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INTRODUGAO

A pesquisa aqui apresentada tem como base principal o nitido abuso de farmacos licitos ou
ilicitos que possibilitam uma fuga a atual rotina inquietante. Mesmo que alguns desses compostos
denotem certo carater inofensivo, a dependéncia quimica dessas substincias as quais sao
identificaveis em amostras de aguas residuais é indubitavel (BODIK et al., 2021).

Um desses compostos de preocupacdo emergente € a sucralose. Trata-se de um aditivo
edulcorante de alta intensidade e apresenta uma capacidade 600 vezes superior ao acgucar
(SYLVETSKY; ROTHER, 2016), além de ser muito pouco metabolizado pelo corpo humano, sendo
eliminada através da urina. Em sintese, espera-se encontrar essa substancia em corpos hidricos,
assim como sua reintroducdo no sistema humano, uma vez que as estagdes de tratamento de agua
(ETA) tradicionais ndo sdo capazes de remover esse composto em nivel significativo.

Desse modo, este projeto teve como objetivo aplicar um dos Processos Oxidativos Avangados
(POA), como a peroxidacdo assistida por radiagdo ultravioleta (H,O,/UV), a fim de degradar a
sucralose e avaliar essa decomposi¢cao por meio de métodos analiticos que poderiam determinar sua
concentragao ao longo do tempo. Primeiramente, foi aplicada a cromatografia a liquido de ultra-alta
eficiéncia acoplado a um espectrometro de massas sequencial triplo quadruplo (on-line
SPE-UHPLC-MS/MS). Entretanto, foi verificado uma inconsisténcia nos dados de concentragao da
sucralose através desse método. Logo, uma técnica alternativa foi adotada, isto €, foi possivel avaliar a
degradagao do composto através do método espectrofotométrico (fenol-sulfurico) e os resultados
obtidos foram mais satisfatérios. Além disso, uma analise da determinagcédo do peréxido de hidrogénio
residual em agua utilizando metavanadato de aménia também foi executada. Destaca-se, por fim, que
os valores de concentracdo inicial da sucralose foram alterados de acordo com a adaptacido aos
respectivos métodos e tal metodologia, assim como os resultados, estdo apresentados e discutidos em
subsequéncia.

METODOLOGIA

1. Cromatografia Liquida

O objetivo central a ser alcangado nos procedimentos experimentais foi a degradagao da
sucralose considerando uma concentracao inicial de 2,0 mg/L. Para isso, era necessario uma solu¢ao
estoque inicial de sucralose de concentrag&o igual a 200 mg/L. Posteriormente, atentando-se ao fato
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de que a fase movel utilizada no cromatografo a liquido de ultra-alta eficiéncia (UPLC) possui base em
metanol e, também, levando em conta que a solubilidade da sucralose € maior neste solvente em
comparagao com a agua (LI et.al, 2010), optou-se pelo preparo de uma solucao estoque de sucralose
em metanol. Dessa maneira, foram ajustados 100 ml de metanol ao baldo junto com a sucralose na
concentragcdo de 2,0 mg/L. Em seguida, essa solugcdo foi reservada em um frasco de vidro e
armazenada refrigerada.

Ademais, para a degradacao do peroxido de hidrogénio residual presente na solu¢ao do reator
foi utilizado uma solugcdo de catalase, uma enzima da classe das peroxidases que catalisa a
degradacao de peroxidos. A solugdo de catalase foi preparada a partir da dissolugcdo de 16 mg de
catalase, em uma solugdo tampéao fosfato (KH,PO, / K,HPO,) 100 ml, de pH igual a 7,0, a qual foi
utilizada para manter o pH da solugcao préximo de um valor neutro e estavel, garantindo a atividade
catalitica de degradagao do perdxido de hidrogénio.

Feitas essas etapas anteriores ao ensaio desejado, realizou-se trés experimentos distintos em
uma concentracdo de peroxido 10 vezes acima da estequiometria de oxidagdo da sucralose. Logo,
foram testados os trés processos descritos nos objetivos do projeto, isto €, a peroxidagao, a qual
consistiu na degradacgéo da sucralose somente na presenga de agua oxigenada; a fotdlise, expondo o
composto apenas com a luz ultravioleta; e a fotoperoxidagdo, um processo oxidativo avangado, em
que se combinou tanto a acado do perdxido, quanto da radiagao. Ao reator foram adicionados 10 ml da
solucao de sucralose com a pipeta automatica completando o volume para 1 litro com agua ultrapura,
cuja concentragcédo da sucralose era de 2,0 mg/L. Dessa forma, em cada experimento, coletava-se do
reator, nos tempos de 5, 10, 20, 40 e 60 minutos, 9 ml da amostra, adicionando 1 ml de catalase para
que esta, como estipulado, degradasse o peroxido adequadamente. Na sequéncia, as amostras foram
filtradas com auxilio de filtros de seringa de PTFE com didmetro de poro de 0,20 um. Além disso, vale
ressaltar que foi usada uma lampada de mercurio de 15 W.

Apoés esse procedimento, as amostras eram preservadas em baixa temperatura e por um curto
periodo de tempo (4°C e no maximo 48 horas); em seguida as mesmas eram levadas ao laboratério
para determinar a concentracdo da sucralose e outros parametros de monitoramento. Os resultados
estao dispostos nos graficos abaixo.
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Fig. 01: Processo de degradacéo por fotoperoxidagao. Fig. 02: Processo de degradagéo por peroxidagao.

Através das mesmas solugdes anteriormente preparadas e conservadas em refrigeracao, foram
feitos simultaneamente dois ensaios de fotoperoxidagdo com suas respectivas duplicatas.
Diferentemente dos primeiros experimentos, foram coletadas amostras em seis tempos: 0, 5, 10, 20,
40 e 60 minutos. A diferencga, entretanto, entre o primeiro ensaio para o segundo é que neste ultimo
foram usados filtros reutilizados. No primeiro ensaio, por sua vez, a coleta em cada tempo foi feita com
filtros diferentes, ainda que na duplicata o mesmo filtro foi utilizado. Os resultados estdo expressos
abaixo.
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Tabela 1 - Resultados da degradagao da sucralose ao longo de uma hora de experimento.

Tempo (min) Concentragao (mg/L)
0 1,477
5 0,518
10 0,861
20 1,476
40 1,053
60 1,036

Fonte: Dos autores (2022).
2. Método Espectrofotométrico Fenol-Sulftrico

O método analitico da cromatografia a liquido, mesmo depois de um numero grande de
tentativas, ndo apresentou resultados satisfatérios no monitoramento da concentracdo do composto
alvo, a sucralose. Isso porque os resultados obtidos pela cromatografia apresentaram inconsisténcias
analiticas incomuns. Dessa maneira, foi desenvolvido/adaptado um método espectrofotométrico
fenol-sulfurico, como uma tentativa alternativa a verificacdo das concentragdes do composto sucralose.
Dessa forma, conforme descrito por Demiate et al (2002), foi estudado e realizada uma comparagao
entre os métodos colorimétrico e titulorimétrico para a determinacao de agucares em alimentos, o qual
se revelou eficiente, possibilitando a sua aplicacdo na determinacéo da concentracido da sucralose em
teores mais elevados.

Os ensaios de degradacao do composto foram realizados da mesma forma descrita no item
anterior. Entretanto, a concentragao inicial que antes era de 2,0 mg/L, passou a ser 20 mg/L. Uma
curva de calibragdo em diferentes concentragdes da sucralose € apresentrada na Figura 03. O método,
por sua vez, consiste na coleta de 2,0 ml da amostra nos diferentes tempos de degradagcdo com a
adicao de 50 ul de acido fénico 90%. Apds a agitagédo dos tubos de ensaio no vértex, adiciona-se ainda
6,0 ml de &acido sulfurico e agita novamente as amostras. Resfriadas as solugdes, a leitura de
absorbancia é realizada em um espectrofotometro em um comprimento de onda de 415 nm. Vale
ressaltar que nos ensaios em que ha a presenca do peroxido de hidrogénio, as amostras sao filtradas
ao final de cada tempo de decomposigéo, para que proteinas residuais (catalase) ndo interfiram no
resultado final. A curva de calibracdo foi executada com as concentragdes de 5, 10, 15, 20, 30 e 40
mg/L. Os ensaios foram feitos em duplicata e o resultado esta disposto no grafico da Figura 03.

O método foi aplicado para os trés diferentes tipos de processos oxidativos: fotdlise,
peroxidacdo e foto peroxidagdo. E importante destacar que as degradacdes tanto somente na
peroxidacdo quanto na fotdlise ndo apresentaram uma queda na absorbancia como o esperado.
Entretanto, isso ficou nitido no ensaio de fotoperoxidagao (H,0,/UV). Os resultados estado dispostos na
tabela abaixo.

Tabela 2 - Resultados da degradagao da sucralose ao longo de uma hora de experimento.

Peroxidagao (H,0,) Fotdlise (UVC) Fotoperoxidagao (H,0,/UV)

Tempo (min) Absorbancia

0 0,325 0,488 0,426
5 0,317 0,498 0,108
10 0,325 0,494 0,039
20 0,305 0,485 0,003
40 0,284 0,491 0,010
60 0,296 0,479 0,004

Fonte: Dos autores (2023).
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Fig. 03: Curva de calibragdo - método espectrofotométrico. Fig. 04: Decaimento da sucralose nos trés ensaios.

3. Peroxido Residual

Como uma forma de complementar os estudos da degradagéo da sucralose, determinou-se o
peréxido de hidrogénio residual utilizando metavanadato de aménio. A metodologia aplicada para o
ensaio consistiu em adicionar a 4 ml da amostra, 1,6 ml de solugdo de metavanadato em meio acido e
4,4 ml de agua deionizada. Além disso, foram preparados 100 ml da solugao de metavanadato de
amoénio e acido sulfurico, adicionando lentamente em 4 ml de agua deionizada 3,1 ml de acido
sulfurico. Sob agitagcao mecéanica, adicionou-se também 0,82 g de metavanadato. Apds todo o sélido
estar dissolvido, a solucdo foi resfriada diluida em um baldo volumétrico de 100 ml com agua
deionizada. Ademais, uma curva de calibragdo de 5 a 200 mg/L foi feita a partir de uma solugao
estoque de peroxido a 200 mg/L.

Durante os ensaios, foram coletadas amostras
nos tempos de 0, 2,5, 5,0, 10, 20, 40 e 60 minutos e as Tempo x Concentracio

. - . 200 mg/L de Perdxido de Hidrogénio

leituras da absor¢cdo eram feitas em 450 nm em um

espectrofotdmetro. Os dados de decaimento da
concentragdo do oxidante (200 mg/L e 50 vezes da
relacdo estequiométrica) estdo dispostos na Figura 05.
Assim, foi possivel relacionar o tempo de exposi¢ao do
peroxido a radiagao ultravioleta com sua concentragao.
Logo, infere-se que ha um decaimento exponencial do
peroxido de hidrogénio durante seu contato com a luz
ultravioleta, diminuindo quase que 90% da sua
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Fig. 05: Decaimento da concentragao de
peroxido em fungéo do tempo (200 mg/L).

DISCUSSAO E CONCLUSOES

E possivel inferir que, conforme o esperado, @ medida que o tempo de degradacéo aumenta, a
concentracdo de sucralose deveria diminuir ou, ao menos, exibir um padrdo de
diminuigdo/estabilizagdo. Em uma primeira andlise, observando os graficos das Figuras 01 e 02
nota-se que houve uma degradacé&o do composto, uma vez que a concentragio inicial da sucralose de
2,0 mg/L caiu a valores de até 0,774 mg/L. Contudo, é visivel que ndo houve um padrdo de
regularidade ou um decaimento entre o tempo e suas respectivas concentracdes, o que denota
resultados inconsistentes ao método. Além disso, percebe-se também uma certa aleatoriedade nos
valores, devido a uma intensa variagdo nos mesmos, tanto como aumentos quanto diminuicdes,
apresentando resultados inconclusivos.
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Ainda assim, de acordo com os dados da Tabela 1, nota-se que ndo houve regularidade entre o
tempo de degradagdo e suas respectivas concentragdes, pois apos cinco minutos a concentragao cai
mais de sua metade, mas decorridos mais cinco minutos, a concentragdo volta a aumentar, atinge um
valor tdo alto quanto o do primeiro tempo e volta a cair novamente. Sendo assim, é notavel ainda a
aleatoriedade dos dados e, consequentemente, resultados inconclusivos.

Diante desse cenario, é importante ressaltar ou sugerir que essas variagdes ou inconsisténcias
nos resultados se devem, possivelmente, ao residual perdxido de hidrogénio utilizado nos
experimentos, o qual poderia estar interferindo no método analitico da cromatografia a liquido, mesmo
em concentragdo muito baixa. Ainda assim, existe a possibilidade do material do filtro ter retido a
sucralose durante o processo de filtracdo, o que explicaria a ndo correlagao entre os valores. Também
€ viavel que a sucralose possa estar interagindo com a proteina - catalase - dificultando sua
eliminacgéao.

Contudo, os resultados obtidos pelo método colorimétrico (fenol-sulfurico) sao mais
consistentes em relagdo a degradacao da sucralose e o sinal analitico. Nos ensaios de peroxidagao e
fotélise, por sua vez, mostram uma certa constancia nos valores de absorbancia. Isso indica que a
eficiéncia desses processos isolados para a degradacdo do composto durante a exposi¢gdo de uma
hora é baixa, uma vez que a concentragédo da sucralose ndo diminuiu ao longo do tempo. Ja no ensaio
de fotoperoxidacdo, um decaimento da absorbancia e, consequentemente, da concentracido da
sucralose é nitido, validando o processo oxidativo avancado como uma forma de decompor a
substancia estudada.

Vale ressaltar, além disso, que através da equacao de reta dada pela curva de calibragao (Fig.
03), a concentracgdo inicial da sucralose no ensaio de peroxidagcado para uma absorbancia de 0,325 é
de aproximadamente 18 mg/L, enquanto que as concentragdes iniciais nos ensaios de fotdlise e
fotoperoxidacdo, para absorbancias de 0,488 e 0,426, sao, respectivamente, 27,20 mg/L e 23,71
mg/L. Nesse sentido, a preparagdo das solu¢des estoque de sucralose utilizadas ou a aplicagdo do
método sofreram variagdes experimentais, ja que a concentragao inicial esperada era de 20 mg/L.
Ainda assim, para a fotoperoxidacgao, entre o tempo inicial e o tempo final (60 min), a concentracao de
sucralose foi de 23,71 mg/L para -0,14 mg/L, revelando uma alta eficiéncia na degradacéo total do
composto analisado.

O gréfico de decaimento da sucralose dado pela Figura 04 mostra as concentragcdes da
amostra ao longo do tempo, possibilitado pelo método espectrofotométrico analisado. Nota-se, entao,
que, para a peroxidagdo, a sucralose sofreu uma degradagdo de 9,10% durante uma hora de
experimento. Ja a fotdlise foi responsavel pela degradacgao de 1,87% do composto no mesmo tempo. A
sucralose no processo de fotoperoxidagao, por sua vez, foi virtualmente 100% decomposta, ja que sua
concentragcdo apresenta valores negativos apds 60 minutos de exposigdo. Aos 40 minutos de
experimento, o composto obteve uma degradagado de 99,15%. Destarte, conclui-se que o processo
oxidativo mais eficiente para a degradagdo da sucralose se trata da fotoperoxidacdo, capaz de
decompor o composto por completo. Além disso, observa-se que tanto a peroxidagado quanto a fotdlise
nao sao eficazes nesse objetivo, ainda que a agao do perédxido de hidrogénio seja mais potente do que
da radiacao ultravioleta nas condicbes analisadas.
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