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RESUMO

“EFLUENTE DE INDUSTRIA PAPELEIRA: PROCESSOS ALTERNATIVOS DE
REMEDIACAO E EMPREGO DE NOVAS METODOLOGIAS ELETROANALITICAS
PARA DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS”

Autor: Renato Sanches Freire
Orientador. Prof. Dr. Nelson Eduardo Duran Caballero
Co-orientador: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Palavras chave: efluente industrial, remediagdo ambiental, biossensores,
determina¢éao de compostos fendlicos.

O presente trabalho de doutorado descreve o estudo comparativo entre
diferentes processos fisico-quimicos de remediagéo do efluente papeleiro Kraft E1 e o
desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas para a determinagéo de fendis totais
e/ou diferentes classes de compostos fendlicos, visando o monitoramento deste tipo de
efluente.

A remediacédo do efluente papeleiro foi realizada empregando-se os processos
oxidativos: Oa/pH11; Oa/pH3; O3/H:02/pH11; Oz/UVIpH11; OJ/UVITIOZ; O/UV/ZNO;
UVIH202; ZnO/UV/H20,; O/UVIZNnO; eletroquimico e fotoeletroquimico. A eficiéncia
destes processos foi avaliada em fun¢do da capacidade de redugdo de: coloragao,
fendis totais, carbono orgénico total e toxicidade do efluente. Os processos
fotoquimicos, eletroquimicos e de ozonizagdo empregados no tratamento do efluente
papeleiro Kraft E1 apresentaram uma cinética de pseudo-primeira ordem para a
degradagao de fendis, grupos croméforos e mineralizagdo da matéria organica. Os
processos fotocataliticos foram os mais eficientes na descoloragéo do efluente
papeleiro Kraft E1, enquanto que os processos eletroquimicos e fotoquimicos com
presenga de peroxido de hidrogénio foram os que apresentaram uma melhor cinética
de degradacdo de fendis totais. Os tratamentos fotoquimicos com presenga de
peréxido de hidrogénio também se destacaram na redugdo da concentragdo de
carbono orgéanico total presente no efluente papeleiro.

Em relagdo a determinacdo de compostos fendlicos por técnicas eletroanaliticas,
foram desenvolvidos biossensores amperométricos a base de tirosinase e lacase.
Estes biossensores apresentaram uma excelente sensibilidade para diferentes classes
de compostos fendlicos. A grande versatilidade apresentada por estes biossensores
permitiu © desenvolvimento de diferentes dispositivos, tais como, eletrodos bi-
enzimaticos, eletrodos impressos, sensores remotos e sistema de analise em fluxo com
célula de didlise. Estes sistemas foram empregados no monitoramento de espécies
fendlicas no efluente papeleiro, assim como em outras amostras de interesse
ambiental, permitindo a detecgdo e quantificagdo de dlferentes compostos fendlicos e
clorofendlicos em niveis de concentragdo inferiores a 10® moi L. Os sistemas
desenvolvidos podem ser empregadcs para fornecer, continuamente, informagdes
analiticas rapidas e confidveis, contribuindo para aumentar a qualidade dos processos
de monitoramento e remediagdo ambiental.
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ABSTRACT

“PAPER MILL EFFLUENT: ALTERNATIVE REMEDIATION PROCESSES AND
DETERMINATION OF PHENOLIC COMPOUNDS BY NEW ELECTROANALYTICAL
METHODS”

Author: Renato Sanches Freire
Supervisor: Prof. Dr. Nelson Eduardo Duran Caballero
Co-supervisor: Prof. Dr. Lauro Tatsuo Kubota

Keywords: industrial effluent, environmental remediation, biosensors, phenolic
compounds determination.

This work describes a comparative study between different physical-chemical
processes for the remediation of Kraft E1 paper mill effluent; and the development of
electroanalytical methodologies for the determination of total phenols and/or of different
phenolic compounds in this kind of effluent.

' The paper mill effluent remediation was accomplished by different oxidative
processes: Oz/pH11; OsfpH3; O3/H202/pH11; O3/UVIpH11; O/UVITIOZ; O/UV/ZNnO;
UV/H202; ZnO/UVIH02;, O/UVIZnO; electrochemical and photoelectrochemical. The
efficiency of these processes was evaluated in function of the capacity of reduction of
color, total phenols , total organic carbon and toxicity. The remediation of paper effiuent
by photochemical, electrochemical and ozonization processes showed kinetics of
pseudo-first order for the degradation of phenols, chromophore groups and
mineralization of organic matter. The photocatalytic processes were the most efficient in
the decoloration of Kraft E1 paper mill effluent, while the electrochemical process and
photochemical/H,O, process presented the best phenol degradation. The
photochemical processes coupled with hydrogen peroxide also showed the best
reduction of total organic carbon concentration presented in the effluent.

Tyrosinase- and laccase-based amperometric biosensors for the determination of
phenoclic compounds by electroanalytical techniques were developed. These biosensors
presented excellent sensitivity for different phenolic species. The great versatility,
presented by these biossensores, allowed the development of different devices, such
as: bi-enzymatic electrodes, screen-printed eiectrodes, remote sensors and a flow-
system with microdialysis cell. These systems were used for determination of phenolic
compotinds related to paper mill effluents and other environmental matrices. These
biosensors allowed a convenient detection and quantification of phenolic and
chlorophenolic compounds down to 10° mol L levels. The systems developed may
give, continuously, fast and reliable chemical information and, thus, increase the quality
of monitoring activities and remediation processes.
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e fotoeletroquimico. (A) Lampada de mercurio 125 W, (B) Catodo de titanio (tela); (C) Anodo 44
de Ti/Rug3Tip 702 (D) amostra a ser tratada.

Figura 2.9 - Descoloragdo e variagio do pH do efluente papeleiro Kraft E; em fungdo do tempo 48
de tratamento pelo processo Oy/pH11. (Absy = 0,670},

Figura 2.10 - Reducéo de COT e fenéls totais em fungéo do tempo de tratamento pelo processo 48
03]DH11 (Co(co'r) =1.400 mg L CO(fenQis) =30 mg L )

Figura 2.11 - Oz6nio consumido durante o processo de ozonizagsic Oy/pH11. 49

Figura 2.12 - Redugéo da toxicidade aguda frente a E. coli em fungdio do tempo de tratamento 50
pelo processo Oy/pH11. (t; = 63% de inibigdo no crescimento da bactéria).

Figura 2.13 -~ Redug&o de COT, cor e fendis totais em fungdo do tempo de tratamento pelo 51
processo Oy/pH3. Cocon = 950 mg L™; Abse= 0,660; Cogensisy = 30 mg L.

Figura 2.14 - Redugdo da toxicidade aguda frente a £. coli em fungio do tempo de tratamento 52
pelo processo O4/pH3. (t; = 58% de inibicdo no crescimento da bactéria).

Figura 2.15 — Redugdo de fendis totais e cor em func;ao do tempo de tratamento com ¢ 53
processo Oy/H-0./pH11. (Absy = 0,665; Copene = 30 mg L? ). '
Figura 2.16 — Reducdo de COT, cor e fenols totais em func;ao do tempo de tratamento pelo 55

processo Oz/UV/pPH11. Cocon =910 mg L CO(fenéls) =26 mg L ; Absgy = 0,680.
Figura 2.17 - Toxicidade aguda frente a £ coli em fun¢cdo do tempo de tratamento pelo 55

processo O/UV/pH11. (t, = 60% de inibigdo no crescimente da bactéria).
Figura 2.18 — Comparacéo entre os tratamentos Oa/H,0,/pH11, Oa/pH3, Oa/UV/pH11 € Oy/pH11

em relagéo a redugiio de (A) cor; (B) fendis totais, (C) carbono orgénico total e (D) toxicidade 56
frente & bactéria E. coli.
' Flgura 2.19 ~ Descoloragéo do efluente papeleiro em fung:ao do tempo de tratamento, 62

empregando-se o processo fotocatalltico (ZnO e TiO; Tmg mL’ Y. (Absg = 0,671).

Figura 2.20 ~ Redugéo das espécnes fendlicas do efiuente papeleiro usando o processo 62
fotocatalitico (ZnO e TiO, 1mg mL™) em fungdo do tempo de tratamento. (C, = 35 mg L.

Figura 2.21 — Degradagfo da matéria orgamca do efluente papeleiro empregando-se o processo 63
fotocatalitico (ZnO e TiO; 1mg mL™") em fungio do tempo de tratamento. (Co= 1.100 mg L™,

Figura 2.22 - Toxicidade frente & bactéria E.cofi em fungdo do tempo de tratamento e do tipo de 63

catalisador empregado no processo fotocatalitico. (t, = 65% de inibig&o no crescimento da
bactéria).

Flgura 2.23 - Estudo da influéncia da concentracéo de H.O; na degradagio do efluente
papeleiro. Condigdes: H,O, 0,05, 0,1 e 0,2 mol L', lampada de mercurio de 125 W. 64
Respostas: (A) descoloragéo {B) reducao das espémes fendlicas e (C) reducéo de carbono
orgéanico total.



Figura 2.24 - Estudo cinético do processo de degradag&o UV/H;O,. Condigbes: 0,1 mol L' de
H,0,, lampada de 125 W. Respostas: (A} descoloragéo, (B) redugiio das especies fendlicas e
(C) redugdio de carbono organico total. Cocon = 990 Mg L; Cogensisy = 32 mg L™'; Abs, =
0,720.

Figura 2.25 — Estudo da influéncia da concentragc@o de H,O, na degradacg&io fotocatalitica do
efluente papeleiro. Condigdes: H,0, 0,05; 0,1 e 0,2 mol L, lampada de mercurio de 1256 W,
concentracio do catalisador ZnO: 1 mg mL™ epeme- RESPOStas: (A) descolorago, (B) redugio
das espécies fendlicas e (C) redugio de carbono organico total.

Figura 2.26 — Estudo cinético do processo de degradag&o UV/H,O,. Condicbes: 0,1 mol L' de
H,0,, lampada de 125 W, concentragéo de ZnO: 1 mg mL". Respostas: (A) descoloraglo,
(B) redugéo das espécies fendlicas e (C) redugéio de carbono organico total. Cogor = 1.035
mg L™, Cogencis) = 33 mg L™"; Abs,= 0,730.

Figura 2.27 - Estudo cinético da degradacéo do efluente papeleiro emPregando-se O processo

"combinado fotocatalitico/ozonizagdo. Condigbes: ZnO (1m$ mL™), fonte de irradiagdo:
lampada de mercurio de 125 W, concentragéo de O3:14 mg L. Respostas: (A) descoloragéo;
(B) variagéio do pH; (C) redugio de fendis totais e de carbono organico total e (D) redugao da
toxicidade aguda frente & bactéria E.coli. Cocomy = 1.230 mg L™, Cogensis) = 38 mg L™; Absp =
0,720; t, = 69% de inibigdo no crescimento da bactéria.

Figura 2.28 - Comparagao entre os tratamentos ZnO/UV, TiO/UV, H0,/UV, ZnO/UV/H:0, e
ZnO/UV/O5 em relagdio a redugiio de (A) cor; (B) fendis totais, (C) carbono organico total e
(D) toxicidade frente & bactéria E. coli.

Figura 2.29 — Degradagfo de fenol (Co = 50 mg L™), eletrolito suporte Na,SO, 0,1 mol L.
Eletrodo Ti/RugaTip702, érea de 100 cm?, densidade de corrente 20 mA cm™, l2Bmpada
de merclric de 125 W.

Figura 2.30 — Redugfo carbono orgénico total (Cp, = 50 mg L' de fenol), eletrdlito suporte
Na,S04 0,1 mol L. Eletrodo TVRUgaTip;02 &rea de 100 cm?, densidade de corrente
20 mA cm’, lampada de mercurio de 125 W. '

Figura 2.31 — Voitamograma ciclico da solugéo de fenol 50 mg L', eletrélito suporte Na;SO, 0,1
mol L™, com e sem irradiagéo (lampada de 125 W). Eletrodo Ti/Rug3Tio 702, érea de 100 cm’.
Velocidade de varredura de 20 mv s™.

Figura 2.32 - Degradagéo fotoeletroquimica de fenol (200 = 50 mg L™), eletréiito suporte Na,SO,
0,1 mol L. Eletrodo Ti/Rug 3Tl 702, &rea de 100 cm”.

Figura 2.33 — Redugdo fotoeletroquimica de fenol (Cg = 50 mg L"), eletrélito suporte Na,SO,
0,1 mol L. Eletrodo Ti/Rug3Tio 70>, érea de 100 cm®.

Figura 2.34 - Degradagio do efluente papeleiro empregando-se 0s processos fotolitico,
eletroquimico e fotoeletroquimico. Eletrodo TifRug3Tip702, area de 100 cm?, 1ampada de 125
W. (A) descolorag#o, (B) redugfio de fendis totais, (C) redugéo de carbono organico total e
(D) redugso de toxicidade aguda frente & bactéria E. coli. Cocon = 970 mg L™ Cogensis) =
34 mg L™"; Abse= 0,676; to = 57% de inibigéo no crescimento da bactéria.

Figura 2.35 - Porcentagem de inibic&o do crescimento da alga S. capricornufum. Efluente bruto
(1), Oa/pH11 (2), Os/pH3 (3), Ox/pH11/H,0; (4), Ox/pH11/UV (5), ZnO/UV/O;, (6), TiO/UVIO,
(7); ZnO/UVIO; (8), ZnO/UVIH,0; (9), UVIH0, (10), eletroquimico (11) e fotoeletroquimico
(12).

Figura 2.36 — Descoloragao (A), redug@o de fendis totais (B) e de carbono organico total (C) em
funcao do tempo de tratamento com os diferentes processos de ozoniza¢ao.

Figura 2.37 — Determinacg&o da constante de pseudo-primeira ordem para a redugéo de fendis
totais promovida pelos processos de ozonizagao.

Figura 2.38 — Determinagéo da constante de pseudo-primeira ordem para a reducdo de fenois
totais promovida pelos processos fotoquimicos e fotocataliticos.

Figura 2.39 — Determinag&o da constante de pseudo-primeira ordem para a redugéio de fendis
totais promovida pelos processos eletroquimico e fotoeletroquimico.
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Figura 2.40 — Indice de eficiéncia para os processos: Oy/pH11 (1), Os/pH3 (2), OsfpH11H,0,
(3), OupH11/UV (4), ZnOIUVIO, (5), TiOUV/O, (6), ZnO/UVIH,Q, (7), UV/H,0, (8),
ZnO/UV/O; (9), eletroquimico (10) e fotoeletroquimico (11).

Figura 3.1 - lntervalo de potenmal étimo para a operagéo de biossensores amperométricos. E°
hidroguinona, E° fenol e E° 4-clorofenol sao os potenciais formais dos pares redox
hidroquinona/quinona, fenol/radical fendxi e 4-clorofencl/4-clorofendxi, respectivamente.

Figura 3.2 - Mecanismo das reagGes nos eletrodos modificados pelas enzimas para a
determinac&o de compostos fendlicos. E.s © Ei s8o as formas reduzida e oxidada,
respectivamente das enzimas; CF = composto fenélico.

Figura 3.3 — Modelo esquematico do sitio ativo da tirosinase.

Figura 3.4 — Mecanismo de transferéncia de elétrons de um eletrodo modificado com tirosinase
para a determinacdo de monofendis e/ou o-difenéis.

Figura 3.5 — Esquema do ciclo catalitico da tirosinase.
Figura 3.6 — Representagéo esquematica do sitio ativo da lacase.
Figura 3.7 ~ Esquema do cicle catalitico da lacase.

Figura 3.8 — Diagrama esquemético da preparagdo do microeletrodo: 1- fibras de carbono; 2-
jungéio da fibra de carbono com o fio conduter; 3- tubo de polietileno, preenchido com pasta
de carbono condutora; 4- resina epoxi; 5- contato elétrico.

Figura 3.9 — Desenho esquematico do eletrodo impresso: contato elétrico (A), suporte de
ceramica de alumina (B), isolante elétrico (C) e eletrodo de trabatho (D).

Figura 3.10 — Diagrama esquematico do dispositivo para monitoramento remoto. Potenciostato
(A), cabo blindado de 20 metros (B), tubo de PVC com resina epdxi (C), conector de trés
pinos hermeticamente selado (D), eletrodo de trabalho (E), contra eletrodo (F) e eletrodo de
referéncia (G).

Figura 3.11 - Diagrama esquematico do sistema analitico. Configuragdo para andlise por
injecdo em fluxo (i); configurag&o para andlise em fluxo continuo (ii), onde A = amostra, B =
bomba peristaltica, C = célula de permeagéo, D = célula eletrogquimica de detecgéio, E =
potenciostato, F = registrador, G = injetor, ¢ = carregador, d = descarte e t = solugéo tampao.
Celula amostradora (sistema de dialise com membrana) (iii), onde EA = entrada da amostra,
SA = saida da amostra, M = membrana, ET = entrada da solugfo tampao, ST = saida da
solugdo tamp&o. Célula eletroquimica (iv), onde ET = eletrodo de trabalho (biossensor), CE =
contra-eletrodo, ER = eletrodo de referéncia, e = entrada da célula eletroquimica e s = saida
da celula eletroquimica.

Figura 3.12 - Esquema da reag&o via carbodiimida usada para a formacao de ligagéo covalente
entre a enzima e o suporte (Chibata, 1978).

Figura 3.13 - Ligagdo cruzada envolvendo a reagdo entre glutaraldeido e os grupos amina
residuais livres da enzima (Woodward, 1985).

Figura 3.14 — Sensibilidade do biossensor a base de lacase em fungio da porcentagem de
glutaraldeido utilizada no processo de imobilizagéo.

‘Figura 3.15 - Efeito do pH na resposta do biossensor a base de lacase. Solugdo de catecol
100 umol L™, potencial aplicado: -100 mV vs. ECS.

Figura 3.16 - Efeito do potenmal aplicado na resposta do biossensor a base de lacase. Solugdo
de catecol 100 pmol L™ em tampao fosfato pH 5,0.

Figura 3.17 — Resposta do biossensor de lacase em fungao da concentragéo de catecol,
(potencial aplicado: -0,1V vs. ECS, eletrélito suporte: tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 5,0).

Figura 3.18 — Efeitc do tipo da tinta de carbono sobre a resposta do biossensor de lacase.
Respostas obtidas com as tlntas Ercon (A}, DuPont (B) e Acherson {(C), empregando-se uma
solugdo de guaiacel 5,0 x 10® mol L™ (corrente residual, representada pela linha pontilhada).
Potencial de trabatho: -0,10 V vs Ag/AgC!; em tampao fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).
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Figura 3.19 - Efeito da concentrag&o de albumina bovina (A), glutaraldeido (B), carbodiimida ( l
e de Iacase {D) na resposta do biossensor frente a uma sclugio de gualacol 5.0 x 10
mol L. Potencial de trabatho: -0,10 V vs Ag/AgCI; em tampao fosfato 10 mmol 1. (pH 5, 0)

Figura 3.20 ~ Resposta do biossensor/SPE para aumentos sucessivos de 10,0 x 10° mol L™ na

concentragéo de fenol (A), p-clorofenol (B); p-cresol (C); guaiacol (D) e p-clorogualacol (E).
Potencial de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCl; em tamp&o fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).

Figura 3.21 - Resposta amperometrica (a) do biossensor/SPE para aumentos sucessivos de
1,0 x 10® mot L' na concentragsio de p-clorogualacol (A) e guaiacol (B). O grafico de
caltbrag:ao para esta faixa de concentragio {b), assim como para incrementos de 1,0 x 107
mol L™ (¢) também sdo apresentados. Potencial de trabatho: -0,10 V vs Ag/AgC!; em tampéo
fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).

Figura 3.22 - Teste de estabilidade, realizado com solugdo de gualacol 5,0 x 10° mol L™
Potencial de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCl; em tampao fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).

Figura 3.23 — Resposta cronoamperométrica para solugdes de tampso fosfato pH 5,0 (A); agua
potavel (B) égua do Rio Grande (C) e 4gua de chuva (D}, apds sucessivos incrementos de
1,0 x 10®° mol L™ na concentrag&o de guaiaco! (a partir de a até f). Potencial de trabalho:
0,10 V vs Ag/AQCI, usando o pH e forga idnica original de cada solugao.

Figura 3.24 — Resposta cronocamperométrica do biossensor remoto a base de lacase para
sucesswos aumentos na concentragao de p-cloroguaiacol (A) e guaiacol (B). Incrementos de
1,0 x 10° mol L (a-j), com a corrente residual representada por linhas pontilhadas. Gréfico
de calibrago resultante, mostrado & direita. Potencial de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCl, em
tamp&o fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).

Figura 3.25 — Resposta amperométnca do sensor remoto a base de lacase para aumentos
sucessivos de 25,0 x 10° mol L™ na concentragéo de p-cloroguaiacol. Potencial de trabalho:
-0,10 V vs Ag/AgCI, em tampéo fosfato 10 mmol L (pH 5,0).

Figura 3.26 - Resposta amperométnca do sensor remoto a base de tirosinase para aumentos
sucessivos de 5,0 x 10° mol L' na concentrago de p-cresol {A) e fenol (B). Potencial de
trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCl; em tamp&o fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).

Figura 3.27 — Voltamograma hidrodinamico (A) e efeito do pH, em potencial 0,10 V vs Ag/AgCl
(B) para os biossensores remotos a base de lacase (a, cloroguaiacol 5 0x10°mol LYy e
tirosinase (b, p—cresol 5,0 x 10° mol L ) tampao fosfato (10 mmol L7, pH 5,0).

Figura 3.28 — Efeito da concentracéo do tampéo sobre a resposta do biossensor remoto a base
de lacase. Soiugéo de p-cloroguaiacot 5,0 x 10 mol L™. Potencial de trabalho: -0,10 V vs
Ag/AgCl; em tampéo fosfato pH 5,0.

Figura 3.29 — Estabilidade (A) e expenmentos para avaliar 0 efeito meména (B), solugso de
p-cloroguaiacol 5,0 x 10® mol L™ (A, B nivel alto) e 1,0 x 10°® mol L™ (B nivel baixo). Potencial
de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCl; em tampé&o fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).

Figura 3.30 — Resposta cronoamperométrica para solugbes de tampéo fosfato pH 5,0 (A) e
aAgua do Rio GrandeiUSA (B, usando pH e forga idnica naturais) contendo aumentos
_sucessivos (1,0 x 10° mol L', a até j) na concentragio de p-cloroguaiacol, os
cronoamperogramas correspondentes as correntes residuais esto representados por hnhas
pontilhadas. Potencial de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCI; em tamp&o fosfato 10 mmol L (pH
5,0).

Figura 3.31 -~ Resposta dos biossensores remotos a base de lacase (A), tirosinase (B) e
bienzimatico (C) para aumentos sucessivos (1,0 X 10® mol L") na concentragfico de
p—clorogualacoi (a); guaiaco! (b); p—cresol (c) e fenol {d). Potencial de trabalho: -0,10 V vs
AQ/AQCI; em tampéo fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).

'Figura 3.32 - Correlag&o entre os valores previstos e adicionados na determinag&o de fenol em
uma mistura de fenol & clorofenol.

Figura 3.33 — Correlagdo entre os valores previstos e adicionados na determinagdo de
clorofenol em uma mistura de fenol e clorofenol.
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Figura 3.34 — Correlac&o entre os valores previstos e adicionados na determinagio de catecot
em uma mistura de catecol e fenol.

- Figura 3.35 —- Correlag&o entre os valores previstos e adicionados na determinagéo de fenol em
uma mistura de catecol e fenol.

Figura 3.36 — Correlag&o entre os valores previstos e adicionados na determinagao de cresol
em uma mistura de cresol e clorocresol.

Figura 3.37 - Correlagéio entre os valores previstos e adicionados na determinagdo de
clorocresol em uma mistura de crescl e clorocresol.

Figura 3.38 - Correlagado entre os valores previstos e adicionados na determinacéo de fenol em
uma mistura de fenol e cresol.

Figura 3.39 — Correlagfio entre os valores previstos e adicionados na determinagio de creso!
em uma mistura de fencl e cresol.

Figura 3.40 — Voltamograma hidrodindmico para os biossensores a base de !acase (a) e
tirosinase (b) inseridos no sistema de anélise por injegdio em ﬂuxo {velocidade do fiuxo:
1,6 mL min™). Volume de injeglo: 220 1].|.L de guaiacol 50 pmol L (para o biossensor de
lacase) e 220 ubL de fenol 50 pmol L’ fenol (para o biossensor de tirosinase); solugdo
carregadora tampao fosfato (10 mmol L™, pH 5,0); solugdo interna; tampdo fosfato
(10 mmol L™, pH 5,0 e 5,5; para os biossensores de lacase e tirosinase, respectivamente).

Figura 3.41 - Efeito da velocidade do fluxo na resposta do biossensor a base de lacase (A),
para 25 uL (a), 55 uL (b), 110 pL (c) e 220 uk (d) da guaiacol 50 pmol L. Variagsio da
intensidade da corrente em fungfo do volume de amostra mjewdo (B). Potencial aplicado
0,0 V vs Ag/AgCI ; Volume de injecfio: 220 pL de guaiacol 50 umol L™; ; solugdio carregadora e
solugdo interna: tampéo fosfato (10 mmol L™, pH 5,0).

Figura 3.42 - Variagao da intensidade da corrente do biossensor de lacase em funciio do pH (A)
e da concentragio de tampdo fosfato (B), utilizando-se o sistema de analise em ﬂuxo
Potencial aplicade 0,0 V vs Ag/AgCl ; Volume de injegdo: 220 gL de guaiacol 50 umot L™;
solugéio carregadora e solug8o interna: tamp#o fosfato (10 mmol L™, pH 5,0).

Figura 3.43 — Experimentos para avaliar a estabilidade (A) dos biossensores a base de lacase
(a) e tirosinase (b) e o efeitc memobria do biossensor a base de lacase (B) ([guaiacol] nivel
alto: 50 umol L™, nivel baixo: 10 pmol L™. Volume de injegao: 220 uL de guaiacol 50 pmol L™
(para o blossensor de lacase) e 220 pL de fenol 50 umol L™ fenol (para o biossensor de
tirosinase); demais condigdes como na Figura 3.40.

Figura 3.44 — Resposta do biossensor a base de lacase em fungio da variag&o da concentragio
de guaiacol (a), cloroguaiacol (b}, p-clorofencl (c) e fenol (d). Condicdes de fluxo e potencial
conforme descrito na Figura 3.40.

Figura 3.45 — Resposta do biossensor a base de lacase para solugdes de tampao fosfato pH 5,0
{A) e de efluente papeleirc Kraft £1 n8o tratado (B) sob condigbes naturais de pH e forga
ibnica, apos sucessivos incrementos de 10 umol L™ na concentragéio de guaiacol (a partir de
a até f). Condigbes de fluxo e potencial conforme descrito na Figura 3.40.

Figura 3.46 — Resposta do biossensor a base de tirosinase para solugdes de tampé&o fosfato

- pH 5,5 (A) e de efluente papeleiro Kraft E1 n&o tratado gB) sob condigSes naturais de pH e
forga ibnica, apds sucessivos incrementos de 10 umol L™ na concentragéo de fenol (a partir
de a até d). Condigdes de fluxo e potencial conforme descrito na Figura 3.40.

Figura 3.47 — Decréscimo na concentragdo de espécies fendlicas em fungdo do tempo de
tratamento peloc processo de ozonizagdo/pH11. A seta indica o inicio do processo de
remediacdo. Perfil obtido empreqando-se fluxo continuo. Biossensor a base de lacase.
Velocidade do fluxo: 1,6 mL min"; solugdo interna tampéo fosfato (10 mmol L™, pH 5 02
Potencial aplicado: 0,0 V vs AgIAgCI Concentragdo inicial de fendbis: 021 mg L7

~ concentrago final de fendis: 0,02 mg L.
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Tabela 2.1 — Faixa de valores observados para os parametros de avaliagdo do efluente
papeleiro Kraft E1 bruto. Valores médios para diferentes amostras coletadas.

Tabela 2.2 - Composicio do meio de cultura para crescimento da bactéria E. coli.

Tabela 2.3 — Composicdo da solucdo de nutrientes utilizada para o cultivo da alga S.
capricornutum.

Tabela 2.4 - Solugdes estoque dos nutrientes utilizados para o cultivo da alga S. capricornutum.

Tabela 2.5 - Esquema para a realizag&o do ensaio de toxicidade com a alga S. capricornutum.
Tabela 2.6 — Consumo de O; em fungéo do tempo de tratamento pelo processo Oa/pH11.

Tabela 2.7 - Consumo de O em fun¢&o do tempo de tratamento pelo processo Qa/pH3.
Tabela 2.8 — Consumo de O, em fungéo do tempo de tratamento pelo processo (Ox/UVIpH11).
Tabela 2.9 — Valores das variaveis empregadas no planejamento fatorial 2°,
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GLOSSARIO

Biossensor: Dispositivo analitico que emprega um componente biolégico ativo
(enzima, anticorpo, microrganismo, oligonucieotideo, entre outros) intimamente
acoplado a um transdutor, que pode ser eletroquimico, éptico, calorimétrico, etc.

DBO: E a quantidade de oxigénio necessaria para que microrganismos aerébios
mineralizem, sob determinadas condigbes, a matéria organica de uma amostra. £ o

parametro mais usual de medigéo de poluigdo organica aplicado as dguas residudrias.
Unidade (mg L™).

DQO: E a quantidade de oxigénio necessario para oxidar quimicamente a matéria
organica. O método consiste em se oxidar a matéria organica da amostra com um forte
agente oxidante (ex.: dicromato de potdssio) em meio 4cido a quente. Este teste &
muito 1importante em despejos que contenham substincias téxicas a vida. Unidade
(mg L™).

Oxigénio dissolvido: Oxigénio necessario para a respiragdo de microrganismos
aeroébios. E fundamental para se verificar e manter condicoes aerobias em um curso de
agua que recebe material poluidor. Também €& utilizado para controlar processos de
aeracdo, para indicar atividade fotossintetizadora e corrosividade. Unidade (mg L™).

Processo Kraft: Denominag&o do processo de polpagdo comercial mais utilizado pela
industria de papel e celuiose, este processo emprega um licor de cozimento, que
contém NaOH e Na;S, para promover a degradagao quimica da lignina.

Toxicidade aguda: Efeitos adversos que ocorrem em um curto periodo de tempo,
geraimente até 14 dias, apds a exposigdo de um organismo a Unica dose da substancia
(poluente)} ou depois de multiplas doses em até 24 horas.

Toxicidade cronica: Efeitos adversos que ocorrem em um organismo durante a
maior parte do seu ciclo de vida.
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1.1 - APRESENTACAO

A atividade industrial adquiriu um carater essencial na sociedade
contemporénea, devido a evolugéo dos processos industriais e ao surgimento de
inumeros produtos, que rapidamente tornaram-se de primeira necessidade.
Embora a sua importancia seja indiscutivel, a atividade industrial costuma ser
responsabilizada, e muitas vezes com justa razdo, pelo fendmeno de
contaminagdo ambiental, principalmente gragas a dois fatores de extrema
importéncia: a) o acumulo de matérias primas e insumos, que envolve sérios
riscos de contaminagéo por transporte e disposi¢gio inadequada; e b) ineficiéncia
inerente dos processos de convers&o, o que necessariamente implica a geracéo
de residuos.

Embora exista uma preocupagdo universal em se evitar episodios de
contaminacéo ambiental, estes eventos prejudiciais continuam acontecendo,
principalmente porque, em fungéo dos fatores acima comentados, grande parte
dos processos produtivos € intrinsecamente poluente. Ao longo das décadas, a
atividade industrial tem produzido rejeitos gasosos, liquidos e sdélidos nocivos ao
meio ambiente. Processos industriais que utilizam grandes volumes de agua
contribuem significativamente com a contaminagdo dos corpos d'agua,
principalmente pela auséncia de sistemas de tratamento para os grandes volumes
de efluentes liquidos produzidos. Dentro deste contexto, uma importante parcela
do processo de contaminacao pode ser atribuida as atividades das refinarias de
petréleo e das indUstrias quimicas, téxteis e papeleiras. No entanto, ndc menos
importante é a contribuicéo das atividades agricolas, dos esgotos sanitarios e dos
residuos domeésticos.

Em func¢&o deste panorama, muitos estudos tém sido realizados buscando
desenvolver tecnclogias capazes de minimizar 0 volume e a toxicidade dos
efluentes industriais. Infelizmente, a aplicabilidade destes tipos de sistemas esta
‘subordinada ao desenvolvimento de processos modificados e ao estabetecimento
de sistemas de reciclagem de efluentes, atividades que implicam em tecnologias
evolutivas e ainda indisponiveis universalmente. Assim, o estudo de novas
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alternativas para o tratamento dos inUmeros efiuentes industriais atualmente
produzidos continua sendo uma das principais armas de combate ao fenémeno de
contaminagédo antropogénica.

A busca de processos menos poluentes tem impulsionado novas
tecnologias, assim como a combinagéo das ja existentes para a remediagéo e até
mesmo a reutilizagdo de seus efluentes. Dentro deste contexto, & importante
contar com novas metodologias de determinagdo e quantificacdo dos diversos
tipos de poluentes, sendo a rapidez e a seletividade, caracteristicas desejadas
para 0s sensores.

Atuaimente existe um consenso universal a respeito da necessidade de
monitorar continuamente o teor de contaminantes quimicos nos cursos de aguas
naturais e nos inumeros efluentes industriais descarregados nestes recursos
hidricos. Devido aos riscos para a saude e para a meio ambiente, causados pela
exposi¢cdo a poluentes inorganicos e organicos, existe um grande interesse na
determinacgdo destes compostos em matrizes ambientais. Varios métodos tém sido
empregados para esta finalidade, incluindo analises cromatograficas e
espectrofotométricas. Entretanto, estes métodos possuem uma série de
desvantagens, tais como um extensivo pré-tratamento das amostras, um aito
custo e problemas a respeito da integridade das amostras. isto tém feito com que
estes métodos mostrem-se pouco atraentes para serem empregados no
monitoramento continuo de poluentes fendlicos. Este dltimo tipo de
monitoramento, realizado diretamente no ambiente contaminado ou de interesse,
tem sido preferido, pois pode fornecer uma resposta rapida e confiavel durante os
processos de caracterizagdo e remediagcdo de locais contaminados. Uma
| informag&o analitica imediata sobre o grau de sucesso de uma operagio de
remediacdo de um determinado efluente pode eliminar o risco de ocorrer uma
| descarga deste efluente para o meio ambiente com niveis inaceitaveis de
poluentes. Além disso, a analise continua minimiza o tempo para a aquisigéo dos
dados, o que previne atrasos na tomada de decisdes para melhorar o processo de
tratamento. Algumas decisdes, como as que tratam de protegcdc ambiental, e
conseqiientemente da saGde humana, sdo desejadas em tempo real para prevenir
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riscos desnecessarios. Assim, o desenvolvimento de novas metodologias
analiticas para o monitoramento de compostos poluentes em matrizes de
interesse ambiental & tema de extrema relevancia e atualidade.

Embora a primeira vista o desenvolvimento de processos de tratamento e
de técnicas analiticas de monitoramento estejam distanciados, eles sdo os dois
lados de uma mesma moeda, quando se busca fornecer novas ferramentas e
elementos para melhorar a qualidade dos processos de preservagdo do meio
ambiente.

A industria de papel e celulose é atualmente uma das mais importantes no
mundo, tanto do ponto de vista econdmico como em relagdo ac potencial poluidor.
Os efluentes gerados durante o processo de branqueamento da polpa celuldsica
sdo muito deletérios para o meio ambiente. Mais de trezentos diferentes
compostos orgénicos foram detectados neste tipo de efluente; alguns destes
compostos, tais como fendis e organoclorados, apresentam-se recalcitrantes e
com elevado grau de toxicidade.

Com base neste panorama, este trabalho descreve o emprego de
processos aiternativos de tratamento do efluente papeleiro Kraft E1 e o
desenvolvimento de novas metodologias eletroanaliticas para a determinagéo de
compostos fenélicos neste tipo de matriz ambiental. Para facilitar o entendimento
do leitor esse trabalho foi dividido em capitulos, de forma que o capitulo 1,
apresenta uma pequena revisdo dos métodos tradicionais de remediacdo de
efluentes industriais, e também dos processos oxidativos avangados (POA), tais
como 0s pfocessos quimicos, eletroquimicos, fotogquimicos, que se fundamentam
na geracio de espécies radicalares com caracteristicas fortemente oxidantes.
Neste capitulo também s&o apresentados os resultados obtidos com a aplicagcéo
de alguns processos oxidativos avangados na remediagéo do efluente papeleiro. A
eﬁciéncia dos tratamentos foi avaliada como base na redugéo da coloragéo, de
fenois .totais, carbono orgénico total e da toxicidade do efluente. Parametros
cinétidos e de custo também foram considerados na avaliagido global dos
processos estudados. O capitulo Il apresenta os biossensores amperométricos

como. uma alternativa promissora para o desenvolvimento de dispositivos



Capitulo | - Introdugao Geral Apresentacao 6

analiticos para a determinagdo de espécies fendlicas em amostras de efluentes
industriais e/ou de interesse ambiental. Este capitulo apresenta também os
principios de operagdo de biossensores amperométricos a base de lacase e
tirosinase, os processos de imobilizagdo empregados para promover o
acoplamento das enzimas com a superficie dos eletrodos, os diferentes materiais
e métodos de construgdo dos eletrodos. Em seguida, o capitulo |l descreve a
otimizagédo e aplicagdo dos biossensores na analise de espécies fendlicas em
matrizes ambientais e também para monitorar a degradacdo destas espécies
durante o processo de remediagéo do efluente papeleiro Kraft E1. Finalmente no
capitulo IV apresentam-se as conclusdes gerais e as propostas para trabalhos
futuros.
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l. 2 - OBJETIVOS

O presente trabalho teve dois objetivos principais: o estudo comparativo
entre diferentes processos de remediagic do efluente papeleiro e o
desenvolvimento de biossensores para a determinagdo de fendis totais e/ou
diferentes classes de compostos fendlicos, visando sua aplicagdo no
monitoramento deste efluente.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- Avaliagdo de alguns processos oxidativos avangados quanto a sua
capacidade de redugdo da concentragdo de carbono organico total,
fendis totais, cor e toxicidade do efluente papeleiro;

- Estudo da cinética de degradagdo apresentada por estes processos na
remediag¢éo do efluente papeleiro;

- Desenvolvimento de biossensores amperométricos baseados em
enzimas fenol-oxidases (tais como: lacase e tirosinase) para a
determinagéo de diferentes compostos fendlicos em matrizes ambientais
complexas;

- Erhpregar 0os biossensores e as metodologias desenvolvidas para
avaliar continuamente a concentragio das espécies fendlicas presentes
no efluente papeleiro durante a remediagéo do mesmo pelos processos
de tratamento estudados.



CAPITULO II
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1.1 - INTRODUCAO

1.1.1 — INDUSTRIA DE PAPEL E CELULOSE

Desde os tempos mais remotos e com a finalidade de representar objetos
inanimados ou em movimento, © homem vem desenhando nas superficies dos
mais diferentes materiais. Nesta atividade, tdo intimamente ligada ao raciocinio,
utilizou, inicialmente, as superficies daqueles materiais que a natureza oferecia
praticamente prontos para seu uso, tais como paredes rochosas, pedras, 0ss0s,
folhas de certas plantas, etc.

- Acompanhando o desenvoivimento da inteligéncia humana, as
representacdes graficas foram se tornando cada vez mais complexas, passando
desse modo a significar idéias. Este desenvolvimento, ao permitir, também, um
crescente dominio da circunstancia através de utensilios por ele criados, levou o
homem a desenvolver suportes mais adequados para as representagdes graficas.
Com esta finalidade, a Historia registra o uso de tabletes de barro cozido, tecidos
de fibras diversas, papiros, pergaminhos e, finalmente, papel {Lima e col., 1988).

Os espécimes mais antigos de papiro, preparados a base de tiras extraidas
dos caules de uma planta da familia das ciperaceas, muito abundante nas
margens do Nilo, foram achados em tamulos egipcios, cuja origem remonta ao
ano 3.000 AC. A maioria dos historiadores concorda em atribuir a Ts’ai Lum (105
DC) a primazia de ter feito papel por meio da polpagéc de redes de pesca e de
trapos, e mais tarde usando fibras vegetais (Lima e col., 1988).

Assim, o processo de obtenc&o da polpa de celulose a partir de matéria
prima vegetal & milenar. Ao longo dos tempos foi adaptando-se as necessidades
crescentes impostas pelo progresso da sociedade, ganhando grande impulso ap6s
a revolugéo industrial no século XVIil, que teve como conseqiiéncias 0 aumento
da demanda por difuséo e alteragdo de normas de contabilidade e controle escrito,
incremento dos meios de comunicagéo e da educagéo via jornais, livros escolares
e obras literarias entre outros (Angelo, 1999). _

A industria de papel e celulose é atualmente uma das mais importantes no
mundo. Em 1998 a produgéo mundial de papel foi estimada em 300 milhdes de
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toneladas (James e col., 1999; Thompson e col., 2001), com uma geragao diaria

~de mais de 83 milhdes de metros cubicos de efluentes, que equivalem ao
consumo domestico de agua de aproximadamente 275 milhdes de pessoas
(SantAnna, 1992; Ribd, 1992; Duran e Espésito, 1993; Odenhal, 1994).

O processo de polpacao (separacéo das fibras vegetais mediante utilizacao
de energia mecanica e/ou quimica) como € conhecido atualmente comegou a ser
desenvolvido a partir da segunda metade do século XIX, quando se iniciaram os
estudos e desenvolvimento dos processos quimicos de polpag¢ao pelos processos
com soda cdaustica e bissulfito (acido) (Angelo, 1999). Atuaimente, o processo de
polpacdo predominante no mundo € o processo Kraft ou sulfato, que consiste no
cozimento das fibras em temperaturas elevadas na presenca de uma solugéo
aquosa de hidroxido de sodio e sulfeto de sédio, chamada de licor de cozimento. A
denominagao sulfato € derivada da aplicagdo de sulfeto de sédio para cobrir as
perdas do ciclo de recuperacdo dos reagentes do cozimento. Este processo é
responsavel pela geracdo de efluentes com alta demanda bioguimica de oxigénio,
turbidez, cor e solidos em suspensao, alem de baixas concentragdes de oxigénio
dissolvido (Hodgson e col., 18997).

Contudo, é na etapa de branqueamento da polpa que sdo gerados os
compostos mais deletérios ao meio ambiente e com maior resisténcia a
biodegradagdo. No processo de branqueamento, normaimente realizado com
cloro, & produzido um grande nimero de compostos organoclorados, conforme
exemplifica a Figura 2.1, muitos dos quais sdo considerados altamente tdxicos,
como dioxinas, clorofendis, cloroguaiactis e varios tipos de fragmentos de
cloroligninas (Xie e col., 1986, Harris e Elliott, 2000; Guerra, 2001). Embora muitos
esforgos tenham sido dedicados a substituicdo do cloro como insumo de
brangueamento, com o objetivo de minimizar o teor de compostos organoclorados
nos efluentes, o seu impacto ambiental continua sendo bastante preocupante
(Sundqﬁi_st, 1994; Duran e Espésito, 1997; Duran, 1997; Vidal e col., 2000). A
deteccdo de compostos organoclorados em sedimentos marinhos de regites
proximas a indUstrias papeleiras & um fato bastante freqiente (Paim e Lammi,
1995; K&éhkénen e col., 1998; Jones e col., 2001; Huovinen e col., 2001).
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O fendmeno de contaminagéo por organoclorados tem-se difundido de uma
maneira t3o generalizada, que pode ser observado até em regides bastante
isoladas do pianeta. Na Uitima década, por exemplo, tem-se registrado a presenca
de compostos organoclorados na regio artica (Buser, 1995; Halsall e col., 1998;
Kleivane e Skaare, 1998; Baker e Hites, 1999). Dentre outros, destaca-se a
presencga de compostos semi-volateis (por exemplo, hexaclorobenzeno), bifenilos
policlorados e outras espécies persistentes em amostras de ar, agua e
sedimentos.

Cl
HCli—O R
HCOH H OH
CH;0 O OH
Ci Cl cl ¢l OCH; (I
Cl Cl _ Cl
0 )
R” Cl Cl Cl

fragmento de clorolignina 2,3,4,6-tetraclorofenol tetracloroguaiacol 2,4-diclorofeno

Figura 2.1 - Exemplos de compostos organoclorados presentes nos
efluentes das industrias papeleiras.

11.1.2 - PROCESSOS UTILIZADOS NO TRATAMENTO DE EFLUENTES

Devido a extrema complexidade dos efluentes industriais e a diversidade de
| ¢omp_ostos que podem ser encontrados nos mesmos, cada estudo de viabilidade
de tratamento deve ser realizado de maneira isoiada. Isto &, 0s processos
~ desenvolvidos devem ser direcionados a um tipo particular de efluente, ja que n&o
existem procedimentos padronizados que possam ser aplicados no tratamento de

~um grande nimero de efluentes (Freire e col., 2000a). Em fungéo deste fato,

muitas alternativas tém sido estudadas. De maneira geral, procura-se uma
alternativa que permita nao somente a remog¢éo das substancias contaminantes,
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mas sim a sua completa mineralizagdo. A Figura 2.2 esquematiza, de uma

maneira geral, os principais métodos de tratamento de efluentes industriais.

TRATAMENTO DE EFLUENTES INDUSTRIAIS

1

I

BIOLOGICO Fisico

Quimico

|

L Aerdbic ]——l Anagrébio |LDecantagﬁ?F

- l _I
—l Filtragao I I Incineragéo1 I POA l LEEetroquimiccq
]

e |
I Enzimatico I I Adsort;éo;;l LFotocala'h‘se| |Ozonilza<;éo' L F?nton |

Figura 2.2 - Organograma das classes de tratamento de efluentes.
(POA = Processos Oxidativos Avangados).

1.1.2.1 - Processos Fisicos

Os tratamentos fisicos s&o caracterizados por processos de:

¢ separagdo de fases: sedimentacdo, decantacdo, filtragao, centrifugagdo e

flotagao;

* ftransicéo de fases: destilacéo, evaporagao, cristalizagao;

* transferéncia de fases: adsorgao, “air-stripping”, extragio por solventes:

¢ separagao molecular: hiperfiltragéo, ultrafiltraczo, osmose reversa, dialise.

De maneira geral, os procedimentos citados permitem uma depuragéo dos

efluentes, entretanto, as substancias contaminantes ndo sao degradadas ou

eliminadas, mas apenas transferidas para uma nova fase. Nestas novas fases,

embora o volume seja significativamente reduzido, continua persistindo o

problema, pois os poluentes encontram-se concentrados, sem serem efetivamente

degradados.

Estudos sobre eliminag&o de clorofendis em carbono ativado (Streat e col.,

1995), de clorodioxinas em suporte Sephadex® (Takehita e col, 1995) e de

cloroetanos em surfactantes (Boving e col, 1999), t8m sido registrados. A

eficiéncia destes sistemas mostra-se elevada, entretanto, problemas associados a



" Capitulo 1l - Processos Alternativos para a Remediaggo do Efiuente Papeleiro Introdugéo 15

perda de. atividade dos adsorventes, tornam os procedimentos pouco viaveis
economicamente.

Apesar disto, a utilizagdo dos métodos fisicos como etapas de pré-
tratamento ou polimento do processo final possui extrema importadncia em um
tratamento efetivo. Neste sentido, a tecnologia de filtragdo com membranas vem
demonstrando um grande potencial, principalmente no tratamento e
reaproveitamento de aguas residuais de processos industriais (Madaeni, 1999;
Teodosiu e col., 1999; Silva e col., 1999; Alonso e col., 2001; Parameshwaran e
col., 2001).

I1.1.2.2 - Processos Biolégicos

Qs tratamentos baseados em processos bioldgicos sdo os mais

freqlientemente utilizados, uma vez que permitem o fratamento de grandes
volumes de efluente, transformando compostos orgénicos toxicos em CO, e H;O
(ou CO, e CH,4), com custos relativamente baixos.
_ A capacidade de certos microrganismos para degradar substincias
orgénicas toxicas & um fato bem documentado (Buitrén e Gonzéles, '1996). Em
esséncia, o tratamento biolégico fundamenta-se na utilizagdo dos compostos
toxicos de interesse como substrato para o crescimento e a manutengéo de
microrganismos. Dependendo da natureza do aceptor de elétrons, os processos
biolégicos podem ser divididos em aerdbios ou anaerdbios. Nos aerdbios, que
levam & formagao de CO; e H;O, o aceptor de elétrons & o oxigénio molecular.
Nos anaerobios, que degradam a CO; e CH,, o oxigénio molecular esta ausente,
sendo que algumas formas de carbono, enxofre e nitrogénio participam como
“aceptores de elétrons (ex. NO3, SO4?, COy).

A principal aplicagio deste tipo de processo esta orientada na remog&o da
matéria organica presente nhos rejeitos industriais, usualmente medida na forma de
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), demanda quimica de oxigénio (DQO) ou
carbdno orgénico total (COT) (Subramani e col., 1995). Nos ultimos ancs, o
grande .desenvolvimento da microbiologia tem propiciado muitas alternativas que
viabilizam o tratamento biolégico de efluentes industriais. Trabalhos recentes tém
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reportado que uma gama de efluentes s&o trataveis por meio destes procéssos
(Orhon e col., 1999; Garg e Modi, 1999: Kaller e col., 1999; Gebara, 1999; Freire e
col., 2001a; Bajpai e col., 2001; Barroca e col., 2001: Tezel e col., 2001; Hirata e
col., 2001; Suvilampi e col., 2001: Thompson e col., 2001).

11.1.2.2.1 - Processos aerdbios

Este tipo de processo fundamenta-se na utiizagéo de bactérias e fungos
que requerem oxigénio moiecular. As suas formas mais comuns de aplicagao
industrial estio repreéentadas pelas lagoas aeradas e pelos sistemas de lodos
ativados.

Nas lagoas aeradas, os efluentes sio submetidos a acao de consoércios de
organismos, muitas vezes de composicdo desconhecida, durante varios dias.
Neste tipo de tratamento, a toxicidade aguda é removida com relativa facilidade.
No entanto, outros parametros importantes, como cor e toxicidade crénica, ndo
séo eficientemente reduzidos. Além disto, alguns problemas associados com
perdas de substratos toxicos por volatilizagéo e contaminacgéo de lengbis freaticos
por percolagéo (infiltrag&o), s&o também bastante criticos.

O tratamento por lodos ativados talvez seja o sistema de bio-remediacao
mais versatil e eficiente. Este sistema opera com pouco substrato auxiliar e &
capaz de removér a toxicidade crénica e aguda, com um menor tempo de
tratamento. No lodo existe um grande nimero de espécies bacterianas, aiém de
fungos, protozodrios e outros microrganismos, que podem favorecer a reducdo de
um grande ndmero de compostos. Este tipo de processo, desenvolvido na
Inglaterra no inicio do século XX, vem sendo utilizado nos mais diversos tipos de

“efluentes, inclusive no tratamento de esgotos sanitarios (Bitton, 1994; Baijpai,
2001; Gapes e Keller, 2001; Hardy e col., 2001).

Na Figura 2.3 € mostrado um esquema simplificado de uma estacido de
tratamento por lodos ativados, que consiste basicamente de: 1) Tanque de
aeragéo (I)-; onde ocorre a oxidagdo da matéria organica. Neste compartimento, o
efluente & introduzido e misturado com o lodo ativado; 2) Tanque de sedimentacéo
(Il), este tanque & utilizado para sedimentac&o dos flocos microbiais, produzidos
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durante a fase de oxidagéo no tanque de aeragéo.

Efluente Licor, mistura do
: , Tanque de : Tanque de Efluente tratado -
industrial aerago efluente + lodo sedimentagéio o
1 I
Recirculaggo do lodo Descarte do

excesso de lodo

Figura 2.3 ~ Esquema convencional de tratamento por lodos ativados (Bitton, 1994).

Os flocos dos lodos ativados sdo constituidos, principalmente, de bactérias.
Estima-se que existam mais de 300 espéecies de bactérias no lodo que séo
responséveis pela oxidagdo da matéria organica. Com a diminuigdo do nivel de
oxigénio no floco, que ocorre na fase de sedimentagéo, a atividade das bactérias
aerdbias decresce. Como a regido interna do floco é relativamente grande, a
difusdo do oxigénio é pequena, o que favorece o desenvolvimento de bactérias
anaerdbias, como as metanogénicas. Assim, o processo por lodos ativados pode
promover um fratamento mais apurado, combinando reagbes aerébias e
anaerébias (Bitton, 1994).

Uma importante caractesistica do sistema por lodos ativados é a
' recirculagéo de uma grande proporg¢do de biomassa. isto faz com que um grande
nimero de microrganismos permanega por um longo tempo de residéncia no
meio, o que facilita o processo de oxidacéo dos compostos organicos, diminuindo
o tempo de retengéo do efluente.

Os 'principais inconvenientes associados ao tratamento biclégico com lodos
ativados sdo o alto custo de implementacaoc e a formagéo de grandes quantidades
de lodo (biomassa). Existe uma forte tendéncia pela reutilizagdo desta biomassa
como .adubo. No entanto, alguns estudos mostraram uma grande capacidade
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deste material para a adsorgéo de compostos organicos diversos, o que poderia
_inviabilizar esta utilizagéo (Ning e col., 1998; Aksu e Yener, 2001). Jacobsen e
colaboradores (1996), por exemplo, demonstraram que aproximadamente 50% do
pentaclorofenol pode ser retido por adsorgdo nos lodos ativados, quando o
periodo de tratamento € menor que 3 dias. Com maiores tempos de tratamento, a
biodegradag&o acontece diminuindo 3 quantidade de material adsorvido.
Empregando o processo aerobio, Commandeur e colaboradores (1995')
estudaram a degradagdo de varios bifenilos policlorados utilizando o
microrganismo Alcaligenes sp. Os resultados indicaram uma degradacéo da
ordem de 85% para bifenilicos tetra, penta e hexa clorados, compostos que tém
sido considerados como resistentes 3 degradagdo aerébia. Contudo, a eliminagéo
completa do cloro € considerada um evento fortuito, que depende das etapas
metabdlicas. Nagarathnamma e Bajdai (1999) utilizando o fungo Rhizopus oryzae
conseguiram uma redugéo de 72% dos compostos organoclorados presentes no
efluente papeieiro. Neste trabalho, também foi observada uma grande diminuicéo
na toxicidade aguda. Ainda utilizando o efiuente papeleiro, Kindaria e
colaboradores (1995) obtiveram bons resultados na degradagdo de
macromoléculas de clorolignina, empregando o fungo Phanerochaete
chrysosporium. Com o fungo Trametes villosa foi observada uma degradagio de
cloroligninas, do efiuente papeleiro da etapa de extragdo alcalina (E,), na ordem
de 70%, em 24 horas de tratamento (Soares e Duran, 1998). Alguns trabalhos
classicos nesta area foram publicados por Espésito e colaboradores ( 1991/1993).
Um dos graves problemas, associados ao tratamento aerébio de efluentes,
corresponde a perdas de substratos tdxicos por volatilizagdo. Para contornar este
“inconveniente, pesquisadores tém desenvolvido sistemas de bio-reatores que
cperam com membranas (Dos Santos e Livingston, 1995; Rodgers, 1999;
Edwards e col., 1999; Pressman e col., 2000; Burton, 2001). Sistemas deste tipo
tém sido utilizados com sucesso no tratamento de efluentes contendo dicloroetano
(Dos Santos. e Livingston, 1995), clorofenéis (Wobus e col., 1995), tricloroetileno
(Fitch e col,, 1996), 'pentaclorofenol (Alleman e col., 1995), cloroguaicéis
(Césperes e col., 1996), tetracloreto de carbono (Van Eekert e col, 1998),



Capitulo 1l - Processos Alternativos para a Remediagso do Efluente Papeleiro introdugéo 19

diclorofenol e clorobenzeno (Steinle e col., 1998; Edwards e col., 1999).

11.1.2.2.2 - Processos anaerébios

A biodegradagéo sob condigdes anaerdbias tem sido objeto de muito
interesse nos ultimos anos, em fungédo da capacidade de certas bactérias para
transformar um grande numero de compostos clorados em espécies menos
toxicas e mais susceptiveis & degradagao posterior por microrganismos aeroébios
(Susarla e col., 1996; Wilson e col., 1998; Distefano, 1999; Moody e Raman, 2001;
Ramsay e Pullammanappallil, 2001; Annachhatre e Amornkaew, 2001; Angenent e
col., 2001). Nestes procedimentos, o processo de descloragdo de compostos
organicos tem sido documentado, sendo ¢ cloro removido e liberado na forma de

cloreto, conforme esquematiza a Figura 2.4.

Cl >y 1|{ cl:1 Il-I 2¢" 1:1
OO wia e ntex

HCI H H H 2CI H H

A B

Figura 2.4 - Exemplos de dois processos pelos quais ocorre a descloragio.
(A) hidrogendlise, (B) redugao vicinal.

Susarla e colaboradores (1996) registraram a degradagdo de
pentacloroanilina, hexaclorobenzeno e pentaclorofenol, por meio de um processo
anaerdbio que utilizava um consércio de bactérias presentes em sedimentos de
rio. Processos similares tém sido aplicados na remediag&o de cloroformio (Gupta e
col., 1996), tetracloreto de carbono e tricloroetano (Doong e Wu, 1996), bifenilos
policlorados (Pagano e col., 1995), clorofendis (Duff e col., 1985) e compostos
alifaticos clorados (Adamson e Parkin, 1998). Em todos os casos observou-se
uma descloragdo seqiencial, o que permitiu uma significativa reducédo da

toxicidade do efluente.



Capitulo i -_Prooessos Alternativos para a Remediagéo do Efluente Papeleiro Introdugao 20

Tshantz e colaboradores (1995) propuseram a utilizaggo de um reator
anaerdbio, contendo uma espécie mutante da bactéria Methylosinus
trichosporium, para a degradag&o de tricloroetileno (TCE). Os autores registraram
uma degradagéo superior a 90% de um efluente contendo aproximadamente 3 mg
L™ de TCE, em 4,5 horas de tratamento. Cabirol e colaboradores (1998) utilizando
um consdrcio metanogénico, também obtiveram sucesso no tratamento de
tetracioroetileno.

A mais moderna tendéncia relacionada com o tratamento bioldégico de
efluentes esta representada pela utilizagdo de processos anaerébios-aerdbios
alternados (Aggelis e col., 2001; Mulder e col., 2001; Gijzen, 2001; Tezel e col.,
2001). Este sistema aumenta significativamente a eficiéncia do processo de
tratamento, o que permite a redugdo do tamanho das estacOes e dos tempos de
residéncia (Armenante e col., 1999; Panswad e Anan, 1999). Na Finlandia, por
exemplo, vem sendo aplicado, com grande sucesso, um tratamento combinado
deste tipo. Este procedimento, denominado Enso-Fenox, permite em 7 horas de
operagdo a mesma redugdo de halogénios adsorviveis alcancada em 7 dias de
tratamento em lagoas aerdbias. No entanto, & importante salientar que o sistema
ndo permite uma eficiente degradagéo de compostos de alta massa molar (Ek e
Eriksson, 1289).

I1.11.2.2.3 - Processos enzimaticos

Os processos enzimaticos correspondem a uma das mais recentes
tecnologias para o tratamento biclégico de efluentes (Duran e Espésito, 2000;
Spiridon e Popa, 2000; Ibrahim e col., 2001). Dentro deste contexto, cabe as
‘enzimas ligninoliticas (lignina peroxidase e manganés peroxidase) um papel de
destaque, em fungao da sua capacidade para degradar um grande nimero de
substéncias téxicas e persistentes.

Obviamente, o emprego de processos enzimaticos somente sera viavel
economicamente, se as enzimas forem imobilizadas em um suporte adequado.
Estudos recentes tém mostrado uma grande potencialidade dos processos
enzimaticos para a degradagdo de compostos presentes nos efluentes
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provenientes da industria papeleira. Dentre outros resultados, destaca-se a
degradagdo de espécies derivadas do processo de branqueamento de polpa,
~ utilizando-se lignina peroxidase (de Phanerochaete chrysosporium) imobilizada em
resinas de troca idnica (Peralta-Zamora e col., 1998).

Bons resultados tém sido obtidos na imobilizagdo de peroxidase de raiz
forte e lignina peroxidase (de Chrysonilia sitophila) em Sepharose (Ferrer e col,,
1991/1992; Dezotti e col., 1995) e lacase em alginato (Davis e Burns, 1994). Este
Gltimo estudo reporta uma eficiéncia significativamente maior dos sistemas
enzimaticos imobilizados. Polifenoloxidases e peroxidases imobilizadas também
tém-se mostradas eficientes no tratamento de clorofendis (Aitken e col., 1994,
Edwards e col., 1999; Guerra e col., 2000). '

11.1.2.3 - Tratamento Quimico - Processos Oxidativos Avancados (POA)

Os tratamentos quimicos vém apresentando uma enorme aplicabilidade em
sistemas de depuragdo ambiental, como purificagdo de ar, desinfecgdo e
purificagio de agua e efluenies industriais (Hoffmann e col., 1995; Alnaizy e
Akgerman, 2000; Gunukula e Tittlebaum, 2001; Acero e col., 2001; Chen e col.,
2001). 7

Dentre os processos quimicos de eliminagdo de compostos poluentes ha
métodos basténte discutiveis como, por exemplo, a precipitacéo e a incineragao. A
precipitagéo, assim como os métodos fisicos, promove somente uma mudanca de
fase dos compostos, ndo eliminando completamente o problema ambiental.

A incinerag@o constitui-se como um dos procedimentos mais classicos para
a degradagdo de residuos e espécies contaminantes, principalmente __{de
organoclorados. No entanto, a sua utilidade & muito duvidosa porque, além de ser
muito cara, pode levar a formagdo de compostos mais toxicos que o proprio
: eﬂuente, tipicamente dioxinas e furanos. A formagéo de dibenzo-p-dioxinas e
dibenzofuranos policlorados em processos de incineragéo de residuos domesticos
‘& um fato bastante documentado (Harnly e col., 1995; Cains e col., 1997; Addink e
col., 1998 ab).

" Em fungio da crescente necessidade de procedimentos que apresentem
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uma maior eficiéncia no tratamento de efluentes, varias técnicas tém sido testadas
nas altinias décadas. Os processos mais eficazes, denominados por Processos
Oxidativos Avangados (POA), tém servido de alternativa para tratamento de
compostos orgéanicos recalcitrantes. Os POA s&o baseados na geragao do radical
hidroxita (OH) que tem alto poder oxidante e pode promover a degradacédo de
varios compostos poluentes em poucos minutos (Hirvonen e col., 1996:
Vinodgopal e col., 1998).

Varios processos de produgio do radical hidroxila tém sido estudados,
geralmente utilizando ozbnio, peréxido de hidrogénio, fotocatalise e o Reagente de
Fenton. -

O ozdnio, por ser um forte agente oxidante, & muito utilizado em processos
de degradacdo de compostos organicos. O o0zénio pode reagir via dois
mecanismos: reacéo direta (eletrofilica ou por cicloadigio) e reagéo indireta, por
meio do radical livre hidroxila (OH) formado pela decomposicdo do ozénio
{(Masten e Davis, 1994, Freire e col., 2000a), conforme mostras as equagdes 2.1 e
2.2

O: + OH - O, + HOy eq. 2.1
O3 + HO; —» 20, + OH eq. 2.2
‘ N
A reagdo indireta € muito mais eficiente porque o potencial de oxidagdo do
radical hidroxila (E° = +3,06 V) & mais elevado que o do ozdnio molecular
(E°® = +2,07 V), podendo assim promover uma oxidagio mais enérgica. Além do
- mais, as rea¢des com ozdnio molecular tendem a ser seletivas (ataque a centros
nucl-eofilicos), enquanto que os radicais hidroxila, como a maioria das reagtes
~ radicalares, nio reagem seletivamente (Stockinger e col., 1995). Desta forma, o
emprego do ozénio por via indireta € muito mais versatil, sendo a tendéncia
apresentada na literatura recente (Beliran-Heredia e col., 2001a; Freire e col.,
2001b); Trapido e col., 2001).
Na presenca de radiag¢do ultravioleta (UV), o 0zénio também pode formar o
radical hidroxila, equacgdes 2.3 e 2.4:



" Capitulo 1} - Processos Alternativos para a Remediago do Efluente Papeleiro Introdugdo 23

hv
0; + HHO — H;0, + O, eq. 2.3
hv :
HO, — 20H eq. 2.4

Utilizando este processo, Freshour e colaboradores (1996) estudaram a
degradagio de uma mistura de compostos organoclorados, observando, por
exemplo, uma completa degradacédo de pentaclorofenol em tempos de reagéo da
ordem de 30 minutos. Hautaniemi e colaboradores (1998) também obtiveram
resultados com o mesmo grau de eficiéncia empregando esta técnica no
tratamento de uma série de clorofendis.

O radical hidroxila também pode ser obtido a partir de uma mistura de
ozdnio e perdxido de hidrogénio, na auséncia (O2/H20.) ou presenga de radiagéo
ultravioleta (O1/H.Q2/UV), ou simplesmente utilizando-se um meio fortemente
alcalino (Os/pH elevado). Masten e Davis (1994) sugeriram que o método O3/H202
era o processo mais promissor, por ser o que melhor se adaptaria ao uso em
tratamento de efluentes industriais. Sunder e Hempel {(1997) utilizando O3/H;0,,
obtiveram a compieta mineralizagéo de tricloroeteno e percloroeteno.

Utilizando-se peréxido de hidrogénio e radiagdo UV, também tém sido

" verificada a geragao de radicais hidroxila e a decomposigéo de varios poluentes
organicos (Liao e Gurol, 1995; Ince e col., 1897; Dewulf e col., 2001; Muller e
Jekel, 2001). A equacao geral 2.4 exemplifica a formag&o do radical hidroxila.

Por meio deste método, Shen e colaboradores (1995) estudaram a
eficiéncia da decomposicado de varios clorofendis e verificaram que a substéncia 2-
clorofenol, por exemplo, foi degradada em quase 100%, com 1 hora de
tratamento.

Uma outra maneira de produzir radicais hidroxilas & a partir de uma mistura
de ;Sé__réxido de hidrogénio e sais ferrosos (Engwall e col., 1999; Huston e
Pignatello, 1999; Kwon e col., 1999; Nogueira e Guimaraes, 2000; Bin e cot., 2001 .
Barbusinki e Filipek, 2001; Chamarro e col., 2001). Esta mistura € conhecida por
“Reagente de Fenton”, por ter sido Fenton quem observou esta reacado, equagao
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2.5, pela primeira vez.
| Fe® + H,0, > Fe* + OH + OH eq. 2.5

Lin e Gurol (1996) estudando a degradagédo de compostos organoclorados,
concluiram que este processo tem vantagens significativas sobre outros métodos
de oxidagdo como H;O./UV e Os/UV, principalmente quando empregado em
valores baixos de pH. No entanto, a necessidade de Gm processo adicional para
separar precipitados coloidais de hidréxido férrico e a necessidade de operar em
baixos valores de pH limitam bastante a sua aplicabilidade.

Um outro POA de extrema importéncia dentro do contexto das novas
alternativas para a degradacéao de poluentes & a fotocatalise heterogénea. Trata-
se de um processo fotoquimico em que uma espécie semicondutora é irradiada
para a promogac de um elétron da banda de valéncia (BV) para a banda de
condugdo (BC). A regido entre as duas bandas & denominada “bandgap”,
conforme mostra esquematicamente a Figura 2.5. Com ¢ eiétron promovido para a
BC e com a lacuna (h*) gerada na BV, criam-se sitios redutores e oxidantes
capa'zesde catalisar reagbes quimicas, que podem ser utilizadas no tratamento de
efluentes industriais. A degradacio da-se por meio da oxidacdo da matéria
organica que pode ser conduzida até CO; e H20.

O diéxido de tithnio & o semicondutor mais utilizado em processos
fotocataliticos, principalmente devido a varias caracteristicas favoraveis, dentre os
quais se destacam: possibilidade de ativagdo por luz solar, insolubilidade em
agua, estabilidade quimica numa ampla faixa de pH, possibilidade de imabilizago
em sdlidos, baixo custo e auséncia de toxicidade. Por estas razdes, ¢ TiO2 tornou-
' sé um dos semicondutores mais utilizados na fotodegradacdo de compostos
organicos (D'Oliveira e col., 1981; Hoffmann e col., 1995; Linsebigler e col., 1995;
- Ziolli e Jardim, 1998; Chen e col., 1999a; Wang e Hong, 1999, Babay e col., 2001;
Vione e col., 2001; Cavicchioli e Gutz, 2001; Vohra e Tanaka, 2002) . Entretanto,
muitos outros semicondutores, como CdS, ZnO, WO;, ZnS e Fe>03, podem agir
éomo sensibilizadores de processos de oxidagdo e redugdo mediados pela luz
(Reutergardh e langphasuk, 1997; Wang e col., 1998; Yeber e col., 1998; Wiicoxon
e col., 1999; Poulios e Tsachpinis, 1999; Kang e col., 1999; Sakthivel e col., 2001;
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Santato e col., 2001; Domenech e col., 2001).

A

Da’

Figura 2.5 - Principios eletrdnicos de um processo fotoquimico. BV: Banda de
valéncia ; BC: banda de conducgéo; e elétron; h': lacuna; hv: radiagdo (UV); D:
substrato organico; D" espécie reduzida, D espécie oxidada.

Muitos estudos praticos com o TiO; tém sido desenvolvidos, mas seu
mecanismo de reagao ainda nao é totalmente compreendido. Contudo, ha passos
do mecanismo em que a maioria dos pesquisadores concorda, tais como: a
excitacio da espécie semicondutora e a conseglente formagao dos pares h'gy e
e'sc; O processo de recombinagado entre estas espécies; a adsorgdo de O,, H;O e
espécies organicas na superficie do semicondutor; “trapping” em que espécies
quimicas doam ou recebem elétrons do par e/h’. Acredita-se também, que 0 O é
a principal espécie responsavel em dar continuidade as reag¢des iniciadas no
processo de foto-oxidacéo, reagindo com o radical orgénico formado e levando-o a
completa mineralizagdo (Choi e Hoffmann, 1997; Chen e col., 1999b).

O processo fotocatilitico de oxidagéo por via direta da-se quando a lacuna
fotogerada na banda de valéncia do semicondutor reage diretamente com o
composto organico (Hoffmann e col., 1995), equacéo 2.6.
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Riadsy *+ h'sv — Ryqaas)’ eq. 2.6

Ja o processo de oxidagio indireto ocorre quando a lacuna fotogerada na
banda de valéncia reage com a molécula de H,O adsorvida na superficie do
semicondutor, produzindo o radical hidroxila, que vai oxidar a matéria organica
{Hoffmann e col., 1995; Linsebigler e col., 1995; Choi e Hoffmann, 1997), equacgéo
2.7.

OH + R; » Ry + OH eq. 2.7

O processo fotocatalitico quando utilizado no tratamento de compostos
organicos, tem demonstrado eficiéncia para degradar inimeras substancias
recalcitrantes ao tratamento biolégico. Em fungéo disto, nas Gltimas duas décadas
foi publicado uma infinidade de artigos demonstrando a aplicagio desta técnica,
assim como de varias combinagbes dos diferentes processos oxidativos
avancados. '

Tanaka e colaboradores (1996) fizeram uma comparagéo entre os POA:
UVITiO2/O3; UV/O3; UVITIO,, na degradagio do inseticida dimetil-2,2,2-tricloro-1-
hidroxietilfosfato, e das substancias acido monocloroacético e fenol. Concluiram
que o processo UV/TIO2/O3 foi o mais rapido para degradar e para eliminar o
carbono orgénico total das respectivas solugdes. Trillas e colaboradores (1996)
também demonstraram a eficiéncia destes métodos na remocio de clorofendis.
Resultados similares foram obtidos por Wenzel e colaboradores (1999).

Echigo e colaboradores (1996) fizeram uma comparagio entre os
| processos oxidativos avangados Oi/UV, Os/H,0,, UV e Os no tratamento de
~alguns ftriésteres organofosféricos (OPE), para verificar qual dos métodos
| aprésentaria maior eficiéncia na decomposicdo de algumas substancias
consideradas toxicas. Para esta experiéncia escolheram os seguintes OPE:
tris(1,3-dicloro-2-propiliffosfato  (TDCPP, (C3H4Cl,0)sPO); tris(2-cloroetil)fosfato
(TCEP, (CICHCH:0);PO) e tris(butoxietil)fosfato (TBXP, (C4HgOC;H40)3PO).
Estas substancias foram selecionadas porque sao recalcitrantes aos tratamentos
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biolégicos e mutagénicas. Os autores concluiram que os processos combinados
apresentaram-se mais apropriados para a degradacao destes tipos de compostos.

Hirvonen e colaboradores (1996) também fizeram uma comparagéo entre
dois métodos oxidativos avangados (UV/H.O,: 0a/H20;) para a redugido de
tricloroetileno (TCE) e tetracloroetileno (PCE), compostos contaminantes que tém
sido detectados em agua potavel. Os pesquisadores comprovaram que,
utilizando-se os POA, ocorre um alto nivel de redugso dos compostos TCE (96%)
e PCE (92%) pelo método Q3/H;0, e TCE (98%) e PCE (93%) pelo método
UV/H,O; em condigbes similares. Ito e colaboradores (1998) compararam a
eficiéncia dos processos O3/H20,/UV; O3/H20,; 03/UV; O3 e UV na degradagao de
triclorometanos e concluiram que o ozdnic sozinho ndo foi efetivo na
mineralizagédo destes compostos. Contudo, todos os métodos estudados
aumentaram a biodegradabilidade deste composto. Isto também foi observado
combinando processos fotoquimicos e biologicos (Duran e col., 1994; Reyes e
col., 1998).

Pesquisas recentes tém apontado para o emprego de processos
combinados, fazendo uso das vantagens de diferentes métodos (Levine e col.,
2000; Lee e col., 2001; Rodrigues e col., 2001; Turan-Ertas, 2001). Os tratamentos
quimicos podem ser utilizados para aumentar a biodegradabiiidade de compostos
recaicitrantes, diminuindo o tempo de tratamento dos tradicionais processos
biolégicos. Stockinger e colaboradores (1995), por exemplo, observaram que um
pré-tratamento com ozdnio em um efluente de indistria quimica incrementou a
biodegradabilidade e possibilitou a total mineralizagdo de compostos cloro e nitro
aromaticos. Resultados similares foram obtidos por Skadberg e colaboradores
(1999), utilizando um sistema de degradagéao bioeletroquimico.

1.1.2.4 - Tratamento Eletroquimico

A eletroquimica pode oferecer opgdes vidveis para remediar probiemas
: ambiehtais, particularmente de efluentes aquosos. A tecnologia eletrolitica & capaz
de oxidar ou reduzir ions metalicos, cianetos, compostos organoclorados,
hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos (Eric, 1998). Neste processo o elétron é o
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principal reagente, evitando o uso de outros compostos quimicos que podem ser
toxicos (Boudenne e Cerclier, 1999).

O processo eletroquimico baseia-se na aplicacéo de um potencial capaz de
oxidar ou reduzir substratos de interesse. A eletro-oxidagdo direta de compostos
orgénicos ocorre, muitas vezes, em potenciais altos (Eric, 1998) e, em meio
aquoso, a reagdo de evolugdo de oxigénio € um caminho competitivo com a
degradagao. Semicondutores imobilizados em eletrodos tém sido empregados
para diminuir esta competi¢do. Varios semicondutores, entre eles SnO;, tém
apresentado excelente eficacia eletroquimica quando empregados como elemento
modificador de eletrodos, por apresentarem alta condutividade e estabilidade em
solugbes aquosas acida, neutra ou basica (Lipp e Pletcher, 1997).

No caso de oxidagéo indireta, a reagdo ocorre com espécies que sio
geradas eletroquimicamente e que séo capazes de oxidar os poluentes organicos
na solugdo. Algumas espécies com forte poder oxidante, como O3 e H;0,, tém
sido detectadas nos processos eletroquimicos (Vlyssides e Israilides, 1997), ou
deliberadamente produzidas (Pletcher e De Leon, 1995). Pesquisas recentes tém
verificado que dnodos de Ti modificado com PbO; favorecem a produgéo de altas
concentragdes de ozdnio (Amadelli e col., 1998); e que catodos de carbono e de
platina sdo muito eficientes para produzir perdxido de hidrogénio (Vlyssides e
Israilides, 1997 Hall e Khundaish, 1998a/b, Pelegrini e col., 2000; Pelegrini e col.,
2001).

Utilizando o tratamento eletroquimico, Zhang e Rusling (1995)
demonstraram a eficiéncia do método para remogdo de cloro em compostos
bifenilicos policlorados e também para diminuir a toxicidade destas espécies.
' Polcaro e colaboradores (1999) também obtiveram uma boa eficiéncia na remogao
de 2-clorofenol de efluentes industriais.

11.1.2.5 - Outros Métodos de Tratamento

_ Urhé outra técnica que também vem sendo estudada para a degradagso de
varias espécies o-rgénicés poluentes em efluentes é o processo de oxidagédo por
meio de ultra-som, que provoca a clivagem da molécula de agua com formagao de
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radicais hidroxila (Vinodgopal e col., 1998; Petrier e col., 1998; David e col., 1998;
Drijvers e col., 1999; Adewuyi, 2001).

Chang e colaboradores (1996) estudaram a eficiéncia do método para a
decomposi¢cdo de 2-clorofenol. Os autores observaram que 99% do composto
havia sido degradado, mas a remogéo de carbono orgénico total foi apenas de
63% em 360 minutos de tratamento, e os compostos intermediarios formados a
partir do 2-clorofenol também nzo foram completamente mineralizados pelo
processo. A dificuldade técnica de implementac&o, a baixa eficiéncia na remogao
de carga organica e os longos tempos de tratamento tornam este processo pouco
atraente.

O tratamento com raios gama, emitidos por cobalto radioativo, tem sido
testado para a destruigdo de compostos organociorados presentes em sélidos e
em efluentes (Schmelling e col., 1998). O processo de degradagéo dos poluentes
pode ocorrer por dois caminhos: por degradagéo direta (efeito provocado pela
radiagdo gama) ou por degradagéo indireta por meio de radicais hidroxilas criados
pela decomposicao da agua (Hilarides e col., 1996). Taghipour e Evans (1996),
tratando efluentes do processo Kraft, conseguiram uma redugéo dos compostos
clorados adsorviveis em 96% com uma dosagem de 10 kGy de irradiag&o.
Hilarides e colaboradores (1996), estudando a degrada¢do do composto 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina em amostras sélidas, observaram uma redugéo em
99% com uma dosagem de 800 kGy de irradia¢do. Estes dois trabalhos parecem
apresentar uma alta eficiéncia de degradagdo de composios organoclorados,
apesar de néo esclarecerem se o processo € capaz de levar a mineralizagao dos
compostos.

I.1.3 — JUSTIFICATIVA

" Os métodos bioldgicos sfo os mais utilizados no tratamento de efluentes
indUstriais, dentre os quais o da indGstria de papel e celulose. Entretanto, estes
métodos apresentam alguns inconvenientes, tais como: (1) necessidade de uma
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grande area territorial para sua implementacao, principalmente para os métodos
aerobios; (2) dificuldade no controle da populagao de microrganismos, que requer
um rigoroso acompanhamento das condicbes otimas de pH, temperatura e
nutrientes. Variagbes no meio podem provocar alteragdes no metabolismo dos
microrganismos ou, ainda, a aclimatagdo de um conséreio microbiano a
determinados compostos pode promover diferentes possibilidades de
transformacé&o; (3) necessidade de um tempo relativamente longo para que os
efluentes atinjam os padrées exigidos; (4) além de que discretas diferencas na
estrutura dos compostos, ou na composicdo dos efluentes, sdo bastante
significativas para o bom funcionamento de um determinado sistema biclégico.
Devido a isto, um consorcio de microrganismos pode ndo reconhecer uma certa
substéncia e nao degrada-ia, ou ainda, pode leva-la a produtos mais toxicos.

Por outro lado, os métodos quimicos, principalmente os processos
oxidativos avancados, apresentam-se como uma das tecnologias de degradagao
de poluentes mais promissoras. Contudo, a utilizagéo destes processos para a
remediagéo de efluentes da industria papeleira ainda é pouco estudada (Balciogliu
e Arslan, 1998; Weber e LeBoeuf, 1999; Thompson e col., 2001). Geralmente os
trabathos que empregam este tipo de processo estudam a degradacédo de
compostos poluentes de forma isolada, ou seja, compostos modelos sintéticos.
Assim, estudar a aplicabilidade dos processos oxidativos avancgados no tratamento
de matrizes reais complexas (tal como, o efluente papeleiro Kraft E1) é tema de
extrema relevancia e atualidade.
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1.2 -OBJETIVOS ESPECiFICOS

O presente trabalho teve como um dos principais objetivos o emprego de
diferentes processos oxidativos avancados na remediacao do efluente papeleiro.
Tal estudo foi efetuado empregando-se os processos:1) Os/pH11; 2) OafpH3; 3)
O3/H202/pH11; 4) Os/UVIpH11; 5) UV/T i02/02; 6) UV/ZnO/Oy; 7) UV/IHL0,: 8)
UV/ZnO/H,02; 9) UVIZnO/O3; 10) Eletroquimico e 11) Fotoeletroquimico.

Como meta especifica avaliou-se diferentes processos de tratamento,
buscando-se métodos que apresentassem a maior reducdo dos parametros de
avaliag&o, no menor tempo de tratamento e com o menor custo.

Os parémetros de avaliagdo empregados foram a redugéo da:

a) coloracdo: os efluentes resultantes do processo de brangueamento sio
fortemente coloridos, podendo causar interferéncia no processo de
fotossintese do ecossistema do corpo d’agua receptor:

b) concentracdo de fendis totais: fensis e especialmente clorofendis sio

poluentes altamente perigosos, devido sua alta toxicidade e persisténcia no
meio ambiente. De acordo com a Cetesb e a EPA (Agéncia de Protec¢ao
Ambiental Norte-Americana) fenoéis e seus derivados clorados, nitrados e
alquilados, séo classificados como poluentes prioritarios;

c) concentracdo de carbono organico total: tal como discutido anteriormente,

de um modo geral, procura-se uma alternativa que permita, ndo somente a
remocdo das substdncias contaminantes, mas sim a sua completa
mineralizagio;

d) toxicidade: o desaparecimento de espécies quimicas consideradas
poluentes nem sempre € um critério seguro, outras especies também muito
toxicas podem ser geradas durante o tratamento. Varias pesquisas tém
observado uma rapida transformagéo de compostos toxicos, mas com o
aparecimento de substancias com poder de mutagenicidade muito maior
que os compostos originais (Archibaid e col., 1998).
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Ainda como objetivos especificos, buscou-se:

- Estudar a degradagdo do efluente papeleiro Kraft Ey por meio do
processo de ozonizagdo, avaliando a eficiéncia deste processo em: meio
alcalino, meio acido; presenca de radiagdo ultravioleta e de peroxido de
hidrogénio.

- Estudar a degradacio do efluente papeleiro Kraft E; empregando-se
processos fotoquimicos, avaliando a cinética de degradagdo dos
parametros de avaliagdo utilizando ZnO e TiO, como fotocatalisadores,
0s processos UV/H;0, UV/ZNnO/MH,0, e fotocatalitico-ozonizagao
combinados.

- Avaliar o emprego dos processos eletroquimico e fotoeletroquimico na
degradacao de fenol e dos compostos organicos presentes no efluente
papeleiro;

- Avaliar a toxicidade do efluente papeleiro frente a bactéria Escherichia
coli e frente & alga Selenastrum capricornutum;

- Avaliar a eficiéncia dos diferentes processos de remediacéo estudados,
empregando-se parmetros cinéticos, tais como as constantes de
velocidade;

- Avaliar os custos de tratamento para cada processo;



~“Capitulo Il - Processos Alternativos para a Remediagéo do Efiuente Papeleiro Metodclogia 33

1.3 - METODOLOGIA

I1.3.1 - EFLUENTE PAPELEIRO

O efluente papeleiro Kraft E1 foi coletado junto a uma industria localizada
na regido de Campinas e estocado a 4 °C. As caracteristicas iniciais dos efluentes,
coletados ao longo deste estudo, sdo mostradas na Tabela 2.1. O efluente foi
empregado em todos 0s processos de remediagéo sem nenhuma etapa prévia de
filtracdo ou outro tipo de tratamento.

Tabela 2.1 - Faixa de valores observados para os parametros de avaliagdo do efluente
papeleirc Kraft E1 bruto. Valores médios para diferentes amostras coletadas.

Cor H coT Fendis Totais | Toxicidade E.coli
{absorbancia, A=465 nm) P (mg L") (mgL™ (% inibigao)

0,640 - 0,780 10,0-12,0{ 800-1400 20-45 40-70

11.3.2 - CONTROLE ANALITICO

11.3.2.1 — Determinagdo de carbono orgénico total (COT)

As medidas da concentragéo de carbono orgénico total foram realizadas
seguindo-se a metodologia padrao (ISO 8245, 1987), que se baseia na oxidagéo
da matéria organica catalisada a alta temperatura, empregando-se um analisador
de carbono organico total marca Shimadzu TOC-5000. Neste método uma
microporgdo homogeneizada da amostra é injetada em uma camara de reagéo

- aquecida, contendo platina adsorvida sobre ¢xido de aluminio. A agua é
vaporizada e o.carbono da amostra é oxidado a CO;, sendo quantificado por meio
dé Um analisador de infravermelho néo dispersivo. O carbono inorganico € medido
injetando-se a amostra em uma camara de reagéo que contém acido fosfarico, sob
estas condigées o carbono inorgénico &€ convertido a CO: e quantificado de

" maneira semelhante & descrita anteriormente. O carbono orgénico total é entéo
obtido pela diferenca entre o carbono total e o carbono inorgénico.



Capitulo !l - Processos Alternativos para a Remediagso do Efiuente Papelgiro Metodologia 34

[1.3.2.2 - Determinagio de cor
| A remogéo de cor do efluente papeleiro foi avaliada pela diminuicéo da
absorgao de acordo com o procedimento descrito no método CCPA (CCPA, 1975),
empregando um espectrofotémetro Hitachi modelo U-2000. O comprimento de
onda foi determinado pela absor¢gdo maxima do efluente na regido do visivel (465
nm) em pH 7,6. Neste procedimento foram utilizados 1 mL de amostra (efluente
bruto ou tratado) e 1 mL. de tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,8.

11.3.2.3 - Determinagao de fenéis totais

A concentragdo de fendis totais no efluente foi determinada
colorimetricamente, conforme procedimento padrdo de Folin-Ciocalteu (APHA
1989). O método baseia-se na reagdo entre o reagente Folin-Ciocalteu (uma
mistura de heteropoliacidos fosfomolibdico e fosfotungstico) e fenéis. Os produtos
da oxidagéo resuitantes formam um complexo azul com molibdénio e tungsténio.

Neste teste foram utilizados 1 mL de amostra (efluente bruto ou tratado),
250 ul do tampéo carbonato-tartarato e 25 ut do reagente de Folin-Ciocalteu
(Aldrich, EUA), esta mistura foi deixada em repouso por 30 minutos a 20 °C. Ap6s
este tempo, as absorbancias das amostras foram monitoradas empregando-se um
espectrofotémetro Hitachi modelo U-2000, em comprimento de onda de 700 nm.

I1.3.2.4 - Determinacdo do pH

As medidas de pH foram feitas no aparelho Controller Model 5997-60, e
também no pHmetro portati WTW pH 320/Set — 1, utilizando-se um eletrodo de
vidro combinado modelo SEM TiX 97T.

- 11.3.3 - TESTE DE TOXICIDADE FRENTE A BACTERIA Escherichia coli
11.3.3.1 - Cultura da bactéria

Como organismo indicador foi utilizada a bactéria £. coli (ATCC 25922),
adquirida junto & colegdo de culturas da Fundagéo Tropical André Tosello,
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localizada em Campinas/SP. A cultura liofilizada da bactéria foi transferida, sob

condigbes estéreis, para um tubo de ensaio contendo o meio de cultura, conforme
descrito na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Composi¢do do meio de cultura para crescimento da bactéria E. coli.

Reagentes  Concentracao (g L™

KzHPO, 7,0
KHxPO, 3,0
Citrato de sédio 0,5
(NH4)2S04 1,0
MgS0..H:0 0,2
Glicose 20,0

A cultura foi mantida a 37 °C por 24 horas. Ap6s este periodo repicou-se a
bactéria em placas bom meio solido (agar-sangue), e as placas foram colocadas
em estufa por 48 horas. Estas placas foram armazenadas em refrigerador (tempo
de meia-vida de 15 dias). Para a realizacéo de cada experimento, apos cultivo em
meio sélido, a E. coli foi inoculada em meio liquido e incubada a 37 °C por 24
horas. Apos este periodo, o meio de cultura apresentou-se turvo, denotando o
crescimento bacteriano, o qual foi entac utilizado como indculo para' o teste de
toxicidade.

i1.3.3.2 - Preparagi@o do meio de cultura

Todos os reagentes da Tabela 2.2 (com exce¢do da glicose) foram diluidos
em aproximadamente 800 mL de agua deionizada, o pH foi ajustado para 7,2 com
KOH (2 ientilhas) e o meio de cultura foi esterilizado. A glicose foi diluida em 200
mL de agua deionizada e esta solu¢do também foi esterilizada. Apods resfriamento,
as sblugées foram misturadas em condicbes estéreis e armazenadas sob
refrigeragao até sua utilizagao.
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1.3.3.3 - Monitoramento do CO, pelo sistema de anilise em fluxo com
-detecg@do condutométrica

Primeiramente, foram preparados 100 mL de uma solugio estoque
(100 mmol L") de Na,CO3 (previamente seco em estufa a 120 °C por 1 hora). Em
seguida, preparou-se, a partir da solugé@o estoque, solugbes com concentracdes
de 0,25;0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 mmol L' de Na,CO;. Estas solugdes foram injetadas
no sistema FIA/condutimétrico para obteng&o da curva de calibragéo.

Um volume determinado de amostra (135 L), contendo as espécies
carbonicas (CO;, HCOs; e CO;?), foi injetado num fluxo carregador (agua
‘deionizada), o qual confluia com um fluxo de acido suifarico diluido (0,5 % vi). O
meio acido desloca o equilibrio no sentido da formagéo do CO,, de acordo com a
equacao 2.8:

H" + HCO; & H,CO:; < CO, + H0 eq. 2.8

O CO; formado no meio acido foi conduzido a uma cela de difusio, onde
atingiu um fluxo de agua deionizada, apés permear através de uma membrana de
Teflon®, deslocando o equilibrio para a formagdo dos ions bicarbonato e
carbonato. A condutividade do fluido foi monitorada constantemente sofrendo
alteragéo em funcéo do CO; presente na amostra. A mudanga na condutancia foi
proporcional a concentragéo total de CO; presente na amostra.

I.3.3.4 - Realizagao do ensaio

Bacterias tém um ciclo de vida relativamente curto e respondem
rapidamente a mudangas no ambiente. O CO; que participa ativamente do
~ metabolismo microbiano, principalmente como produto de respiragdo, pode ser
utlizado como parametro no monitoramento da atividade metabdlica de
~ microrganismos (Guimaraes, 1990; Moraes, 1995).

O meio de cultura foi inoculado com a bactéria £. coli (organismo teste) e a
concentra};éo de CO; produzido pela respiragdo microbiana foi monitorada até
atingir 0,5 mmoiL™, qué correspondem a aproximadamente 9 x 10° céiulas de E.
coli por mL. O meio foi mantido em banho termostatizado a 37 °C. Aliquotas de
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‘45 mL deste meio foram transferidas para Erlenmeyers de 125 mL e contaminadas
com 5 mL da amostra (aliquotas retiradas dos diferentes tratamentos e do efluente
bruto). O pH das aliquotas foi previamente ajustado para 7,0. Paralelamente, foi
monitorado um controle do crescimento bacteriano, onde adicionou-se 5 mL de
agua destilada ao invés da amostra. A concentracdo de CQO; nos diversos frascos
foi obtida pela interpolacdo dos dados na curva de calibragdo. As determinagbes
foram feitas a cada 20 minutos, finalizando o experimento apés 2 horas (Jardim e
col., 1990; Guimaraes, 1990; Moraes, 1995).

Uma solugéo de tetraciclina (5ug mL™) foi utilizada como padrao positivo do
teste, esta solugdo apresentou uma inibicdo de aproximadamente 40% na
respiracéo da bactéria em relacéo ao controle (Duran e col., 1998).

I1.3.4 - TESTE DE TOXICIDADE FRENTE A ALGA Selenastrum capricornutum

11.3.4.1 - Cultura da alga
Como organismo indicador foi utilizada a alga verde de agua doce
Selenastrum capricornutum (Reginatto, 1998, 1SO 8692), adquirida da colegao de
cuituras de algas da EMBRAPA, localizada em Jaguaritina/SP.
| A cultura da alga, recebida em meio sélido (Agar 2%), foi transferida, com
auxilio de al¢a de platina, sob condi¢des estéreis, para um Erlenmeyer de 125 mL
contendo meio de ‘cultura. A composi¢ao final do meio de cultura foi preparada
misturando-se as solugdes estoque conforme mostra a Tabela 2.3. A constituigao
das solugbes estoque dos nutrientes € apresentada na Tabela 2.4. As solugbes
estoque foram autoclavadas a 120 °C por 20 minutos e estocadas no escuro a
4 °C. A pré-cultura foi mantida, durante 14 dias, sob agitagdo e temperatura
constantes (11‘0 rpm; 23 °C), e sob intensidade luminosa entre 4000 e 6000 Lux.
Apobs este periodo, transferiu-se 1 mL da pré-cultura, em condigdes estéreis, para
um Eﬂenmeyer de 125 ml contendo 30 mL do meio de cultura, para servir de
indcuto para uma nova cultura. O pericdo de crescimento foi de 2 a 4 dias, sob as
mesmas condi¢cdes da pré-cultura e esta nova cultura foi utilizada como in6culo
para'a realizagdo do ensaio de toxicidade. A suspensdo de algas foi diluida,
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quando necessario, para obter a concentragio de alga desejada para o indculo
~das amostras (absorbéancia de 0,160 em 680 nm).

Tabela 2.3 - Composicéo da solucéo de nutrientes utilizada para o cultive da
alga S. capricornutum.

Volumes de solugbes-estoque (mL) 20 destilada
(mL)

1 2 3 4 5] 6 7 8 9

10,0 10,0 | 00 100 10,0 10,0 | 0,0 [10,0 [1.0 919,0

Tabela 2.4 - Solugdes estoque dos nutrientes utilizados para o cuitivo da alga
S. capricornutum.

Solugao Nutriente Concentragso (g L)
1 MgS04.7H,0 75
2 NaNQO; 50,0
3 NH4NO; 33,0
4 KzoH PO4.3H,0 5,2
5 CaCl,.2H,0O ' 3,5
6 NaCO,.10H,O 5,4
7 Citrato férrico 0,6
8 Acido citrico monohidratado 0,6

Solugéo de elementos trago:
H3BO; 2,90
9 | MnCl>.4H,0 1,81
Cloreto de zinco 0,11
CuS0,4.5H,0 0,08
(NH4)M07024.4H,0 0,018
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11.3.4.2 - Condigoes do ensaio

As vidrarias utilizadas durante os ensaios foram previamente lavadas com
HCl 10 % e enxaguadas com agua deionizada, para a remogéo total de tragos de
nutrientes.

Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125 mL, aos quais
foram adicionados: 1) a amostra em diferentes diluigdes, conforme mostra a tabela
2.5; 2) o meio de cultura e 3) e algas numa concentragéo de 10° células mL™",
determinadas pela absorbancia em 680 nm (maximo de absorgdo da clorofila)
borrespondente a 0,160. Os ensaios foram realizados em duplicata para cada
diluicdo da amostra, sendo que o volume final em todos os frascos foi de 30,0 mL.
Para cada diluigdo, amostras controle também foram incubadas com a mesma
constituicdo, no entanto, sem adigdc da aiga. Um controle para comparagao do
~ crescimento da alga nas diluigdes também foi incubado em triplicata, sendo este
constituido de 26 mL de agua destilada, 3 ml do meio de cultura e 1 mL de inéculo
da alga.

As concentragdes iniciais de alga em cada frasco Erlenmeyer foram
determinadas logo apés a preparagac do inéculo. Os frascos foram posteriormente
incubados a temperatura de 23°C e sob agitagao constante (100 rpm).

Tabela 2.5 - Esquema para a realizagdo do ensaio de toxicidade com a alga S.

capricornutum.

Diluicho | Amostra _Agua Meio de inéculo 10° | Volume final
probiema (mL) | destilada {mL) | cultura (mL) | células/mL{mL) (mL)
1:1,33 26,0 0 3,0 1,0 30,0
1:2 15,0 11,0 3,0 1,0 30,0
13 10,0 16,0 3,0 1,0 30,0
1:4 75 18,5 3,0 1,0 30,0
1:6 5,0 21,0 3,0 1,0 30,0
1.8 3,75 122,25 3,0 1,0 30,0
112 25 23,5 3,0 1,0 30,0
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A fonte luminosa (luz tipo branca universal) necessaria ao crescimento da
- alga foi mantida cerca de 50 cm acima do banho termostatizado, conforme mostra
a Figura 2.6. A intensidade luminosa de cada ponto do banho termostatizado foi
medida com auxilio de um luximetro, na altura da Iamina d'agua onde os
Erlenmeyers permaneceram pelo periodo de realizag&o do teste. Apés 72 horas
foi realizada novamente uma medida da concentragdo da alga na amostra controle
e nas diferentes diluicdes da amostra.

1.3.4.4 - Medida de concentracio da alga

As concentragbes da alga em soiugdo foram determinadas por meio da
medida da fluorescéncia da clorofila presente nas culturas de alga, tanto na
amostra controle quanto nas amostras diluidas. O comprimentc de onda de
excitagdo foi de 465 nm e a emissdo determinada a 685 nm, utilizando-se um
fluorimetro Aminco modeio SPF-500 C™,

A taxa de crescimento diario das algas () foi determinada conforme a
equacéo 2.9:

(InE,)-(InE,)|x 24
79 eq. 2.9

- u/dia =

onde:

p/dia = taxa de crescimento diario da alga;

Eo= medida da concentragéo da alga no tempo zero;

~ E72 = medida da concentragéo da alga apés 72 horas.

No caso de amostras téxicas, a taxa de crescimento diario (u/dia) da
amostra deve ser menor que o y diario do controle. A toxicidade das amostras foi
representada em termos de porcentagem de inibigdo do crescimento das algas em
relagao ao controle, calculada conforme descrita na equagao 2.10:
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o Me - Ua
%m{bigﬁo il L X 100 eq. 2.10

onde:
Uz= taxa de crescimento diario da alga na amostra;

lo= taxa de crescimento diario da alga no controle.

Figura 2.6 - Sistema utilizado no teste de toxicidade com a alga S. capricornutum.

I1.3.5 - REATORES

11.3.5.1 — Sistema de Ozonizacao

A Figura 2.7 mostra o sistema empregado no processo de ozonizagao. Este
sistema era dotado de um ozonizador marca Ozocav ZT-2 (Inter Ozone Ingenieria
Ecologica, Chile), que permitia a producao de ozdénio em 3 diferentes niveis, com

capacidade para gerar atée 0,70 g h'' de ozénio. O principio de geragédo de Os
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baseia-se no método de descarga por efeito corona, sendo oxigénio puro o gas de
‘alimentagéo do sistema.

O reator empregado neste estudo possuia formato tubular, com diametro
interno de 4,6 cm, altura de 30,0 cm e com capacidade para 500 mL de amostra. A
entrada do gés era feita pela parte inferior do reator, passando por uma placa
porosa de vidro sinterizado para melhorar a transferéncia de massa da fase
gasosa para a fase liquida (Kunz e col., 1999).

TUBO SECANTE RO TAMETRO

OZONIZADOR

0

ESPECTRO FO TOMETRO
|
A=258n [T
DESCARTE %
FRASCO LAVADOR
COMKI REATOR

MICROCOMPUTADOR

Figura 2.7 - Sistema empregado na ozonizagéo do efluente papeleiro.

O ozénio foi determinado espectrofotometricamente a 258 nm
(& = 3000 L mol’ ecm™), utilizando-se um espectrofotdmetro da marca Micronal
| modelo B 382. A mistura gasosa contendo oxigénio e ozdnio, apds sair do reator,
passa através de uma célula de fluxo de 1 cm localizada no interior do
espectrofotébmetro.

Os tubos utilizados no sistema eram de polietileno ou silicone, pois estes
ma_teri_ais' $&0 inertes ao ataque quimico do ozénio. O ozénio residual do sistema
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foi destruido pela passagem do gas por um frasco lavador contendo iodeto de
potassio.

O espectrofotémetro foi interfaceado a um microcomputador Pentium 200
MHz, compativel com a linha PC-IBM. Um programa de gerenciamento controla a
leitura de absorbéncia em fungdo do tempo. Além de fazer a aquisicdo e
artmazenamento dos dados, o programa permite o tratamento das curvas que
indicam a variagdo da concentragdo de ozénio proveniente do reator por unidade
de tempo, permitindo o calculo da concentragéo inicial do gas e a quantidade de
ozénio consumido (carga de 0z6nio) durante o tratamento (Kunz e col., 1999).

1.3.5.2 — Sistema de fotdlise e fotocatalise
Nos processos de fotdlise e fotocatalise foi empregado um reator de vidro
com capacidade para 250 mL de efluente. Este reator estava equipado com:
camisa interna de quartzo, refrigeragdo, agitagdo magnética e sistema dispersor
de Oa.
~ Como fonte de irradiagéo foi utilizada uma lampada de vapor de mercurio
(corh bulbo removido) de 125 W, com uma fluéncia de 31,1 J m?2s™

11.3.5.3—~ Sistema empregado no tratamento eletroquimico e fotoeletroquimico

Os tratamentos eletroquimico e fotoeletroguimico foram realizados
empregando-se um reator de vidro, com capacidade para processar 300 mL de
solugdo, que possuia uma camisa interna de quartzo (em formato de tubo de
ensaio), onde foram induzidas lampadas de vapor de mercurio de 125 W como
fonte de radiagido UV, conforme mostra esquematicamente a Figura 2.8. Como
énodo foi usado um eletrodo modificado Ti/Rup3Tip 702, em forma cilindrica e com
dimensées préxima a 100 cm?, este eletrodo foi acoplado na lateral interna do
reator. Uma malha expandida de titanio, na forma de cilindro, foi empregada como
catodo, & distancia entre o catodo e o anodo foi fixada em 1,0 milimetro (Pelegrini,

- 1999).

A agitacdo da solugdo foi promovida por um agitador magnético e a
temperatura mantida em 25°C.
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(A)

(B)

(C)
(D)

Figura 2.8 - Representacdo esquematica do sistema empregado nos tratamentos
eletroquimjco e fotoeletroquimico. (A) Lampada de merctirio 125 W: (B) Catodo de titanio
(tela); (C) Anodo de Ti/Ruo 3 Tig70,; (D) amostra a ser tratada.

I1.3.6 — ESTUDO CINETICO
A degradagdo do efluente foi realizada utilizando-se os seguintes
processos:

11.3.6.1 - Ozonizacgio

Aliquotas de 400 mL do efluente foram ozonizadas a temperatura ambiente,
utilizando-se o reator descrito no item I.3.5.1. A vazao de entrada de gas no
sistema foi ajustada a 15 L h™', obtendo-se concentracdes de ozénio na fase
gasosa de 14 (+1) mg L. A cinética de degradacao do efluente foi acompanhada

durante 120 minutos em intervalos de 10 minutos.
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11.3.6.2 — O3/H,0./pH11

Procedeu-se da mesma maneira que no processo de ozonizag#o,
acrescentando-se ao efiuente 51 mL de perdxido de hidrogénio 30% wviv,
obtendo-se uma concentragéio de 0,1 mol L™ de H,0,.

11.3.6.3 — O/JUV/pH11
No processo de ozonizagdo na presenca de radiagéo ultravioleta foi
utilizado o sistema de geragdo de O; descrito no item 11.3.5.1, um reator de quartzo

com capacidade para 250 mL de efluente e uma lampada de vapor de mercurio
de 125 W.

11.3.6.4 - Fotocatalise (UV/TiO»/0;) e (UVIZn0O/O,)

Parametros experimentais de importancia como pH (3, 7 e 11), massa de
fotocatalisador (100, 200 e 300 mg), O2 (0,5 L h™ e ar comprimido) e tipo do
catalisador (TiO, e ZnO) foram otimizados por meio de planejamento fatorial 23
com ponto central. Estudos cinéticos empregando-se TiO; (Degussa P25, 80%
anatase/20% rutila, area supertficial de 30 m? g') e ZnO (Merck, area superficial de
1 m? g”") também foram realizados. Ap6s o tratamento, o catalisador foi retirado do
efluente filtrando-se as amostras com fiitro Miilipore 0,45 um.

11.3.6.5 — UV/H;0;

A eficiéncia do processo de fotdlise na presenga de peréxido de hidrogénio
(nas concentra(;}ées: 0,05; 0,1 e 0,2 mol L™) foi avaliada empregando-se o reator e
a lampada de UV descritos no item 11.3.5.2.

11.3.6.6 — UVIH,0./Zn0O
Neste estudo procedeu-se de maneira similar ao item anterior, avaliando-se
a influéncia do fotocatalisador ZnO (concentragéo: 1mg mL-1eﬂuente).

11.3.6.7 — UVIZn0O/O,

- Procedeu-se da mesma maneira que no processo fotocatalitico,
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empregando-se oz6nio em substituicdo ao oxigénio

11.3.6.8 ~ Eletroquimica e Fotoeletroquimica

Utilizando-se o reator e a célula sletroquimica descritos no item 1.3.5.3, foi
estudado a eficiéncia do processo eletroquimico com e sem a presenca de
radiagdo ultravioleta. Densidades de correntes de 20 mA cm? foram aplicadas
empregando-se uma fonte externa.
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1.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 - PROCESSOS DE REMEDIAGAO DO EFLUENTE PAPELEIRO

1.4.1.1 — Ozonizagao

11.4.1.1.1 — Ozonizagdo em meio alcalino {O./pH11)

Inicialmente buscou-se empregar o processo de ozonizagdo em meio
basico (pH original do efluente); nesta condigdo a geragéo de radicais hidroxila a
partir do ozbnio & favorecida (Masten e Davis, 1994; Freire e col., 2000b},
conforme as equacgdes 2.1 e 2.2 (pagina 22) .

A ozonizagdo do efluente, em solucdo aquosa basica, foi monitorada por
100 minutos, na Tabela 2.6 é mostrada a quantidade de ozdnio consumida
durante o processo de tratamento.

Tabela 2.6 — Consumo de O; em fungao do tempo de tratamento pelo processo

Os/pH11.
Tempo (minutos)| Consumo de O3 (mg L™)
0 0
20 89
40 169
60 212
80 231
100 242

Este processo mostrou uma rapida cinética de descolorag@o do efluente
papeleiro Kraft E;. Em 100 minutos de tratamento (que correspondem a uma carga
de = 240 mg L™ de ozénio consumido) houve uma descoloragéo superior a 30%,
confo‘n'ne & apresentado na Figura 2.9. Na Figura 2.9 também é mostrada a
variagao do pH dd efluente durante o processo de ozonizagéao; a mudanca neste

parametro apresentou um perfil similar ao observado para a descoloragéo mas foi
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menos significativa (= 8%). Este pequenc decréscimo no valor do pH pode ser

-atribuido a formag@o de espécies acidas durante o tratamento com O, conforme
descrito por Kuczkowski (1992).

10,5
1,0{ & —o— descoloragéo
\ —a— pH
B° 0.9- 2 -10,0
s |
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tempo de tratamento / min
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Figura 2.9 - Descoloragéo e varia¢&o do pH do efluente papeleiro Kraft E, em fungéo do
tempo de tratamento pelo processo O/pH11. (Abs, = 0,670).

Na Figura 2.10 séo apresentadas as redugbes de fenoéis totais e de carbono
orgénico total em fungéo do tempo de tratamento. O processo de ozonizag&o em
meio alcalino apresentou uma reducdo significativa da concentragéo de fendis
totais. Em 100 minutos de tratamento, observou-se um decréscimo de cerca de
85%. Este resultado confirma a eficiéncia do ozénio na degradagao de compostos
fendlicos (Rice, 1980; Boncz e col., 1997).
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Flgura 2.10 - Reducédo de COT e fendis totais em fungéo do tempo de tratamento pelo
processo Ox/pH11. (Cocory = 1.400 mg L™'; Cogensisy = 30 mg L),
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O processo Oi/pH11 n&do apresentou uma reducio significativa de carbono
organico total (COT). Apés 100 minutos de tratamento, somente cerca de 10% do
COT inicial foi reduzido. Assim, apesar deste processo promover uma
transformagéo dos compostos presentes no efluente, ele nao é eficiente na
mineralizagéo dos compostos organicos presentes no efluente papeleiro Kraft E1.

O consumo de ozbnio, conforme € mostrado na Figura 2.11, foi mais
significativo nos primeiros 60 minutos de tratamento. Até este periodo, também foi
observada a maior redugéo de fendis fotais, cor e redugéio de carbono orgénico
total. Estes resultados indicam que o tratamento pode ser interrompido neste
momento, pois apds 60 minutos a maior parte do ozbnio passa através do reator

sem reagir significativamente com os compostos recalcitrantes presentes no
efluente.
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Figura 2.11 - Ozdnio consumido durante o processo de ozonizagdo Oy/pH11.

A maioria dos trabalhos sobre a aplicagdo do o0zbnio em processos de
tratamento tem dado pouca atengio a toxicidade do efluente tratado por este
método (Hostachy e col., 1997). Os testes de toxicidade sdo muito importantes
quando processos de ozonizagdo sdo empregados, principalmente porque
compbstos toxicos podem ser gerados durante o tratamento com ozénio (Langlais
e ¢o0l.,1982). Na Figura 2.12 é apresentada a redugéo de toxicidade do efluente
em fun¢éo do tempo de tratamento.
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% de reducéo da toxicidade
frente a bactéria E. coli

tempo de tratamento / min

Figura 2.12 - Redugao da toxicidade aguda frente a E. coli em fungéo do tempo de
tratamento pelo processo Oy/pH11. (t, = 63% de inibigéo no crescimento da bactéria).

O processo de ozonizagéio, em meio basico, apresentou resultados
eficientes na descoloragéio e na redugdo de fenéis totais. Uma dosagem de
ozénio pequena e econdmica foi efetiva na redugéo da toxicidade aguda frente a
E. coli. Sup8e-se que a redugdo na concentragao de fendis totais seja a principal
responsavel por este decréscimo na toxicidade.

I.4.1.1.2 — Ozonizagédo em meio acido (O3/pH3)

A geracso de radicais a partir da decomposigdo do ozbdnio, em meio
aquoso, & limitada em meio acido (Sullivan e Roth, 1979). A fim de se avaliar a
-reacdo direta do ozdnio com os compostos poluentes do efluente papeleiro,
realizou-se um estudo onde o pH do efluente foi ajustado para pH 3.

Na Tabela 2.7 é mostrada a quantidade de Os; consumido durante este
processo de tratamento. Este processo apresentou urm menor consumo de 6z8nio
quando COrhparado com a ozonizagdo em meio alcalino. Na Figura 2.13 s&o
mostrados os valores de redugéo de COT, cor e fenéis totais obtidos empregando-

se o processo de Oz/pH3.
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Tabela 2.7 — Consumo de O3 em fungio do tempo de tratamento pelo processo

Ou/pH3.
Tempo (minutos) | Consumo de O3 (mg L™)
0 0
20 78
40 136
60 170
80 192
100 201

A redugéo de cor apresentada pelo processo Oa/pH3 foi menor que aquela
obtida pelo processo Oz/pH11, para 100 minutos de tratamento (= 200 mg de
0z6nio consumido) obteve-se cerca de 15% de descoloragdo. Ao contrario do
processo Os/pH11, no decorrer deste experimento néo foi observada nenhuma
variagéo no pH da amostra. O processo Os/pH3 apresentou uma redugdo maxima
na concentragéio de fendis totais de 50% em 100 minutos de fratamento. Este
decréscimo foi de cerca de 40% inferior ao observado para o processo de
ozonlzagéo em meio alcalino. Apds este mesmo tempo de tratamento somente
cerca de 7% do carbono orgénico total foi reduzido.

crc,

. 4 fenois totais

0,4 ¥ T T T T T
0 20 40 60 80 100
tempo de tratamento / min

Figura 2.13 - Redugéo de COT cor e fen0|s totais em funcéo do tempo de tratamento
pelo processo OalpH3 Cocon = 950 mg L*; Abs, = 0,660; Co(fm.s, =30mg L.
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Na Figura 2.14 é apresentada a reducdo de toxicidade do efluente em
fungdo do tempo de tratamento. O processo de ozonizacdo em meio acido
mostrou pouca eficiéncia na reducio da toxicidade do efluente papeleiro, com uma
reducao maxima de cerca de 13% em 100 minutos de tratamento.

% redugéo da toxicidade
frente a bactéria E. coli

tempo de tratamento / min

Figura 2.14 - Reducéo da toxicidade aguda frente a E. cofi em fungao do tempo de
tratamento pelo processo Os/pH3. (1, = 58% de inibi¢&o no crescimento da bactéria).

O processo de ozonizagéo, em meio acido, apresentou-se menos eficiente
para a redugdo de fendis totais, carbono organico total, toxicidade e descoloragao,
quando comparado com o realizado em meio alcalino. Baseado nestes resultados
e, considerando-se que o efluente papeleiro Kraft E1 estudado é basico, optou-se
por empregar os demais processos de ozonizacdo em meio alcalino.

11.4.1.1.3 — O3/H,02/pH11

' Em solugao aquosa, o ozénio pode reagir com anions hidroxila gerando
anions radicalares superoxido e ‘HO.. Em uma etapa subseqiiente, uma molécula
de O3 pode reagir com o superbxido gerando ‘O3. O ‘O3 seqilestra um proton
gerando o radical ‘HO3, que € um dos precursores de radicais hidroxilas. Se H.0;
é adicionado na solugao, o precursor ‘O3 & produzido pela reagdo do Os; com o

peroxido de hidrogénio. Esta reagdo pode apresentar uma cinética cerca de
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40.000 vezes mais rapida do que a observada pela reagdo do O; com OH"
(Gulyas e col., 1995).

A reagéo geral deste processo pode ser esquematizada pela equacao 2.11:

HO; +20; — 2 'OH + 30, eq. 2.11

Durante o emprego do processo Oa/H;0./pH11 n3o foi possivel medir a
quantidade de ozdnio consumida pela degradagdo do efluente papeleiro, pois o
perdxido de hidrogénio também atuou no consumo deste gés.

Na Figura 2.15 sdo mostradas as reducées de cor e de fenéis totais obtidas
durante o processo de Oa/H.Ox/pH11. Em 100 minutos de tratamento, pode-se
verificar que este processo foi pouco efetivo na remogao de cor (menos de 15%),
mas promoveu uma significativa redugéo na concentragéo de fenodis totais (cerca
de 70%). Em relagéo & carga orgénica, este processo apresentou uma reducdo de
COT de somente 3% e nenhuma reducdo na toxicidade do efiuente frente a
bactéria E. coli foi observada. Mokrini e colaboradores (1997) também observaram
uma baixa eficiéncia do processo de Oi/H.0, no tratamento de efluentes

industriais, e atribuiram um possivel efeito “seqliestrante” de Os; ao peréxido de
hidrogénio.
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Figura 2.15 - Redugéo de fendis totais e cor em fungéo do tempo de tgatamento com o
processo O./H;Ox/pH11. (Absy = 0,665; Coeno = 30 mg L),



C;"pftulo II_- Processos Alternativos para a Remediagsio do Efiuente Papeleiro Resultados e Discusséo 54

11.4.1.1.4 — O3/UV/pH11

A ozonizagao fotolitica tem sido usada na oxidacéo de compostos fendlicos,
alcoois e acidos alifdticos com relativo sucesso. A presenga de radiacéo
ultravioleta no processc de ozonizagdo tem incrementado os pardmetros de
degradagéo destes compostos em 10 a 10° vezes (Mokrini e col., 1897). O ozénio
em meio aquoso na presenga de radiagdio UV pode formar dois importantes
radicais intermediarios, ‘O e "OH (Freshour e col., 1998). Peyton e Glaze (1988),
propuseram um formallsmo para a analise da cinética do processo de ozonizagso
fotolltlco onde a remogéo do substrato é representada como uma combinacéo
linear dos fendémenos de ozonizagso, fotdlise e ozomzagao fotolitica.

Na Tabela 2.8 & mostrado o consumo de oz8nio durante o tratamento do
efluente papeleiro na presenga de radiagdo UV.

Tabela 2.8 - Consumo de O; em fungéo do tempo de tratamento pelo processo

(Os/UV/pH11).
Tempo | Consumo de O3 (mg L)
0 0
20 87
40 168
60 21
80 229
100 241

Na Figura 2.16 s@o mostrados os valores de redugéo de COT, cor e fenodis
totais obtidos no prbcesso de O3/UV/pH11. Em 100 minutos de tratamento, pode-
se observar uma significativa descoloragdo do efluente, cerca de 47%. Uma
redugdo efetiva na concentragcao de fendis, 88%, também foi obtida por este
prdcesso. Contudo, mais uma vez, a redugéo de COT foi pouco significativa,
somente cerca de 12%.
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Figura 2.16 — Redugéao de COT, cor e fendis totais em fungdo do tempo de tratamento
pelo processo Os/UV/pH11. Cocon = 910 mg L™; Cogensis) = 26 mg L™ Abs, = 0,680.

Na Figura 2.17 sdo apresentados os valores de redugéo da toxicidade do
efluente, frente a bactéria E. coli, obtidas para os diferentes intervalos de tempo de
tratamento. Em 100 minutos de tratamento obteve-se uma redugdo de 23% na
toxicidade.

30

20+

10+
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Figuré 2.17 - Toxicidade aguda frente a E. coli em fungdo do tempo de tratamento pelo
processo O./UV/pH11. (1, = 60% de inibigdo no crescimento da bactéria).
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i1.4.1.1.5 — Resumo comparativo dos resultados obtidos com os diferentes
processos de ozonizagao

Na Figura 2.18 é mostrado o desempenho dos processos de ozonizagéo
em: meio alcalino (OxpH11); meio acido (OsfpH3); presenca de H.0,
(O3/H202/pH11) e presenca de radiagéo ultravioleta (O;/UV/pH11). O processo
mais efetivo na remogao de cor do efluente papeleiro foi o Os/UV/pH11, seguido
pelo processo Os/pH11. Quanto a degradagio de espécies fenélicas os processos
de O3/H202/pH11, O3/UV/pH11 e Oa/pH11 apresentaram uma boa porcentagem de
reducéo, sendo este (ltimo o mais eficiente. A carga de matéria organica nao foi
removida significativamente por nenhum dos tratamentos, contudo os processos
de O3/UV/pH11 e O3/pH11 foram os que apresentaram melhores resultados. Estes

dois processos também foram os mais eficientes na reducéo da toxicidade do
efluente papeleiro.
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Figura 2.18 — Comparagéo entre os tratamentos 03/H,0./pH11, O4/pH3, O4/UV/IpH11 e
O,/pH11 em relagéo & reducgao de (A) cor; (B) fendis totais, (C) carbono orgénico total e
(D) toxicidade frente & bactéria £. coli.
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Mao e Smith (1995), estudando a remediagdo do efluente papeleiro por
diferentes métodos de ozonizag&o, também obtiveram melhores resultados com o
proces'so de ozonizagdo em pH alcalino. Estes autores avaliaram a redugéo de
DQO, DBO e cor e concluiram que o processo de ozonizagdo é efetivo
principalmente para a redugéo de grupos croméforos. Resultados semelhantes
foram obtidos por Rodriguez e colaboradores (1996) e por Zhou e Smith (1997).

Hostachy e colaboradores (1997), empregando o processo de Os/pHaicaiino
obtiveram uma boa redug&o da toxicidade (teste Microtox™) do efluente papeleiro,
cerca de 75% para uma carga de 0zénio de 3 kg L™. Por outro lado, Roy-Arcand e
Archibald (1996) eémpregaram uma carga de ozénio maxima de 400 mg L™ e nao
obtiverém nenhuma redugéo da toxicidade do efluente papeleiro (utilizando o
mesmo teste de toxicidade). Mas, estes autores observaram um aumento na
biodegradabilidade deste efluente apés o tratamento e atribuiram esta
caracteristica a mineralizagéo de compostos organicos halogenados adsorviveis.

Guiyas e colaboradores (1995) estudaram a degradagdo de diferentes
efluentes industriais pelo processo de 03/H,0.. No caso do efluente papeleiro, os
autores concluiram que a concentragdo de peréxido n&o possuia nenhum efeito
sobre a redugéo de DQO, que foi cerca de 35% para 100 minutos de tratamento.
Oeller e colaboradores (19987) compararam a eficiéncia dos processos Oz e Ox/UV
na remediagdo do efluente papeleiro, e concluiram que o processo combinado foi
o mais eficiente na redugéo de DQO, porém foi © menos efetivo para degradar os
compostos organicos halogenados adsorviveis. Yeber e colaboradores (1999),
também conciuiram que o processo Oz/UV era 0 mais eficiente para transformar a
matéria organica presente no efluente papeleiro em formas mais biodegradaveis.
- Apbs somente 1 minuto de tratamento, os autores observaram uma redugéo de
75% na concentragdo de carbono organico total e de 50% na toxicidade (teste
Microtox™).

A variagdo no tipo, origem e composi¢cdo da matéria-prima conferem um
fator de extrema complexidade aos efluentes papeleiros, que se reflete em uma
~ diversidade de cafacteristicas, reatividades e compostos neles encontrados. Em
fungéo deste panorama, fica justificada a disparidade nos resultados e conclusdes
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de trabalhos correlatos.

I1.4.1.2 — Processos Fotoquimicos

i1.4.1.2.1 — Fotocatalise Heterogénea

A degradacgéo do efluente papeleiro também foi estudada empregando-se 0
processo de fotocatalise heterogénea. As influéncias do tipo de catalisador,
oxigenacéo, pH e massa de catalisador foram avaliadas por meic de um
planejamento fatorial 2° com ponto central. Na Tabela 2.9 sdo apresentados os
valores empregados para as trés varidveis estudadas.

Tabela 2.9 - Valores das variaveis empregadas no planejamento fatorial 2°.

Variavel Nivel (-) Ponto central (0) Nivel (+)
pH 3 7 11
massa catalisador 100 mg 200 mg 300 mg
atmosfera Sem O, Arcomprimido (5L h™) O, puro (5L h™)

Nas Tabelas 2.10 e 2.11 sdo apresentados os resultados obtidos
empregando-se as condigdes acima estabelecidas e os catalisadores ZnO e TiO..

Os resultados apresentados na Tabela 2.10 mostram que, empregando-se
Zn0 como fotocatalisador, o pH e o oxigénio séo os fatores principais na remoc¢ao
de cor. Em meio acido e na auséncia de O,, ndo foi verificada nenhuma
descoloragdo. Empregando-se meio alcalino e um fluxo de oxigénio obteve-se
~cerca de 80% de remogado dos grupos croméforos. No ponto central, onde a
amostra de efluente foi tratada em pH 7 e com um fluxo de ar comprimido, esta
redugéo foi 50% inferior. Realizando-se os cdlculos da influéncia de cada variavel
empregando-se a metodologia proposta por Neto e colaboradores (1995),
verificou-sé que a massa do catalisador n&o possui nenhum efeito sobre a
déscoloragéo; ja 0 aumento do pH de 3 para 11 acarretou em uma descoloragéo
41% mais eficiente. O mesmo ganho de eficiéncia foi observado quando o
oxigénio foi empregado durante o tratamento. Também ha uma interagéo
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significativa entre o pH e O,, sendo que os melhores resultados foram obtidos

quando estes dois fatores se encontravam em nivel alto.

Tabela 2.10 - Fotocatalise do efluente papeleiro. Catalisador ZnO, tempo de tratamento:
30 minutos; volume de efiuente: 250 mL; fonte de radiacéo: ldmpada de 125 W.

Teste pH massa atmosfera Cor Fenois COoT
% reducdo % reducdo % reducao

Tabela 2.11 — Fotocatalise do efluente papeleiro. Catalisador TiO,, tempo de tratamento:
30 minutos; volume de efluente: 250 mL; fonte de radiagdo: Iampada de 125 W.

Teste pH massa atmosfera Cor Fenois CoT
% %;gdugéo % reducdo % reducao
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Em relagéo & remog&o de espécies fenodlicas, a infludncia dos parametros

- foi semelhante a observada para a descoloragéo, com o pH e O, apresentando-se
como as variaveis mais significativas. Para a remogao de carbono organico, os
aUmentos de 15% na remogdo de COT com a presenca de oxigénio e de 8% em
meio alcalino, confirmaram que estas duas variaveis sdo as mais importantes na
degradacéo do efluente papeleiro pelo processo fotocatalitico empregando ZnO
como catalisador.

Também os resuitados obtidos utilizando TiO, como fotocatalisador,
mostraram que o pH e o oxigénio s&o os fatores principais na remogao de cor.
Contudo, neste caso o meio acido é cerca de 26% mais eficiente que o meio
alcalino na descoloragdo do efluente, quando o oxigénio nédo é utilizado. Na
presenca de um fluxo de oxigénio, a influéncia do pH foi reduzida: nesta condigao
obteve-se descoloragdo média de 84%. No ponto central, onde a amostra de
efluente foi tratada em pH 7 e com um fluxo de ar comprimido, a redugéo de cor
ficou em torno de 60%. Mais uma vez, realizando-se os célculos da influéncia de
cada variavel, verificou-se que a massa do catalisador nao possui nenhum efeito
sobré a descoloragdo; ja a presenga de O, proporciona uma descoloragéo 38%
superior.

Quanto a remogéo de espécies fendlicas, o pH e O, mostraram-se mais
uma vez como oé parametros de maior influéncia, em pH aicalino e na presenca
de oxigénio obteve-se 45% de redugdo de fendis totais, contra 25% em pH 7/fluxo
de ar comprimido e nenhuma redugio em pH 3 (com ou sem presenca de
oxigénio). Para a remogéo de carbono organico total, o fator de maior importancia
foi mais uma vez & presenca de oxigénio (que causa um aumento de 15% na
‘remog&io de COT), sendo que a variagdo massa de catalisador apresentou uma
influéncia de 6% na redugéo de COT.

Na Tabela 2.12 é mostrado um diagrama da interpretagdo geométrica os
efeitos na fotocatalise do efluente papeleiro empregando-se ZnO e TiO,. Nesta
tabela, pdde-se observar que a melhor descoloragdo (86%) foi obtida,
empregando-se TiOz, pH 3 e um fluxo de 5 L h™' de O,. Contudo, os resultados
mostram que valores semelhantes podem ser obtidos empregando-se pH 11,
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‘assim como, ZnO e pH 11. Nesta Gltima condigdo, com um fluxo de 5 L h™' de 0.,
a redugéo de fendis totais foi a mais elevada (63%). J&4 a remogao de matéria
organica apresentou seu maximo (35%) empregando-se TiO, e meio dcido.

A descoloragéo do efluente papeleiro sofre um forte efeito do tipo de
catalisador (+69% com TiO,), quantidade de O; (+49% com 5 L h™') e pH (+31%
em meio basico), enquanto que o aumento na massa de catalisador ndo influi
positivamente. Na remoc&o de fendis, a quantidade de catalisador nso possui um
efeito significativo, sendo o pH (+ 56% em pH 11), O; (+ 49% com 5 L h™") e o tipo
de catalisador (+18% ZnO) os fatores principais. Os efeitos mais significativos na
redugéo de COT s&o 0 O, (+15% com 5 L h™), o tipo e a quantidade de catalisador
(+ 7% com TiOz e + 5% com 300mg).

Tabela 2.12 — Representagéo geométrica dos efeitos do pH, O,
tipo e massa do catalisador, na reducéo de cor, fenéis e COT.

%

Descoloragéo

Redugao de
Fendis totais

Redugédo de
COT
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1.4.1.2.2 - Cinética de degradacgio do processo fotocatalitico
| Com base nos resultados apresentados no item anterior, foi realizado um
estudo cinético da degradagéo do efluente papeleiro utilizando-se ZnO e TiO,
cdmo fotocatalisadores. Neste estudo, utilizou o pH original do efluente (pH 11,2),
uma massa de 200 mg dos catalisadores (1mg mL " enuente), UM fluxo de oxigéhio
puro de 5 L h™ e uma lampada de 125 W como fonte de radiagédo UV.

As Figuras 2.19, 2.20 e 2.21 mostram, respectivamente, a redugdo de cor,
fendis totais e carbono organico total em fungao do tempo de tratamento.

cor (Abs/Abs,)

0,0

0 20 40 60 80 100 120
tempo de tratamento / min

Figura 2.19 — Descoloragéo do efluente papeleiro em funcio do tempo de tratamento,
empregando-se o processo fotocatalitico (ZnO e TiO, 1mg mL™"). (Abs, = 0,671).

fénois totais (C/C,)

0 20 40 80 80 100 120
tempo de tratamento / min

Figura 2.20 — Redugdo das espécies fendlicas do efluente papeleiro usando o processo
fotocatalitico (ZnO e TiO, 1mg mL*) em fungéo do tempo de fratamento. (Co=35mgL™.
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tempo de tratamento / min

Figura 2.21 -- Degradac¢do da matéria organlca do efluente papeleiro empregando-se o

processo fotocatalmco (ZnO e TiO; 1mg mL") em fungéo do tempo de tratamento.
(Co=1.100mg L™).

Os resultados apresentados nas Figuras 2.19, 2.20 e 2.21 mostram que a
cinética de degradagdo dos componentes organicos do efluente papeleiro sao
semelhantes quando se utiliza os fotocatalisadores ZnO e TiO,, estes resultados
estdo de acordo com o trabalho realizado por Yeber e colaboradores (2000).
Sendo que o ZnO apresenta uma eficiéncia um pouco melhor na redugdo de cor e
fendis totais, enquanto que o TiO; & mais efetivo na redugéo de carbono organico
total. Este dltimo comportamento também pode ser verificado na reducgédo da
toxicidade aguda frente a bactéria E. coli, conforme é mostrado na Figura 2.22.
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Figura 2,22 - Toxicidade frente a bactéria £.coli em fungéo do tempo de tratamento e do
tipo de catalisador empregado no processo fotocatalitico. (t, = 65% de inibigdo no
crescimento da bactéria).
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I1.4.1.2.3 - Fotodegradaciao do efluente papeleiro por UV/H,0,

A decomposicao de varios poluentes organicos presentes em rejeitos
industriais tem sido efetivamente verificada por meio da geracao de radicais
hidroxila utilizando peréxido de hidrogénio e radiacéo ultravioleta (Ince e col.,
1997). A equacao geral 2.4 (pagina 23) exemplifica a formacdo do radical
hidroxila.

Na Figura 2.23 sao apresentados os resultados de um estudo sobre a
influéncia da concentracéao de peréxido de hidrogénio na descoloracéo, redugao
de fendis totais e de COT. Foram empregadas trés concentragdes distintas de
H20 (0,05; 0,1 € 0,2 mol L"), a concentragao de 0,1 mol L™ foi a que apresentou
uma melhor razao custo/beneficio.
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Figura 2.23 - Estudo da influéncia da concentracao de H,O, na degradacado do efluente
papeleiro. Condicbes: H,O, 0,05; 0,1 e 0,2 mol L, Iampada de mercirio de 125 W.
Respostas: (A) descoloracdo, (B) redugdo das espécies fendlicas e (C) reducgao de
carbono organico total.
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A partir deste resultado foi realizado um estudo cinético do processo
UV/H;0;, empregando-se 0,1 mol L™ de H20,. Na Figura 2.24 sdo mostrados os
resultados deste estudo. Este processo apresentou uma excelente eficiéncia na
degradacdo das espécies organicas presentes no efluente papeleiro, em 60
minutos de tratamento obteve-se uma remocdc de cor de 65%, reducgdo de
aproximadamente 100% das espécies fendlicas e quase 80% de redugéo da
matéria organica. Contudo, como no processo de O3/H,0,, ndo houve redugio da
toxicidade e, para determinados tempos de tratamento, houve um pequeno
aumento na toxicidade (dados n&o mostrados).
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Figura 2.24 - Estudo cinético do processo de degradagéc UV/H,O,. CondicGes: 0,1
mol L' de H,0,, lampada de 125 W. Respostas: (A) descoloragado, (B) reducao das
espécies fendlicas e (C) redugdo de carbono orgénico total. Cocon = 990 mg L
CQ(fené]s) =32 mg L-1; Abs,= 0,720.
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I.4.1.2.4 — Processo fotocatalitico combinado com peroxido de hidrogénio —
UV/ZnO/H,0,

A presenca de perdxido de hidrogénio no processo fotocatalitico pode
aumentar a produgao de radicais hidroxilas. Tal como no item anterior, avaliou-se
a influéncia da concentragdo de perdxido de hidrogénio na degradacao das
espécies poluentes presentes no efluente papeleiro empregando-se o processo
fotocatalitico com ZnO e H,0,. Optou-se por este tipo de fotocatalisador ja que o
mesmo apresentou uma eficiéncia no tratamento do efluente papeleiro semelhante
ao tradicional TiO,, mas possui um custo menor.

Na Figura 2.25 sao mostrados os resultados obtidos com a variacdo da
concentracao de peroxido de hidrogénio. Pode-se observar pelos graficos que a
concentragéo 6tima de H,0- foi de 0,1 mol L.
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Figura 2.25 — Estudo da influéncia da concentracao de H,0O, na degradacao fotocatalitica
do efluente papeleiro. Condicdes: H,0, 0,05: 0,1e 0,2 mol L, lampada de mercrio de
125 W, concentracéo do catalisador ZnO: 1 mg ML squente. RESPOStas: (A) descoloragao,

(B) redugao das espécies fendlicas e (C) reducéo de carbono organico total.
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Também neste caso, foi realizado um estudo cinético do processo
UV/ZnO/H,0,, empregando-se 0,1 mol L' de H,O, e 1 mg mL™ do catalisador
ZnO. Na Figura 2.26 sdo mostrados os resultados deste estudo. Este processo
apresentou uma excelente eficiéncia na degradagéo dos compostos presentes no
efluente papeleiro. Em 60 minutos de tratamento obtiveram-se uma remog¢éo de
cor de 90%, reducado de aproximadamente 100% das espécies fendlicas e mais de
80% de degradagdo da matéria organica. Apesar dos excelentes resultados
obtidos por este processo no tratamento do efluente papeleiro, tal como nos
processos de Os/H,O0./pH11 e UV/H>0;, nao houve redugdo da toxicidade, estes
resultados indicam que o peréxido de hidrogénio ou algum subproduto
remanescente possui uma toxicidade aguda inerente frente & bactéria E. coli.

. 1,04
— —~ (B)
3 Q 081
< 15
2 2 061
< 5
py 204
Q W 1
o :'g
B 02
N —— — 00—,
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
tempo de tratamento / min tempo de tratamento / min
1,0
08
>
S 0,6
5 0.4
o
0.2
0.0

G 20 40 60 80 100 120
tempo de tratamento / min

Flgura 2.26 - Estudo cinético do processo de degradagio UV/H,O,. Condlgoes 0,1
mol L' de H,O,, lampada de 125 W, concentragéo de ZnO: 1 mg mL". Respostas:
(A) descoloragdo, (B) redugao das espécies fendlicas e (C) redugédo de carbono
organico total. Cocon = 1.035 mg L™"; Copensisy = 33 mg L™; Absy = 0,730.
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1.4.1.2.5 -UVIZnO/O;

A potencialidade da aplicagdo de métodos fisico-quimicos combinados no
tratamento do efluente papeleiro Kraft E,, foi avaliada empregando-se 0 processo de
fotocatélise-ozohizagéo.

A cinética de tratamento do efluente foi monitorada durante 120 minutos.
Conforme é mostrado na Figura 2.27, apés uma hora de tratamento do efluente,
obteve-se uma descoloragéo acima de 80% e reducdo de fendis totais de 65%. A
diminui¢do de carbono orgénico total nio foi muito significativa, cerca de 25%. Este
ultimo resuitado indica que este processo néo é efetivo na mineralizacdo das espécies
organicas contidas neste efluente. O processo simultaneo fotocatéalise-ozonizagao,
também apresentou uma boa eficiéncia na redugao de toxicidade frente a bactéria E.
coli, com uma diminui¢ao de 90% da toxicidade em 60 minutos de tratamento.
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Figura 2.27. - Estudo cinético da degradacéo do efluente papeleiro empregando-se o
processo combinado fotocatalitico/ozonizagdo. Condigdes: ZnO (1mg mL™"), fonte de
irradiagéo: lampada de mercurio de 125 W, concentracdo de Q314 mg L. Respostas: (A)
descoloragéo; (B) variagédo do pH; (C) reducado de fendis totais e de carbono organico total
e (D) reducédo da toxicidade aguda frente a bactéria E.coli. Cocony = 1.230 mg L™
Corensis) = 38 mg L™; Absy = 0,720; t, = 69% de inibicao no crescimento da bactéria.
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11.4.1.2.6 — Resumo comparativo dos resultados obtidos pelos processos
fotoquimicos

Na Figura 2.28 & mostrado o desempenho dos processos dos fotoquimicos:
UV/ZnO/O2, UV/TiO2/0,, UV/IH0,, UV/ZnO/H;0, e UV/ZnO/O;. O processo
UV/H20; foi o que apresentou a menor remogao de cor do efluente papeleiro,
todos os demais processos apresentaram resultados semelhantes e com uma boa
eficiéncia (= 90% de descoloracéo). Quanto a degradagéao de espécies fendlicas,
os processos de UV/ZnO/H;0; e UV/H;0; apresentaram a melhor porcentagem de
reducao. Estes dois processos também promoveram uma excelente reducéo na
carga de matéria organica do efluente papeleiro. Entretanto, eles nao
apresentaram reduc¢ao da toxicidade aguda. O processo de UV/ZnO/O; foi o mais
efetivo na reducao deste parametro, com até 90% de redugao da toxicidade frente
a bactéria E.coli.
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Figura 2.28 — Comparagao entre os tratamentos UV/ZnO/O;, UV/TiO,/O;, UV/H,0O,,
UV/ZnO/H,O, e UV/ZnO/O; em relagao a reducdo de (A) cor; (B) fendis totais,
(C) carbono orgénico total e (D) toxicidade frente a bactéria E. coli.
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Yeber e colaboradores (2000) estudaram o emprego de processos
fotocataliticos na remediagdo do efluente papeleiro. Os autores também
concluiram que os catalisadores TiO2 e ZnO possuem eficiéncia semelhante na
| degradagéo deste tipo de efluente. Ambos os catalisadores promoveram uma
descolorac&o e uma redugéo de fenéis totais de cerca de 60% em 60 minutos de
tratamento. Contudo, a redugéio de matéria organica foi menos eficiente que a
observada no presente trabalho, em 60 minutos de tratamento os autores
observaram 20% e 40% para os catalisadores Zn0O e TiO,, respectivamente.
Apesar do menor grau de mineralizagéo os autores obtiveram uma maior reducao
da toxicidade aguda (teste Microtox™), cerca de 60% para ambos os
catalisadores.

Gouveia e colaboradores (2000) também empregaram o processo UV/ZnO
na degradacéo do efluente papeleiro Kraft E1, apesar de observarem uma
descoloragdo de 100% em 100 minutos de tratamento, a reducéo de COT foi
praticamente desprezivel, somente 7% para o mesmo tempo de tratamento. Por
outro lado, os autores reportam uma excelente redugdo da toxicidade frente 3
bactéria E. coli, cerca de 90% apos somente 30 minutos de tratamento.

Yeber e colaboradores (1999) compararam os processos UV/TIO,, UV/ZnO
e UV/ZnO/O; no tratamento do efluente papeleiro. Os autores observaram um
desempenho basténte semelhante para todos os processos, ao contrario de Kuo
(1999) que observou um forte efeito sinérgico entre os processos fotocatalitico e
de ozonizagdo na degradagéo de fenéis.

11.4.1.3 - Processos eletroquimicos e fotoeletroguimico

H.4.1.31 - Degradagio de fenol pelos processos eletroquimicos e
fotoeletroquimico

A fim de se avaliar o emprego dos processos eletroquimico e fotocatalitico-
eletroquimicd no tratamento de efluentes, estudou-se a eficiéncia destes
processos na degradagéo de fenol.
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Na Figura 2.29 séo apresentados os resultados relativos a degradacgéo do
fenol, em solugdo aquosa, comparando os tratamentos fotoquimico (lampada UV
-~ de 125W), eletroguimico (20 mA cm?) e a combinagéo simultanea de ambos.
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Figura 2.29 - Degradacéo de fenol (C, = 50 mg L"), eletrélito suporte Na,;SO, 0,1 mol L™
Eletrodo Ti/Rug3Tin70,, areade 100 cm?, densidade de corrente 20 mA cm?®, lampada
de mercurio de 125 W. '

Aplicando-se o processo eletrogquimico isoladamente observou-se redugéo
de fenol na ordem de 20% durante 90 minutos de tratamento. Com aplicagio da
radiagdo UV isoladamente (processo fotoquimico, com catalisador imobilizado
sobre .a superficie do eletrodo) observou-se, no mesmo periodo, uma redugéo de
30%. Um aumento significativo na redugdo de fendis pdde ser observado com a
'aplicagéo dos dois processos simultaneamente (processo fotoeletroguimico), onde

- obteve-se uma redugéo na ordem de 85%. Comparando a soma dos valores
conseguidos quando os processos eletroguimico e fotoquimico s&o aplicados
isoladamente com os alcangados pelo processo fotoeletroquimico, verifica-se a
existéncia de um importante efeito sinérgico. Tal efeito também pode ser
percébi_do acompanhando a redugdc do fenol por meio da diminuigéo de COT,

" conforme é mostrado na Figura 2.30. Nesta figura, observa-se uma redug3o da
matéria organica na ordem de 40%, quando somados os resultados dos processos
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isolados. Empregando-se simultaneamente as duas metodologias, a redugio de
COT obtida foi de 75%. Estes resultados mostram claramente uma interacéo entre
a radiagdo UV e o processo eletroquimico promovendo um forte efeito sinérgico.

| O efeito da interagéo da radiagéo UV e o processo eletroquimico pode ser
justificado por um acréscimo de corrente, deslocando o potencial de evolugdo de
oxigénio para valores menos positivos. Na Figura 2.31 & mostrada a corrente
obtida para os processos de eletrdlise e foto-eletrolise. A diferenca entre os
valores de corrente, obtidos num mesmo potencial, indica a densidade de
fotocorrente gerada pelo processo de iradiagéo UV. A corrente do processo
simultaneo foi cerca de 20% superior a obtida pelo processo eletrolitico.
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Figura 2.30 - Redugao carbono organico total (Co =50 mg L™ de fenoal), eletrolito suporte
Na,SO,4 0,1 mol L. Eletrodo Ti/Ru,sTip7O,, area de 100 cm?  densidade de corrente
20 mA cm™® lampada de mercurio de 125 W.

A maior magnitude da corrente no processo fotoeletroquimico pode ser
devido & migragdo dos elétrons da banda de condugdo do semicondutor
imobilizado no eletrodo. A aplicacdo de um potencial pode provocar o
impedimento da recombinagéo do par elétron/lacuna do semicondutor, formando
sitios oxidahtes, que favorecem a reagdo de oxidagiio da agua, produzindo o
radical hidroxila. Um dos principais fatores limitantes do processo fotocatalitico
esta representado pela reagéo de recombinagéo com a eliminagéo da energia de
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‘bandgap que para o TiO,, € de aproximadamente 3,2 eV. Esta reacdo compete,
com. muita vantagem, com a oxidagao dos substratos, podendo tornar inativa a
fotocatdlise. Apesar do TiO, estar imobilizado no eletrodo na forma rutilica
(considerada fotocataliticamente inativa) trabalhos recentes tém demonstrado que

esta estrutura também pode promover o processo fotocatalitico (Wong e col.,
1995, Pelegrini e col., 2000).

1,4
1,2- ----- Corrente + Fotocorrente
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Figura 2.31 - Voltamograma ciclico da solugéo de fenol 50 mg L™, eletrélito suporte
Na,SO, 0,1 mol L, com e sem irradiago (lampada de 125 W). Eletrodo Ti/Rug 3Tig70,,
' area de 100 cm? Velocidade de varredura de 20 mV s™'.

A densidade de corrente e a poténcia da lampada de UV séo fatores que
podem favorecer o processo de oxidagao fotoeletroquimico.

Variando-se as poténcias das ldmpadas de 80 para 125 W e a densidade
de corrente de 5 para 20 mA cm™ observou-se degradacdes de fenol similares, no
decorrer de 90 minutos de tratamento (Figura 2.32). Todavia reducdes da matéria
orgénica, atestadas pela diminuigao de COT, mostraram que, no processo em que
se empregou uma lampada com maior poténcia, assim como uma densidade de
corrente maior, houve uma melhor mineralizagéo do substrato (Figura 2.33). Pode-

se observar que, em um periodo de até 30 minutos de tratamento, no processo
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que emprega lampadas de 125 W e densidade de corrente de 20 mA em™ obteve-
se um rendimento de aproximadamente 20% superior aos outros processos.

= Lampada 80 W (dens. 20mA cmz)
® Lampada 125W (dens. 20mA cm?)
4 |ampada 125W (dens. 5 mA cmz)
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% redugéo de fendis totais

0 20 40 80 80 100
tempo de tratamento / min

Figura 2.32 — Degradagéo fotoeletroquimica de fenol (Co = 50 mg L), eletrdlito suporte
Na,S0, 0,1 mol L™. Eletrodo Ti/Rup 3 Tio 7O, area de 100 cm?.

100 = Lampada 80 W (dens, 20mA cm?)
* Limpada 125W (dens. 20mA cm?)
80 4 Lampada 125W (dens. 5 mA cm?)
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Figura 2.33 — Reducéo fotoeletroquimica de fenol (C, = 50 mg L"), eletrolito suporte
Na,SO, 0,1 mol ... Eletrodo Ti/Rup 3Tig 702, area de 100 cm?.

A oxidag&o anédica de um composto orgénico em fase aquosa envolve a
transferéncia de um atomo de oxigénio da molécula de agua para o substrato. A
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primeira etapa da descarga da agua fornece radicais hidroxila (ou um atomo de
oxigénio) absorvido no eletrodo. Em aplicagdes de despoluicdo escolhem-se
anodos de alto sobrepotencial de oxigénio, estendendo, desta maneira, a faixa do
potencial de oxidacio antes da evolugdo do gas oxigénio, favorecendo a
degradacgéo de uma grande quantidade de espécie de moléculas organicas.

1.4.1.3.2 ~ Emprego dos processos eletroquimico e fotoeletroquimico no
tratamento do efluente papeleiro

Com base nos resultados promissores verificados durante a degradagao
fotoeletroquimica de fenol, avaliou-se o emprego dos processos eletroquimico,
fotoquimico e fotoeletroquimico na degradagéo das espécies organicas presentes
no efluente papeleiro Kraft E;.

Na Figura 2.34 sao mostrados os resultados obtidos empregando estes trés
processos. Aplicando o processo eletroquimico isoladamente observou-se uma
descoloragéo na ordem de 53% durante 90 minutos de tratamento. Com aplicagao
da radiagdo UV iscladamente (processo fotoquimico, com o catalisador
imobilizado sobre a superficie do eletrodo) observou-se, no mesmo periodo, uma
reducéo de somente 24%. Um aumento significativo na descoloragio do efluente
pdde ser observado com a aplicacdo dos dois processos simultaneamente
(processo fotoeletroquimico), onde obteve-se uma descoloragdo na ordem de
90%. Estes resultados mostram mais uma vez uma interagao entre a radiagao UV
e o proceéso eletroquimico promovendo um forte efeito sinérgico. Tal efeito
também pode ser percebido acompanhando a redu¢do de carbono orgénico total,
onde o processo fotoeletroquimico mineralizou cerca de 30% da matéria organica
do efluente. Os processos eletroquimico e fotoeletroquimico demonstram uma
excelente redugdo das espécies fendlicas, com 100% de degradagdo destes
compostos para 60 minutos de tratamento. Este resultado indica que o processo
eletroéuimico governa a redugao de fendis durante o processo fotoeletroquimico.

O processo fotoeletroquimico também apresentou uma boa redugéo da
toxicidade aguda frente a bactéria E.coli, em 60 minutos de tratamento a
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toxicidade do efluente foi reduzida em cerca de 40%.
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Figura 2.34 - Degradac&o do efluente papeleiro empregando-se os processos fotolitico,
eletroquimico e fotoeletroquimico. Eletrodo Ti/Rug3Tig70,, area de 100 cm?, lampada de
125 W. (A) descoloracao, (B) reducéo de fendis totais, (C) reducéo de carbono organico
total e (D) reducdo de toxicidade aguda frente a bactéria E. coli Coccon = 970 mg L™
Cofrensis) = 34 mg L™'; Absy= 0,676; t, = 57% de inibicao no crescimento da bactéria.

11.4.2 - TESTE DE TOXICIDADE FRENTE A ALGA Selenastrum capricornutum

Os resultados negativos na reducéo de toxicidade frente a bactéria E. coli,
obtidos pelos processos oxidativos que empregaram peroxido de hidrogénio,
levaram a necessidade da realizagdo de um novo método de avaliacao da
toxicidade do efluente papeleiro.

As algas s&@o os principais representantes dos produtores primarios em
ambientes aquaticos, tanto marinhos como em aguas doces (Saenz e col., 1997).
Assim, a importancia do uso de algas como indicadores biolégicos deve-se,

principalmente, & sua posicdo na cadeia alimentar do ecossistema. Como



- Capitulo Il - Processos Alternativos para a Remediagao do Efiuente Papeleiro Resuitados e Discusséo 77

produtores primarios, elas situam-se na base da cadeia alimentar e as alteragdes
ocorridas na dindmica de sua comunidade podem afetar os niveis superiores do
ecossistema (Lewis, 1995).

Deste modo, realizou-se um estudo empregando-se a alga Selenastrum
capricomutum com o intuito de se caracterizar melhor a toxicidade do efluente
papeleiro Kraft E1 em seu estado bruto e ap6s os diferentes processos de
tratamento.

Na Figura 2.35 & apresentada a porcentagem de inibicdo no crescimento da
alga S. capricornutum provocada pelo efluente bruto e apés 60 minutos de
diferentes tratamentos.
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Figura 2.35 — Porcentagem de inibi¢cdo do crescimento da alga S. capricornutum. Efluente
bruto (1), Os/pH11 (2), Os/pH3 (3), Ox/H0:/pH11 (4), O/UVIpH11 (5), UV/ZnO/O; (6),
UVITIO/O, (7), UVIZNO/O; (8), UVIZnO/H0; (9), UV/H,O, (10), eletroquimico (11) e
fotoeletroquimico (12).

Tal como no teste de toxicidade empregando-se a bactéria E. coli, os
processos O3/H,0./pH11, UV/ZnO/H,0, e UV/H,02 nao promoveram uma redugao
da toxicidade, sendo verificado um aumento na toxicidade do efluente apés estes
tratamentos. Estes resultados indicam que os processos oxidativos via peroxido
de hidrogénio levam a produtos mais téxicos que o efluente original. Em relagéo
aos demais processos, os dois testes de toxicidade empregados mostraram uma

boa intercorrelagio.
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.43 - AVALIACAO DA CINETICA DOS PROCESSOS OXIDATIVOS
- AVANCADOS

Nesta etapa do projeto buscou-se avaliar a eficiéncia dos processos de
tratamento por meio de parametros cinéticos. Entretanto, as reagbes envolvidas
na degradagao da matéria orgénica presente no efluente apresentam mecanismos
extremamente complexos, que inviabilizam um estudo cinético rigoroso. Apesar
disto, as redugbes de cor, fendis totais e carbono organico total em fungdo do
tempo de tratamento apresentaram um perfil tipico de reacdes de primeira ordem,
conforme € mostrado na Figura 2.36, onde mais uma vez pode-se observar os
resultados obtidos na degradagdo do efluente empregando-se os processos de
0zonizagao.

Desta forma, pode-se fazer uma abordagem assumindo-se que os
processos de tratamento propostos conduzem a reagSes de degradacdo que
seguem uma cinética de pseudo-primeira ordem. Assim, estas reagdes podem ser
representadas pela expresséo:

P + R %5 Pou eq. 2.12

onde:

P simboliza o pardmetro de avaliagéo (por exemplo, fendis);
Poxia simboliza os intermediarios e/ou produtos finais;

k & a constante de velocidade;

R pode ser hv, OH'", Oa0u €7, dependendo do processo empregado.

Como a concentragéo de R geralmente esta estacionéria com relagéo a de
P, pode-se assumir que a cinética da reagéo, s6 depende da taxa de remogéo de
- P. Estas aproximagdes s&o bastante fregiilentes e muito utilizadas em estudos
cinéticos sih‘nilares (Beltran-Heredia e col., 2001b; Benitez e col., 2000).

Assim a cinética de degradagdo promovida pelos processos oxidativos
éstudados pode ser expressa de acordo com a equagéo 2.13:

dP/dt = keyp P eq. 2.13



~ Capitulo Il - Processos Alternativos para a Remediagao do Ffluente Papeleiro

Resultados e Discussao

79

" onde kexp € @ constante de pseudo-primeira ordem.

% descoloragéo

Esta constante pode ainda, ser avaliada por meio da seguinte expressio:
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Figura 2.36 — Descolorag&o (A), redugéo de fendis totais (B) e de carbono orgénico total
(C) em fungéo do tempo de tratamento com os diferentes processos de ozonizag&o.

Nas Figuras 2.37, 2.38 e 2.39 sdo mostrados os graficos utilizados para

- calcular a constante de pseudo-primeira ordem em relagio & degradacéo de

fenois totais obtida com os diferentes processos oxidativos avangados estudados.

A partir da regress&o linear destas curvas foi possivel obter a constante

cinética de pseudo-primeira ordem para a redugso da quantidade de fenbis totais

presente no efluente promovida por cada processo de tratamento. Caiculos

similares também foram executados para determinar a constante cinética em

relagdo aos pardmetros de descoloragéo e redugao de carbono orgénico total,
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conforme sdo apresentadas nas Tabelas 2.13,2.14 e 2.15.
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Figura 2.37 - Determinag&o da constante de pseudo-primeira ordem para a reducéo de
fendis totais promovida pelos processos de 0zonizagao.
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Figura 2.38 - Determinagéo da constante de pseudo-primeira ordem para a redugéo de
fenois totais promovida pelos processos fotoquimicos e fotocataliticos.
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Figura 2.39 — Determinag&o da constante de pseudo-primeira ordem para a reducéo de
fendis totais promovida pelos processos eletroquimico e fotoeletroquimico.

Tabela 2.13 - Constante de pseudo-primeira ordem, coeficiente de correlacéo e tempo de
meia vida para a redugéo de fendis totais presentes no efluente papeleiro Kraft E1 obtidos
pelos diferentes processos oxidativos estudados.

Kexp X 10° ti2
processo (mim) (@) (min)
Oa/pH11 26,82+ 0,33 0,9996 25,9

O4/pH3 8,81+0,25 0,9982 78,7
O3/H202/pH 11 17,44 £ 0,34 0,9991 39,8
Oz/UV /pH11 17,80+ 0,44 0,9985 38,9
UVIZn0/0, 20,15 £ 0,56 0,9981 34,5
UV/TIO./0; 17,12 £ 0,37 0,9988 40,5
UV/H,0; 62,23+ 2,10 0,9973 11,1
UV/ZnO/H,0, 53,80+ 0,78 0,9995 12,9
UV/Zn0O/O; 14,04 + 0,27 0,9991 49,5
Eletrogquimico 90,40 £ 1,90 0,9989 7,7
Fotoeletroquimico 64,11+ 1,60 0,9985 10,8
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Tabela 2.14 - Constante de pseudo-primeira ordem, coeficiente de correlagio e tempo de
meia vida para a descoloragéo do efluente papeleiro Kraft E1 obtidos pelos diferentes

processos oxidativos estudados.

Kexp X 10° t12
processo (mim™) () (min)
Os/pH11 543 +£0,15 0,9981 128,3

Os/pH3 3,01 +£0,07 0,9987 231,0
Oa/H202/pH11 4,10+ 0,05 0,9997 169,0
O3/UV/pH11 9,72+ 0,22 0,9987 71,4
UV/ZnO/0, 41,12 £ 0,98 0,9986 16,9
UV/TiOL/0, 36,93 + 0,66 0,9992 18,8
UV/H,0, 15,65 + 0,22 0,9995 447
UV/ZnO/H,0, 26,61 + 0,47 0,9992 26,1
UV/Zn0O/0; 30,20 £ 0,47 0,9994 22,9
Eletroquimico 17,90 + 0,33 0,9991 38,7
Fotoeletroquimico 2572 £ 0,53 0,9989 27,0

E1 obtidos pelos diferentes processos oxidativos estudados.

Kexp X 10° t1r2
processo (mim™") () (min)
Oa/pH11 2,14+ 0,04 0,9991 330,2

O3/pH3 0,93+0,03 0,9982 772,7
0O3/H>0u/pH11 1,21 £ 0,04 0,9976 577,65
O3/UV/pH11 2,52 + 0,06 0,9986 277,2
UV/Zn0O/0; 3,80 0,11 0,9981 182,4
UVITIOL/O, 5,72 +0,14 0,9986 121,6
UV/H20; 33,21+ 0,78 0,2986 20,9
UV/ZnO/H,0; 2515+ 0,65 0,9983 27,6
UV/ZnO/O; 6,26+ 0,10 0,9993 111,8
Eletroquimico 4,12+ 0,04 0,9997 169,1
Fotoeletroquimico 6,76 £ 0,10 0,9994 103,4

Tabela 2.15 — Constante de pseudo-primeira ordem, coeficiente de correlacdo e tempo de
meia vida para a redugdo de carbono organico total presente no efluente papeleiro Kraft
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A analise destas constantes cinéticas mostra claramente que os processos
fotocataliticos foram os mais eficientes na descoloragéo do efluente papeleiro Kraft
E1, possuindo a seguinte ordem de eficiéncia: UV/ZnO/O; > UV/ITIOL/O, >
UV/Zn0O/0; > UV/Zn0O/H20; >>> demais processos.

Com relagao a redugdo de fendis totais, os processos eletroquimicos e
fotoquimicos com presenca de perdxido de hidrogénio foram significativamente
mais eficientes que 0s outros processos empregados. Ordem de eficiéncia na
reducao de fendis totais: eletroguimico >> fotoeletroquimico > UV/HO, >
UV/ZnO/H,0; >>> demais processos.

Os tratamentos fotoquimicos com presenca de perdxido de hidrogénio
também se destacaram na mineralizagdo da matéria organica presente no efluente
papeleiro, apresentando-se como 0s Unicos processos que promoveram uma
redugao significativa de carbono organico total.

.44 -~ AVALIAGAO DO CUSTO DE TRATAMENTO DO EFLUENTE
PAPELEIRO

A eficiéncia na remediagdo do efluente papeleiro Kraft E1 promovida pelos
diferentes processos de tratamento estudados também foi avaliada sob o ponto de
vista econdmico. Partindo-se das constantes cinéticas de pseudo-primeira ordem
pode-se calcular por meio da equagéo 2.14 (pagina 79), o tempo de tratamento
requerido por cada processo para uma redugio de 90% na quantidade de fendis
totais e carbono organico total presentes no efluente papeleiro.

Estes tempos foram utilizados para se determinar o consumo de energia,
em kW h™', e de gas oxigénio/ozénio, em m® h™. Na Tabela 2.16 sdo apresentados
os tempos e os custos de tratamento para se promover a redugdo de 90% de
fendis totais e carbono orgéanico total. Os gastos com reagentes (por exemplo:
H-0,) também foram considerados no calculo destes custos. Entretanto, os gastos
com o desenvolvimento, construgéo e montagem dos reatores ndo foram incluidos
nesta estimativa. Como ponto de referéncia, cita-se que a industria de papel e

celulose, fornecedora do efluente estudado, gasta cerca de US$ 0,05 por metro
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cubico de efluente tratado pelo processo bioldgico de lagoa aerada. Cabe ressaltar
que os parametros de tratabilidade sdo menos rigorosos.

Assim, relativamente o processo eletroquimico apresentou o melhor custo
tanto para a redugéo de fendis totais como para a redugdo de carbono orgénico
total. Em relagao & reducéo de fendis o processo de Os/pH11 também se mostrou
economicamente competitivo; para a redugéo de carbono orgéanico os processos
UV/Hz0: e UV/ZnO/H,0, também merecem destaque.

Tabela 2.16 — Custo dos diferentes processos de remediacéo para a remocéo de 90% de
fendis totais e de carbono organico total.

Fendis totais Carbono organico total
Reducgéo de 90% Reducao de 90%
tempo Custo tempo Custo
progesso min) | Ussm¥ | (min) | (USSmM?

Os/pH11 85,9 2,25 1096, 7 28,79
O3/pH3 261,7 6,87 2567,7 67,40
03/H,0,/pH11 132,4 28,48 1919,2 75,38
O5/UV/pH11 1294 13,51 921,2 96,15
UV/iZn0O/O, 114,86 14,37 606,1 76,01
UVITIO /O, 134,7 16,89 404,0 50,67
UV/H0, 37,0 29,64 69,7 33,70
UV/ZnO/H,0, 42,8 30,37 91,8 36,51
UViZn0/0; 164,5 27,21 371,5 61,44
Eletroquimico 255 0,31 561,7 6,74
Fotoeletroquimico 35,9 4,92 343,7 47,09

Contudo, a analise dos dados apresentados na Tabela 2.16 deve levar em
considerag&o um compromisso entre o custo e o tempo de tratamento. Assim,
embora o processo eletroguimico tenha apresentado um custo aceitavel para, por
exemplo, promover a mineralizacdc da matéria organica presente no efluente
papeleiro, o tempo de tratamento requerido para esta mineralizagdo (cerca de 9
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horas) torna-o praticamente inviavel; ja que o processo de producao de polpa e
celulose gera uma grande quantidade de efluentes, uma industria de
médio/grande porte produz mais de 250 m® h' de efluente Kraft E1 (Pelegrini,
1999).

Deste modo, a avaliagdo global da razao custo/beneficio de cada processc
de tratamento foi implementada por meio de um indice de eficiéncia, que consiste
na média geométrica das respostas normalizadas de todos os parametros de
interesse (tempo de tratamento, custo, eficiéncia da remogéo de cor, fendis totais,
carbono organico total e toxicidade), conforme mostra a equagéo 2.15. indices de
eficiéncia com valores préximos a 1, indicam uma maior razéo custo/beneficio. A
Figura 2.40 mostra o valor deste indice para os todos processos oxidativos
estudados.

IE= (t1 xtrxtzxomx rtx)”s eq. 215

onde:

IE = indice de eficiéncia,

ty = tempo de tratamento para promover a descoloragéo do efluente em 90%;

t, = tempo de tratamento para promover a remogéo de 90% de fenois totais;

ts = tempo de tratamento para promover a remogéo de 90% da matéria organica;

cm = custo médio para a redugdo de 90% da quantidade de fendis totais e
carbono organico total;

ry = redugao da toxicidade do efluente em 90 minutos de tratamento.

todos estes parametros foram normalizados para valores entre O e 1.

Este indice confima que os processos UV/ZnO/H;0; UV/IH;0,,
eletroquimico e fotoeletroquimico foram os mais efetivos na remediagéo do
efluente papeleiro Kraft E1, com destaque para os dois Ultimos processos, pois
estes proporcionaram uma redugéo efetiva na toxicidade do efluente.
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Figura 2.40 - indice de eficiéncia para os processos; Os/pH11 (1), Os/pH3 (2),
O3/H20,/pH11 (3), Ox/UV/pH11 (4), UV/ZnO/O, (5), UV/T i02/0; (6), UV/IZnO/H,0; (7).
UV/H,O; (8), UV/ZnO/O; (9), eletroquimico (10) e fotoeletroquimico (11).
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1.6 - CONCLUSOES PARCIAIS

O processo de ozonizagéo indireta, via espécies radicalares, apresentou-se
mais eficiente do que o ataque direto das moléculas de ozénio aos compostos
poluentes do efluente papeleiro. Dentre os processos de ozonizag&o estudados,
os melhores resultados foram obtidos empregando-se a ozonizagdo em meio
alcalino, com ou sem a presenca de radiagao ultravioleta. Estes processos foram
especialmente eficientes na redugéo de fendis totais e da toxicidade do efluente
papeleiro.

A otimizag&o do processo fotocatalitico demonstrou que, de uma maneira
global, o catalisador ZnO pode ser empregado na fotodegradagdo do efluente
papeleiro com resultados similares aos obtidos com TiO,, estes resultados s&o
importantes, principalmente do ponto de vista econdmico, uma vez que o custo do
- ZnQ é menor do que TiO,. De fato, o éxido de zinco apresentou uma degradagéo
de grupos croméforos e de espécies fendlicas ligeiramente superiores a obtida
com TiO,. Contudo, este {ltimo catalisador mostrou-se mais eficiente na
mineraliza¢cao da matéria organica presente no efluente.

A utilizagdo de processos fotoquimicos com peréxido de hidrogénio
conduziu a excelentes resuliados quanto & redugéo no teor de fenodis totais e
carbono orgénico presentes no efluente papeleiro. Entretanto, esta redu¢éo nao foi
refletida na toxicidade do efluente. O processo fotocatalitico combinado com
ozénio apresentou a melhor redugéo de toxicidade aguda, com uma diminui¢éo de
quase 90% em 60 minutos de tratamento.

Em todos os processos de remediagdo que utilizaram perdxido de
hidrogénio, ndo foi verificado nenhuma diminui¢io da toxicidade frente & bactéria
E. éoli ou frente a alga fluvial S. capricomutum, sendo que para alguns destes
processos houve um pequeno aumento na toxicidade do efluente apés o
tratamento. Estes resultados indicam que o perdxido de hidrogénio remanescente,
ou algum sub-produto do tratamento, possui uma toxicidade intrinseca frente a
estes organismos.

Os processos eletroquimico e fotoeletrogquimico apresentaram excelentes
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resultados quanto & redugéo de fendis totais e descoloragéo do efluente papeleiro.
No tratamento fotoeletroquimico, foi observado um forte efeito sinérgico entre os
processos eletroquimico e fotoquimico.

A avaliagdo do custo de cada processo de remediagdo estudado mostra
que, de um modo geral, estas metodologias apresentam um elevado custo de
tratamento, sendo, ainda, necessérios muitos estudos de otimizagdo e de
aperfeicoamento destas técnicas, para as mesmas mostrarem-se competitivas
frente aos métodos bioldgicos atuaimente utilizados.

Avaliando-se globalmente os processos estudados, concluiu-se que os
processos UV/ZnO/H,0,, UV/H20,, eletroquimico e fotoeletroguimico foram os
mais efetivos na remediagao do efluente papeleiro Kraft E1, com destaque para os
dois ultimos processos que proporcionaram uma redugéo efetiva na toxicidade do
efluente.

Apesar dos bons resultados alcangados, a implementagdo destes
processos em escala industrial apresenta alguns problemas. Desenvolver e
otimizar reatores em escala industrial, para utilizar os processos de ozonizagéo e
fotocatalitico, constituem em grandes problemas para a implementago destes
processos. O uso da luz ultravioleta encarece muito o tratamento. Construir
estacbes de tratamento que utilizem luz solar continua sendo um desafio
(Nogueira e Jardim, 1998; Prevot e Pramauro, 1999), assim como a busca de
novos catalisadores que absorvam maior porcentagem da luz solar. A imobilizagéo
do semicondutor sem perdas na atividade fotocatalitica ainda é muito estudada,
pois em suspensdes ocorrem importantes perdas de penetra¢do de luz (Peralta-
Zamora e col., 1997) e h& necessidade de uma etapa de separagdo das finas
~ particulas do catalisador (Kagaya e col., 1999).

O 'processo de tratamento de rejeitos industriais demanda um grande
' conhécimento das técnicas existentes e do préprio efluente que se pretende tratar,
devido & extrema complexidade dos efluentes industriais e a diversidade de
compostoé encontrados neles. Este estudo sobre alguns processos de tratamento
de efluentes mostra inimeras opgdes que podem ser utilizadas na eliminagéo de
substancias contaminantes. Entretanto, nenhuma destas técnicas é capaz de
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apresentar-se como a Unica alternativa para o processo de remediagao do
efluente papeleiro. O ideal seria combinar os processos de tratamento de maneira
que possibilitassem o estado de descarga zero de material organico. Contudo, isto
ainda &€ uma meta que demandara muita investigacéo.
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lIl.1 - INTRODUGCAO

[11.1.1 — CONTAMINAGAO AMBIENTAL POR COMPOSTOS FENOLICOS

O aumento inadvertido na produgdo e utilizacdo de produtos quimicos,
verificado nas Gltimas décadas, tem causado problemas de poluigao ambiental de
maneira generalizada em praticamente todas as partes do mundo. A protegéo
ambiental vem adquirindo grande importancia na sociedade contemporénea, que
tem cobrado mecanismos, rapidos e eficientes, de controle dos processos de
contaminagao do meio ambiente.

Um ndmero consideravel de poluentes organicos, que se encontram
iargamente distribuidos no meio ambiente, possuem estruturas fendlicas (Nistor e
col., 1999). Os compostos fendlicos constituem-se numa das classes de
compostos organicos de maior relevancia, pois estes compostos despertam
interesse sob varios pontos de vista, tais como: 1) clinico e farmacolégico - varios
neurotransmissores e medicamentos possuem estrutura fendlica; 2) alimenticio —
alguns derivados fenélicos sao responsaveis pelas propriedades organolépticas de
muitas frutas e flores, e influem na qualidade de, por exemplo, azeites e bebidas
{(principalmente sucos e vinhos); 3) industrial - esta classe de composto é
empregada nos processos de producdo de plasticos, corantes, desinfetantes,
resinas, polimeros sintéticos, pesticidas, papel, etc.: 4) ambiental — os produtos de
degradacéo de muitos pesticidas e as atividades industrias acima descritas s&o
responsaveis por um elevado grau de contaminagao ambiental de solos e corpos
d’agua pelos compostos fendlicos (Svitel, e Miertus, 1998: Rossato e col., 2001).

Uma grande variedade de compostos orgénicos é gerada durante os
processos industriais, muitos dos quais sdo recalcitrantes aos processos de
tratamento de efluentes normalmente utilizados pelas industrias (Prahacs e col.,
1996; Reyes e col., 1998; Freire e col., 2000; Rossato e col., 2001). O tipo e a
abundancia dos compostos fenélicos gerados variam em fungdo do processo
industrial em particular; no efluente da industria de papel e celulose, por exemplo,
sdo encontrados guaiacdis (o-metoxifenois), catecois (o-dihidroxibenzenos),

veratrois (dimetoxibenzenos), siringdis (dimetoxifendis) e seus derivados clorados
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(Gundersen e col., 1997; Harris e Elliot, 2000).

A contaminagdo ambiental por fendis merece destague, uma vez que fendis
substituidos, como cloro, alquil e nitrofénois, so altamente téxicos para o homem
e organismos aquaticos (Zimmermann e Taylor-Mayer, 1983; Campanella e col.,
1993; Ortega e col., 1994; Russell ¢ Burton, 1999). Mesmo em pequenas
concentragdes (< 1 mg L™), os compostos fenélicos afetam o gosto e odor de
aguas potaveis e peixes. Muitos destes compostos possuem efeitos toxicos em
animais e plantas, pois facilmente penetram pela pele e membranas celulares,
determinando um amplo espectro de toxicidade e mutagenicidade (Russell e
Burton, 1999), além de afetarem as velocidades das reagdes biocatalisadas nos
processos de respiragéo e fotossintese (Campanella e col., 1993), e apresentarem
propensac para bioacumulagdo (Parker e col., 1993). Metabélitos de
cloroguaiacéis tém sido detectados na bile de peixes que vivem em regides
proximas a inddstrias de papel e celulose (Schnell e col., 2000). Varios trabalhos
cientificos atestam que também as aguas e os sedimentos préximos a estas
- industrias apresentam-se com alto teor de contaminagdo por estes compostos
(Oikari, 1986; Smeds e col, 1994; VanLeewen e col., 1996: Gundersen e
Maclintyre, 1996).

Deste modo, os fendis e, especialmente, seus derivados clorados tém sido
definidos como poluentes perigosos devido a sua alta toxicidade e persisténcia no
ambiente, e estdo presentes na lista de substancias perigosas e poluentes
prioritarios da Comisséo Européia (Vincent, 1991) e da EPA (Agéncia de Protegao
Ambiental Norte Americana) (EPA, 1980/1984). A diretiva 80/778 da Comunidade
Econdémica Européia, por exemplo, determinou como concentragdo maxima
~ permitida, para todos os tipos de fendis em meio aquoso, o valor de 0,5 ug L' e
0,1 pg L'1 para fendis individuais (Puig e col., 1996). O Instituto Nacional Norte-
Americano para Salide e Seguranga Ocupacional estabeleceu como limite de
exposi¢éo a concentragdo de 5 ug L™ para fenol e, por exemplo, 2,3 ug L para
isbmeros de cresol (Vilchez e col., 1996). Assim, o desenvolvimento de
procedimentos para a deteccdo e determinacdo simuitinea destas espécies
quimicas em diferentes matrizes é de grande interesse.
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Devido aos riscos para a salude e para a meio ambiente causados pela
exposicdo aos compostos fendlicos, existe um consenso universal a respeito da
necessidade de monitorar continuamente o teor de contaminantes quimicos nos
cursos de aguas naturais e nos inimeros efluentes industriais descarregados
nestes recursos hidricos (Rogers e Willians, 1995; Marko-Varga e col., 1995;
Wang, 2000; Wang e col., 2000). O tempo e o custo envolvidos com a detecgdo de
poluentes ambientais (por exemplo, aquisigdo da amostra, preparacéo da amostra,
analise de laboratério) tem imposto limitagées no nimero de amostras que podem
ser analisadas para um determinado projeto de monitoramento ambiental (Karube
e col., 1995; Wang, 2000). O aumento na quantidade de dados analiticos tende a
aumentar a confiabilidade nas decisbes de gerenciamento ambiental, por
aumentar a eficiéncia na caracterizacdo dos compostos poluentes “in sifu” e
caracterizar melhor os riscos ou ainda a eficiéncia dos procedimentos de
descontaminagio (Marko-Varga e col., 1995; Vilchez e col., 1996; Brainina e col., |
2001; Buerck e col., 2001). A limitagdo no namero das analises tem criado uma
demanda por tecnologias analiticas que possam permitir um aumento no nimero
destas andlises em um menor tempo e com custos mais acessiveis (Denninson, e
Turner, 1985; Nistor e cof., 1999).

Até o presente momento, andlises tanto de fenol como de espécies
fendlicas tém sido realizadas, principalmente, por meioc de métodos
espectrofotométricos e cromatograficos (cromatografia gasosa com ionizagéo em
chama ou acoplada com espectrometria de massas; ou ainda, utilizando-se
cromatografia liquida de alta eficiéncia) (Puig e Barcelo, 1996; Norberg e col.,
1997: Parellada e col., 1998; Gatti e col., 2001; Korenman e col., 2001; Czaplicka,
2001; Nagaraja e col., 2001). Entretanto, estas técnicas n&o permitem, facilmente,
um monitoramento continuo “on site”, pois sido caras, ientas, necessitam de
operadores bem treinados, e em alguns casos, requerem etapas de extragéo ou
pré-concentrago, que aumentam o risco de perda de amostra (EPA, 1983; Marko-
Vargé e col., 1995; Svitel e Miertus, 1998; Wang, 2000).

A necessidade de métodos analiticos mais versateis para o monitoramento
ambiental tem estimulado o desenvolvimento de uma grande variedade de
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metodologias analiticas. Os biossensores revelam grandes perspectivas quanto a
sua utilizagdo no monitoramento continuo de efluentes (e outras matrizes de
interesse ambiental), possibilitando uma rapida adaptagdo nos processos de
trétamento. A incorporagéo de moléculas com atividade biolégica em metodologias
analiticas tem aumentado sensivelmente nos dltimos anos, obtendo sucesso nos
mais variados procedimentos analiticos, principalmente nos que visam a area de
controle ambiental (Ortega e col., 1994; Wang e Chen, 1595a/b; Yaropolov e col.,
1995; Ruzgas e col., 1995; Bogdanovskaya e Tarasevich, 1996; Burestedt e col.,
1996; Hedenmo e col., 1997: Nistor e Emnéus, 1999; May, 1999; Sigrist e
Gao,1999; Young e col., 2001; Baird e Myszka, 2001; Sole e Alegret, 2001 Chiti e
col., 2001; Farre e col., 2001).

Biossensores representam uma ferramenta promissora para suplementar as
técnicas existentes, devido as suas caracteristica unicas, tais como: seletividade:
relativo baixo custo de construgao e estocagem; potencial para miniaturizagéo;
facilidade de automag&o e construcdo de equipamentos simples e portatels para
uma rapida analise de monitoramento “on site”.

Devido ao recente avango nas areas de microeletronica, biotecnologia,
fibras oticas, etc., a definicdo de um biossensor evoluiu do conceito classico de um
eletrodo associado a uma enzima para uma variedade de métodos analiticos e
dispositivos baseados em biocatilise ou bioafinidade (Rogers e Willians, 1995;
Mascini e col., 2001; Gauger e col., 2001). Entretanto, para os propésitos deste
trabalho, um biossensor sera definido como um dispositivo analitico composto de
um elemento biolégico de reconhecimento intimamente em contato com um
transdutor. Assim, um biossensor & um dispositivo que combina a alta seletividade
de um elemento biolégico ativo para o analito de interesse com a sensibilidade de
um transdutor para converter o sinal proporcional a concentragdo deste analito
(Mulchandani e Bassi, 1995).

Ha uma grande diversidade de configuragdes de biossensores para
aplicagbes ' ambientais, e esta diversidade abrange os elementos de
reconhecimento biolégibo (enzimas, anticorpos, microorganismos, etc.), os
transdutores fisicos (eletroquimicos, éticos, acUsticos, etc.) e a metodologia
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analitica. Esta gama de configuragdes confere uma grande versatilidade aos
biossensores, que podem ser genéricos, dando uma indicagdo da presenga de um
contaminante que tenha algum bioefeito (por exemplo, sensores de toxicidade) ou
de um grupo de contaminantes {(ex.: pesticidas como inibidores de enzimas); ou
ainda especificos, fazendo vantagem da especificidade de uma biomolécula para
uma determinada classe ou composto (Parellada e col., 1998).

I1.1.2 -BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS PARA FENOIS

Fendis podem ser determinados amperometricamente por meio de uma
oxidagdo eletroquimica direta (King e col, 1980; Burestedt e col., 1996;
Tarasevich e col.,, 1999). Enfretanto, este procedimentc possui uma série de
desvantagens, principaimente devido a uma alta sobrevoltagem. O alto potencial
aplicado provoca uma grande corrente de fundo e, conseqientemente, um alto
nivel de ruido. Alem disto, nas oxidagdes diretas de fendis, um grande niamero de
reagdes paralelas podem ocorrer levando, principalmente, a formacao de produtos
poliméricos que passivam a superficie do eletrodo. Biossensores amperométricos
podem minimizar estes obstaculos na determinacido de fendis, uma vez que
operam com um baixo potencial aplicado em relagéo a um eletrodo de referéncia,
a corrente gerada pela reagéo biocatalisada de oxida¢ao ou redugéo das espécies
eletroativas na superficie do eletrodo, de um modo geral, processa-se em
potenciais ao redor de 0 mV. Neste potencial, a contribuicdo de espécies
interferentes (facilmente oxidadas ou reduzidas) &€ minimizada (Gorton e col.,
1992; Csobregi e col., 1993; Marko-Varga e col., 1985; Burestedt e col., 1996;
Freire e col., 2002), conforme é mostrado esquematicamente na Figura 3.1.

Dentre os materiais de eletrodo que podem ser usados para a construgéo
de biossensores amperométricos, tais como ouro e platina, os materiais
carbonaceos tém sido os mais utilizados (Kinoshita, 1988; de Carvalho e col.,
1999;: Pena e col., 2001; Ruan e Li, 2001), principalmente devido as suas
caracteristicas vantajosas como, por exemplo, baixo custo, correntes residuais e
resisténcia elétrica baixas, ampla faixa de potencial anddico e facilidade de
modificagio da superficie dos eletrodos. Carbono vitreo, grafite pirolitico, pasta de
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carbono e grafite compésito s&o exemplos deste tipo de material.

E° hidroquinona
! E° fenol
E® 4-clorofenol
+ E/V vs ECS.
-05 -04 -03-02 -0,1 0 0,1 02 03 04 05 06
. J
Y
Intervalo de
potencial 6timo
A
. LY
\ — / Oxidagdo direta de compostos
Redugdo de oxigénio fenélicos e substancias interferentes
Figura 3.1 - Intervalo de potencial 6timo para a operacdo de biossensores

amperométricos. E° hidroquinona, E° fenol e E°® 4-clorofenol sdo os potenciais formais dos
pares redox hidroquinona/quinona, fenol/radical fenéxi e 4-clorofenol/4-clorofenéxi,
respectivamente.

As enzimas redox tirosinase, lacase e peroxidase sao as mais utilizadas
para a construg&o de biossensores amperométricos para fendis. Apesar destas
enzimas possuirem diferentes mecanismos de acao, suas atuagdes em
biossensores amperométricos para a detecgdo de compostos fendlicos tém sido

esquematizadas como uma seqiiéncia de reacOes similares, conforme é mostrado
na Figura 3.2.

As moléculas de enzima na superficie do eletrodo sio oxidadas pelo
oxigénio (no caso da tirosinase e lacase) ou peréxido de hidrogénio (no caso da
peroxidase), sendo em seguida reduzidas por compostos fenodlicos. Durante esta
ultima reac&o, os fendis s&o basicamente convertidos em quinonas e/ou radicais
livres, e esses produtos, usualmente eletroativos, podem ser reduzidos na
superficie do eletrodo em potenciais préximos de 0 V vs ECS (Eletrodo de
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Calomelano Saturado). A comrente de redugdo medida é proporcional a
concentragdo do composto fendlico na solug@o. A detecgéo do consumo de O, ou
H,O, € uma outra possibilidade de se monitorar a concentragio dos compostos
fenolicos. Entretanto, o método de detecgdo dos fendis baseado na redugao dos
produtos gerados pelas reagdes enzimaticas apresenta vantagens tais como:
simplicidade de construgdo e manuseio; prote¢éo do eletrodo contra o actimulo de
produtos poliméricos secundarios sobre sua superﬁéie (passivagédo), que
usualmente s&c observados durante oxidagéo eletroquimica direta de fenéis;
amplificagdo da resposta como uma conseqliéncia da redugdo de quinonas e/ou
radicais fenoxi ao composto fendlico inicial, além da faixa de potencia! de trabalho
dos eletrodos se enquadrar no intervalo de potenciais 6timo para medidas
eletroquimicas (Marko-Varga, 1995) (Figura 3.1).

H,0 0, ou H,0,

Tirosinase
E Lacase |

ox

. red
- Peroxidase

Eletrodo

E=0Vvs ECS
CF CF,,

L

Figura 3.2 - Mecanismo das reagdes nos eletrodos modificados pelas enzimas para a
determinagdo de compostos fendlicos. E.q & Ecx s80 as formas reduzida e oxidada,
respectivamente das enzimas; CF = composto fendlico.
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Os biossensores amperométricos para a determinacdo de compostos
fendlicos sdo construidos sobre a base de duas diferentes configuragbes
principais (Rossato e col., 2001): 1) eletrodos de material carbonéceo sélido com a
superficie modificada, onde a enzima & fisicamente adsorvida, covalentemente
imobilizada ou retida com o auxilio de uma membrana, e 2) eletrodos compdsitos
com o material do eletrodo modificado, onde as particulas de grafite sao
modificadas com enzimas, por procedimentos semelhantes ao do eletrodo de
grafite solido e, em seguida, misturada com oleos, resinas epoxi ou particulas de
Teflon®.

l11.1.2.1 - Biossensores a base de tirosinase

Tirosinases (polifencloxidase, EC 1.14.18.1.) sdo enzimas tetraméricas,
com uma massa molar na ordem de 120.000 uma. O sitio ativo desta enzima
consiste em dois atomos de cobre coordenados com histidinas, conforme é
mostrado esquematicamente na Figura 3.3. As enzimas firosinases estio
amplamente distribuidas na natureza (Bendall e Gregory, 1963; Sanchez-Ferrer e
col., 1995). A tirosinase obtida a partir de cogumelo € a utilizada na maioria dos
estudos com biossensores amperométricos (Rodriguez e Fiurkey, 1992).

His
His - ’ . (l) His
"oy oy
/ o | N
His .
His

Figura 3.3 — Modelo esquemético do sitio ativo da tirosinase.

A tirosinase exibe atividade hidroxilase (monofenolase) para monofenéis e
atividade oxidase (difenolase) para o-benzenodidis que s&o convertidos a o-
quinonas (Yaropolov e col., 1995; Sanchez-Ferrer e col., 1995) . A tirosinase
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promove a conversdao dos monofendis em duas etapas consecutivas, que
envolvem o oxigénio molecular, conforme é mostrado na Figura 3.4. Na primeira
etapa o monofenol € hidroxilado ac seu correspondente o-benzenodiol (a atividade
hidroxilase da enzima). Na segunda etapa, o o-benzenodiol & oxidado a sua
correspondente o-quinona (a atividade difenolase da enzima), enquanto que a
enzima & oxidada de volta a sua forma nativa pelo oxigénio molecular. O forte
poder oxidante do oxigénio torna a reagéo global irreversivel (Ortega e col., 1993).

OH ~
OH
tlrosmase
tirosinase
+12 O, eletrodo
reacbes -—— (;L
secundarias
O
O ™~

Figura 3.4 - Mecanismo de transferéncia de elétrons de um eletrodo modificado com
tirosinase para a determinagéo de monofendis e/ou o-benzenodidis.

O ciclo catalitico da tirosinase para o-benzenodidis, pode ser representado
-conforme esquematizado na Figura 3.5 (Duran, 2002).

Os esforgos para usar tirosinase como uma ferramenta analitica para a
.detefminag;éo de fendis e catecéis com transdugdo eletroquimica iniciaram em
1977 com o trabalho de Macholan e Schanel (1977). Desde ent3o, muitos
biossensores baseados em tirosinase tém sido elaborados para a determinagéo
de fenol envolvendo véarias formas de deteccéo eletroquimica: detecgdo do
consumo de oxigénio (Campanelia e col., 1992; Canofeni e col., 1994), redugéo

direta da o-quinona gerada (Cosnier e Innocent, 1992: Wang e col., 1992a/b;
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Cosnier e Innocent,1993; Wang e col., 1994a/b: Lutz e col., 1995; Onnerfjord e
col., 1995) e redugdo mediada da o-quinona (Kulys e Schmid, 1990).

2 b
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Figura 3.5 — Esquema do ciclo catalitico da tirosinase (Duran, 2002).

A redugéo eletroquimica dos intermediarios quinonas da reacao enzimatica
proporciona vantagens de ativag&o da enzima e da reciclagem eletroenzimatica de
catecol (um segundo substrato enzimatico e ativador da enzima), dandoc origem a
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uma amplificagdo do sinal, conforme mostra a Figura 3.4. Devido a estas
vantagens, este principio € o mais empregado nas analises com os biossensores
amperometricos para fenodis, tanto em solventes aquosos como orgénicos. Além
disso, a etapa de eletro-redugéo pode tornar-se mais eficiente sobre superficies
cataliticamente ativas, um fato que pode ser possivel se um mediador adequado
for incorporado sobre a superficie do eletrodo.

Wang e Chen (1995c) descreveram um biossensor microfabricado pela
tecnologia “screen-printed” a base de tirosinase. Este biossensor apresentou um
excelente desempenho na deteccdo de compostos fendlicos, com limite de
detecgao inferior a 1,0 x 107 mol L. Os autores reportam a aplicagao direta deste
sensor na analise de agua potave! e aguas superficiais. Svitel e Miertus (1998)
desenvolveram um biossensor de pasta de carbono modificada com tirosinase, a
sensibilidade (limite de detecgéo de 2,0 x 107 mol L™ para fenol) e a repetibilidade
(desvio padrao relativo de 4% para 12 replicatas), permitiram que este sensor
fosse empregado satisfatoriamente no monitoramento da bio-remedia¢do (em
escala de laboratdrio) de fenol em solos e aguas superficiais. Russell e Burton
(1999) desenvolveram um dispositivo portati baseado em um biossensor de
tirosinase, os autores descrevem que a bioatividade do sensor se manteve
inalterada em uma ampla faixa de pH (de 4 a 10) e temperatura (5 a 25 °C), e
também na presenca de diferentes espécies idnicas. O limite de deteccéo
apresentado por este biossensor foi de 5,0 x 107 mol L™ para fenol. Estas
propriedades permitiram que este dispositivo fosse empregado na analise de
varios efluentes com boa exatiddo e reprodutibilidade. Por meio da
eletropolimerizacao de tirosinase e pirrol, Cosnier e colaboradores (1999)
desenvolveram um biossensor a base de tirosinase, caracterizado por uma
excelente estabilidade (1 ano sem perda significativa na atividade
eletroenzimatica) e sensibilidade (limite de deteccao de 1,0 x 10® mol L™ para
fenol). Apesar de nao aplicar este biossensor em amostras de interesse ambiental,
0s autores estudaram a influéncia de uma série de interferentes e parametros
operacionais, concluindo que o biossensor a base de tirosinase desenvolvido

possuia boas caracteristicas para a andlise de efluentes.
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li.1.2.2 - Biossensores a base de lacase

As lacases sdo cuproproteinas do pequeno grupo de enzimas chamadas
~cuproproteinas azuis, cupro-oxidases azuis ou ainda apenas oxidases azuis. Os
outros membros deste grupo s&@o a ascorbato oxidase, a ceruloplasmina e a
fenoxazinona sintetase (Karhunen e col., 1990; Yaropolov e col., 1994; Thurston,
1994, Gianfreda e col., 1999). A molécula de lacase é uma glicoproteina dimérica
ou tetramérica, que usualmente contém quatro atomos de cobre por mondémero,
ligados a trés sitios redox, os quatro atomos de cobre diferem entre si por seus
estados de oxidagdo (tipo 1, 2 e 3) (Gianfreda e col., 1999), conforme mostra
esquematicamente a Figura 3.6. Este tipo de enzima encontra-se amplamente
distribuida na natureza, mais de 60 tipos de lacases foram isoladas a partir de
plantas, insetos, bactérias e fungos (Gianfreda e col., 1999). Embora os centros de
cobre sejam similares para todas as lacases de fungos, diferengas significantes
nas propriedades termodinamicas e cinéticas sdo observadas em fungdo do
microrganismo de origem (Gianfreda e col., 1999).
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Figura 3.6 - Representagio esquematica do sitio ativo da lacase (Duran, 2002).

As lacases sao fenol-oxidases, que catalisam a oxidagdo de varias
substéncias aromaticas (particularmente mono, di e polifendis) e inorganicas com
a conéomitante redugdo de oxigénio para agua. O ciclo catalitico das lacases
compreende trés principais passos: 1) redugéo do cobre tipo 1 pelo substrato
(analito); 2) transferéncia eletronica interna do cobre tipo 1 para os cobres tipos 2
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e 3; 3) redugéo de oxigénio molecular para agua por meio de sua interagdo com
os cobres de tipo 2 e 3 (Gianfreda e col, 1999), conforme mostra
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esquematicamente a Figura 3.7.
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Figura 3.7 - Esquema do ciclo catalitico da lacase (Gianfreda e col., 1999; Duran, 2002).

Apesar da lacase e da tirosinase serem cupro-proteinas que catalisam a
oxidagdo de compostos fendlicos, a suas especificidades e mecanismos sao
distintos. A tirosinase catalisa a hidroxilagdo de monofendis para catecéis, os
quais sado oxidados a o-quinonas. Esta enzima n&o apresenta atividade para a
oxidagdo de para e meta-benzenodidis e seus derivados substituidos. A lacase,
por outro lado, pode catalisar a oxidacao destes compostos, assim como, de orto-
benzenodidis e fenol. Entretanto, os produtos de reagdo formados durante a
atuacao da lacase ainda ndo sdo completamente conhecidos em detalhes
(Yaropolov e col., 1994; Thurston, 1994; Monteanu e col., 1998; Nistor e Emméus,
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1999).

Yaropolov e colaboradores (1995) demonstraram que a resposta
amperométrica para compostos fendlicos, utilizando biossensores a base de
lacase, é muito estavel, permitindo a utilizagao de analises em fluxo, com uma
freqliéncia superior a 40 amostras/hora, sem nenhuma queda na atividade da
lacase.

Bier e colaboradores (1996) utilizaram a capacidade da lacase de oxidar
varios substratos fendiicos, para determinar uma série de aminofendis e
catecolaminas. Wang e Lin (1997) demonstraram a utilidade de biossensores com
lacase na determinacéo de compostos fendlicos em meios orgéanicos, utilizando
analises em fluxo. Relia e colaboradores (1996), fazendo uso da alta termo-
estabilidade da lacase, desenvolveram um biossensor capaz de operar na faixa de
35-55 °C. Este sensor também pbde ser operado em uma ampla faixa de pH (4-8)
€ apresentou reprodutibilidade durante mais de 4 meses.

l1.1.2.3- Biossensores bienzimaticos

Como descrito anteriormente, lacase e tirosinase sao oxidases que contém
cobre e catalisam a redugéo de oxigénio molecular por diferentes doadores de
eiétrons, como por exemplo, compostos fendlicos. A oxidagao de fendis por essas
duas enzimas pode ser representada pelas equages 3.1 e 3.2:

tirosinase tirosinase

fenol + .0, ——— catecol+ %0, ———p o-quinona + H,0 eq. 3.1

i
0,m ou p-benzenodiol + % O, = o,m ou p-quinona + H,0 eq. 3.2

A especificidade de substrato e o mecanismo das duas enzimas séo
diferentes, mas suas a¢des em biossensores para a detecgdo de compostos
fendlicos sdo baseadas na detecgdo amperométrica do produto formado na
reacao enzimatica. Assim, a co-imobilizagdo de lacase e tirosinase sobre o
material de eletrodo pode permitir a detecgao de um nimero maior de compostos
fenélicos. Yaropolov e colaboradores (1995) desenvolveram um sistema de
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andiise em fluxo para determinar compostos fendlicos empregando-se
biossensores a base de lacase, tirosinase ou bienzimatico. Apesar da co-
imobilizacdo da lacase e tirosinase aumentar a gama de compostos fenélicos
detectaveis, o sensor bienzimatico apresentou uma menor sensibilidade para
estes compostos do que a esperada com base nas respostas das enzimas
independentes.

Cosnier e Popescu (1996), buscando aumentar a sensibilidade, para a
determmagao de fenol, dos biossensores a base de polifenoloxidase (PPO), co-
imobitizaram HRP e PPO sobre a superficie de um eletrodo e usaram o sensor
bienzimatico resultante na presencga de H;O.. A associag@o do sistema HRP-H,O,
ao PPO induz uma amplificagdo da sensibilidade e uma extensdo do intervalo
linear da curva de calibragdo. Os dois fenémenos produzindo este efeito foram a
maior eficiéncia do sistema HRP-H.O, em gerar o-quinona a partir de catecol,
devido a maior atividade especifica e menor massa molar da HRP comparado com
a PPO, e o aumento do conteGdo de oxi-tirosinase, com a presenca de perdxido
(Eickman e col., 1978), que € a unica forma de PPO ativa na orto-hidroxitagéo de
fenol e sua subsequente oxidagdo a o-quinona (Winkler e Solomon, 1985).

I.1.3 - CONSTRUGAO DOS BIOSSENSORES

111.1.3.1 — IMOBILIZAGAO DAS ENZIMAS

Uma etapa critica na construgido de um biossensor é a imobilizagdo do
componente bioldgico. O objetivo € conseguir um contato intimo entre a enzima e
o eletrodo, mantendo a bicatividade e a livre difusdo de substratos para a
superficie biocatalitica.

O tipo de ligacéo, o material de suporte, e 0 método de imobilizagio
possuem efeitos pronunciados sobre a constante de ligagdo do substrato,
velocidade méxima da reagdo, pH 6timo, sensibilidade frente 4 variagéo da forga
ibnica e outros parémetros operacionais do biossensor.
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| Nos ultimos anos, as fibras de carbono tém sido largamente estudadas em
processos eletroquimicos e eletroanaliticos, principalmente na construgio de
microeletrodos (De Carvalho e col., 1998). Uma importante vantagem apresentada
pelos eletrodos de fibras de carbono € presenca de grupos carboxilicos e
hidroxilicos em sua superficie, que permitem sua modificagéo e imobilizagdo de
muitas especies quimicas e biolégicas (Ju e col., 1996). Esta ultima caracteristica
pode ser empregada na construcdo de biossensores elefroquimicos, ja que a
imobilizagdo de biomoléculas na superficie dos eletrodos possui um papel
fundamental no desenvolvimento deste tipo de sensor (Kréger e col., 1999).

O emprego de microbiossensores apresenta grandes vantagens na
determinacao de, por exemplo, metabélitos e poluentes in vivo e in situ (Nistor e
Emnéus, 1999; Rossato e col, 2001). Entretanto, a imobilizagdo de
macrobiomoléculas, na sua forma estavel e com a manutengdo de suas
propriedades biolégicas de reconhecimento sobre micro-superficies condutoras
apresenta-se como um dos grandes desafios para a construgédo de biossensores
miniaturizados. Uma variedade de métodos para a imobilizagao sobre diferentes
tipos de eletrodos tem sido usada no desenvolvimento de biossensores para
compostos fendlicos, que incluem modificagéo da superficie de eletrodos sélidos
ou da composicdo do material do eletrodo (exemplo, da pasta de carbono)
(Rossato e col, 2001). Apesar dos bons resultados obtidos com estas
abordagens, pouca atengdoc tem sido dada aos métodos tradicionais de
imobilizag&o enzimatica. Os procedimentos de ligagéo cruzada, ligagdo covalente
e encapsulamento em géis ou membranas s&o os métodos de imobilizagéo de
 biomoléculas mais convencionais (Cosnier, 1999).

" lIL.1.3.2 - ELETRODOS IMPRESSOS

A tecnologia de “screen-printing’, também conhecida como “silk-screening”,
tem sido émpregada com grande sucesso na fabricagéo de eletrodos nesta Uitima
década. Esta tecnologia possibilita a produgéc em massa de eletrodos a um custo
extremamente baixo, sendo simples e muito apropriada para a producdo de
eletrodos descartaveis (Nascimento e Angnes, 1998).
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O Eletrodo Impresso (El ou SPE, do inglés “screen printed electrode”), é
simplesmente um filme depositado sobre um suporte inerte, geralmente de PVC
ou ceramica de alumina. Em geral, este filme & parcialmente coberto por uma
segunda camada de um material isolante para definir uma 4rea de contato elétrico
numa extremidade e na outra, uma area para ser a superficie do eletrodo.

Um dos principais aspectos dos SPE é a simplicidade de elaboragéo e a
possibilidade de total automagao na fabricagdo de um sistema completo contendo
os eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia, todos impressos no mesmo suporte.
Além disso, a modificagdo da superficie destes eletrodos pode ser facilmente
conduzida, uma vez que os inUmeros artificios utilizados para a modificagao dos
eletrodos de pasta de carbono também se adequam aos SPE (Nascimento e
Angnes, 1998).

Se, por um lado as infinitas possibilidades de modificagdo de eletrodos
solidos permitem visualizar o desenvolvimento dos mais variados sensores para
atender a crescente demanda, principaimente nas areas médicas, industriais e
ambientais (Hart e Wring, 1994), por outro lado, a regeneragéo da superficie ap6s
0 uso € o0 maior entrave para o desenvolvimento de eletrodos sélidos comerciais.
Tratamentos fisicos e quimico-eletroquimicos, capazes de regenerar eficazmente
a superficie, ndo s&c apropriados para sensores comerciais, uma vez que
dependem fortemente da ‘m&o do operador. Uma solugéo para este problema é o
desenvolvimento de eletrodos descartaveis, eliminando a necessidade de
regeneracéo de superficie. Para este fim, o desenvolvimento de membranas
descartaveis e eletrodos de pasta de carbono se apresentaram, nas Gltimas
décadas, como as alternativas mais empregadas. No entanto, algumas limitagdes
destas tecnologias, como a lixiviagdo de componentes da pasta de carbono
modificada, baixa estabilidade e a forma artesanal de produgéo dos eletrodos de
pasta de carbono e de membrana, desfavorecem o emprego destas tecnologias
em eletrodos comerciais (Hart e Wring, 1997; Sprules e col., 19986).

O processo de “screen-printing”, seus equipamentos, materiais e métodos
estdo muito bem estabelecidos para a produgdo em massa de componentes
eletrénicos como capacitores, resistores e condutores em circuitos impressos.
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Aplicagdes desta natureza atestam por si s6 a repetibilidade em espessura e
geometria, cuja resolugdo pode chegar a 10 um. Equipamentos modernos
automaticos e semi-automaticos s@o disponiveis no mercado, e estes
equipamentos podem ser empregados, com pequenas adaptacdes, na preparagio
de eletrodos impressos (Nascimento e Angnes, 1998).

As etapas basicas da confecggo de um SPE sao a preparagao ou sele¢do
da tinta, selecéo da tela, impresséo, secagem e cura. O processo & repetido para
camadas sucessivas. A secagem e cura sdo muitas vezes realizadas numa tnica
etapa em temperaturas que variam desde a temperatura ambiente até 1000°C.
Geralmente o material impresso réquer aquecimento para a polimerizagso da tinta
antes da camada estar pronta para a proxima etapa de impressio. Camadas
metalicas sédo também freqlientemente utilizadas para imprimir eletrodos de
referéncia e auxiliar conjuntamente com o eletrodo de trabalho para sistemas de
trés eletrodos (Nascimento e Angnes, 1998).

Para um material ser usado como substrato na confec¢do de eletrodos
voltamétricos necessita geraimente apresentar elevada inércia quimlca e inércia
eletroquimica, esta altima numa ampla faixa de potenciais: elevado sobrepotencial
para a produgéo de hidrogénio e oxigénio: baixa corrente residual; alta
condutividade elétrica e propiciar uma facil regeneracdo da superficie. Estas
caracteristicas tém levado o carbono a ser amplamente empregado como matéria
prima para a confecg&o de eletrodos (Brainina e Bond, 1995). Tintas condutoras e
isolantes comerciais, originalmente desenvolvidas para aplicagbes na elaboracao
de circuitos impressos na area da eletrbnica, também tém se mostradas
apropriadas para serem utilizadas como material base na confecgédo dos SPE. A
‘maioria dos trabalhos descritos na literatura usa essas fintas (Nascimento e
Angnes, 1998). Seus principais componentes s&o vidros ligantes (aglutinante),
‘como borossilicatos ou aluminossilicatos; solventes, tais como etifcelulose: e
aditivos. Tintas com elevada condutividade, usadas para a produgao de contatos
elétricos, contém pé de metais tais como Au, Pt Ag e Pd. As tintas somente a
base de carbono também estio disponiveis, pois sdo muito empregadas para
producao de resistores. Apés a impresséo da tinta no suporte, o filme & secado e
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usualmente curado a temperaturas que podem chegar a 1000°C. Por meio deste
processo forma-se um filme duro e aderente, com espessura de 10-20 um, com
propriedades mecanicas e elétribas desejadas (Alvarez-lcaza e Bilitewski, 1993).
O uso de suportes ceramicos € bastante adequado quando s3do necessarias
temperaturas aitas de cura. Mais recentemente, tintas que requerem temperaturas
de cura mais baixas tém sido desenvolvidas, usando-se polimeros ao invés de
vidros como aglutinante. A composicao exata e o processo de fabricagiio das
tintas comerciais fazem parte de patentes e nao sao inteiramente reveladas. Um
estudo comparativo entre quatro tintas comerciais a base de carbono, obtidas de
diferentes fabricantes, amplamente utilizadas na confecgdo de SPE, revelou
diferengas no comportamento eletroquimico dos eletrodos confeccionados com as
mesmas (Wang e col., 1998).

A elaboragéo de eletrodos modificados descartaveis &, sem dlvida, o
objetivo mais nobre do emprego da tecnologia de “screen-printing” na fabricagdo
de eletrodos. E mais, o formato planar e a facilidade de miniaturizacao destes
eletrodos s&o bastante apropriados para sua integragdo a pequenos
equipamentos portateis. O grande interesse na aplicagéo de microeletrodos em
quimica analitica est4 relacionado as suas propriedades tnicas, tais como: maior
eficiéncia no transporte de massa, menor tempo de resposta, reduzida queda
6hmica e melhor reiagéo sinalfruido em comparagio com eletrodos de tamanho
convencional. Estas propriedades derivam de suas dimensées e da predominancia
de difusdo radial em eletrodos de raic micrométrico ou submicrométrico
(Rojendran e Ananthi, 2001; Amatore e col., 2000; Wang, 2000).

1133 - SISTEMA DE ANALISE EM FLUXO EMPREGANDO-SE
BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS PARA O MONITORAMENTO
CONTINUO DE POLUENTES

A técnica de andlise de injegdo em fluxo acopiada com a detecgao por
biossensores eletroquimicos pode ser utilizada como a base para um sistema
ideal para monitorar os efeitos da poluicdo no meio ambiente, principalmente
devido a algumas caracteristicas intrinsecas dos biossensores, tais como sua
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base bioldgica, habilidade para operar em matrizes complexas, curto tempo de
- resposta e facilidade de miniaturizago (Dennison e col., 1995).
_ Biossensores a base de fenoloxidases (tirosinase e lacase) e peroxidases
tém demonstrado grande utilidade na determinagdo de fendis e seus derivados.
Entretanto, o uso deste tipo de sensor possui limitages quando empregado para
monitorar, continuamente, este tipo de contaminante em matrizes ambientais.
Uma destas limitagbes é a dependéncia que suas respostas analiticas possuem
em fungéo das condigbes da amostra, por exemplo, pH e forga idnica. Em relacéo
a influéncia do pH, usualmente os biossensores a base destas enzimas
apresentam uma boa sensibilidade para valores de pH entre 3 e 7, com uma forte
queda na intensidade do sinal analitico para valores de pH maiores que 7 (meios
basicos) (Wang e Chen, 1995b; Freire e col., 2001). Esta faixa de pH é bastante
uatil para algumas amostras de aguas naturais, mas ndo para uma série de
efluentes industriais, que algumas vezes possuem valores de pH entre 10 e 12
(Pelegrini e col., 2001).

A utilizagdo de membranas em quimica analitica tem sido reportada com
sucesso, esta técnica ja foi usada para coletar poluentes no ar e também para
determina-los em plasma sanguineo (Motomizy e Yodem, 1992; Norberg e col.,
1997; Li e col., 1998; Zhang e col., 1999). O transporte de componentes através
de uma membrana pode ser descrito pela difusao molecular de acordo com a lei
de Fick, ou em casos mais complexos pelo formalismo de Maxwell-Stefan (Zhang
e col., 1999). A lei de difus&o de Fick estabelece que J = D (¢ — ¢o/A); onde J é o
fluxo de soluto em mol s'm™; ¢, e c; sdo as concentracoes do soluto dentro e fora

da membrana; A é a espessura da membrana e D é o coeficiente de difusao.

1.1.4- JUSTIFICATIVA

A maioria das investigagdes com biossensores amperométricos foram
realizadas utilizando-se compostos sintéticos puros. A andlise de compostos
fendlicos em amostras de interesse ambiental ainda é incipiente, € vem sendo
favorecida & medida que o desenvolvimento dos biossensores oferece melhores
resultados quanto & sensibilidade e estabiiidade. Atualmente, a literatura mostra



Capitulo II! - Biossensores Amperométricos para a Determinagdo de Compostos Fendlicos introdugio 121

alguns exemplos do emprego bem sucedido deste tipo de biossensor em anaiise
de fendis em aguas de rio, analise de aguas superficiais e efluentes industriais.
Até o presente momento, os biossensores a base de tirosinase foram os
mais explorados como ferramenta analitica para a determinagdo de compostos
fendlicos. Apesar da excelente estabilidade da lacase, poucos trabalhos
empregaram esta enzima no desenvolvimento de biossensores amperométricos.
Esta caracteristica, aliada a atividade da lacase para uma ampla gama de
compostos, faz desta enzima uma excelente alternativa para o desenvolvimento
de sistemas analiticos para determinacéo de compostos fendlicos em matrizes
complexas. Uma outra particularidade importante da lacase é a sua maior
sensibilidade para compostos fenélicos clorados, que sao extremamente
importantes do ponto de vista ambiental devido as suas elevadas toxicidades.
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.2 -OBJETIVOS ESPECIFICOS

Visando fornecer novas ferramentas analiticas para avaliar a qualidade dos
processos de tratamento empregados, outro objetivo do presente trabalho foi o
desenvolvimento de biossensores amperomeétricos a base de lacase e tirosinase
Para monitorar a concentragéo de compostos fendlicos presentes no efluente
papeleiro.

A principal preocupagao durante o desenvolvimento destes bicssensores foi
quanto a sua aplicabilidade em amostras de interesse ambiental. Assim, mais do
que baixos limites de deteccso, buscou-se sensores e/ou sistemas robustos que
pudessem ser empregados diretamente na analise de matrizes complexas (com
condi¢des adversas de pH, forga idnica, presenca de interferentes, etc.).

A imobilizagao de biomoléculas na superficie dos eletrodos possui um papel
fundamental no desenvolvimento deste tipo de sensor, assim um dos objetivos
especificos deste trabalho foi estudar e otimizar o processo de imobilizagdo das
enzimas sobre diferentes eletrodos a base de materiais carbonaceos.

Outro objetivo foi explorar a versatilidade destes materiais para o
desenvolvimento de diferentes dispositivos amperomeétricos, tais como, sensores
remotos e/ou descartaveis a base de fibra de carbono, carbono vitreo e eletrodos
impressos (“screen-printed).

O objetivo final foi empregar estes biossensores no monitoramento de
compostos fenélicos, desenvolvendo metodologias para: 1) determinagdo da
concentragéo de fendis totais; 2) determinagdo e quantificacio simuitinea de
diferentes compostos fendlicos e 3) monitoramento continuo das espécies
fendlicas presentes no efluente papeleiro durante o processo de remediagdo do
mesmo.
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lil.3 - METODOLOGIA

lI.3.1 — REAGENTES E MATERIAIS

li1.3.1.1 - Compostos fenélicos
Catecol (Aldrich, EUA), fenol (Merck, Alemanha e Aidrich, EUA), p-

clorofenol (Aldrich, EUA), guaiacol (Aldrich, EUA), m-cloroguaiacol (Research
Chemical, EUA), p-cloroguaiacol (Aldrich, EUA), m-cresol (Merck, Alemanha), p-
cresol (Aldrich, EUA) e m-clorocresol (Merck, Alemanha). Todas as solucdes
foram preparadas utilizando-se agua deionizada (Millipore, EUA).

l1l.3.1.2 - Reagentes de imobilizagédo

1-ciclohexil-3-2-(morfolinoetil) carbodiimida meta-p-toluenosulfonato
(Aldrich, EUA), glutaraldeido (75% (miv), solugdo aquosa) (Aldrich, EUA) e
Albumina de soro bovino (BSA) (Sigma, EUA).

0.3.1.3 — Enzimas

Tirosinase (EC 1.14.18.1; 5200 U mg”, Sigma, EUA), Lacase (Coriolus
hirsutus, EC.1.10.3.2, 416 U mg™, SynectiQ Corp., EUA) e lacase obtida a partir
do fungo Trametes versicolor (Minussi e col., 2002)).

l11.3.1.3.1 - Atividade enzimatica

A atividade da tirosinase foi defina como a variagao de 0,001 unidade de
| absorgéo por minuto, no comprimento de onda 280 nm em uma mistura reacional
contendo catecol, com pH 6,5 e a temperatura de 25 °C (definigdo descrita pela
empresa Sigma, comercializadora da enzima).

A atividade de lacase foi determinada utilizando siringaldazina como
substrato enzimatico. A oxidag3o de siringaldazina (e4s0 = 65.000 mol™ L em™) foi
conduzida numa mistura de reacao contendo 0,6 mL de extrato enzimatico, 0,3 mL
de tampéo citrato-fosfato 0,05 mol L™ (pH 5,0) e 0,1 mL de siringaldazina 1,0 mmol
L. A reagéo teve inicio pela adigdo da siringaldazina e a velocidade de oxidagdo
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desta foi monitorada durante 5 minutos no comprimento de onda de 525 nm. Uma
unidade de atividade de lacase foi definida como a quantidade de enzima
- Necessaria para oxidar 1 umol de substrato por minuto e por litro (Szklarz e col.,
1989).

liL.3.1.4 — Amostras

Efluente papeleiro Kraft E1, coletado em uma inddstria na regido de
Campinas. Amostras de aguas superficiais foram coletadas no Rio Grande em Las
Cruces/NM/EUA. Todas as amostras foram utilizadas sem nenhuma etapa prévia
de filtragéo ou tratamento.

lll.3.2 - ELETRODOS

I1.3.2.1 — Eletrodos de fibra de carbono
Cerca de 20 fibras de carbono (PAN T-800, Toray Inc., Jap&o; Alfa Aesar,
'EUA) foram inseridas em um tubo de polietileno de aproximadamente 1 mm de
diametro interno, deixando aproximadamente 5 mm de fibras expostas e selando a
jung&@o por aquecimento. O contato elétrico foi feito com fio de cobre e pasta de
carbono condutora (Leit-C condutive carbon cement, Neubauer Chemikalien,
Suécia), sendo que a outra extremidade do tubo de polietileno foi selada com
resina epoxi (Araldite®, Brascola Ltda, Brasil), conforme é apresentado na Figura
3.8.
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Figura 3.8 - Diagrama esquemaético da preparagdo do microeletrodo: 1- fibras
de carbono; 2- jungiio da fibra de carbono com o fio condutor; 3- tubo de
polietileno, preenchidoc com pasta de carbono condutora; 4- resina epdxi; 5-
contato elétrico.
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M1.3.2.2 - Eletrodos Impressos (“screen printed electrodes”)

Os eletrodos tipo “screen printed” foram 'impressos Com uma impressora
semi-automatica, modelo TF100 (MPM, EUA). Trés diferentes tintas comerciais
(Acheson Electrodag 440B (49AB90), Acheson Colloids, Canada; Ercon Carbon
(449[1])), Ercon, EUA e DuPont Carbon Polymer Conductor (3610), DuPont
Electronics, EUA) foram usadas para imprimir os eletrodos. O processo de
impress&o consistiu em forgar a tinta a passar através de uma tela metalica (com
orificios no formato do eletrodo) para ser depositada sobre um suporte de
cerdmica de alumina plano e eletroquimicamente inerte. Apés este processo, a
tinta de carbono sobre o suporte foi seca por 90 minutos a 160°C. Assim, o
eletrodo constitui-se de uma superficie condutora feita de uma linha de tinta de
carbono. Uma combinagéo do uso sucessivo de diferentes telas, tintas e isolantes
permitiu a impresséo do contato de prata e a definicdo da area do eletrodo (com
dimensédo de 0,30 x 2,50 mm), conforme procedimento descrito por Wang e
colaboradores (1998). Na Figura 3.9 é mostrado um desenho esquematico do
eletrodo impresso desenvolvido.

Figura 3.9 - Desenho esquematico do eletrodo impresso: contato elétrico (A), suporte de
ceramica de alumina (B), isolante elétrico (C) e eletrodo de trabalho (D).
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l1.3.2.3 - Eletrodos de carbono vitreo

No sistema de analise em fluxo para o monitoramento continuo de
compostos fendlicos utilizou-se um eletrodo de carbono vitreo comercial
(referéncia 6.1204.110, Metrohm, Suica).

I1.3.3 ~MEDIDAS ELETROQUIMICAS

O sistema utilizado nas medidas eletroquimicas era constituido de uma
célula eletroquimica de trés eletrodos: eletrodo de Ag/AgCl como eletrodo de
referéncia; fio de platina como contra-eletrodo e os biossensores desenvolvidos
como eletrodos de trabalho.

Os experimentos foram realizados utilizando-se: 1) um potenciostato
PGSTAT 20 — AUTOLAB (Ecochemie, Holanda), acoplado a um microcomputador
para a aquisi¢gdo dos dados e gerenciamento do potenciostato; 2) um analisador
voltamétrico Bioanalytical System (BAS, EUA), modelo CV-27, conectado com um
- registrador BAS X-Y-t (BAS, EUA), ou 3) um detector amperométrico
Amperometric Biosensor Detector (Universal Sensors Inc., EUA), modelo 3001
ABD, conectado com um registrador X-Y-t ECB (ECB, Brasil), modelo RB 101

Os experimentos amperométricos efou cronoamperomeétricos foram
conduzidos aplicando-se um potencial fixo € monitorando-se a corrente de difusao
resultante. Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente e,
salvo quando explicitamente mencionado, as medidas foram realizadas em
tampao fosfato 0,1 mol L™ a pH 5,0.

li.3.4 — DISPOSITIVO PARA MONITORAMENTO REMOTO
O dispositivo para monitoramento remoto era constituido basicamente de
trés eletrodos fixados em um tubo de PVC (diametro interno de 25 mm) e
conectados, através de um conector de trés pinos hermeticamente selado (Newark
 Eietronics, EUA) a um cabo blindado de 20 metros. Dois conectores (fixados com
resina epoxi no tubo de PVC) servem para suportar o eletrodo de trabalho e o
| eletrodo de referéncia (Ag/AgCi, modelo RE-4 BAS), permitindo uma
manutencao/troca rapida e facil. O contra eletrodo (fio de platina) foi
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permanentemente fixado no suporte empregando-se resina epoxi. Como eletrodo
de trabalho utilizou-se biossensores a base de lacase e/ou tirosinase imobilizadas
sobre eletrodos de fibra de carbono. Um diagrama esquematico do biossensor
remoto € mostrado na Figura 3.10. O dispositivo para monitoramento remoto foi
imerso completamente nas solugdes das amostras, contidas em um béquer de
300 mL e locaiizadas a 20 metros do potenciostato.

Figura 3.10 - Diagrama esquematico do dispositivo para monitoramento remoto.
Potenciostato (A), cabo blindado de 20 metros (B), tubo de PVC com resina epdbxi
(C), conector de trés pinos hermeticamente selado (D), eletrodo de trabalho (E),
contra eletrodo (F) e eletrodo de referéncia (G).

ill.3.5 — IMOBILIZAGAO DAS ENZIMAS NA SUPERFICIE DOS ELETRODOS
Antes da imobilizagdo das enzimas, os eletrodos foram pré-tratados
eletroquimicamente aplicando-se um potencial de +2,00 V durante 5 minutos,
utilizando-se como solugiio eletrolitica o tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 7,2.
Inicialmente, estudou-se a imobilizagéo da lacase sobre a superficie dos
eletrodos de fibra de carbono por meio dos métodos de:
1) Adsorgéo fisica — os eletrodos foram mergulhados em uma solugédo contendo a
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enzima de interesse, a temperatura ambiente por 30 minutos.

2) Ligag&o cruzada — solugdes aquosas de glutaraldeido (concentragao final 10%
vlv) foram adicionadas & solugéo de lacase. Sendo ent&o, os eletrodos de fibra
de carbono mergulhados nesta mistura por 30 minutos.

3) Ligagéo covalente — deixou-se os eletrodos reagirem, durante 2 horas em
agitacéo continua, com 15,0 mg de carbodiimida dissolvidas em 500 pL de
tampéao acetato 0,05 mol L™ pH 4,8. Apoés esta etapa os eletrodos foram
mergulhados em solugdes de lacase por 30 minutos.

4) Carbodiimida/giutaraldeido — os eletrodos foram mergulhados em solugdes
aquosas de glutaraideido + lacase, imediatamente apés a modificagcdo com
carbodiimida. Diferentes concentragdes de glutaraldeido foram avaliadas.

Conforme os resultados que serio apresentados no item {11.4.1, o melhor
processo  de  imobilizagdo foi obtido por meio do metodo
carbodiimida/glutaraldeido, passando a ser este, o tnico processo aplicado para a
imobilizag&o de lacase e tirosinase sobre as superficies dos eletrodos tipo “screen
printed”, fibra de carbono e carbono vitreo. Diferentes concentragbes de
carbodiimida, glutaraldeido, albumina bovina foram avalfiadas para ofimizar este
metodo de imobilizagdo. Os melhores resultados foram obtidos empregando-se
uma solugéo com a seguinte constituigao: 10 mg mL™" de glutaraideido, 6 mg mL""
de albumina bovina, 300 U mL™ de lacase e/ou 1.040 U mL"' de tirosinase.

11.3.6 — TRATAMENTO QUIMIOMETRICO PARA ANALISE SIMULTANEA DE
DIFERENTES COMPOSTOS FENOLICOS

I1.3.6.1 - CONJUNTO DE DADOS

_ As amostras utilizadas na determinagao simultanea de misturas binarias de
compostos - fendlicos (catecolffenol; fenoi/clorofenal; cresol/clorocresol e
fenolicresol) eram sintéticas e resultante de um planejamento conforme é
mostrado na Tabela 3.1. O conjunto das amostras foi preparado na faixa de
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concentragéo de 1,0 x 10° mol L' a 10,0 x 10® mol L', em um total de 49
amostras para cada mistura binaria.

O conjunto de dados foi dividido em 2 subconjuntos, um para calibragéo e
outro para a validagéo do modelo, com 35 e 14 amostras, respectivamente. A
selegdo das amostras para os subconjuntos (calibragso e validagéo) foi feita por
meio da andlise das componentes principais (PCA), de modo a garantir uma
homogeneidade de ambos os subconjuntos,

Tabela 3.1 — Planejamento das misturas binarias. C = composto fendlico 1; F = composto
fenélico 2. Os sub-indices indicam a concentragéio, 1 = 1,0 x 10% 2 = 2,0 x 10%
sucessivamente até 10 = 10,0 x 10 mol L™,

CoFg CaFo CaFo CsFo CeFg CsFo CioFo
CoF2 CaF2 CaF2 CsF2 CeF2 CsF2 C1oF2
CoF4 CaoF, C4Fs CsF4 CsFs4 CeFs4 CioF4
CoFs CoFs C4Fs CsFs CeFs CsFs CigFs
CoFs CaFs CaFs CsFs CsFs CsFs CioFs
CoFs CoFs CaFs CsFg CeFs CsFs CioFs
CoF 10 CaF10 CaF10 CsF10 CsF10 CsF1o CioF 10

11.3.6.2 - METODO DE TRATAMENTO DOS DADOS

Os célculos de PCA e PLS foram realizados empregando-se o programa
computacional Piruette. Na analise pelo método dos minimos quadrados parciais
(PLS), um modelo de regressdo € construido entre o conjunto de varidveis
independentes (X, onde cada linha contém as varidveis medidas para cada
amostra) e a resposta (c). Antes da regresséo, o conjunto X é decomposto em
‘scores” e vetores de pesos (w, por exemplo, Xw = t), onde w é escolhido do
modo que t, possua a maxima covariancia com ¢ (Geladi e Kowalski, 1986; Beebe
e col., 1998).

No presente trabalho, foi construido somente um modelo para a previséo
dos dois componentes (PLS1), utilizando-se 2 componentes principais (variaveis
latentes) e centrando-se os dados na média. Os modelos foram construidos




Capituto It - Biossensores Amperométricos para a Determinag#o de Compostos Fendlicos Metodologia 132

baseados no- conjunto de treinamento, sendo as previsdes realizadas com o
conjunto d'e validacgao.

- A eficiéncia dos modelos na previsdo das concentragbes da amostra foi
avaliada pelo procedimento validagéo cruzada, buscando-se o menor erro padrao
de previs&o (SEP), definido na equagio 3.3 como:

eq.3.3

onde ¢ € o valor experimental, ¢ & o valor previsto e n é o nimero de amostras
usadas no modelo.

111.3.7 - SISTEMA DE INJEGCAO EM FLUXO

Na Figura 3.11 € mostrado um diagrama esquematico do sistema analitico
para monitoramento continuo de compostos fendlicos. Tal sistema pode ser
disposto na configuragéo para analise por injegdo em fluxo (i) ou para anélise em
fluxo continuo (ii). Na Figura 3.11 também é apresentado um diagrama
esquematico da célula amostradora (sistema de didlise com membrana) (iii) e da
celula eletroquimica (iv).

O suporte para a membrana constituiu-se de dois blocos de acrilicos com
sulcos idénticos (com dimensdes de 100 X 3 X 0,25 mm), que formavam um canal
com 150 ulL de volume. A membrana de celulose {(com corte de massa molar de
12.000 uma, Sigma) foi imersa em agua deionizada durante 10 minutos, antes que
fosse colocada entre os dois blocos de acrilico. A célula eletroquimica deste
dispositivo era dotada de um biossensor a base de carbono vitreo e um sistema
de fluxo do_ tipo “walt jet”.
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Figura 3.11 - Diagrama esquemdtico do sistema analitico. Configuragio para analise
por injecdo em fluxo (i), configuragéo para analise em fluxo continuo (i), onde A =
amostra, B = bomba peristaltica, C = célula de permeagao, D = célula eletroquimica de
deteccdo, E = potenciostato, F = registrador, G = injetor, ¢ = carregador, d = descarte e t
= solugdo tampao . Célula amostradora (sistema de dilise com membrana) (iii), onde
EA = entrada da amostra, SA = saida da amostra, M = membrana, ET = entrada da
solugao tampao, ST = saida da solugéio tampao. Célula eletroquimica (iv), onde ET =
eletrodo de trabalho (biossensor), CE = contra-eletrodo, ER = eletrodo de referéncia, e =
entrada da célula eletroquimica e s = saida da célula eletroquimica.
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lIl.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

.41 - IMOBILIZAGAO DE LACASE SOBRE ELETRODOS DE FIBRA DE
CARBONO

O principal objetivo desta etapa do trabalho foi investigar o efeito de
diferentes métodos de imobilizagdo da lacase sobre a superficie de eietrodos a
base de materiais carbonaceos, tais como eletrodos de fibra de carbono.

A imobilizagdo da lacase, obtida a partir de um extrato do fungo Trametes
versicolor, sobre as fibras de carbono foi realizada por quatro diferentes
processos: adsorcao fisica, ligagdo covalente com carbodiimida, ligagéo cruzada
com glutaraldeido e ligagdo covalente com carbodiimida/glutaraldeido.

Na Tabela 3.2 é apresentada a sensibilidade dos biossensores na
determinagéo de catecol, obtida para cada processo de imobilizagdo da lacase.

Tabela 3.2 - Respostas dos biossensores a base de lacase na determinacgéo de catecol
(potencial aplicado:-100 mV vs. ECS, tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 5,0; CV: coeficiente
de variagio).

Sensibilidade | Coeficiente de
Método de imobilizagéo (MA/ umol L) | correlaggo () CV (%)
Eletrodo nao modificado 0,36 £0,07 0,927 18,9
Adsorgio fisica 0,60 + 0,05 0,989 10,2
Ligacédo cruzada com glutaraldeido 10% | 2,05+ 0,09 0,995 51
Ligacéo covalente com carbodiimida 3,69+0,17 0,996 47
Carbodiimida + glutaraideido 1,5% 6,49 + 0,15 0,998 2,8
Carbodiimida + glutaraldeido 2,5% 8,12+0,23 0,998 2,6
Carbodiimida + glutaraldeido 5% 14,32 £ 0,27 0,999 1,8
Cafbodiimida + glutaraldeido 10% 16,07 £ 0,27 0,999 1.7 |
Carbodiimida + glutaraldeido 15% 1,13 £ 0,05 0,98¢ 56
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Estes resultados mostram que o método de imobilizagdo enzimatica via
adsorgéo fisica resulta num biossensor com baixa sensibilidade, enquanto que os
métodos com glutaraldeido e carbodiimida apresentam biossensores com
melhores sensibilidades.

A carbodiimida é capaz de promover uma forte ligagéo entre a enzima e o
eletrodo, conforme & mostrado esquematicamente a Figura 3.12, entretanto esta
fixag&o & feita por meio de grupos carboxilicos, sendo que o centro ativo da lacase
pode conter este tipo de grupo. Desta forma, a imobilizagao por meio da
carbodiimida pode levar a uma reducgéc na atividade enzimatica.

R 'l?' R

o 1'\1 o NH 0 LH
e + Lll} + H — 7 g—o—c + HN—E — J—C—NH~—E , ¢=0 ,H'

“oH ) +|[in IlIH

k . L

Figura 3.12 — Esquema da reagéo via carbodiimida usada para a formagéao de
ligacao covalente entre a enzima e o suporte (Chibata, 1978).

Por outro lado, o glutaraldeido promove uma boa reticulagdo enzimatica
aumentando a quantidade de enzima por &rea (Figura 3.13), mas néo é muito
efetivo na fixagéo das enzimas reticuladas sobre a superficie do eletrodo.

-CH=N-Enz-N=CH(CH,),CH=N-Enz-N=CH-

I
. CH
|
OHC(CH,)CHO + H,N-Enz-NH, —» ((?Hz,)3
| CH
1
!\l
-CH=N-Enz-N=CH(CH,),CH=N-Enz-N=CH-

Figura 3.1 3- Ligac&o cruzada envolvendo a reagéo entre glutaraldeido e os grupos
amina residuais livres da enzima (Woodward, 1985).
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O- melhor procedimento para a imobilizagao de lacase sobre as fibras de
carbono foi obtido utilizando-se carbodiimida e glutaraldeido simultaneamente,
devido ao efeito sinérgico entre estas duas metodologias, alicu-se a boa fixagdo
apresentada pelo método com carbodiimida com a boa reticulagdo obtida pelo
metodo com glutaraldeido, resultando em um biossensor com alta sensibilidade e
estabilidade.

Na Figura 3.14 é mostrada a sensibilidade do biossensor em fungéo do
aumento da porcentagem de glutaraldeido % (v/v). Para solugbes com
porcentagens de glutaraldeido acima de 10% foi observada uma diminui¢éo na
atividade enzimatica, provavelmente devido a um alto grau de reticulagdo
enzimatica, promovida pelo glutaraldeido, o que dificultaria o acesso do substrato
ao centro ativo da enzima.
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Figura 3.14 - Sensibilidade do biossensor a base de lacase em fungdo da porcentagem
de glutaraldeido utilizada no processo de imobilizacéo.

Na Figura 3.15 é apresentado o efeito do pH na resposta deste biossensor.
Para solugbes com pH acima de 6,5 a sensibilidade do biossensor decresce
rapidamente, sendo que um maximo de resposta & obtido em pH ao redor de 5,0.
Esta faixa 6tima de pH & similar a observada para lacases soltveis e purificadas,
indicando que o processo de imobilizagio n&o afeta a carga da enzima.
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O potencial aplicado durante a medida eletroquimica também exerce um
forte efeito sobre a resposta do biossensor, conforme mostra a Figura 3.16.
Apesar da resposta do biossensor aumentar em potenciais mais negativos, fixou-
sé o valor de -100 mV, devido a este potencial apresentar uma boa razio
sinal/ruido e estar menos sujeito a interferéncias de compostos nédo fendlicos,
principalmente em matrizes complexas.

350
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Figura 3.15 -~ Efeito do pH na resposta do biossensor a base de lacase. Solugéo de
catecol 100 umol L™, potencial aplicado: -100 mV vs. ECS.
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Figura 3.16 — Efeito do potencial aplicado na resposta do biossensor a base de lacase.
Solugao de catecol 100 umol L™ em tampao fosfato pH 5,0.

A curva analitica, obtida para catecol, usando o biossensor a base de
lacase desenvolvido com o método carbodiimida/glutaraldeido, mostrou uma faixa
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linear de resposta entre 1 e 90 umol L™, conforme é mostrado na Figura 3.17. A
equagéo de ajuste desta curva é dada por i(nA) = 0,3 (x0,1) + 16,1 (x0,2)
(nA/umol L) [catecol], com um coeficiente de correlagéo de 0,9998 para n = 25,
Deste modo, o biossensor desenvolvido apresentou uma excelente faixa
operacional e étima sensibilidade.

A constante aparente de Michaelis-Menten deste biossensor foi estimada
em 0,61 mmol L™ (catecol como substrato); para lacase livre em solug&o o valor
encontrado foi de 3,9 mmol L. éste resultado mostra que o procedimento de
imobilizag&o promoveu um aumento significativo na afinidade da lacase.

1600 .
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Figura 3.17 — Resposta do biossensor de lacase em fungio da concentragdo de catecol,
(potencial aplicado: -0,1V vs. ECS, eletrélito suporte: tamp&o fosfato 0,1 mol L™ pH 5,0).

l.4.2 — BIOSSENSOR A BASE DE LACASE/SPE PARA A DETERMINAGAO
AMPEROMETRICA DE COMPOSTOS FENOLICOS

Os eletrodos do tipo “screen-printed” foram escolhidos como um dos
eletrodos base para a confecgdo dos biossensores descartaveis para a
determinagdo de compostos fenélicos, devido a facilidade de produg&o em massa,
elevada reprodutibilidade, baixo custo e robustez apresentados pela técnica de
“screen-printing”.

Eletrodos do tipo “screen-printed” com diferentes janelas de potencial,
sensibilidade e correntes residuais podem ser obtidos a partir das diferentes tintas
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comerciais a base de carbono, largamente empregadas na fabricagéo deste tipo
de eletrodo (Wang e col, 1998). Essas diferengas no comportamento
eletroquimico s&o atribuidas a composicdo das tintas que, por motivos comerciais
(patentes), néo sdo de todo conhecidas. Deste modo, a escolha da tinta influi
diretamente na aplicagao eletroanalitica que se objetiva, assim como no
desempenho deste tipo de eletrodo. Neste trabalho, trés diferentes tipos de tintas
comerciais, a base de carbono, foram avaliados. Na Figura 3.18 é apresentada a
resposta dos biossensores, a base de lacase, fabricados com as tintas comerciais
Ercon (A), DuPont (B) e Acherson (C).

A B C

[100 nA [100nA [15nA

Corrente

Tempo

- Figura 3.18 — Efeito do tipo da tinta de carbono sobre a resposta do biossensor de
lacase. Respostas obtidas com as tintas Ercon (A), DuPont (B) e Acherson (C),
empregando-se uma solugdo de guaiacol 50 x 10° mo! L' (corrente residual,
representada pela linha pontithada). Potencial de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCI; em
tampao fosfato 10 mmol L (pH 5,0).

Os sensores desenvolvidos com a tinta Ercon n3o apresentaram nenhum
grau de imobilizagcdo da lacase sobre sua superficie, j4 que nio se observou
nenhum sinal eletroquimico, quando empregou-se estes sensores na
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determinac&o de 5,0 x 10° mol L de guaiacol. Em relagdo aos sensores
fabricados com a tinta DuPont observou-se uma resposta significativa para a
mesma solugdo teste. Contudo, estes eletrodos também apresentaram uma alta
corrente residual, baixa reprodutibilidade e pouca estabilidade. O melhor substrato
para a imobilizagédo da lacase foi obtido utilizando-se a tinta Acherson, os
eletrodos confeccionados com esta tinta apresentaram a melhor razio sinal/ruido,
além de uma maior estabilidade. Aésim, os resultados que serdo apresentados
neste trabalho foram obtidos utilizando-se eletrodos fabricados com a tinta
Acherson. |

A produgdo em massa de micro-sensores, com elevado grau de
reprodutibilidade € apenas uma das vantagens apresentadas pela técnica de
“screen-printing”. Uma outra caracteristica bastante favoravel desta técnica é a
possibilidade de modificacao da superficie dos eletrodos pois, neste requisito, os
eletrodos do tipo “screen-printed” se assemelham aos eletrodos confeccionados
com pasta de carbono ou outros materiais carbonéceos. Assim, em principio,
todas as técnicas e artificios utilizados para a modificagdo dos eletrodos a base de
carbono se adequam aos SPE. Deste modo, a imobilizagdo da lacase sobre a
superficie dos eletrodos tipo “screen-printed” foi realizada por meio dos métodos
classicos de imobilizag¢do: liga¢do covalente e ligagao cruzada. Conforme descrito
anteriormente, um dos melhores procedimentos de imobilizagéo da enzima lacase
sobre materiais carbonaceos foi obtido utilizando-se carbodiimida e glutaratdeido
simultaneamente. Assim, nesta etapa do trabalho buscou-se utilizar este mesmo
procedimento de imobilizacdo. Entretanto, diferentemente do trabalho anterior,
onde se empregou um extrato bruto de lacase, no presente estudo foi utilizada
uma solugdo comercial de lacase com alto grau de pureza, o que requereu o
emprego de albumina bovina como aditivo para controlar o grau de reticulagéo
durante o processo de imobilizagdo. Durante a otimizagdo da imobilizagdo da
lacase sobre a superficie dos SPE, foram avaliadas diferentes concentractes de
albuhina bovina, glutaraldeido, carbodiimida e de lacase. Na Figura 3.19 é
mostrada a respoéta para uma solugdo de guaiacol 5,0 x 10 mol L™ variando-se
estes parAmetros durante a confecgao dos biossensores/SPE.
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Figura 3.19 - Efeito da concentragdo de albumina bovina (A), giutaraldeido (B),
carbodiimida {C) e de Iacase (D) na resposta do biossensor frente a uma solugdo de

guaiacol 5,0 x 10° mol L". Potencial de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCI; em tamp&o
fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).

A melhor condic&o para a imobilizag@o da lacase sobre a superficie dos
eletrodos tipo “screen-printed” foi obtida utilizando as seguintes concentracdes:
albumina bovina 6 mg mL"!, glutaraldeido 10 mg mL™, carbodiimida 50 mg mL™" e
lacase 300 U mL™".

Apdés a ofimizacdo da imobilizagdo da lacase, o comportamento deste
biossensor frente a diferentes compostos fendlicos foi avaliado. Na Figura 3.20 é
apresentada a resposta para fenol (A), clorofenol (B), p-cresol (C), guaiacol (D) e
p-cloroguaiacol (E).

A ordem de sensibilidade, para estes compostos fendlicos, apresentada
pelo biossensor foi: p-cloroguaicol > guaiacol > p-cresol > p-ciorofenol > fenol, com
destaque para a sensibilidade apresentada para os compostos p-cloroguaiacol e
guaiacol, conforme € mostrado na Figura 3.21. As curvas analiticas obtidas para
estes compostos mostraram uma boa resposta linear na faixa de concentragéo
entre 1,0 x 10° mol L™ e 10,0 x 10® mol L' (Figura 3.210) e 1,0 x 10" mol L™ e
10,0 x 107 mol L™ (Figura 3.21c), ajustadas pelas equagdes: i(nA) = 18,62 + 0,62
(nA/umol L") [cloroguaiacol], r* = 0,9998 e i(nA) = 12,75 + 0,41 (nA/jumol L")
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[guaiacol], r* = 0,9989; i(nA) = 6,58 + 0,24 (nA/umol L") [cloroguaiacol], 2 =
0,9989 e i(nA) = 4,74 + 0,18 (nAlpmol L) {guaiacot], © = 0,9998.
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Figura 3.20 - Resposta do biossensor/SPE para aumentos sucessivos de 10,0 x
10* mol L™ na concentraggo de fenol (A), p-clorofeno! (B); p-cresol (C); guaiacol (D)
e p-cloroguaiacol (E). Potencial de trabaiho: -0,10 V vs Ag/AgCl; em tampao fosfato
10 mmol L (pH 5,0).

Limites de detecgéo ao redor de 5,0 x 10 mot L™ para guaiacol ¢ 3,0 x10¢
mol L™ para cloroguaiacol foram estimados baseados na boa razéo sinal/ruido e
na baixa corrente residual. Esta Gltima é atribuida, dentre outros fatores, ao baixo

- potencial de trabalho (-0,10 V) empregado.
Este novo tipo de biossensor a base de lacase apresentou uma excelente
- faixa operacional e sensibilidade, além de uma boa estabilidade, como mostrado
na Figura 3.22. Esta boa estabilidade permitiu a realizacdo de analises por mais
de trés meses (com uma media de 500 determinagdes). A repetibilidade também
foi excelente, com um desvio padrao relativo de 3,4% para 12 replicatas (dados

nao mostrados).
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Figura 3.21 - Resposta amperométrica (@) do biossensor/SPE para aumentos
sucessivos de 1,0 x 10° mol L™ na concentragao de p-cloroguaiacol (A) e guaiacol (B).
Os graficos de calibragdo para esta faixa de concentragéo (b), assim como para

incrementos de 1,0 x 107 mol L™ (c) também s&o apresentados. Potencial de trabalho:
-0,10 V vs Ag/AgCl; em tampéo fosfato 10 mmol L (pH 5,0).

Na Figura 3.23 é mostrada a resposta do biossensor para diferentes tipos de
amostras, tais como tampéao fosfato (A}, agua potavel (B), agua nio tratada do Rio
~ Grande/EUA (C) e agua de chuva (D) contendo aumentos sucessivos na
cohcentr‘agéo de guaiacol. Uma boa resposta, em todas as amostras, foi
observada para mudangas de 1,0 x 10® mol L na concentracao desta espécie
(a-f). Os cronoamperogramas correspondentes a corrente residual (linhas
pontilhadas) indicam uma pequena contribuigéo relativa as espécies eletroativas
presentes na matriz, mostrando que este sensor pode ser empregado com

sucesso na determinagdo de compostos fendlicos em amostras de interesse
ambiental.
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Figura 3.22 - Teste de estabilidade, realizado com solugio de guaiacol 5,0 x 10° mol L.
Potencial de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCl; em tampéao fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).

Os resultados obtidos com o biossensor a base de lacase/SPE foram muito
mais sensiveis que os obtidos por Wang e Chen (1995a) com um dispositivo
semelhante a base de tirosinase. Comparando-se os resultados obtidos com um
biossensor de grafite pirolitico com lacase imobilizada, desenvolvido por Marko-
Varga e colaboradores (1995) para a analise de compostos fenélicos (tais como o
guaiacol), constata-se, mais uma vez, uma grande superioridade na estabilidade e
sensibilidade do biossensor a base de lacase/SPE. _

A grande vantagem apresentada por este biossensor & a possibilidade da
confeccdo de dispositivos descartaveis, para controle ambiental, em larga escala
com boa reprodutibiiidade e baixo custo, o que confere uma perspectiva mais
plausivel para ¢ desenvolvimento de sistemas comerciais.
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Corrente

Figura 3.23 - Resposta cronoamperométrica para solugbes de tampéo fosfato pH 5,0 (A);
agua potavel (B); agua do Rio Grande (C) e agua de chuva (D), apds sucessivos
incrementos de 1,0 x 10° mol L na concentracio de guaiacol (a partir de a até f).
Potencial de trabalho: 0,10 V vs Ag/AgCli, usando o pH e for¢a ibnica original de cada
solugao.

1.4.3 — DISPOSITIVO PARA MONITORAMENTO REMOTO DE COMPOSTOS
FENOLICOS

Dispositivos portateis capazes de quantificar compostos fendlicos podem
ajudar a determinar o melhor processo de tratamento, levando a um aumento na
qualidade das atividades de remediagao. Descreve-se aqui, o desenvolvimento de
um dispositivo remoto para a determinagéo de compostos fendlicos presentes no
efluente papeleiro.

Eletrodos de fibra de carbono com lacase e/ou tirosinase imobilizadas foram
utilizados como base para o dispositivo de monitoramento remoto. Tal como
discutido antericrmente, estas enzimas podem catalisar a oxidacdo de compostos
fendlicos, produzindo quinonas. A deteccdo das quinonas, produtos
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eletroguimicamente ativos, em baixos potenciais, permite a medida de substratos
fenélicos em niveis de concentragéo inferiores a 10® mol L. Na Figura 3.24 ¢
mostrada a resposta cronoamperomeétrica do biossensor remoto a base de lacase
para os compostos p-cloroguaiacol (A) e guaiacol (B) frente a sucessivos
incrementos (1,0 x 10  molll) na concentragdo destas espécies. Pode-se
observar que este sensor responde satisfatoriamente a mudangas de micromoles
na concentragéo destes compostos fendlicos, cuja determinagéo possui grande
interesse do ponto de vista ambiental, principalmente em efluentes da industria
papeleira.
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Figura 3.24 — Resposta cronoamperométrica do biossensor remoto a base de lacase para
sucessivos aumentos na concentragdo de p-cloroguaiacol (A) e guaiacol (B). Incrementos
de 1,0 x 10° mol L™ (a-j), com a corrente residual representada por linhas pontithadas.
Grafico de calibragao resultante, mostrado a direita. Potencial de trabalho: -0,10 V vs
Ag/AgCl; em tampao fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).

As curvas analiticas obtidas usando-se o biossensor remoto a base de
lacase mostraram uma boa faixa linear entre 10 e 250 nmol L' para p-
cloroguaiacol, -0,10 V vs Ag/AgCl em tampéo fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0). Estas
curvas puderam ser ajustadas pelas equagdes: i(nA) = 27,12 + 0,97 nA (umol L)
[p-cloroguaiacol] com r* = 0,9988 para n = 10 e i(nA) = 15,75 + 0,65 nA (umol L")
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[guaiacol] com r? = 0,9985, para n = 10. Este biossensor mostrou uma resposta
linear para ambos guaiacéis até a concentragdo de 85 umol L. Assim, o
biossensor remoto a base de lacase mostrou uma ampla faixa de trabalho (entre
10 nmol L™ e 85 umol L' para p-cloroguaiacol), sendo esta uma caracteristica
importante para este tipo de sensor.

Conforme é mostrado na Figura 3.25, limites de detecgdo ao redor de 8,5 x
10"° mol L™ para p-cloroguaiacol (e de 21,5 x 10°° mol L™ para guaiacol, dados nao
mostrados), podem ser estimados baseando-se na razio sinalfruido e na baixa
corrente residual apresentadas pelo biossensor a base de lacase imobilizada
sobre fibras de carbono. Mais uma vez, a pequena corrente residual é atribuida ao
baixo potencial de operagdo. Aparentemente nenhum ruido & adicionado ao
sistema devido as conexdes do cabo, apesar da longa distancia
solugao/instrumento e da imersao total do sensor.
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Figura 3.25 — Resposta amperométrica do sensor remoto a base de lacase para
aumentos sucessivos de 25,0 x 10°° mol L™ na concentragio de p-cloroguaiacol. Potencial
. de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCl; em tampao fosfato 10 mmol L (pH 5,0).

A utilizacgo de biossensores a base de tirosinase também foi avaliada no
dispositivo remoto. Na Figura 3.26 é mostrada a resposta deste biossensor para
os compostos fenélicos p-cresol e fenol.



Capitulo It} - Biossensores Amperométricos para a Determinacdo de Compostos Fendlicos Resuftados e Discussdo 149

1200
1000 - A
<
_g 800 -
= 600
Qo
| .
© 400
(&
' 200 -
0

0 10 20 30 40 50
o~ -1
Concentragéo/umol L

Figura 3.26 — Resposta amperométrica do sensor remoto a base de tirosinase para
aumentos sucessivos de 5,0 x 10® moi L na concentracao de p-cresol (A) e fenol (B).
Potencial de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCl; em tampao fosfato 10 mmol L (pH 5,0).

A curva analitica obtida usando-se o biossensor remoto a base de
tirosinase mostrou uma boa faixa linear de reposta entre 0,1 e 100 umoi L' para
fenol e p-cresol, —0,10 V vs Ag/AgCl em tampao fosfato 10 mmol L™ pH 5,0 (dados
ndo mostrados). Estas curvas foram ajustadas pelas equacdes: i(nA) = 20,40 +
0,96 nA (umol Ly [p-cresol] com 1? = 0,9985 para n = 10 e i(nA) = 13,50 + 0,68
nA (umol L") [fenol] com r? = 0,9986 para n = 10. Os biossensores remotos de
tirosinase imobilizada sobre eletrodos de fibra de carbono mostraram limites de
deteccdio muitc melhores que os obtidos por Wang e Chen (1995b) com um
dispositivo similar mas a base de eletrodos de pasta de carbono, mesmo
operando-se o presente biossensor fora do potencial 6timo de trabalho (-0,10V ao
invés de 0,0 V).

‘Existe uma série de desafios técnicos associados com a adaptagio dos
eletrodos a base de lacase/tirosinase, ou biossensores eletroquimicos em geral,
para a utilizaggo como sensores remotos. Diferenie das aplicagbes dos
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biossensores em bancada, onde as condigées das amostras podem ser facilmente
ajustadas para proporcionar um desempenho otimo, determinacdes remotas
empregam o sensor em condigbes naturais (por exemplo: pH, forga idnica e
convecgao). As analises continuas in situ devem oferecer uma resposta rapida e
estavel, sem nenhum efeito memodria. Assim, uma série de parametros
operacionais do dispositivo de monitoramento remoto foi avaliada.

Na Figura 3.27 é mostrada a dependéncia da resposta para os biossensores
remotos a base de iacase (a) e tirosinase (b) em funcao do potencial aplicado (A)
e a influéncia do pH (B) na resposta destes biossensores.
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Figura 3.27 — Voltamograma hidrodinamico (A) e efeito do pH, em potencial -0,10 V
VS AglAgCl (B} para os biossensores remotos a base de lacase (a, cloroguaiacol

5,0x 10° mol L) e tirosinase (b, p-cresol 5,0 x 10° mol L"); tampao fosfato (10
mmol L, pH 5,0). '
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A deteccdo dos produtos de oxidagdo enzimatica (quinonas) pelo
biossensor a base de tirosinase comega em +0,1 V aumentando rapidamente até |
0,0 V e diminuindo apés —0,1 V. J4 para o biossensor a base de lacase a deteccao
comega em potenciais préximos a 0,0 V, atingindo um méximo em potenciais ao
redor de —0,3 V. Deste modo, um potencial de -0,1 V foi empregado em todos os
experimentos subsegiientes, buscando o compromisso entre as respostas dos
dois diferentes biossensores, sensibilidade e seletividade. Tal potencial de
trabalho também minimiza possiveis contribuicbes de espécies eletroativas
coexistentes na amostra.

Em relagao a influéncia de pH na resposta dos biossensores, uma boa
sensibilidade foi observada em uma ampla faixa de pH (entre 4,0 e 7,0), com
decréscimo na resposta para valores de pH elevados. Esta faixa de pH é relevante
para a maioria das amostras em agua natural e reflete os valores de pH nos quais
a tirosinase e a lacase livres em solugdo s&o normalmente ativas (Wang e Chen,
1995b; Freire e col., 2001). A tirosinase apresentou uma boa resposta em uma
faixa de pH mais ampla que a lacase, cujo desempenho foi ligeiramente melhor
em meios acidos.

Na Figura 3.28 é mostrado o efeito da concentragao do tamp&o na resposta
do biossensor a base de lacase. '
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Figui'a 3.28 — Efeito da concentrago do tamp&o sobre a resposta do biossensor
remoto a base de lacase. Solugéo de p-cloroguaiacol 5,0 x 16°® mol L™'. Potencial
de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCl; em tampéo fosfato pH 5,0.
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Uma sensibiidade da mesma ordem de grandeza foi observada para
valores de concentragao do tampao entre 5 e 50 mmol L, assim como para
valores maiores (dados n&o mostrados). Uma redug&o do sinal entre 70 e 55% &
observada para concentragbes de fosfato entre 1 mmol L' e 0 mmol L7,
respectivamente. Um comportamento bastante simitar foi obtido com o biossensor
remoto a base de tirosinase (dados nio mostrados).

De um modo geral, os biossensores a base de tirosinase e lacase
apresentaram uma boa atividade em uma ampla faixa de pH e forga idnica. Ainda,
quando necessario, estes e outros efeitos da matriz podem ser contornados por
meio de uma calibrago in situ dos biossensores, usando, para esta finalidade, a
prépria amostra de interesse. Compensagdes automaticas de pH e salinidade,
comum em varias metodologias de anélises de aguas superficiais (Wang e col.,
1995a/b) também podem ser Uteis para este fim.

A influéncia da distdncia entre a célula eletroquimica (amostra) e o
potenciostato foi avaliada utilizando-se cabos com diferentes comprimentos (10,
2Q e 40 metros). Nenhum efeito sobre a resposta para p-cloroguaiacol (biossensor
a base de iacase) ou no nivel de ruido da corrente residual foi observado. De fato,
o desempenho com tais distancias foi similar ac observado quando o dispositivo
remoto foi conectado de maneira convencional ao potenciostato (sem o uso de
cabos de grande comprimento). Vale salientar que o desenho do dispositivo
permite uma rapida troca de cabos, permitindo uma facil adaptagéo as condicdes
encontradas durante o monitoramento em campo.

Uma outra propriedade extremamente (til, apresentada pelos biossensores
remotos, foi uma dependéncia minima da resposta em funcdo do transporte de
massa. Por exemplo, comparando-se a resposta do biossensor a base de lacase
para uma solugdo 5,0 x 10° mol L™ de p-cloroguaiacol em repouso ou sobre
agitagéo continua (a 1.500 rpm), foi observado um aumento de somente 15% na
corrente quando a solugdo foi agitada. Isto sugere que a reacao biocatalitica
promovida .pelas enzimas exerce um controle cinético, sendo este um
comportamento extremamente atrativo, uma vez que este fenémeno contribui para
minimizar o efeito de flutuagdo da corrente causada pela convecgio,
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inevitavelmente observada em condigdes naturais.

Um sensor remoto para analises ambientais deve responder rapidamente a
mudancas repentinas na concentragdo do analito e oferecer uma resposta
extremamente estavel. Como indicado na Figura 3.29 (B), o biossensor remoto a
base de lacase responde rapidamente as mudangas dindmicas na concentragdo
de p-cloroguaiacol. Este biossensor também apresenta uma longa estabilidade
conforme pode-se observar na Figura 3.29 (A), que representa dados obtidos a

partir de repetidos cronoamperogramas, registrados em intervalos de 10 minutos
durante um prolongado periodo (500 minutos).
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Fighra 3.29 - Estabilidade (A) e experimentos para avaliar o efeito memoria (B),
solugéo de p-cloroguaiacol 5,0 x 10° mol L' (A, B nivel alto) e 1,0 X 10° mof L' (8

nivel baixo). Potencial de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCI; em tampéao fosfato 10 mmol
L (pH 5,0).
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O biossensor remoto a base de lacase apresentou um desvio padrao
relativo de 2,75% para uma série de 12 determinagdes de uma solugdo de p-
cloroguaiacol 5,0 x 10 mol L. Uma repetibilidade similar (desvio padrio relativo
= 3,95 %) foi observada para o biossensor de tirosinase em analises de p-cresol
(dados n&o mostrados). Apesar da auséncia de uma membrana protetora,
nenhuma passivagédo (tal como, bloqueio da superfiéie pelos constituintes da
matriz) foi observada durante todo este estudo. Ainda, a atividade biocatalitica foi
mantida durante um longo periodo (por exemplo, 80% apés 250 determinagbes),
de acordo com a excelente estabilidade da lacase (Duran e Espésito, 2000; Freire
e col., 2001). Entretanto, mais uma vez, sempre que necessario, o0 desenho do
dispositivo remoto permite uma troca rapida e f4cil do eletrodo de trabalho.

A seletividade e sensibilidade dos biossensores desenvolvidos permitiram
uma conveniente quantificagéo de substratos fendlicos em amostras de interesse
ambiental. Na Figura 3.30 é mostrada a resposta, obtida com o biossensor remoto
a base de lacase, para amostras de agua do Rio Grande (B) e, para efeito de
comparagéo, soiugdo tampdo fosfato (A); ap6s sucessivos incrementos na
concentragdo de p-cloroguaiacol. Uma resposta favoravel foi observada, em
ambos os meios, para mudangas de 1,0 x 10° mol L™ na concentragdo desta
espécie fendlica (a-j).

Os cronoamperogramas correspondentes a corrente residual (linhas
pontilhadas) indicam uma contribuicdo negligivel das espécies eletroativas
presentes na matriz. Aparentemente o reconhecimento biolégico aliado com o
baixo potencial de operagdo, permite uma andlise seletiva dos analitos alvos
{(compostos fendlicos) a partir de uma matriz ambiental complexa. A alta
‘sensibilidade também & um indicativo desta propriedade. Um desempenho similar
também foi observado empregando-se o biossensor remoto a base de tirosinase
na analise de p-cresol no mesmo tipo de amostra (dados ndo mostrados).

De um modo geral, observou-se uma sensibilidade relativamente menor
para as andlises realizadas na amostra real quando comparada com a obtida em
meio tamponado (Figura 3.30 A e B). Tal diferenc¢a pode ser atribuida a efeitos de
matriz (particularmente a presenca de metais pesados inibidores). Procedimentos
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de (pré ou pos) calibragéo in situ podem ser Uteis para minimizar estes efeitos. Um
procedimento de calibragdo muito rapido (envolvendo 2-3 adigbes padrio a
amostra coletada) pode eliminar possiveis desvios ou efeitos de matriz.
Procedimentos de calibragdo similares foram empregados com sucesso em
monitoramento remoto de metais toxicos por “stripping” (Wang e col., 1995a/b).
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Figura 3.30 - Resposta cronoamperomeétrica para solugdes de tampao fosfato pH 5,0 (A)
e agua do Rio Grande/USA (B, usando pH e forga ibnica naturais) contendo aumentos
sucessivos (1,0 x 10° mol L', a até ) na concentragcdo de p-cloroguaiacol, os
cronoamperogramas correspondentes as correntes residuais estio representados por
linhas pontithadas. Potencial de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCI; em tampéao fosfato 10 mmol
L (pH 5,0).

Os biossensores a base de lacase e tirosinase possuem seletividades
distintas para diferentes compostos fenélicos. A oxidagao de fenois por essas
duas enzir_.nas‘pode ser representada pelas equacdes 3.1 e 3.2 (pagina 114).
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Na Figura 3.31 (A e B) pode-se observar que as seletividades destas duas
enzimas em relagdo aos substratos fendlicos sdo bastante diferentes. Por
exemplo, o biossensor remoto a base de lacase apresentou uma excelente
sensibilidade em refagdo aos compostos p-cloroguaiacol e guaiacol. Contudo, este
biossensor mostrou uma resposta negligivel para os compostos p-cresol e fenol.

Por outro lado, o biossensor remoto a base de tirosinase mostrou-se
eficiente na detecgdo de p-cresol e fenol, sendo por sua vez, ineficaz para a
determinagéo dos compostos p-cloroguaiacol e guaiacol. A fim de se aumentar a
gama de compostos detectaveis pelo dispositivo remoto, buscou co-imobilizar as
enzimas lacase e tirosinase sobre a superficie dos eletrodos de fibra de carbono.
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Figura 3.31 — Resposta dos biossensores remotos a base de lacase (A), tirosinase
(B) e bienziméatico (C) para aumentos sucessivos (1,0 x 10° mol L) na
concentragao de p-cloroguaiacol (a); guaiacol (b); p-cresol (¢) e fenol (d). Potencial
de trabalho: -0,10 V vs Ag/AgCl; em tampéo fosfato 10 mmol L™ (pH 5,0).

Tal como é mostrado na Figura 3.31 C, o biossensor remoto bienzimatico
resultante pode ser empregado satisfatoriamente na detecgdio de um nimero
maior de compostos fendlicos. Os resultados obtidos com este biossensor remoto
bienzimatico foram muito mais promissores cjue os obtidos com os biossensores a
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base de lacase e tirosinase desenvolvidos por Yaropolov e colaboradores (1995) e
Marko-Varga e colaboradores (1995). No primeiro caso, o dispositivo bienzimatico
apresentou uma sensibilidade menor do que a prevista pelos sensores construidos
com as enzimas independentemente. Em relagdo ao segundo trabalho, o
biossensor bienzimatico nao apresentou resposta para compostos fenélicos
importantes do ponto de vista ambiental, como por exemplo, guaiacéis e espécies
cloradas.

O biossensor remoto bienzimatico desenvolvido pode ser usado para
estimar a concentragéo de fendis totais, ja que ele ndo distingue a resposta de
cada espécie individualmente. Em muitas etapas do processo de remediacao
ambiental & mais importante conhecer a quantidade de fendis totais do que a
concentragdo das espécies individualmente. Neste tipo de situagdo, este

dispositivo pode facilitar a caracterizagao e remediagao de regides contaminadas.
' De um modo geral, os experimentos descritos ilustram a habilidade deste
dispositivo para monitorar compostos fenélicos em amostras de interesse
ambiental, especialmente para monitoramento em campo e a longa distancia. Esta
ultima capacidade aliada a sensibilidade e seletividade dos biossensores confere a
este dispositivo caracteristicas muito promissoras quanto a sua aplicabilidade em
sistemas de monitoramento ambiental.

ll.4.4 — BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS MULTICOMPONENTE PARA
DETERMINACAO SIMULTANEA DE COMPOSTOS FENOLICOS

A determinagdo simultanea de compostos fendlicos é de grande interesse
‘em varias areas, principalmente por qie estes compostos apresentam uma grande
-variedade em suas propriedades fisico-quimicas e no grau de toxicidade.

Na maior parte dos trabalhos descritos na literatura, a determinagéo de
espécies fendlicas é realizada apés uma etapa de separagéo quimica efou fisica.
Esta eétratégia € bastante importante, mas o consumo de reagentes, tempo e
geracéo de residuos sdo geralmente altos. Além disso, os compostos fendlicos
sdo, de um modo geral, instaveis e podem se decompor durante as etapas de pré-

tratamento. Deste 'modo, o desenvolvimento de novos métodos que possibilitem a
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determinagéo simultinea destas espécies sem separacdo prévia &€ um tema de
extrema reievéncia (De Carvalho e col., 2000).

Com este objetivo, foi desenvolvido um método analitico empregando-se
biossensores amperométricos a base de lacase e a base de tirosinase
imobilizadas sobre fibras de carbono, para a determinagdo simultianea de
diferentes compostos fendlicos.

No sistema amperométrico aqui descrito, utilizou-se a diferenca de
sensibilidade entre os biossensores a base de lacase e tirosinase frente a
diferentes compostos fenélicos, aliada a técnicas de calibragéio multivariada (PCA
e PLS), para a determinagdo quantitativa de misturas de espécies fendlicas. Na
Tabela 3.3 é apresentada uma comparagéo da resposta relativa para diferentes
compostos fendlicos, obtidas com os biossensores a base de lacase e tirosinase.

Tabela 3.3 ~ Comparagdo das respostas relativas para diferentes compostos fenélicos
obtidas com os biossensores a base de lacase e tirosinase.

LACASE TIROSINASE
Sensibilidade Resposta Sensibilidade Resposta
Composto (nA/umot L") | relativa (%) ||| (nA/umol L") | relativa (%)
catecol 80,3 100,0 45,7 100,0
hidroguinona 9.8 15,1 2,2 2,3
fenol 0,4 2,6 14,2 25,2
clorofenol 0,1 1.9 20,0 414
cresol 0,7 4.1 4,5 9.1
clorocresol 0,6 3,7 30,7 52,3
guaiacol 17,6 26,3 0,2 0,4
~ cloroguaiacol | 4,8 10,8 0,2 0,3

Utilizando-se um potenciostato multicanal, os biossensores a base de
lacase e a base de tirosinase foram monitorados simultaneamente. A
aplicabilidade deste sistema, na determinagéo de espécies fendlicas, foi avaliada
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em misturas binarias de fenol/clorofenol, catecol/fenol, cresol/ciorocresol e
fenol/cresol. Para cada mistura, foram obtidos conjuntos de calibragso e validagao
dos modelos, que foram modelados empregando-se o algoritmo quimiométrico
PLS com dois componentes principais e com dados de corrente monitoradas em
trés potenciais diferentes (-50, -75 e —100 mV). Nas Figuras 3.32 e 3.33 sio
mostrados os resultados obtidos para a mistura fenol/clorofenol. O desvio padrio
médio relativo entre os valores adicionados e previstos obtidos peio modelo de
validag&o externa foi de 3,5 e 3,1% para fenol e clorofenol, respectivamente. Estes
valores, juntamente com o coeficiente de correlagéo (r?) de 0,9958 para fenol e de
0,9981 para clorofenol indicam que o modelo proposto apresenta uma excelente
eficacia na determinagéio e quantificacdo simultanea destas espécies fendlicas.
Uma eficiéncia da mesma ordem foi observada empregando-se as misturas de
catecol/fenol (Figuras 3.34 e 3.35), cresol/clorocresol (Figuras 3.36 e 3.37) e
fenol/cresol (Figuras 3.38 e 3.39), conforme é mostrado na Tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Emo padrao de previsdo e desvio padrio médio relativo entre os vaiores
previstos e adicionados.

Composto 1 Composto 2

Mistura SEP Desvio padrao SEP Desvio padrao
Composto1/composto2 (%) (%)
Catecol/fenol 0,0852 2,1 0,1603 3,5
Fenol/clorofenol 0,2344 3,5 0,1728 3,1
Cresol/clorocresol 0,5029 6.5 0,1553 | 2,6
- Fenol/cresol 0,0931 1,8 0,2116 3,5
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Figura 3.32 - Correlacéo entre os valores previstos e adicionados na determinagéo de
fenol em uma mistura de fenol e clorofenol.
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Filura 3. 33— Correlagdo entre os valores previstos e adicionados na determinagéo de
clorofenol em uma mistura de fenol e clorofenol.
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Figura 3.34 — Correlagdo entre os valores previstos e adicionados na determinacéo de
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Figura 3.35 — Correlagao entre os valores previstos e adicionados na determinacéo de

fenol em uma mistura de catecol e fenol.
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Figura 3.36 — Correlag3o entre os valores previstos e adicionados na determinagéo de
cresol em uma mistura de cresol e clorocresol.
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Figura 3.37 — Correlagéo entre os valores previstos e adicionados na determinagéio de

clorocresol em uma mistura de cresol e clorocresol.
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Figura 3.38 — Correlagio entre os valores previstos e adicionados na determinagao de
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Figura 3.39 - Correlagdo entre os valores previstos e adicionados na determinagéo de

cresol em uma mistura de fenol e cresol.
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O sistema de biossensores amperometricos multicomponente também
apresentou uma excelente sensibilidade, conforme mostram as F iguras de 3.32 a
3.39, onde se pode observar que as concentracbes das espécies fenélicas
analisadas situavam-se na faixa de 10 mol L.

A quantidade de componentes das misturas pode ser incrementada. Se
necessario mais eletrodos podem ser acoplados ao sistema sem nenhum
inconveniente operacional (por exemplo, um biossensor a base de HRP). isto
pode contribuir para aumentar a gama de compostos fendlicos detectaveis.

Até o presenté momento, a literatura ndo descreve a utilizacdo de
biossensores eletroquimicos na analise simultanea de compostos fendlicos, a
comparagdo com outras andlises deste tipo, mas realizadas com métodos
espectroscopicos e eletroquimicos (Cladera e col., 1 992a/b; Olmo e col., 1996:
Guardia e col., 1996; Todeschini e col., 1999; de Carvalho e col., 2000), revela que
a metodologia desenvoivida possui caracteristicas e qualidades vantajosas,
principalmente para o monitoramento destes corhpostos em matrizes de interesse
ambiental. Além disso, esta metodologia pode ser facilmente modificada,
(incofporando-se, por exemplo, diferentes elementos bioldgicos) para abranger
outros tipos de compostos poluentes, e proporcionar uma rapida e efetiva analise
de uma ampla gama de compostos em matrizes ambientais.

Hl.4.5 - SISTEMA DE ANALISE EM FLUXO EMPREGANDO-SE
BIOSSENSORES AMPEROMETRICOS PARA O MONITORAMENTO

CONTINUO DE COMPOSTOS FENOLICOS NO EFLUENTE PAPELEIRO
Para contornar os problemas e efeitos de matriz indicados no item 111 3.3,

este trabalho descreve a utilizagéo de um sistema de analise em fiuxo dotado de
um amostrador por dialise, para coletar os compostos fenélicos de uma matriz
compiexa e transferi-los para uma solugéo interna que proporcione condigdes
étimas para a detecgéo destes compostos.

O cdmportamento do dispositivo proposto foi investigado usando-se
biossensores a base de carbono vitreo e avaliando-se a influéncia do potencial de
trabalho,' velocidade do fluxo, pH e forga idnica na resposta analitica do sistema.
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lI.4.5.1- Influéncia do potencial de trabalho

Na Figura 3.40 é mostrada a variagdo da corrente em funcdo do potencial
aplicado para os biossensores a base de lacase (a) e tirosinase (b). Pode-se
observar que, para o biossensor a base de lacase, a redugdo dos produtos
enzimaticos (quinonas) iniciou-se ao redor de 250 mV vs Ag/AgCl, obtendo-se
uma resposta maxima em 0 mV, mantendo-se constante até —300 mV. Um
comportamento bastante similar foi observado para o biossensor a base de
tirosinase, o qual apresentou resposta amperométrica a partir de 300 mV, com um
aumento acentuado da corrente até 150 mV, e decréscimo a partir de 50 mV.

Assim, os demais experimentos foram realizados aplicando-se 0 mV para
o biossensor a base de lacase e 50 mV para o biossensor a base de tirosinase.
Mais uma vez, esta faixa de potencial & muito favoravel para analise de matrizes
ambientais, ja que ela apresenta uma menor probabilidade de interferéncia devido
a oxidacao/redugéo de contaminantes, e também apresenta uma baixa corrente
residual.
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Figura 3.40 — Voltamograma hidrodinamico para os biossensores a base de lacase (a)e
tirosinase (b) inseridos no sistema de andlise por inje¢iio em fluxo (velocidade do fluxo:
1,6 mL min™). Volume de inje¢do: 220 ul. de guaiacol 50 umol L™ (para o biossensor de
lacase) e 220 uL de fenol 50 pmol L™ fenol (para o biossensor de tirosinase); solugédo
carregadora: tampéo fosfato (10 mmol L™, pH 5,0); solugéo interna: tampao fosfato (10
mmo! L, pH 5,0 e 5,5: para os biossensores de lacase e tirosinase, respectivamente).



Capitulo ill - Biossensores Amperométricos para a Determinagdo de Compostos Fendlicos Resultados e Discuss&o 166

1.4.5.2 - Influéncia da velocidade do fluxo

Na Figura 3.41 (A) é mostrada a variacao da resposta do biossensor a base
de lacase em fungao da velocidade do fluxo, pode-se observar que a resposta
diminui com o aumento do fluxo. Este perfil de resposta é devido a um efeito
combinado da didlise, da taxa de transferéncia de massa para a superficie do
eletrodo, da velocidade de reagido enziméatica e da velocidade da reducgéo
eletroquimica dos produtos enzimaticos. O aumento do fluxo favorece o transporte
de massa do substrato para a superficie biocatalitica e, deste modo, um aumento
na intensidade da 6orrente deveria ser esperada se a enzima estivesse
trabalhando sob condicées cinéticas de primeira ordem. O patamar observado na
Figura 3.41 (A) indica que para altas velocidades de fluxo, a barreira difusional
ativa (membrana), a cinética biocatalitica e as reacbes eletroquimicas séo as
etapas limitantes para a resposta global. Tal comportamento reflete o efeito do
- fluxo sobre os varios processos envolvidos no dispositivo, incluindo a amostragem
dos compostos fenélicos e a deteccdo dos produtos enzimaticos (Ortega e col.,
1994). Enquanto que, com o aumento do fluxo, é esperado um aumento na
resposta' do detector, baixos fluxos aumentam a eficiéncia da dialise (amostragem)
e da conversdo enzimatica (devido a um maior tempo de residéncia para a coleta
e biocatdlise). Um fluxo que permita uma maior e mais rapida resposta
amperomeétrica, com economia dos reagentes e maior freqliéncia analitica deve
ser o almejado. Os resultados apresentados neste trabalho foram obtidos
empregando-se um fluxo de 1,6 mL min™".

Na Figura 3.41 (B) é apresentada a resposta do biossensor em fungao do
volume de amostra injetado, pode-se observar que, na faixa avaliada
(25 - 200 pl), existe uma dependéncia linear entre estas duas variaveis. A faixa
linear de resposta e o limite de detecgso sdo muito influenciados pela velocidade
do fluxo e volume de amostra injetado. A influéncia deste Gltimo parametro pode
ser atribuida ao processo de transporte através da membrana. Para pequenos
volumes injetados, a amostra permanece menos tempo em contato com a
superficie da membrana. Quando a concentragcio da amostra é muito pequena, de
acordo com a lei de Fick, a taxa de difusdo através da membrana também sera
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muito pequena. Deste modo, o voiume de amostra injetado e a velocidade do fluxo
devem ser escolhidos e modificados de acordo com a faixa de concentragiio de
interesse. Os resultados aqui apresentados foram obtidos empregando-se um
volume de amostragem de 220 L.
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Figura 3.41 — Efeito da velocidade do fluxo na resposta do biossensor a base de lacase
(A}, para 25 pL (a), 55 uL (b), 110 uL (c) e 220 pL (d) da guaiacol 50 umol L™ Variagéo da
intensidade da corrente em fungéo do voiume de amostra injetado (B). Potencial aplicado
0,0 V vs Ag/AgC! ; Volume de injegdio: 220 pl de guaiacol 50 umol L' solugdo
carregadora e solugéo interna: tampéo fosfato (10 mmol L™, pH 5,0).

1il.4.5.3 - Influéncia do pH e da forga idnica da amostra

A resposta dos biossensores é influenciada por mudancas fisico-quimicas
que normalmente séo observadas em amostras reais (por exemplo, pH, forgca
i6ni¢a, convecgao, etc.), e geralmente estes pardmetros ndo podem ser ajustados
em um monitoramento continuo. Esta limitacdo dos biossensores pode ser
contornada usando-se um sistema de analise em fluxo que integre este tipo de
detector com um sistema de didlise amostrador dos compostos alvos. Este
sistemé promove a coleta destes compostos através de uma solugdo interna que,
por sua vez, iria conduzi-los até o biossensor. Assim, afravés de uma criteriosa
sele¢&o da solugdo interna, o biossensor ira operar sempre em condiges 6timas.
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Na Figura 3.42 sd@o apresentadas as infludncias do pH (A) e da
concentrai;.éo do tampéo (forga idnica) (B) de uma solucdo externa (amostra)
‘sobre a resposta do biossensor a base de lacase para uma solug&o 50 umol L™ de
guaiacol. Os dados desta figura mostram que a resposta analitica do sistema é
aproximadamente independente do pH e da forga ibnica. A influéncia destes
fatores & infima quando comparada com o perfil de resposta obtido sem a
utilizagdo do sistema de didlise (Wang e Chen, 1995b: Freire e col., 2001).
Resuitados semelhantes foram obtidos com o biossensor a base de tirosinase na
analise de fenol (dados nao mostrados).
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Figura 3.42 - Variag&o da intensidade da corrente do biossensor de lacase em fungdo do
pH (A} e da concentragéo de tampao fosfato (B), utilizando-se o sistema de analise em
fluxo. Potencial aplicado 0,0 V vs Ag/AgC! ; Volume de injecdo: 220 ul de guaiaco! 50
pmol L; solugdio carregadora e solugéo interna: tampao fosfato (10 mmol L, pH 5,0).
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11.4.5.4 - Estabilidade do sistema analitico

Os biossensores a base de lacase (a) e tirosinase (b) mostraram
uma grande estabilidade, conforme é mostrado na Figura 3.43 (A), que representa
os dados de corrente obtidos a partir de repetidas determinacgbes realizadas em
intervalos de 10 minutos durante um prolongado periodo de tempo. As analises
realizadas com o biossensor a base de lacase apresentaram um desvio padrao
relativo de 2,8%, para uma série de 20 medidas éucessivas de uma solugéo 50
umol L™ de guaiacol. Uma estabilidade similar foi observada para o biossensor a
base de tirosinase, com um desvio padrio relativo de 3,9% nas analise de uma
solugéo de fenol 50 umol L.
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Figura 3.43 ~ Experimentos para avaliar a estabilidade (A) dos biossensores a base
de lacase (a) e tirosinase (b) e p efeito meméria do biogsensor a base de lacase (B)
ggualacoll nivel alto: 5Q ymol L™, nivel baixo: 10 umol L. Volume de injecgo: 220 LLIT

e guaiaco! 50 umol L (gara o biossensor de lacase) e 220 pl de fenol 50 umol L
fenol (para o biossensor de tirosinase); demais condigGes como na Figura 3.40.



Capitulo Hll - Biossensores Amperométricos para a Determinagio de Compastos Fendlicos  Resultados e Discussdo 170

Nenhuma passivagdo do sensor foi observada durante todos 0s
experimentos. Além disso, a bioatividade foi mantida por um longo periodo, apos
300 determinagbes 90% para o biossensor de lacase e 75% para o biossensor de
tirosinase, de acordo com a excelente estabilidade destas enzimas (Duran e
Espésito, 2000; Freire e col., 2001). A repetibilidade e a estabilidade observadas
também s&o um reflexo da reprodutibilidade apresentada pelos sistemas de
dialise, entrega dos compostos alvos e da agéo protetora da membrana.

Um sistema para monitoramento ambiental em tempo real, além de oferecer
uma resposta estavel, deve responder rapidamente as mudangas subitas na
concentragdo dos compostos poluentes. A Figura 3.43 (B) mostra que o
biossensor a base de lacase responde rapidamente a mudancas dinamicas na
concentracao de guaiacol. Nenhum efeito meméria foi observado entre amostra
com concentragées de 50 pmol L™ e 10 pmol L. Resultados similares foram

obtidos para o biossensor de tirosinase na analise de fenol.

111.4.5.5 - Calibragéo

A resposta analitica do novo dispositivo foi avaliada empregando-se
diferentes compostos fendlicos. A Figura 3.44 mostra curvas analiticas obtidas
para guaiacol (a), cloroguaiacol (b), p-clorofenol (c) e fenol (d), usando-se o
biossensor a base de lacase. A ordem de sensibilidade apresentada por este
biossensor foi guaiacol > cloroguaiacol >> p-clorofenol > fenol. Por outro lado, o
biossensor a base de tirosinase mostrou maior sensibilidade para fenol e
clorofenol, sendo pouco efetivo na andlise de guaiacol e cloroguaiacol. A Tabela
3.5 mostra a sensibilidade de ambos biocssensores para os compostos fenodlicos
estudados.

As curvas analiticas na faixa de concentragdo entre 1,0 umol L e 10,0
umol L™ foram obtidas para guaiacol e cloroguaiacol, com o biossensor a base de
lacase, assim como, para fenol e clorofenol, com o biossensor a base de
tirosinase, e ajustadas pelas equagdes: i(nA) = 0,122 + 0,003 nA/umol L™
[guaiacol], P = 0,9997 n = 10 e i(nA) = 0,061 + 0,002 nA/umol L [cloroguaiacol],
r? = 0,9996 n = 10; i(nA) = 0,091 + 0,003 nA/umol L™ [fenol], > = 0,9996 n = 10 e
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i(NA) = 0,131 = 0,005 nA/umol L [clorofenol), ¥ = 0,9995 n = 10. Limites de
detec¢go ao redor de 1,1 x 107 mol L™ para guaiacol e 1,9 x 107 mol L™! para
cloroguaiacol, usando-se o biossensor a base de lacase, e de 1,5 x 107 mol L™
para fenol e 0,9 x 10”7 mol L™ para clorofenol, usando-se o biossensor a base de
tirosinase, foram estimados baseados na boa razdo sinal/ruido e na pequena
corrente residual. Esta Gltima propriedade pode ser atribuida ao baixo potencial de
trabalho e pela agéo protetora da membrana de dislise. Conforme exposto
anteriormente, a faixa linear de trabalho e o limite de detecgdo podem ser

facilmente melhorados, simplesmente mudando-se o volume de injegao e o fluxo.
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Figura 3.44 — Resposta do biossensor a base de lacase em fungdo da variagio da
concentracao de guaiacol (a), cloroguaiacol (b), p-clorofenol (c) e fenol (d). Condicées de
fluxo e potencial conforme descrito na Figura 3.40.

Tabela 3.5 — Sensibilidade dos biossensores a base de lacase e tirosinase para
diferentes compostos fendlicos. Demais condigdes conforme descrito na Figura 3.40.

LACASE TIROSINASE
Sensibilidade Coeficiente de Sensibilidade Coeficiente de
Composto (nAfumol L) correlagdo (r?) (nA/umol L) correlagdo (%)
fenol 0,008 + 0,001 0,998 0,091 + 0,003 0,999
clorofenol 0,009 + 0,001 0,998 0,131 £ 0,005 0,999
guaiacol 0,122 + 0,003 0,999 0,006 + 0,001 0,989
cloroguaiacol 0,061 + 0,002 0,999 0,005 + 0,001 0,988
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I11.4.5.6 - Analise do efluente papeleiro

A seletividade e sensibilidade apresentadas pelo dispositivo permitiram uma
conveniente quantificagdo de compostos fendlicos presentes no efluente
papeleiro. A Figura 3.45 mostra a resposta do biossensor a base de lacase para
amostras de tampé&o fosfato (A) e de efluente papeleiro Kraft E1 (B) contendo
sucessivos incrementos de guaiacol. Uma resposta favoravel em ambos os meios
foi observada para mudangas de 10 pmol L™ na concentragso (a~f). Uma resposta
similar foi obtida com o biossensor a base de tirosinase na analise de fenol,
conforme mostra a Figura 3.46. O reconhecimento bioldgico, baixo potencial de
trabalho e o sistema de didlise permitiram uma anslise seletiva dos compostos
alvos (especies fendlicas) presentes em uma matriz ambiental complexa (efluente
papeleiro Kraft E1) com interferéncia minima (pequena redugéo na sensibilidade),
apesar deste tipo de efluente apresentar muitos possiveis interferentes, tais como
derivados de lignina, oligdmeros, polimeros, substancias humicas, sélidos em
suspensaoc e meio bastante alcalino (pH 11).
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Figura 3.45 — Resposta do biossensor a base de lacase para solugdes de tampao fosfato
pH 5,0 (A) e de efluente papeleiro Kraft E1 n&o tratado (B) sob condigbes naturais de pH e
forga ibnica, apés sucessivos incrementos de 10 umol L™ na concentragdo de guaiacol (a
partir de a até f). Condicdes de fluxo e potencial conforme descrito na Figura 3.40.
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Figura 3.46 — Resposta do biossensor a base de tirosinase para solugbes de tampéo
fosfato pH 5,5 (A) e de efluente papeleiro Kraft E1 néo tratado (B) sob condi¢des naturais
de pH e forga ibnica, apés sucessivos incrementos de 10 pmol L na concentragio de

fenol (a partir de a até d). Condigdes de fluxo e potencial conforme descrito na Figura
3.40.

Na Tabela 3.6 é mostrada a concentracéo de fendis presentes no efluente
papeleiro Kraft E1 determinada por meio dos biossensores a base de lacase e de
tirosinase, assim como, pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. As
COncentragﬁes determinadas por estes métodos foram completamente diferentes.
A diferenga entre 0 método colorimétrico e os biossensores pode ser explicada
devido a baixa seletividade apresentada pela metodologia colorimétrica. Este
método fornece uma resposta positiva para uma grande gama de compostos, tais
como, fendis, taninos e ligninas, sendo que fragmentos de lignina s&o abundantes
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neste tipo de efluente, ja que a lignina & um dos componentes da madeira, que é a
matéria-prima da indastria de papel e celulose. Por outro lado, o reconhecimento
biocatalitico dos biossensores oferece uma resposta altamente seletiva para os
compostos fendlicos estudados. Assim, devido a seletividade inerente dos
biossensores, eles ndo permitem uma medida adequada da concentracio de
fendis totais. Um outro método analitico deveria ser usado para estimar
inequivocamente a concentracao de fendis totais presentes no efluente papeleiro.
Entretanto, esta ndo é uma tarefa trivial pois, como mencionado anteriormente,
este tipo de efluente possui mais de 300 compostos orgéanicos diferentes, um alto
valor de pH, sélidos em suspensio e outras condi¢es extremas, que dificultam a
analise continua destes compostos alvos. Neste sentido, os biossensores
desenvolvidos podem ser empregados para monitorar compostos fendlicos
especificos com grande relevéncia do ponto de vista ambiental, fornecendo uma
informac¢&o quimica mais precisa a respeito da composigao do efluente.

A diferenga entre as concentragdes obtidas pelos biossensores é mais uma
vez devida a diferenga na sensibilidade que a lacase e tirosinase apresentam
frente a diferentes compostos fenélicos, como apresentado nas Tabela 3.4 e 3.5.
A andlise cuidadosa dos dados presentes na Tabela 3.6 sugere que ambos os
biossensores responderam basicamente somente para fenol (lembrando que o
biossensor a base de lacase apresenta uma sensibilidade muito menor para
fenol), indicando que a concentragio de guaiacois no efluente estudado é muito
pequena.

Tabela 3.6 ~ Resultados obtidos pelo método de adicéo de padréo na determinagéo da
concentracéo de fendis presentes no efluente papeleiro Kraft E1, empregando-se
diferentes biossensores (lacase e tirosinase) e 0 método colorimétrico de Folin-Ciocalteu.

Método Concentragéo de fenéis (mg L)
Biossensor a base de lacase 0,19 + 0,01
Biossensor a base de tirosinase 2,74 £0,10

Colorimétrico 25,27 +1,48
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liL4.5.7 - Monitoramento continuo de espécies fendlicas durante a
remediagio do efluente papeleiro

A grande versatiidade apresentada pelo dispositivo permitiu o
monitoramento da degradag&oc de compostos fendlicos durante um processo de
tratamento do efluente papeleiro. Para este propésito foram utilizados o
biossensor a base de lacase e a configuragdo para monitoramento por fluxo
continuo, descrita na Figura 3.11 (jii) (pagina 133), que torna a resposta do
biossensor praticamente independente das condigtes da amostra. Na Figura 3.47
€ mostrado que os compostos fendlicos foram significativamente reduzidos
durante o processo de remediagéo, realizado ilustrativamente via oxidagdo
avangada por ozonizagdo/pH11. Um decréscimo de aproximadamente 90% na
concentragéo destas espécies foi obtido apds 30 minutos de tratamento.

corrente

Tempo

Figura 3.47 — Decréscimo na concentracio de espécies fendlicas em fungiio do tempo de
tratamento pelo processo de ozonizagéo/pH11. A seta indica o inicio do processo de
remediagdo. Perfil obtido empregando-se fluxo continuo. Biossensor a base de lacase.
Velocidade do fiuxo: 1,6 mL min™; solugéo interna tampao fosfato (10 mmol L™, pH 5,0).
Potericial aplicado: 0,0 V vs Ag/AgCI. Concentragdo inicial de fendis: 0,21 mg L™,
concentragdo final de fenéis: 0,02 mg L.

O dispositivo desenvolvido para o monitoramento continuo de compostos
fendlicos mostrou-se eficiente na detecgdo e quantificagdo de diferentes
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compostos fendlicos e clorofendlicos no efluente papeleiro. A versatilidade deste
sistema torna-o apto para o monitoramento ambiental de efluentes industriais,
contribuindo para diminuir o tempo e os custos envolvidos na andlise de
poluentes, proporcionando uma maior efici&éncia no gerenciamento ambiental.
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~ 1il.5 — CONCLUSOES PARCIAIS

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento dos biossensores
amperométricos mostraram que os processos de imobilizagio exercem um grande
efeito sobre a sensibilidade dos biossensores. A imobilizagédo das enzimas lacase
e tirosinase sobre fibras de carbono, utilizando-se glutaraldeido e carbodiimida,
foram mais eficientes que a adsorgdo fisica. Um efeito sinérgico entre o
glutaraldeido e a carbodiimida foi observado, e este efeito promoveu um aumento
significativo na sensibilidade dos bicssensores. Os biossensores desenvolvidos
por meio da imobilizagdo com glutaraideido/carbodiimida mostram uma excelente
estabilidade, mantendo sua atividade por mais de 300 determinagdes, durante trés
meses. Estes biossensores também mostraram uma excelente faixa operacional e
fimite de quantificagio.

Embora nenhuma tecnologia tenha sido aceita como majoritaria na
elaboracéo de eletrodos descartaveis, o uso de “screen-printing” vem crescendo
em popularidade e pode vir a se tornar uma técnica padrio, particularmente
devido a sua simpiicidade e adequacdo a laboratérios em geral. Os SPE
apresentam excelente desempenho analitico e relinem as caracteristicas de
modificac&o de eletrodos sdlidos em geral e de eletrodos de pasta de carbono (o
modificador pode ser incorporado a tinta), além de serem compativeis com
instrumentos miniaturizados e portateis. Os eletrodos de referéncia e auxiliar
também podem ser impressos, o que facilita a elaboragéo de pequenas células
eletroquimicas completamente descartaveis.

A combina¢do da atividade biocatalitica da lacase com a técnica de
fabricacdo “screen-printed” ofereceu um meio de produgio simples para
biossensores descartaveis sensiveis a compostos fendlicos. A lacase pode ser
imobilizada sobre a superficie dos eletrodos tipo “screen printed” pelo uso de
métodos de imobilizac&o “simples” (método de ligagéo covalente e ligagéo cruzada
simultanecs). A detectibilidade apresentada por este biossensor foi muito
satisfatoria, na faixa de nanomol, o que permitiu a obteng&o de limites de detecgao
com valores de 50 nmol L" e 30 nmol L™ para guaiacol e cloroguaiacol,
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respectivamente. Este novo dispositivo também mostrou uma excelente
estabilidade permitindo medidas por um longo periodo de tempo. As experiéncias
descritas ilustraram a habilidade para empregar este biossensor no monitoramento
de compostos fenélicos em amostras de interesse ambiental. Esta capacidade foi
devida a jungdo da seletividade, sensibilidade, reposta reversivel e baixo custo de
produgéo.

O dispositivo remoto para monitoramento de compostos fendlicos mostrou-
se bastante apropriado para sua aplicagdo em anélises em campo. Este
dispositivo portatii demonstra capacidade para aumentar a qualidade das
atividades de monitoramento e remediagdo de focais contaminados com esta
classe de composto organico. Pela primeira vez foi empregado a co-imobilizagao
de diferentes enzimas em um sensor remoto. A utilizagdo das enzimas lacase e
tirosinase permitiu que este sensor fosse utilizado na analise de uma ampla gama
de compostos fendlicos, mas principalmente para estimar a concentragao de
fendis totais presentes em uma determinada matriz ambiental. Além disso, os
biossensores desenvolvidos com estas enzimas mostraram  excelentes
sensibilidade, seletividade e estabilidade. Por exemplo, a detectibilidade
apresentada pelo biossensor a base de lacase para compostos clorofendlicos foi
satisfatoria, o que permitiu a obtengao de limites de detecgao na ordem 8,5 nmol
L™ para cloroguaiacol.

A literatura possui exemplos de biossensores amperomeétricos muito mais
sensiveis, que apresentam limites de detecgdo na ordem de 0,2 nmol L™ para
fenol (Liu e col., 2000). Entretanto, ressalta-se que o principal objetivo durante o
desenvolvimento dos biossensores n3o foi a busca de menores limites de
~deteccdo, mas sim a aplicabilidade destes sensores em matrizes complexas de
interesse ambiental. -

O sistema desenvolvido para a analise simultanea de compostos fendlicos
em misturas bindrias mostrou-se extremamente eficiente na detecgdo e
quantiﬁcagéo de diferentes compostos fendlicos e clorofenélicos. A versatilidade
deste sistema indica que o mesmo pode ser empregado no monitoramento
ambiental de efluentes industriais, contribuindo para diminuir o tempo e o custo
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envolvidos na andlise de poluentes, proporcionando uma melhor eficiéncia no
gerenciamento ambiental, por meio de uma informagio quimica precisa e
detalhada a respeito da composigéo do efluente.

O emprego de um sistema de andlise em fluxo com célula amostradora
eliminou a influéncia do pH e forga idnica das amostras sobre as respostas dos
biossensores, aumentandc a aplicabilidade dos mesmos. Tal sistema foi
empregado com sucesso no monitoramento continuo dos compostos fendlicos
presentes no efluente papeleiro durante sua remediagdo pelo processo de
ozonizagao. Réésaltando—se que este sistema estd capacitado para ser

empregado durante a degradacgio do efluente papeleiro pelos demais processos
oxidativos avangados.
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IV.1 - CONCLUSOES GERAIS

Os crescentes problemas, ,provoc'ados- pela contaminagdo do meio
ambiente, tém feito com que novas formas de:produgdo, assim como, de
tratamento de residuos sejam necessarias. Os processos estudados neste
trabalho apresentam uma boa eficiéncia no tratamento do efluente papeleiro,
contudo os custos mostraram-se elevados. Isto ndo deve ser visto como uma
barreira, e sim como mais um estimulo para novas pesquisas que busquem
desenvolver reatores e processos mais eficientes, que conduzam a uma
diminuicdo do custo operacional. As consideracbes econémicas exercem um
papel importante, quando se trata de definir a melhor tecnologia disponivel. Esta
definicdo é influenciada, até certo ponto, por fatores relativamente independentes
das necessidades de controle da poluicdo. Além disso, os dados econdmicos, que
determinam se as medidas selecionadas s&c ou nio viaveis, podem sofrer
alteragbes bruscas em fungio das politicas governamentais ou pelas
necessidades de mercado. Um exemplo deste tipo de situacio & a queda
acentuada no custo de produc&o de ozénio observada nas Ultimas décadas, o que
ia levou a algumas empresas a implementarem este processo em seus parques
industriais.

O emprego combinado dos processos oxidativos avancados estudados
apresenta boas perspectivas para uma depuragdo efetiva do efluente papeleiro
Kraft E1. Uma outra abordagem promissora & a utilizacdo dos processos
oxidativos avancados como etapas preliminares ao tratamento biolégico,
buscando aumentar a biodegradabilidade dos compostos poluentes, o que
proporcionaria um menor tempo de ftratamento e maior eficiéncia aos
subseqiientes processos bioldgicos.

Em relagdo ao desenvolvimento de metodologias analiticas para a
deterfninagéo de compostos fendlicos, destaca-se que a deteccéo de substancias
em tempo real é a tendéncia da quimica analitica para o futuro. E cada vez maior
a preocupagdo dos quimicos de determinar em tempo real, preservando ao
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maximo as condi¢cdes existentes na natureza, os compostos ou substincias
presentes em alimentos e materiais de interesse clinico, bioldgico e ambiental.

Neste sentido, buscou-se desenvolver biossensores amperomeétricos com a
maior aplicabilidade possivel para o monitoramento de especies fendlicas em
amostras de interesse ambiental. Verificou-se que o processo de imobilizagdo do
componente biologico sobre a superficie dos eletrodos possui um papel
fundamental na sensibilidade dos biossensores desenvolvidos. Com destaque
para o efeito sinérgico entre os processos de ligagdo covalente e cruzada
(carbodiimida e glutaraldeido), que permitiram a construg¢ao de biossensores com
maiores sensibilidades e robustez.

Os dispositivos descartaveis (SPE) e remotos mostraram caracteristicas
favoraveis para serem empregados no monitoramento de compostos poluente “in
situ’. Estas caracteristicas que podem ser exploradas para popularizar o uso deste
tipo de sensor em andlise desta natureza.

A metodologia para a determinagso simultanea de diferentes compostos
fendlicos demonstrou propriedades singulares, que conferem a ele grande
perspectiva para qualificar e quantificar diferentes compostos em matrizes
complexas de interesse industrial, biolégico ou ambiental.

O sistema de membranas para a amostragem de analitos € outro dispositivo
que merece deétaque, ja que conferiu independéncia as respostas dos
biossensores em fungiio das caracteristicas da amostra, principalmente em
relagéo ao pH e forga idnica. O uso de membranas de diferentes tipos e com
cortes de massa molar distintos, além de solugbes aceptoras com diferentes
afinidades, podem contribuir para aumentar a seletividade e sensibilidade deste
‘meétodo analitico.

A combinacdo das metodologias propostas pode, por exemplo, fornecer
mais informagdes qualitativas e quantitativas a respeito das espécies fendlicas
presentes no efluente papeieiro Kraft E1. Estas informagdes podem ser Gteis para
estudar a correlagdo entre a concentracdo destas espécies, a toxicidade do
efluente e a eficiéncia dos métodos de remediac&o frente os diferentes compostos,
melhorando a qualidade de estudos sobre o monitoramento e tratamento de
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efluentes industriais e outras amostras de interesse ambiental.
Finalmente, todas as metodologias propostas podem ser acopladas em um
Unico dispositivo, que poderia fornecer informagdes quimicas multi-elementares de

forma continua e remota.
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IV.2 - PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Como propostas de trabalhos futuros sugere-se para o:

1) Tratamento de efluentes,

Empregar metais (tais como Fe, Mn, Ni, Zn, Ag e Cr) para aumentar a
eficiéncia dos processos de ozonizagdo (processo de ozonizagio
catalitica);

Imobilizar os fotocatalisadores para aumentar a eficiéncia do processo
fotocatalitico e eliminar a etapa de filtragdo para recuperacio dos
catalisadores;

Explorar as excelentes propriedades dos processos eletroquimico e foto-
eletroquimico para o tratamento de diversos efluentes industriais;
Empregar os processos oxidativos avangados de maneira combinada,
buscando-se explorar as caracteristicas individuais de cada processo
para promover uma depuracéo completa do efluente papeleiro Kraft E1;
Empregar os processos oxidativos avancados como etapas de pré-
tratamento ou pés-tratamento aos processos biolégicos, buscando-se
avaliar o aumento na biodegradabilidade promovido por estes
processos.

2) desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas para o monitoramento de

amostras de interesse ambiental,

Desenvolver novas formas de imobilizagdo das enzimas sobre a
superficie dos eletrodos, buscando aumentar a sensibilidade,
seletividade e robustez dos biossensores;

Empregar as metodologias de eletrodos impressos, sensores remotos,
determinagao simultdnea e sistema de andlise em fluxo para qualificar e
gquantificar a maior gama possivel de compostos fendlicos no efluente
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papeleiro Kraft E1 e/ou outras matrizes de interesse industrial, bioldgico
e ambiental;

- Desenvolver dispositivos portateis efou descartdveis para o
monitoramento continuo “in sity” de diferentes compostos fendlicos;

- Ampliar a aplicabilidade destas metodologias para novas matrizes e
compostos;



