsorcdo foi aquele encontrado no experimento anterior para a
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solucdo em pH inicial. Apés a agitacéo os ions metalicos ndo adsorvidos foram determinados por
absorcédo atbmica.

3.5. Estudos Voltamétricos

3.5.1. Voltametria Ciclica

A Voltametria Ciclica (VC) é uma técnica eletroquimica comumente utilizada para
adquirir informacdes qualitativas em processos eletroquimicos porque fornece informacoes sobre
a termodinamica de processos redox, sobre a cinética de reacGes heterogéneas de transferéncia de
elétrons e sobre reacdes quimicas acopladas a processos difusionais ou adsortivos (BRETT e
BRETT, 1996).Esta técnica consiste, de forma simplificada, na aplicacdo de potencial com uma
variacdo linear no tempo na forma de uma onda triangular a um eletrodo de trabalho,
ocasionando reac@es de oxidacao e reducdo de espécies presentes na superficie do eletrodo ou de
espécies eletroativas na solugcdo (WANG, 2006; BRETT e BRETT, 1996).

Uma vez obtido o voltamograma ciclico, pode-se calcular parametros eletroquimicos tais
como: potencial de pico anddico (Epa); potencial de pico catddico (Epc); potencial médio (E?)
(média aritmética dos potenciais dos picos anddico e catodico) e a variagdo dos potenciais Epa-
Epc (AEp). A corrente de pico anddico (Ipa) e a corrente do pico catédico (Ipc) sdo obtidas pela
medida da distancia tomada verticalmente do maximo da corrente ao prolongamento da linha
base (GOSSER, 1993; WANG, 2006).

3.5.2. Preparacao do material para os estudos voltamétricos

Foram pesadas 500 mg de Lev e LevS e adicionadas a 50 ml do corante azul de metileno
5,0x103M, sob agitacdo magnética por 4 horas. Os materiais apds adsorgio com o corante, foram
guardados em dessecador e descritos por LevA (levedura modificada com azul de metileno) e

LevSA (levedura modificada com silsesquioxano e azul de metileno).

3.5.3. Tampéo Britton-Robinson (Tamp&o BR)

A solucéo tampdo Britton—Robinson (BR) 0,4 mol L%, a qual consiste de uma mistura dos
acidos ortofosforico (0,4 mol L), acético (0,4 mol L), e bérico (0,4 mol L), foi preparada e
utilizada em todo o estudo eletroquimico. Uma solugdo de 0,1 mol L de hidroxido de sédio e
outra0,1 mol L™ de &cido cloridrico foram utilizadas para ajustar o pH da solugio, empregando-se
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um medidor de pH (pHmetro) acoplado com um eletrodo combinado de vidro, previamente

calibrado com tamp6es pH 4,0 e 7,0.

3.5.4. Estudo do comportamento voltamétrico da pasta de grafite modificada com LevA
e LevSA

As medidas eletroquimicas foram efetuadas utilizando-se o sistema eletroquimico da
MicroQuimica. Para isso foi empregado um sistema constituido por trés eletrodos: um eletrodo
de referéncia (Ag/AgCls), um eletrodo auxiliar de platina, e o terceiro de trabalho (eletrodo de
pasta de grafite). O eletrodo de pasta de grafite foi preparado misturando-se grafite com material

na proporcao de 1:10 (m/m), e uma gota de Nujol (6leo mineral).

3.5.5. Estudos sobre a influéncia da concentracdo hidrogenionica e velocidade de
varredura

Para os estudos sobre a influéncia da concentracdo hidrogenidnica no comportamento
voltamétrico dos materiais, foram preparadas solugdes 1,0 mol L™ do eletrdlito de suporte a
diferentes valores de pH (2,0 a 6,0). O pH das soluc@es foi ajustado com hidréxido de sédio e
acido cloridrico, empregando-se um medidor de pH (pHmetro) acoplado com um eletrodo
combinado de vidro, previamente calibrado com tampdes pH 4,0 e 7,0.

Apb6s o estudo da influéncia hidrogenibnica, realizou-se um estudo de variacdo da
velocidade de varredura (10-100 mVs™) para determinar se 0 processo redox ¢ adsortivo ou

difusional.
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4. Resultados e Discussao
4.1. Toxicidade

O efeito do chumbo e do niquel na atividade neuronal foi avaliado em fatias de cérebro,
na regido sinaptica (area CA3), fibras musgosas do hipocampo. Estudos de autofluorescéncia,
realizados por diferentes concentragdes de Pb** (1 e 3 uM) e Ni** (10, 20 e 30 uM), foram
realizadas utilizando luz de excitagdo visivel (480 nm) para detectar flavoproteinas, responsaveis
pelas alteragdes de fluorescéncia. Os valores de autofluorescéncia normalizados (F/Fo) foram
calculados a partir do quociente resultante dos dados originais (F) pela média dos primeiros 10
min em ACSF (Fo). Na presenca de 1 pM (0,2 ppm) Pb**, aplicado durante 30 minutos, os sinais
de autofluorescéncia tiveram uma diminui¢do transitdria, seguida por um aumento de cerca de
2% em relagdo a linha de base, como mostrado na Figura 4. O efeito do Pb?" ndo ¢ reversivel,
uma vez que o sinal permanece alterado mesmo apds o retorno para a solu¢do do meio

extracelular normal (ACSF).

Na Figura 5, a concentracdo de chumbo foi de 3 uM (0,6ppm) e o aumento da
autofluorescéncia durante a aplicagdo de chumbo também alcangou cerca de 2%no final do
periodo de 30 min. No entanto, para esta concentracdo de chumbo, o sinal continuou a aumentar
apds a remocao da solugdo de chumbo atingindo, cerca de 10 minutos mais tarde, um valor

estavel de cerca de 4% mais elevado do que a linha de base.
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Figura 4. Sinais de autofluorescéncia normalizados (F/F0) a partir de fatias de cérebro exposta a Pb2+ 1 pM.

Apo6s 10 minutos em ACSF foi aplicada a solugdo de chumbo (1 uM) durante 30 minutos, seguido por um periodo igual

em ACSF. (N = 3), tal como indicado nas barras acima dos sinais. Os dados foram normalizados para a média dos

primeiros 10 pontos de dados. Todos os pontos representam os dados + S.E.M.
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Figura 5. Sinais de autofluorescéncia normalizados (F/Fo) a partir de fatias de cérebro exposta a Pb?* 3 uM.
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Apds 10 minutos em ACSF foi aplicada a solugao de chumbo (3 uM) durante 30 minutos, seguido por um periodo igual em

ACSF. (N = 3), tal como indicado nas barras acima dos sinais. Os dados foram normalizados para a média dos primeiros

10 pontos de dados. Todos os pontos representam os dados + S.E.M.
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As fatias cerebrais expostas ao niquel ndo apresentaram variacdo quando submetidas a
concentracédo de 10 uM (0,5 ppm), como observa-se na Figura 6.

Na Figura 7, onde as fatias cerebrais foram submetidas a solucéo de niquel de 30uM (1,5
ppm), foi possivel confirmar a irreversibilidade da alteracdo causada pelo niquel as células. Em
contato com a solucéo dos ions de niquelobservou-se um um aumento de 2% e, apds a troca para
a solucdo de ACSF, o sinal ndo volta ao seu referencial inicial, finalizando com queda de cerca de
1%.
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Figura 6. Sinais de autofluorescéncia normalizados (F/Fo) a partir de fatias de cérebro exposta a Ni?* 10 uM.
Apo6s 10 minutos em ACSF foi aplicada a solugdo de niquel (10 uM) durante 30 minutos, seguido por um periodo igual em
ACSF. (N = 3), tal como indicado nas barras acima dos sinais. Os dados foram normalizados para a média dos primeiros
10 pontos de dados. Todos o0s pontos representam os dados + S.E.M.
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Figura 7. Sinais de autofluorescéncia normalizados (F/Fo) a partir de fatias de cérebro exposta a Ni* (30 uM).
Apds 10 minutos em ACSF foi aplicada a solucdo de niquel (30 uM) durante 30 minutos, seguido por um periodo igual em
ACSF. (N = 3), tal como indicado nas barras acima dos sinais. Os dados foram normalizados para a média dos primeiros
10 pontos de dados. Todos os pontos representam os dados + S.E.M.

Braga (1999) descreveu que, em neurdnios hipocampais cultivados, concentracdes
nanomolares de chumbo bloqueiam a liberacdo de neurotransmissores.

Outro processo associado aos danos é a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). Yin et al. (2008) indicou em seus estudos que cultura de neurdnios do hipocampo
mostraram uma diminuicdo na sua viabilidade quando submetidas a 20 mM Pb?* e um aumento
do valor da formacédo de ROS.

Gorji (2000) retratou a relagdo do Niquel (NiCl2) como bloqueador de canais de calcio,
estando assim relacionado com o desenvolvimento de isquemia, epilepsia e enxaqueca. Além
disso, é reportado o aumento de alteracbes neuronais quando estes sdo submetidos a
concentragdes de 10, 25 e 50 pM.

Desta forma, estes experimentos demonstraram as alteracdes na fluorescéncia celular em
decorréncia da exposi¢cdo aos metais estudadose a irreversibilidade do efeito de chumbo e niquel
em fatias cerebrais (hipocampo), sendo de extrema importancia para comprovar a necessidade de

investimento em materiais eficientes na remocao desses metais.
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4.2.Caracterizacao do material
4.2.1. Levedura modificada com silsesquioxano

As Figuras 8, 9 e 10 apresentam os resultados da anélise por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) do silsesquioxano, da levedura e do material modificado (levedura com
silsesquioxano), respectivamente, sendo que na Figura 8 (A e B) esta detalhada a micrografia do
silsesquioxano, sendo possivel observar estruturas poliédricas de tamanhos que variam de 0,5 a

mais de 3 micrometros.

As leveduras, observadas na Figura 9 (A e B), apresentam-se em um aglomerado de
celulas esféricas de, em média, 4 micrémetros. E apds a modificacdo quimica da levedura com o
SS (Figura 10A), observou-se que os cubos se aglomeraram em macroparticulas maiores (~ 140

micrémetros) e foram revestidos por leveduras com dimensdes de ~ 4 micrémetros (B).
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Figura 8. Imagens da MEV do Silsesquioxano (SS) com aumento de: (A) 3.000X, (B) 10.000X.
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Figura 9. Imagens da MEV da Levedura Saccharomycescerevisiae (Lev) com aumento de: (A) 2.000X, (B) 2.500X.
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Figura 10. Imagens da MEV da levedura modificada com silsesquioxano (LevS) com aumento de: (A) 1.000X, (B)
10.000X.
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A Energia Dispersiva de raios-X (EDS) apresentada nas Figuras 11 a 13 apresenta
distribuicdo quimica dos elementos em cada amostra. Sendo que na Figura 11 temos o EDS da

amostra de silsesquioxano, onde nota-se a presenca de Silicio, Oxigénio e Cloro.

A Figura 12, apresenta o EDS da levedura, onde observou-se a presenca dos elementos
quimicos: Carbono, Enxofre, Fésforo, Nitrogénio, Oxigénio e Potassio enquanto que no EDS do
material hibrido (Levedura modificada com Silsesquioxano) ilustrado pela Figura 13, constatou-
se a presenca de elementos dos dois materiais precursores, a saber: Carbono, Cloro, Fdsforo,

Oxigénio, Silicio.

cps/eV
1 O-KA Si-KA CI-KA

20 |
o -l

Figura 11. Espectro do EDS da amostra de SS.
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Figura 12. Espectro de EDS da amostra Lev.
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Figura 13. Espectro do EDS da amostra LevsS.
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A Figura 14, ilustra o espectro vibracional dos trés materiais: Silsesquioxano (A),
Levedura (B) e Levedura modificada com silsesquioxano (C). O Silsesquioxano apresentou as
seguintes bandas de absorges: 3428 cm™ e 3137 cm™, referente ao estiramento N-H (vN-H);
2903 cm™ C-H(vC-H); 1610 e 1583 cm™ referente & deformacio N-H(3N-H), 1106 cm™ do
estiramento axial simétrico (Si-O-Si) (v Si-O-Si) e 706 cm™ referente ao estiramento Si-C(vSi-C)
é atribuido a ligacdo Si-C em SiCH2(MAGOSSI, 2015;FEHER e WYNDHAM, 1998).Para a
levedura, temos: as seguintes atribui¢cbes: bandas de absorcdo entre 3030 e 2800 cm™?, e 1500 e
1350 cm das cadeias acil dos lipideos; 1740 cm™ referente ao estiramento de C=0 de ésteres;
1500 cm™* da deformacdo N-H(8N-H) das ligacdes peptidicas; e entre 1250 e 1000 cm™ devido a
contribuicdo de grupos fosfodiéster de acidos nucleicos e fosfolipidos, além da absorcéo de C-O
de hidratos de carbono(AMI, POSTERI, et al., 2014).

Para o material modificado destacamos a presenca das seguintes bandas: 3030 a 2800 cm”
! das cadeias acil das leveduras; 1740 cm™ referente ao estiramento de C=O de ésteres das
leveduras; 1500 cm™ da deformacdo N-H(3N-H) das ligagBes peptidicas também das leveduras;
1106 cm™ do estiramento axial simétrico (Si-O-Si) (v Si-O-Si) e 706 cm™ referente ao
estiramento Si-C (vSi-C), ambos do silsesquioxano. Assim, constatou-se que a modificacdo
quimica entre a Levedura e o SS foi conduzida com sucesso pois 0 material hibrido apresentou

absorcdes caracteristicas de seus precursores.
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Figura 14. Espectros vibracionais na regido do infravermelho: SS (A), Lev (B), LevS(C).

4.2.2.Adsorcéo de Azul de Metileno pela Levedura Modificada com o silsesquioxano
cubico (LevB)

As Figuras 15 e 16 ilustram as imagens de MEV das amostras de LevA e LevSA, onde
observou-se que a adsor¢do praticamente ndo modificou a forma das particulas, sugerindo uma

alta dispersdo do corante na superficie do material hibrido (LevSA).
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Quando comparada a Figura 15 a Figura 9, é possivel notar que ndao ha aglomerados
celulares organizados, como na amostra de Levedura pré-modificacdo. Mas na Figura 15C é
possivel observar a manutencdo parcial de estruturas esféricas caracteristicas das células de

leveduras.

Figura 15. Imagens da MEV do material Levedura adsorvida com Azul de Metileno (LevA) com aumento de:
(A) 135X, (B) 2.000X e (C) 10.000X.

Em outra comparacdo, entre Figura 16 e Figura 10, podemos notar que a estrutura do
cubo, bem como o involucro celular que o reveste, é totalmente preservada, notando-se na Figura

16D uma pequena perda da definicdo da estrutura esférica das células da levedura.
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Figura 16. Imagens da MEV do material Levedura modificada com Silsesquioxano e Azul de Metileno (LevSA)
com aumento de: (A) 135X, (B) 1.000X, (C) 2.000X e (D) 10.000X.

Os espectros vibracionais do Azul de metileno (Figura 17A) apresentam varias absorces
na regido de 664 a 1241 cm™, que foram atribuidas as vibracGes das ligagdes C-H, proximos a
1488 cm™ correspondentesas vibragdes C-N. As vibracdes do anel aromatico estdo localizados
entre 1591 a 1661 cm-1 e as vibracGes do grupo CHs foram atribuidas as regides de 1322 a 1348
cm™? (XIONG, YANG, et al., 2010).
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Figura 17. Espectros vibracionais na regido do infravermelho das amostras Azul de Metileno (A) e LevA (B).

Para o material LevA (Figura 17B), destacamos as seguintes bandas: 3030 a 2800 cm™
das cadeias acil das leveduras; 1740 cm™ referente ao estiramento de C=O de ésteres das
leveduras; 1500 cm™ da deformacdo N-H(SN-H) das ligagGes peptidicas também das leveduras;
1488 cm™ correspondentesas vibragdes C-N; 1250 a 1000 cm™ devido a contribuicdo de grupos
fosfodiéster de &cidos nucleicos e fosfolipidos, além da absor¢do de C-O de hidratos de carbono e

664cm*das vibracdes das ligacdes C-H .

Em uma analise na Figura 18, com foco no espectro C é possivel afirmar que algumas
bandas dos itens A e B sdo mantidas, unificando-se em um novo composto. As bandas mantidas
s&0: 3030 a 2800 cm™ das cadeias acil das leveduras, 1740 cm™ referente ao estiramento de C=0
de ésteres das leveduras, 1500 cm™ da deformacdo N-H(SN-H) das ligacGes peptidicas também
das leveduras, 1106 cm™ do estiramento axial simétrico (Si-O-Si) (v Si-O-Si) do silsesquioxano e

664cmdas vibrag@es das ligacdes C-H do azul de metileno.
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Figura 18. Espectros vibracionais na regido do infravermelho das amostras LevS(A), Azul de Metileno (B) e
LevSA (C).

4.3. AplicacOes analiticas: Biossorcao

A Figura 19 ilustra o comportamento da biossorcdo de chumbo pelos materiais.
Constatou-se que a modificagdo da levedura com silsesquioxano (LevS) apresenta potencial
maximo de remogéo de chumbo de 97%, o que corresponde a capacidade de sorg¢éo de 102 mg g

Assim, o LevS é o melhor adsorvente para chumbo em comparacdo a Levedura

proveniente da vinicola (LevW - 37% de remocdo, 17,8 mg g* de capacidade de sorcdo),
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levedura Saccharomyces cerevisiae (Lev - 44% de remocao, 49,4mg g de capacidade de sorgéo),
Levedura proveniente da vinicola apds fermentagdo (LevWF - 25% de remogéo, 12,6 mg g de
capacidade de sor¢io) e Silsesquioxano (SS - 1% de remoc&o, 0,3mg g'de capacidade de sor¢&o).
Este experimento foi conduzido com 25 ml de solu¢do de chumbo (100 ppm), 15 minutos de

contato, 25°C, pH 4 (pH original da solugédo) e 90 min de agitacao.
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Figura 19. Capacidade de sorg¢do (mg g) e porcentagem de remocéo (%) de Chumbo diferentes materiais: SS
(Silsesquioxano), Lev (Levedura), LevS(Levedura modificada com SS), LevW (Levedura encapsulada proveniente da
vinicola) e LevWF (Levedura encapsulada proveniente da vinicola apés fermentacao). Solucéo inicial de Chumbo: 100
ppm. Relacédo Liquido/Adsorvente: 500 mL g*; Tempo de contato: 15 min; pH = 4.

Para a sorcdo de niquel (Figura 20) obteve-se as seguintes percentagens de remoc¢édo e
capacidade de sorcdo, respectivamente: LevS(36%, 18,3 mg g?), LevW (7%, 3,6 mg g?), SS
(4%, 2,8 mg gl), Lev e LevWF com 0% de remocdo e, consequentemente, sem valores de
capacidade de sorcdo. Assim, a levedura modificada com silsesquioxano também aparece como
melhor adsorvente para o niquel, frente aos demais. Para este teste foram aplicados 25 ml de
solugéo de niquel (100 ppm), 15 minutos de contato, 25°C, pH 6 (pH original da solucéo) e 90
u/min de agitacéo.

Os materiais LevW e LevWF foram utilizados a critério de comparagdo, uma vez que sao
utilizados em processos industriais, especialmente LevWF, que é um residuo do processo de

fermentagdo e pode ser obtido a baixo custo.
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Figura 20. Capacidade de sor¢do (mg g-1) e porcentagem de remocao (%) de Niquel diferentes materiais: SS
(silsesquioxano), Lev (Levedura), LevS(Levedura modificada com SS),LevW (Levedura encapsulada proveniente da
vinicola) e LevWF (Levedura encapsulada proveniente da vinicola apds fermentacéo). Solucéo inicial de Niquel: 100
ppm. Relagéo Liquido/Adsorvente: 500 mL g*; Tempo de contato: 15 min, pH = 6.

A partir dos resultados obtidos, dois materiais foram selecionados para o prosseguimento

do trabalho: LevS e Lev.

Uma andlise mais detalhada do comportamento da levedura modificada com
silsesquioxano (LevS) foi entdo avaliada através do estudo do efeito de vérios pardmetros sobre a
sua capacidade de remocao, incluindo o periodo de tempo de sorcdo, a concentracdo de chumbo e
niquel, pH, temperatura e relagdao liquido/adsorvente na suspensdo,com o objetivo de atingir as

condig¢des ideiais para biossor¢ao dos metais.

Com relacdo a influéncia do tempo, a Figura 21 mostra que LevS atinge a capacidade de
adsor¢do maxima em 5 minutos de contato(100%, 102 mg g™'),. A percentagem de remocdo LevS

e a capacidade de sor¢do foram mantidos constantes para os estudos posteriores.

Dados da literatura apontam que a capacidade de sorcdo de chumbo de leveduras de
cervejaria chega a 5,74 mg g! em 30 minutos de contato, s6 obtendo maiores valores em tempos
superiores a 60 minutos (HAN, LI, ef al., 2006). Desta forma, este novo material hibrido (LevS)

se destaca pela rapida adsorcao de quantidades elevadas do metal.
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Na sor¢ao de niquel (Figura 22) observa-se que, para o LevS, a maior capacidade de
sor¢do ¢ obtida aos 60 minutos de contato (58%, 64,63 mg g!) e, no tempo minimo (5 minutos) o
material hibrido apresentou 36% de remogio do metal, o equivalente a 39,87 mg g!. Segundo
Padmavathy et al.(2003), em testes de sor¢ao que atingem o equilibrio entre 20 ¢ 60 minutos, as
leveduras de panificagdo (Saccharomyces cerevisiae) apresentam capacidade méaxima de 11,4 mg

g’!, 0 que comprova a alta eficiéncia do material modificado neste trabalho.
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Figura 21. Cinética de sorc¢éo de chumbo com Lev (Levedura) e LevS(Levedura modificada com SS).

Concentracdo inicial de chumbo: 100 ppm; Relacéo Liquido/Adsorvente: 500 mL g1, pH = 4.
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Figura 22. Cinética de sorcdo de niquel com Lev (Levedura) e LevS(Levedura modificada com SS).
Concentragéo inicial de niquel: 100 ppm; Relacéo Liquido/Adsorvente: 500 mL gt, pH = 6.

Na Figura 23, sdo apresentados os resultados referentes ao experimento com 3 diferentes
concentragoes iniciais de chumbo e, na Figura 24, de niquel: 100, 500 e 1.000 ppm. Conforme
observado, a levedura modificada, LevS, removeu 100% (102 mg g!), de chumbo, para Pb** 100
ppm, 82%, (248,04 mg g™') com 500 ppm de chumbo e diminuiu para 22% (70,83 mg g™') quando
Pb*" foi de 1000 ppm. Em concentragdes maiores do que 100 ppm, a literatura relata sor¢io de
144 mg g!' em 200 ppm de chumbo, pH 5, aplicando levedura seca como adsorvente(OZER e
OZER, 2003), valor de sor¢io menor em comparacdo com este trabalho. O adsorventeLev,
removeu apenas 27% (27,75 mgg™!), de chumbo em solucdes contendo 100 ppm deste ion
metélico, 13% (39,8 mg g™') em 500 ppm e 0% em 1,000 ppm. Estes resultados revelam que a
capacidade de sor¢do diminuiu com o aumento da concentracdo de metal, em ambos os testes.
Isso se da porque, uma vez saturados os sitios de sor¢ao, a quantidade de metal ainda disponivel
em solugdo torna, proporcionalmente, a quantidade de sor¢do menor(ISKANDAR, ZAINUDIN e
TAN, 2011).
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Figura 23. Sorcdo de chumbo em diferentes concentrages com Lev (Levedura) e LevSLevedura modificada
com SS). Relagdo Liquido/Adsorvente: 500 mL gX: Tempo de contato: 15 min, pH = 4.

Com relagdo ao niquel (Figura 24), o material sintetizado neste trabalho (LevS)
apresentou sorcdo de 44% (49,36 mg g'!) com 100 ppm de Ni**, 9% (27,14 mg g'!) com 500 ppm
e 0% com 1000 ppm de Ni**. Quando aplicado o Lev, a percentagem de sor¢do com 100 ppm foi
de 5% (5 mg g'!), 6% (19,27 mgg™") em solugdo de 500 ppm de Ni** € 0% em 1000 ppm.Ozer &
Ozer (2003) obtiveram 44.4 mg g”!' de sor¢io de niquel em solugdo de 200ppm do metal, solucio

duas vezes mais concentrada do que a aplicada inicialmente neste estudo.
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Figura 24. Sorc¢&o de niquel em diferentes concentragdes com Lev (Levedura) e LevSLevedura modificada
com SS). Relagéo Liquido/Adsorvente: 500 mL g; Tempo de contato: 15 min, pH = 6.

Com base nos estudos cinético ¢ de sor¢ao dos ions metalicos, foram escolhidas as
concentragdes de 500 e 100 ppm para chumbo e niquel respectivamente, para as proximas etapas
do trabalho. A concentragdo de chumbo escolhida se deve ao fato de que, com 100 ppm, ja temos
a adsor¢do maxima, sendo necessdrio uma concentracdo onde ndo haja sor¢do maxima para que
se possa avaliar efetivamente o efeitos dos parametros a serem analisados sob a capacidade e

percentagem de sorg¢ao.

A Figura 25, ilustra a influéncia do pH na capacidade de sor¢do, onde se observa que o pH
ideal para LevS na remocdo de chumbo ¢ o pH 4, sendo este o pH original da solugdo. Neste
caso, a capacidade de sorgiofoi de 248,04 mg g™! com 82% de remocdo de chumbo, e o valor é
menor em pH 6, com 48% de remogio de chumbo, 133,7 mg g! de capacidade de sor¢do. Para
Lev o pH 4 foi o ideal, com uma capacidade de sor¢io de 39,8 mg g™ (12%), sendo no pHS5 o

menor valor de sor¢do: 16,8 mg g! (6% de remocio).
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Figura 25. Sorg¢éo de chumbo em diferentes pHs com Lev (Levedura) e LevS(Levedura modificada com SS).
Concentragéo inicial de chumbo: 500 ppm; Relagdo Liquido/Adsorvente: 500 mL g; Tempo de contato: 15 min.

O pH ideal para teste de sor¢do de niquel empregando LevS, segundo os dados
apresentados na Figura 26 foi de pH 6, com 44% de remocdo (49,36 mg g™!). Para o pH 4 e 5, ndio
houve remocao de niquel.Vale destacar que o pH6 ¢ o pH inicial da solugdo e que o mesmo
material teve seu maior ponto de sor¢io de Pb>" em pH4, o que significa que em uma solugio
com os dois metais, ndo haverd interferéncia de niquel na remocao de chumbo. Ou seja, na
presen¢a de chumbo e niquel, em pH4, havera somente sor¢do de Pb>*. Ja4 em pH6 ambos metais
sdo retidos, o que resultard numa menor capacidade de sor¢do para cada metal, uma vez que estes
competirdo pelos sitios de sor¢ao. Aplicando o Lev, temos que o pH 7 foi o ideal de trabalho,
onde a percentagem de remocio foi de 22% (22,45 mg g™!). Com o pH 6, a capacidade se sor¢io

cai para 5 mg g'' ou 5% de remogio, e para 0% em pH 5 e pH 4.
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Figura 26. Sorcao de niquel em diferentes pHs com Lev (Levedura) e LevS(Levedura modificada com SS).

Concentracio inicial de niquel: 100 ppm; Rela¢iio Liquido/Adsorvente: 500 mL g™'; Tempo de contato: 15 min.

O efeito da temperatura na sor¢do de chumbo est4 representada na Figura 27. Para 40 ° C,
a biossor¢do de chumbo por LevS foi ligeiramente maior (3%) do que a observada a temperatura
ambiente (25°C). Para a Lev, a elevacao da temperatura reduz em 2% a percentagem de remocao
de chumbo. Assim, tendo em conta o custo do aquecimento, o aumento de temperatura, neste
caso ndo ¢ muito viavel. No caso do niquel,conforme observado na Figura 28 ha redugao de 28%
na sor¢do do metal com o aumento da temperatura em ambos sorventes. Desta forma, a

temperatura ambiente ¢ mantida nos demais testes.

A faixa de temperatura foi selecionada com base no trabalho de Han et al. (2006), que
verificou a reducdo da capacidade de sor¢cdo de chumbo em temperatura superiores a 25 ° C.
Além disso, o aumento da temperatura modifica os locais de sor¢do da levedura, alterando suas
interacdes e capacidade de sorcdo. Desta forma, a pequena variacdo da capacidade de sor¢do nas
temperaturas de trabalho ¢ justificada por que modifica¢des estruturais ocorrem em temperaturas
maiores de 60°C, temperaturas estas que causam desnaturagdo das proteinas das leveduras,

alterando os sitios de sor¢ao (LABUTO, TRAMA, et al., 2015).
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Assumindo 500 ppm de chumbo da solucdo inicial, pH4 e tempertatura de 25 °C, e 100
ppm de niquel, pH 6 e mesma temperatura, a influéncia da concentragdo de sorvente na
capacidade de sor¢ao foi estudada conforme ilustra a Figura 29, onde demonstrou-se que o
aumento da massa de adsorvente (diminui¢do da razdo liquido/adsorvente — L/A), aumenta a
percentagem de remocdoe diminui a capacidade de sor¢do (mg g''): mais massa, mais sor¢io,

menos metal disponivel em propor¢ao ao adsorvente.

No caso do LevS em chumbo (Figura 29A) para a propor¢ao liquido/adsorvente (mL/g)
de 50, 100 e 250, a percentagem de sor¢do de chumbo foi de 100% (27,5, 56,4 e 143,2 mgg’!,
respectivamente), mas a melhor capacidade de sor¢io é com 500 mLg!, em que o peso de LS foi
0,05 g em 25 mL de solucdo, e a capacidade de sorcdo foi de 248 mg g (82%). Isto ocorre
porque, quanto maior L/A, mais massa de sorvente ¢ aplicada. Assim, a quantidade de chumbo
por grama de adsorvente ¢ menor. Considerando o mesmo material na remocao de niquel (Figura
29B), temos que para as propor¢des liquido/adsorvente (mLg™) de 50, 100 e 250, a percentagem
de sorgdo de niquel foi de 66%, 78% e 64% (5,15 mg ¢!, 12,2 mg g' e 2525 mg g,
respectivamente), mas o melhor capacidade de sor¢io é com 500 mLg™!, em que o peso de LevS
foi 0,05 g em 25 mL de solugdo, e a capacidade de sor¢io foi de 49,36 mg g! (44%). Maiores
capacidades de sor¢cdo com menores percentagens de remog¢ao acontecem porque, menor massa
adsorve alta quantidade do metal. Assim, em propor¢do, temos maiores valores de metal sorvido

por grama de adsorvente.
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Figura 29. Sorcéo de Chumbo (A) e Niquel (B) para diferentes razdes de liquido/adsorvente (mL g*) com Lev
(levedura) e LevS(Levedura modificada com SS). Concentragao inicial de chumbo: 500 ppm; Concentracao inicial de
niquel: 100 ppm; Tempo de contato: 15 min, pH = 4 para chumbo e pH = 6 para o niquel.

O adsorvente Lev, apresentou as seguintes percentagem de remocdo de chumbo: 48%,

30%, 27% e 13% com as propor¢des de liquido/adsorvente de 50, 100, 250 e 500 mL/ g,
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respectivamente. Para a capacidade de sor¢do os valores encontrados foram: 13,1 mg g’!, 16,4
mg g, 22,4 mg g e 39,8 mgg!; apresentando desta forma um comportamento semelhante ao
sorvente LevS: a percentagem de adsor¢do e capacidade de sor¢do (mg g') diminuem. J4 em
niquel ha diminui¢do da percentagem de remo¢do com o aumento do L/A: 51%, 43% 36% e 5%,

respectivamente. Isso representa, em mg g': 4 mgg!, 6,8 mgg!, 14mgg'e5Smggl.

A literatura retrata valores elevados de capacidade de sor¢do (160 mg g' e 144 mg g'!
para o chumbo e 44,4 mg g! para o niquel) com mais de 500 mL g! (2,000mL g no primeiro e
1,000 mL g nos dois ultimos) (CHENG, YANG, et al., 2015; OZER e OZER, 2003), o que
demonstra a eficacia da levedura modificada como adsorvente, podendo ser aplicada em

pequenas quantidades.

Desta forma, para o novo material adsorvente, LevS, a melhor propor¢ao
liquido/adsorvente é de 250 mL g'!, em que a sor¢do é completa (100%) numa solugido com 500
ppm de chumbo. A utilizagio de 500 mL g™! foi indicada em concentragdes de chumbo inferiores

porque, nesta razdo, a sor¢do de chumbo ¢ de 100%.

Para o niquel a razdo ideal é de 100 mL g'!, com remogao de 78% do metal.

4.4. Adsorcgao do corante cationico Azul de metileno por Lev e LevS

Os materiais Lev e LevS foram modificados com azul de metileno. Este corante foi
escolhido por ser eletroativo e pela possibilidade do mesmo, quando adsorvido, funcionar como
um mediador de elétrons.

Elaborou-se um estudo prévio sobre a capacidade de adsorcdo de azul de metileno pelos

materiais supramencionados, seguindo procedimento descrito no item 3.2.3.
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Figura 31. Capacidade de sorcao de azul de metileno por Lev e LevS. m=0,1g, V=50mL, Tempo=4 horas.

A curva de calibracdo do azul de metileno esta ilustrada na Figura 30, e para os calculos
da capacidade de sor¢do empregou-se a Equacéo 2, descrita no item 3.3.

A andlise da Figura 31 nos mostra que mesmo em concentracfes elevadas de azul de
metileno, ndo foi possivel chegar ao ponto de equilibrio da sor¢cdo, sendo que o material hibrido
(LevS) tem uma capacidade muito elevada de sor¢do (911 mg g') em comparagdo com sua
matriz, a Lev (149 mg g™?).

Desta forma, para os testes eletroquimicos, o material de trabalho foi aquele obtido apos a
suspensdo da Lev e LevS por 4horas em presenca de uma solucdo de 5,0 x 10 mol L(1870

ppm) do corante, originado assim 0s materiais LevA e LevSA.
4.5. Comportamento Voltamétrico do LevSA

A técnica eletroquimica empregada para estes estudos foi a voltametria ciclica (VC). A
Figura 32 (a) ilustra o voltamograma ciclico do eletrodo de pasta de grafite contendo LevSA. O
voltamograma ciclico apresentou dois pares redox com potencial médio (E*) de 0,11 e 0,21 V
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(v=20 mVs?; tampdo BR pH =2), sendo o primeiro mais bem definido. Esses picos seguem em
conformidade com a literatura, onde Karyakin et al. (1993) apontaram a existéncia de dois pares
redox no processo de eletropolimerizacdo do azul de metileno, sendo o mais negativo relativo a
eletroatividade do mondmero do corante, e 0 segundo referente ao comportamento redox do
nitrogénio ligantes existentes entre os mondmeros (PIPI, 2010). E importante destacar que o
eletrodo de pasta de grafite modificada com o material LevA ndo apresentou uma boa
performance voltamétrica, ou seja, um par redox bem definido (Fig. 32 (b)), o que impediu que o

mesmo fosse estudado também.

20
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Figura 32. Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de pasta de grafite modificada: (a) com LevSA e
com (b) LevA; (10% m/m; Tampdo BR; pH 2; v =20 mVs?).

4.5.1. Influéncia das diferentes concentracdes hidrogeniénicas
Os voltamogramas obtidos em diferentes concentra¢@es hidrogeniénicas (pH2,0 a 7,0)

para o eletrodo de pasta de grafite contendo LevSA esta ilustrado na Figura 33. Observou- se
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através destes voltamogramas que com o aumento do pH, o par redox referente ao pico | se
deslocam levemente para potenciais mais negativos e 0Ss picos vdo se tornando menos
pronunciados. Para pH>5, os pares redox dos dois processos sdo afetados, blogueando a
resposta eletroquimica, pois a eletropolimerizacdo de compostos do grupo das tiazinas €
favorecida geralmente por oxidacdo anddica do monémero em meio acido (KARYAKIN,
STRAKHOVA, et al., 1993).

A Figura 34 apresenta um grafico onde se tem o potencial médio da pasta de grafite
modificada com LevSA em fun¢do do pH para o pico I. Observou-se que com 0 aumento da
concentracdo hidrogenibnica ocorre uma diminui¢do do potencial médio de 48,6 mV. Neste
caso pode- se afirmar que o potencial hidrogenionico afeta diretamente no processo

eletroquimico do LevSA.

I I I
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
E/V vs Ag/AgCI

Figura 33. Voltamogramas ciclicos do LevSA em eletrodo de pasta de grafite em solugdo de tampédo BR em
diferentes valores de pH.Eletrodo de pasta de grafite (10% m/m; Tampdo BR; v =20 mVs?),
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Figura 34. Influéncia do pH no potencial médio (E?) de LevSA.

45.2. Influéncia da velocidade de varredura

A Figura 35 ilustra o voltamograma ciclico do eletrodo de pasta de grafite modificada com
LevSA em diferentes velocidades de varreduras entre 10 e 100 mVs?. Observou-se que com o
aumento de velocidade os dois picos se sobrepéem, culminando num s6 processo. Os valores de
potencial formal deslocam-se lentamente para regides de potenciais anddicos com o aumento da
velocidade de varredura. A separacdo entre os picos anddico e catodico (AEp) nesta faixa de
velocidade, variou de 77 a 157 mV em tampao B-R pH 2. Os parametros eletroquimicos destes
estudos estéo listados na Tabela 2.

O grafico inserido na Figura 35 indica que as intensidades de corrente anddica e catodica
foram proporcionais a raiz quadrada da velocidade de varredura na faixa de velocidade estudada
(10 a 100 mV s), indicando um processo controlado por difusdo (BARD e FAULKNER, 1980).
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Figura 35. Voltamogramas ciclicos do eletrodo de pasta de grafite contendo LevSA em diferentes velocidades
de varredura (10-100 mVs?); Gréfico inserido: Dependénciada intensidade de correte do pico anédico e catédico com a

raiz quadrada da velocidade de varredura. (10% m/m; Tampéo BR pH2)
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varreduras. (10% m/m; Tamp&o BR pH2)

Tabela 2. Parametros eletroquimicos da pasta de grafite contendo LevSA nas diferentes velocidades de

Velocidade Epa (V) Epc (V) AEp (mV) E% (V) Ipa (LA) Ipc (LA) |Ipa/Ipc|
de varredura
(mVs?)
10 0,15 0,076 77 0,11 0,97 -0,74 1,31
20 0,18 0,071 109 0,12 1,58 -2,03 0,78
30 0,21 0,065 143 0,13 1,94 -2,37 0,82
40 0,21 0,067 142 0,14 2,73 -2,74 1,00
50 0,21 0,063 143 0,13 2,3 -3,17 0,73
60 0,21 0,062 150 0,14 3,46 -3,96 0,87
70 0,22 0,064 153 0,14 3,89 -4,11 0,95
80 0,22 0,066 154 0,14 4,68 -5,19 0,90
90 0,22 0,071 154 0,15 5,08 -5,4 0,94
100 0,22 0,062 157 0,14 5,73 -5,61 1,02
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5. Conclusdes

As caracterizacOes por infravermelho (FTIR), microscopia eletrénica de varredura (MEV)
e energia dispersiva de raios-X (EDS), revelaram que o material hibrido foi preparado com
sucesso.

O material hibrido, foi aplicado como adsorvente de chumbo (Pb) e niquel (Ni), onde
pode-se observar uma elevada capacidade na retencdo destes metais, obtendo-se uma capacidade
maxima de sorcdo de 248 mg g e 64,6 mg g, respectivamente, e porcentagem de sorcio
chegando a 100% para 500 ppm de Pb?* em 250mL/g de razéo liquido/solido em pH 4, e 77,7%
para 100 ppm de Ni?* em 100 mL/g de raz&o liquido/solido em pH 6.

Com relagdo aos metais estudados, os testes de toxicidade em fatias de hipocampo de
ratos comprovaram que concentracdes de 1 e 3 uM (0,2 e 0,6 ppm) Pb?* e 10 e 30 uM (0,5 e 1,5
ppm) de Ni?*, causam alteracbes neuronais irreversiveis, mesmo apos a remogdo completa da
solugéo de metais.

O adsorvente também apresentou uma alta capacidade de adsorcdo para o corante
catibnico azul de metileno e 0 mesmo pode ser eletroquimicamente estudado empregando a
técnica de voltametria ciclica, empregando um eletrodo de pasta de grafite. As analises
voltamétricas preliminares sugerem que o eletrodo modificado possui caracteristicas importantes,
que permitem seu possivel uso como um biossensor eletroquimico.

De forma conclusiva, o material é altamente promissor, indicado para processo de
biossorcdo de Chumbo e Niquel, ambos em altas concentracdes e aplicando-se um baixo tempo
de contato. Além disso, apresenta propriedades eletroquimicas e mecanismos de interacdo ainda

pouco explorados a serem estudados posteriormente.
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