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Resumo do Projeto Final apresentado a Escola de Quimica como parte
dos requisitos necessarios para obtencdo do grau de Engenheira de

Bioprocessos.

TRATAMENTO ENZIMATICO OXIDATIVO AVANCADO PARA
DESCOLORACAO DE MOLECULA CROMOFORA

Priscila Santos Corréa
Suzana Guimaraes de Lima
Fevereiro, 2015

Orientadores: Profa. Eliana Mossé Alhadeff, D.Sc.
André Rodrigues Pereira, D.Sc.

O presente trabalho avaliou o desempenho da enzima horseradish peroxidase
(HRP) imobilizada em esferas de vidro (aminopropil) poroso ativado na descoloragao
do corante azul de metileno. Os experimentos de imobilizagcdo foram conduzidos a
30°C, com agitacdo constante de 60 rpm por 24 h em concentracdo enzimatica
relativa a aproximadamente 150 U/mL em pH 4, 6, 7 e 8. Os ensaios de
descoloracdo em batelada foram conduzidos nas mesmas condi¢cdes de temperatura
e agitacao utilizadas na imobilizacdo por 3 horas, concentracdo de perdxido de
hidrogénio (H,O,) na faixa de 2-10 mg/L, concentracdo do corante téxtil azul de
metileno na faixa de 5-20 mg/L e pH na faixa de 4-8, conforme planejamento
experimental sugerido pelo software STATISTICA®. Ciclos em batelada de
reutilizacdo das enzimas foram realizados a partir dos resultados obtidos pelo
planejamento experimental, obtendo-se aproximadamente 35% de descoloragdo no
sexto ciclo (apos 42 dias da imobilizacdo) em pH 7,0 e aproximadamente 50% em
pH 8,0 no quarto ciclo (ap6s 14 dias da imobilizacdo), sendo estes valores de
reacOes conduzidas com a mesma concentracao de H,O, e corante. Nos ensaios
em sistema continuo, a condi¢cdo 6tima sugerida pelo planejamento experimental
mostrou-se viavel do ponto de vista técnico com uso de dois biorreatores em série,
com descoloracdo em torno de 81% no primeiro e 97% apo0s passar no segundo em

15 minutos de reacéo.
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CAPITULO | — INTRODUGAO

O crescimento cada vez mais expressivo das atividades industriais tem
gerado grandes impactos ambientais, principalmente devido a poluicdo causada pelo
descarte indevido de rejeitos. O comprometimento da qualidade de vida culminou na
necessidade de tratamento, fiscalizacdo e regulamentacéo dos efluentes industriais
(FORGIARINI, 2006).

As industrias téxteis geram rejeitos em diversas etapas do processo, como
lavagem das fibras e no tingimento. S&o efluentes organicos e/ou inorganicos
corados muitas vezes recalcitrantes e toxicos, ou seja, de dificil degradacdo e
altamente poluidores. O grande problema deste setor esta na fixacdo do corante nas
fibras, estima-se que 10 a 20% do corante aplicado seja perdido como rejeito
(GUARATINI; ZARONI, 2000), resultando em torno de 4% da produgcdo por ano
(POGGERE et al., 2011).

O corante azul de metileno € um corante organico aromatico, heterociclico e
solivel em agua, que tem vasta aplicagcdo na producdo de papel e em diversos
materiais como nylons e poliésteres. E classificado como um corante béasico ou
também catidnico, pois libera céations coloridos em solucdo aquosa (POGGERE et
al., 2011). Embora ndo seja considerado um composto com alto grau de
periculosidade, a ingestdo ou inalacdo pode acarretar problemas de saude
(BASTOS, 2014).

O tratamento de efluentes téxteis pode ser feito por métodos fisico-quimicos e
bioquimicos combinados ou n&o. Os métodos bioquimicos tem sido os mais
estudados atualmente, principalmente por serem menos nocivos ao meio ambiente
guando comparados aos meétodos quimicos. A aplicacdo de processos bioldgicos
utilizando microorganismos ou diretamente enzimas tem sido alternativas de grande
potencial. No entanto, sdo métodos menos eficientes e mais demorados. (BASTOS,
2014).



CAPITULO Il - OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a viabilidade de aplicacdo da enzima
horseradish peroxidase (HRP) imobilizada em esferas de vidro (aminopropil) na
descoloracéo do corante azul de metileno. Este estudo foi desenvolvido com base
nos trabalhos de Bastos (2014) e Alhadeff (2005), onde o primeiro avalia a HRP
imobilizada em alginato de célcio na descoloracdo do corante azul de metileno e o
segundo utiliza a HRP imobilizada em esferas de vidro (aminopropil) como

biossensor para deteccao de etanol.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Avaliar a influéncia do pH na reacdo de descoloracdo do corante azul de

metileno.

e Avaliar a influéncia da concentragcdo de peroxido de hidrogénio (H2.0;) na

reacao de descoloracdo do corante azul de metileno.

e Avaliar a influéncia da concentracdo de azul de metileno na reacdo de

descoloracdo do mesmo.

e Avaliar a viabilidade de reutilizagdo do sistema enzimético imobilizado na

reacdo de descoloracao do corante azul de metileno.

e Avaliar a reacao de descoloracao do corante azul de metileno em batelada e

em sistema continuo.



CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

I11.1 - Corantes

Os corantes naturais sdo usados ha milhares de anos, havendo evidéncias de
seu uso no antigo Egito, China e india. No Brasil, os corantes naturais tem grande
importancia com a histoéria do pais, a comecar pelo nome, originario da madeira pau-
brasil, significativa fonte de corante vermelho no século XVI. O pais também
forneceu corante indigo, extraido da planta Indigofera tinctoria, durante grande parte
do século XIX (ROSSI, 2008).

E classificada como corante toda substancia quimica que absorve radiacdo na
faixa da luz visivel (380 - 780 nm) e a reflete em um determinado comprimento de
onda, isto é, em uma cor especifica (CRISTOVAO, 2010).

Estruturalmente, um dos Unicos aspectos comuns a praticamente todos o0s
corantes € a presenca de um ou mais anéis benzénicos, conferindo aos corantes a
facilidade de absorver radiacdo na faixa da luz visivel, devido a circulacdo de
elétrons pelos anéis (LIMA; PEREIRA; PINTO, 2015).

Os corantes podem ser obtidos de fontes naturais ou sintetizados em reacoes
organicas por diferentes mecanismos. Podem ser inorganicos, como o diéxido de
titnio ou o oxido de ferro, ou organicos, como o azul de metileno (GALEMBECK;
CSORDAS, 2004).

Até meados do século XIX, todos os corantes provinham de folhas, ramos,
raizes, frutos ou flores de varias plantas e substancias extraidas de animais
(GUARATINI; ZANONI, 2000).

Corantes podem ser separados em 20 - 30 grupos diferentes quanto a seus
grupos cromoéforos, 0s mais importantes sdo azo (monoazo, diazo, triazo, poliazo),
antragquinona, ftalocianina e corantes triariimetano (Figura 1). Corantes azo
representam cerca de 70% em relagcdo ao peso do total da produgcdo mundial anual
(DOS SANTOS et al., 2003). Estes corantes séo seguidos, em termos de producéo,
pelos corantes de antraquinona (DOS SANTOS et al., 2005).



O‘ o
Z R —Q
N—N I ‘ -\‘ﬁ‘
N > <
|
o] o
Azo Anthraquinone Phthalocyanine

4o

7

R

Triarylmethane

FIGURA 1 - Os mais importantes cromoéforos.

Fonte: CRISTOVAO (2010).

[11.1.1 - Evolucao dos Corantes Sintéticos

apenas em 1856, na Inglaterra, por William Henry Perkin, embora tenha sua origem
na Europa desde o século XVI. Devido a grande inovacao tecnoldgica ocorrida por
volta de 1915, a Alemanha manteve o monopdlio sobre a producdo de corante
sintético até a Segunda Guerra Mundial. A industria de corantes dos Estados Unidos
€ uma das maiores fontes exportadoras destes produtos, colocando no mercado

aproximadamente 2.000 tipos diferentes de corantes sintéticos (TWARDOKUS,

2004).

A industria de corantes téxteis teve seu primeiro corante sintético descoberto

O Quadro 1 apresenta a evolucdo histérica de reacdes de sintese de

corantes, conforme registros obtidos no periodo de 1856 a 1960.

QUADRO 1: Evolugéo dos corantes sintéticos.

Ano Ocorréncia
1856 Sintese da malveina (Perkin)

1858 Reacéo de diazotagdo (Griess)

1859 Sintese da magenta (Verguin)

1862 Reacéo de sulfonagéo (Nicholson)

1873 1° corante sulforoso (Croissant e Brentoniere)
1876 Sintese da crisoidina: 1° corante azo

1880 1° corante azdico (Thomas e Robert Holliday)
1884 1° corante direto: vermelho congo

1894 Sintese do indigo

1901 1° corante a tina

1922 Corantes indigosois (Tina pré-reduzida)

1924 Corantes dispersos

1935 Corantes de ftalocianina

1956 Corantes reativos: DCT

1960 Corantes catidnicos modificados

Fonte: Adaptado de TWARDOKUS, 2004.




[11.1.2 - Constituicdo Quimica dos Corantes

Os grupos funcionais presentes na estrutura quimica de um corante sdo de
grande importancia para a escolha do mesmo, sendo divididos em grupos

cromoforos, auxocromos e solubilizantes (VIDART, 2013).

Os grupos croméforos sao responsaveis pela coloracdo do corante. Existem
muitos grupos cromoforos utilizados na sintese de corantes, como o nitro (—NOy),
azo (—N=N-), nitroso (-NO ou =N-OH), antraquinona (=C=0 e =C=C=), etc (INOUE,
2008). Quando a luz atinge um croméforo, a excitagcdo de um elétron faz com que

sejam emitidos fétons de uma cor especifica. (HUNGER, 2003).

A Figura 2 apresenta a estrutura quimica do grupo cromoéforo de um corante
azo ou azocorante, que se caracteriza por apresentar um ou mais grupamentos —
N=N- ligados a sistemas aromaticos (KUNZ et al., 2002).
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FIGURA 2 — Estrutura quimica caracteristica do grupo cromoforo de um azocorante.
Fonte: KUNZ et al. (2002).

Os grupos auxocromos sdo responsaveis pela intensidade da cor e pela
fixacdo do corante em um material, desta forma, a sua presenca na estrutura da
molécula acarreta em um deslocamento no méaximo de absor¢cdo. Os principais
grupos auxocromos séo amino (—NH>), hidroxila (~OH), e seus derivados, ou radicais
carboxilicos (-COOH) e sulfénicos (-SO3H) (HUNGER, 2003; INOUE, 2008).

Os grupos solubilizantes proporcionam solubilidade permanente ou
temporaria. Em corantes acidos, diretos e reativos, 0s grupos sulfénicos apresentam
caracteristica solubilizante permanente, em corantes catidnicos, as aminas
guaternarias apresentam tal funcdo. Grupos enolicos e cetdnicos possibilitam
solubilidade temporaria & molécula de corante (ANDREAUS et al., 2010).

Todos corantes reativos contém grupos sulfonato de sddio (-SOz;Na) para
solubilizagdo em meio aquoso. Assim, dissolvem em agua formando anion sulfonato
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colorido e o cation sodio. Muitos destes corantes apresentam um a quatro grupos
sulfonatos (KIMURA, 2001).

[11.1.3 - Corantes na IndUstria Téxtil

Corantes téxteis sao compostos organicos aplicados em fibras,
proporcionando diferentes coloracdes em condi¢cdes de processos predeterminados.
Os corantes impregnam as fibras e podem reagir com o material durante o processo
de tingimento. Existe uma determinada categoria de corante para cada tipo de fibra.
Para as fibras celul6sicas, como o algoddo, sdo aplicados os corantes reativos,
diretos, azoicos e sulfurosos. Sao fatores decisivos para a sele¢cdo do corante as
caracteristicas técnicas que se quer atingir, como resisténcia a luz, a friccdo e ao

suor (CRQ 1V, 2011).

Os azocorantes representam aproximadamente 60% dos corantes utilizados
no mundo, sendo amplamente utilizados no tingimento de fibras téxteis (KUNZ et al.,
2002). O Quadro 2 apresenta as principais classes de corantes téxteis, os tipos de

fibras que apresentam afinidade e a taxa de fixag&o caracteristica de cada corante.

QUADRO 2: Descri¢ao das principais classes de corantes téxteis.

Classe de Método Fibra tipicamente Fixacdo tipica
corantes aplicada (%)
Acido Esgotamento/ “beck”/ La/ nylon 80 -93
continuo (tapete)
Bésico Esgotamento/ “beck” Acrilicas/ algumas fibras 97 -98
de poliéster
Direto Esgotamento/ “beck’/ Algodao/ raion/ outras 70-95
continuo fibras celulosicas
Disperso Esgotamento a alta Poliéster/ acetato/ outras 80-92
temperatura continuo fibras sintéticas
Reativo Esgotamento/ “beck”/ “cold Algodao/ outras fibras 60 —-90
pad batch”/ continuo celulésicas/ 1a
Sulfurosos Continuo Algodao e outras fibras 60-70
celulésicas
Tina Esgotamento/ “package”/ Algodao e outras fibras 80-95
continuo celulésicas

Fonte: Adaptado de EPA, 1997.




[11.1.3.1 -Tingimento e Fixagcdo dos Corantes

A maior parte dos corantes € sollvel em agua, entdo para a aplicacdo destes
na industria téxtil, comumente utiliza-se uma substancia chamada mordente para
possibilitar a fixacdo dos corantes a fibra dos tecidos no processo de tingimento. Os
mordentes sdo formados por metais de transicdo que possuem a capacidade de se
complexar com grupos caracteristicos presentes nas estruturas das fibras, facilitando
a fixacdo dos corantes. Exemplos sdo os sulfatos de cobre, ferro, aluminio e
estanho. (LIMA; PEREIRA; PINTO, 2015).

Tingimento é o processo de coloragdo dos substratos téxteis, mediante a
aplicacdo de corantes, de forma homogénea (CPRH, 2001). No decorrer do
processo de tingimento trés etapas sdo consideradas importantes: montagem,
fixacdo e tratamento final. A fixacdo do corante a fibra € realizada através de
reacdes quimicas, da insolubilizacdo do corante ou de derivados gerados e ocorre
geralmente em distintas etapas ao longo das fases de montagem e fixacdo. O
processo de tintura é finalizado com uma etapa de lavagem para retirada do excesso
de corante original ou corante hidrolisado que ndo se fixou a fibra nas etapas
anteriores (GUARATINI; ZANONI, 2000). O corante que ndo se agrega a fibra fica
hidrolisado e torna-se inutil a tintura. O tempo de fixacdo depende da reatividade do
corante, variando entre 60 e 90 minutos. A temperatura também varia para cada tipo
de corante, entre 45°C e 60°C (CPRH, 2001).

Segundo Guaratini e Zanoni (2000), a forma de fixacdo da molécula do
corante as fibras téxteis geralmente é feita em solu¢cdo aquosa e pode envolver
essencialmente quatro tipos de interacfes: ligacdes idnicas, de hidrogénio, de Van

de Waals e covalentes.

e Interacdes lonicas - S&o tingimentos baseados em interagdes mutuas entre
0 centro positivo dos grupos amino presentes na fibra e a carga ibnica
negativa da molécula do corante ou vice-versa (Figura 3). A tintura da |a, seda
e poliamida caracteriza este tipo de interacdo (GUARATINI; ZANONI, 2000).



@
® NH, co? + ND° ——  NH; co? Na®
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grupos disponiveis interacdo iGnica entre
da fibra em meio Corante (D) e a fibra
acido

FIGURA 3 - Interacao idnica entre o corante (D) e os grupos amino da fibra da I&.
Fonte: GUARATINI e ZANONI (2000).

e Interacdes de Van der Waals - S&o tingimentos baseados na interagéo
oriunda da aproximacéo extrema entre orbitais 1T do corante e da molécula da
fibra, as moléculas do corante interagem com a fibra por afinidade, sem
formar uma ligagéo forte, sendo predominante em moléculas de corante
lineares/longas e/ou achatadas, permitindo uma maxima aproximacédo a
estrutura molecular da fibra. Este tipo de interacdo pode ser observada na
tintura de poliéster e 1& com corantes com alta afinidade por celulose
(GUARATINI; ZANONI, 2000).

e |Interacdes de Hidrogénio - Sao tingimentos derivados da ligacdo entre
atomos de hidrogénio do corante e o par de elétrons livres de atomos
doadores em centros presentes na fibra. Este tipo de interacdo € encontrada
na tintura de 14, seda e fibras sintéticas como acetato de celulose
(GUARATINI; ZANONI, 2000).
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FIGURA 4 - Interacdo de hidrogénio entre o corante sulfonado e os grupos carboxilas da fibra de I4.
Fonte: GUARATINI e ZANONI (2000).

e Interacdes Covalentes - S&o tingimentos resultantes da formacdo de uma
ligacdo covalente entre o grupo reativo da estrutura quimica do corante, ou

grupo eletrofilico e residuos nucleofilicos da fibra téxtil. Como exemplo podem
8



ser citadas as fibras de algodao que séo passiveis de interagir com o corante
através de ligacOes forte do tipo covalente (GUARATINI; ZANONI, 2000).
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FIGURA 5 - Interacgao idnica entre o corante (D) e os grupos amino da fibra da Ia.
Fonte: GUARATINI e ZANONI (2000).

[11.1.4 - Classificacdo dos Corantes

Os corantes podem ser classificados segundo diferentes aspectos, como

classes quimicas, aplicagdes a que se destinam, origem, entre outros. Os corantes

utiizados na industria alimenticia, por exemplo, s&o usualmente classificados

segundo sua origem (VELOSO, 2012).

Existem atualmente varias classes de corantes classificados segundo sua

fixacdo, como Aacido, direto, basico, de enxofre e reativos, sendo este 0 mais

utilizado em nivel mundial (KUNZ et al., 2002).

[11.1.4.1 - Quanto a Estrutura Quimica

O Quadro 3 apresenta corantes de acordo com suas respectivas classes

guimicas.



QUADRO 3: Classificagdo segundo as classes quimicas.

Classificagao segundo as classes quimicas

Classe

Classificagéo por aplicagéo

Acridina

Basicos, pigmentos organicos

Aminocetona

A tina, mordentes

Antraquinona

Acidos, mordentes, a tina, dispersos, azoicos, basicos, diretos, reativos,
pigmentos organicos

Ao enxofre Enxofre, a cuba

Azina Acidos, basicos, solventes, pigmentos organicos

Azo Acidos, diretos, dispersos, basicos, mordentes, reativos
Azéico Bésicos e naftois

Bases de oxidacéo

Corantes especiais para tingimento de pelo, pelegos, cabelos

Difenilmetano

Acidos, basicos e mordentes

Estibeno

Diretos, reativos e branqueadores Gpticos

Ftalocianina

Pigmentos orgéanicos, acidos, diretos, azoicos, a cuba, reativos,
solventes

Indamina e Indofenol

Basicos, solventes

Indigoide A tina, pigmentos organicos

Metina e Polimetina Basicos, dispersos

Nitro Acidos, dispersos, mordentes

Nitroso Acidos, dispersos, mordentes

Oxazina Basicos, mordentes, pigmentos organicos

Quinolina Acidos, basicos

Tiazina Bésicos, mordentes

Tiazol Branqueadores Opticos, basicos, diretos

Triarilmetano Acidos, basicos, mordentes

Xanteno Acidos, basicos, mordentes, branqueadores 6pticos, solventes

Fonte: Adaptado de ABIQUIM, 2015.

Dentro das mesmas familias e grupos existem corantes de varias cores, como

se mostra no Quadro 4.

QUADRO 4: Cores de corantes por familias e grupos.

Familia e Grupo

Azo:

Monoazo A v v N A
Diazo ~ N N J A

Azo Condensacao W ) A

Benzimidazolona

Policiclicos:

Antraguinona

Ftalocianinas

Quinacidonas

Dioxazinas

Perilenos

Isoindolinonas

Indigoides

Fonte: CTB, 2015.
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[11.1.4.2 - Quanto a Aplicacéao

O Quadro 5 apresenta os corantes e pigmentos segundo suas aplicacoes.

QUADRO 5: Classificagdo segundo a utilizagdo por substrato.

Classificacdo segundo a utilizacdo por substrato

Classe

Principais campos de aplicagdo

Brangueadores Opticos

Detergentes, fibras naturais, fibras artificiais, fibras sintéticas, 6leos,
plasticos, sabdes, tintas e papel

A cuba sulfurados

Fibras naturais e fibras artificiais

Atina

Fibras naturais

Acidos Fibras naturais e fibras sintéticas

Ao enxofre Couro, fibras sintéticas, 18, madeira e papel

Azbicos Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel

Basicos Couro, fibras sintéticas, 14, madeira e papel

Diretos Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel

Dispersos Fibras artificiais e fibras sintéticas

Mordentes Aluminio anodizado, 18, fibras naturais e fibras sintéticas

Reativos Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel

Solventes Ceras, cosméticos, gasolina, madeira, plasticos, solventes organicos,

tintas de escrever e vernizes

Pigmentos organicos

Tintas gréficas, tintas e vernizes, estamparia téxtil e plasticos

Pigmentos inorganicos

Tintas graficas, tintas e vernizes, estamparia téxtil, plasticos e negro
de fumo

Fonte: ABIQUIM, 2015.

[11.1.4.3 - Quanto ao Modo de Fixacao

Os principais grupos de corantes classificados pelo modo de fixacdo a fibra

téxtil sdo apresentados a seguir (Quadro 6).
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QUADRO 6: Classificagdo segundo o modo de fixagdo a fibra téxtil.

Classificacdo segundo o modo de fixacéo

Classes de o o
Exemplo de estrutura quimica Caracteristicas
corantes
soliveis em Agua; carater anibnico;
o o e utilizados em fibras celulésicas, protéicas
OH !
) ) _érc"*{_ e poliamidas; possuem grupo reativo
Reativos V=GN o
L capaz de formar ligagdo covalente com a
C
Hy . . . -
' fibra, conferindo maior estabilidade na
vermelho reativo 183
cor.
SO,Na Lo . . . A
SO @j soliveis em &gua; carater aniodnico;
) SN/ N\ M~ A | utilizados em fibras de celulose; formam
Diretos ‘ M\ T . . _
L il i interacBes de Van der Waals com a fibra;
/ . ~
7 vermelho congo conferem alto grau de fixagéo.
insol(veis em agua; sintetizados sobre a
NO, CONH@ ) )
@ fibora durante a tintura; requerem
Azbicos utilizacdo de agente de acoplamento
Q (afinidade pela fibra); utilizados em fibras
coranis kxarg azdico de celulose; alto padréo de fixacao.
C\ e — ':"{CH-'! )=
Il ) . . . )
L soliveis em Aagua; utilizados em fibras
o,s /ijCH‘.CH_, . - . ia .
. ‘;Y_ nitrogenadas e acrilicas; carater aninico;
Acidos N . i L
(L;L ligam-se através de troca ifnica; extensa
T - . ~ . ~
il faixa de coloraco e grau de fixago.
corante acido violeta
— NQ//‘-“Z\,\\
HaNT NS solliveis em agua; corantes catiénicos;
Basicos r-/-'“-xr /‘-] pouca afinidade pelo algoddo, sendo
>~ Y necessaria a utilizacdo de mordentes.
corante basico malveina
) N .
corantes & tina ou corantes vat;
O“ insoliveis em &gua; solubilizacdo em
R “ solucéo alcalina; utilizados em fibras de
a Cuba . o
.‘O celulose; regeneracdo da forma original
S do corante sobre a fibra por oxidacéo
corante laranja a tina 9 apos aplicacao.
S8 --NH, 58— insoliveis em agua; formam pontes de
NH.
NH B -~ . . ~
\C‘EQS‘” polissulfetos; aplicagdo semelhante a dos
de Enxofre CH s/ su}c

corante enxofre laranja 1

corantes a tina; geram residuos

altamente téxicos.
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insoliveis em 4&gua; aplicados em

Br OCH3
— VAR suspensao; utilizados em fibras
. . OzN \ / N—=N. NICH CHz), L. i i . L.
Dispersivos — celulésicas e demais fibras hidrofobicas;
i
NO, HN

requerem agentes dispersantes no

corante disperso azul 291 processo.
H,
o
Hoo | _om ) .. _—
Cr fibras protéicas e poliamida; reagem
. : o} . .

Pre-Metalizados @ T formando complexos com ions metalicos;

N—N

74 presenca de metal pesado no rejeito.

corante pré-metalizado

)

oH N§ o @ wmd N diminuicdo da aparéncia amarelada das
— N—
NH CH = . .
Branqueadores =y }_ '< {ou fiboras em estado bruto; proporcionam
NH D,H o A .
Ao/ reflexdo por fluorescéncia em luz UV.
corante fluorescente 32
o s corantes acidos; combinam-se com a
c— . A s ~ .
o) o\ér’c'z fibora téxti e com uma substancia
Mordentes A [Na_¢ i .
B % mordente simultaneamente; utilizados em
corante mordente laranja 1 fibras celuldsicas, protéicas e poliamida.

Fonte: Adaptado de GUARATINI e ZANONI (2000), KIMURA (2001) e LADCHUMANANANDASIVAM
(2008).

[11.1.4.4 - Classificacdo Colour Index

Considerando-se que corantes, pigmentos e branqueadores Opticos sao
compostos complexos, frequentemente € inviavel expresséa-los por uma férmula
guimica, visto que sdo misturas de varios compostos ou nao possuem estrutura
guimica definida. Por esse motivo, a nomenclatura quimica usual raramente €

usada, preferindo-se utilizar os nomes comerciais (ABIQUIM, 2015).

Para identificar corantes semelhantes, comercializados com nomes distintos,
utiliza-se o Colour Index (CI), publicacdo da American Association of Textile
Chemists and Colourists e da Society of Dyers and Colorists, que contém uma lista
organizada de nomes e numeros para denominar os diversos tipos de corantes. Os
nameros do Colour Index s&o atribuidos quando a estrutura quimica é definida e
conhecida (ABIQUIM, 2015).
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Conforme o Colour Index, os corantes e pigmentos podem ser classificados
em 26 tipos, segundo os critérios das classes quimicas, e em 20 tipos, segundo
suas aplicacdes, além de algumas subdivisdes (GUARATINI; ZANONI, 2000;
ABIQUIM, 2015).

Conforme The Society of Dyers and The Colourists and American Association
of Textile Chemists and Colourists (1956), a denominagao dos corantes e pigmentos
€ dada por dois numeros de referéncia, o Colour Index Generic Name (CIGN), que
descreve o0s corantes por sua classe reconhecida (acido, basico, disperso,
mordente, etc), sua tonalidade e um numero de série, como exemplificado no

Quadro 7, e o Colour Index Constitution Number (CICN) que se refere a classe

guimica.

QUADRO 7: Exemplos da nomenclatura adotada pelo Colour Index.

Classes quimicas CICN CIGN

Nitro 10316 Acid Yellow 1
Quinolona 47010 Acid Yellow 2
Antraquinona 58255 Mordant Red 2
Antraquinona 58005 Mordant Red 3
Azo 11080 Disperse Orange 1
Azo 11005 Disperse Orange 3

Fonte: Society of Dyers and Colourists and American Association of Textile Chemists and
Colourists (1956).

Existem ainda outros cédigos para identificacdo de corantes, entre eles o CAS
NUMBER e o Cédigo Brasil (VELOSO, 2012).

O Quadro 8 registra a numeragcdo CICN conforme as classes quimicas dos

corantes.

QUADRO 8: Classificagdo Colour Index Constitution Number (CICN) de acordo com as classes

guimicas.
Classes quimicas CICN
Nitroso 10000-10299
Nitro 10300-10999
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Monoazo 11000-19999
Diazo 20000-39999
Estilbeno (Diaril eteno) 40000-40799
Diarilmetano 41000-41999
Triarilmetano 42000-44999
Xanteno 45000-45999
Acridina 46000-46999
Quinolina 47000-47999
Metino 48000-48999
Tiazol 49000-49399
Indamina 49400-49699
Indofenol 49700-49999
Azina 50000-50999
Oxazina 51000-51999
Tiazina 52000-52999
Aminocetona 56000-56999
Antraquinona 58000-72999
Indigoides 73000-73999
Ftalocianina 74000-74999
Corantes naturais 75000-76999
Pigmentos Inorganicos 77000-77999

Fonte: Society of Dyers and Colourists and American Association of Textile Chemists and
Colourists (2006).

[11.1.5 - Andlise Mercadoldgica

As Figuras 6 e 7 apresentam, respectivamente, os 10 maiores paises
exportadores e importadores de corantes e pigmentos em geral, nos ultimos 5 anos
(2010 a 2014), de acordo com pesquisa realizada no Sistema Alice Web utilizando

como filtro o capitulo 32 da Nomenclatura Comum do Mercosul (NCM).
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FIGURA 6 - Maiores paises exportadores de corantes e pigmentos entre os anos de 2010 a 2014.
Fonte: Adaptado do Sistema Alice Web (2015).

Observa-se que os principais exportadores de corantes e pigmentos estdo

concentrados na América do Sul. A Argentina é a lider em vendas, com quantias, em

US$ FOB, que representam mais do dobro do valor exportado pelo Paraguai, o

segundo maior exportador. Pode-se também observar que 0s corantes exportados

pela Argentina provavelmente possuem maior valor agregado, visto que seu peso

exportado é ligeiramente inferior, quando comparado aos corantes exportados pelo

Paraguai.
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FIGURA 7 - Maiores paises importadores de corantes e pigmentos entre os anos de 2010 a 2014.

Fonte: Adaptado do Sistema Alice Web (2015).
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Observa-se que os Estados Unidos, China e Alemanha sdo os principais
importadores de corantes e pigmentos, provavelmente de elevado valor agregado,
com importagdes que alcangam aproximadamente 1,4 bilhdes, cerca de 1,1 bilhdes

e de 0,8 bilhdes de ddlares, respectivamente.

Na Nomenclatura Comum do Mercosul (NCM), os corantes estao
classificados no capitulo 32 e nas posi¢cdes 3203, 3204, 3205, 3206 e 3207, como
pode ser observado no Quadro 9 (ABIQUIM, 2015).

QUADRO 9: Classificacdo dos corantes conforme a Nomenclatura Comum do Mercosul.

Capitulo Posicao Mercadoria
Matérias corantes de origem vegetal ou animal e preparacdes a
3203 base dessas matérias
Matérias corantes organicas sintéticas e preparagdes a base
3204 dessas matérias
3205 Lacas corantes e suas preparacdes
Outras matérias corantes; produtos inorganicos dos tipos utilizados
32 3206
como luminé6foros
Pigmentos, opacificantes e cores preparados, composi¢cdes
vitrifichveis, engobos, esmaltes metalicos liquidos e preparacdes
3207 semelhantes, dos tipos utilizados nas industrias da ceramica, do
esmalte e do vidro; fritas de vidro e outros vidros, em p6, em
granulos, em lamelas ou em flocos.

Fonte: Sistema Alice Web, 2015.

O Quadro 10 assinala as principais empresas produtoras de corantes e
pigmentos no Brasil. As empresas, em sua maioria, sdo dependentes de produtos
intermediérios importados, como derivados de benzeno, tolueno e naftaleno, entre
outros, e localizam-se, predominantemente, nos estados do Rio de Janeiro e Sao
Paulo (GUARATINI; ZANONI, 2000).
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QUADRO 10: Produtores nacionais de corantes e pigmentos.

Empresa

Produtos

A Chimical

Corantes acidos, corantes basicos e corantes diretos

Bann Quimica

Corantes a tina

Pigmentos organicos, corantes basicos, agentes de

Basf .
branqueamento éptico
Brancotex Pigmentos orgéanicos
Cabot Negro de Fumo
Agentes de branqueamento Optico, corantes acidos, corantes
. bésicos, corantes a cuba, corantes diretos, corantes dispersos,
Clariant

corantes ao enxofre, corantes mordentes, corantes pré-

metalizados, corantes reativos, pigmentos organicos

Columbian Chemicals

Negro de Fumo

Dry Color Pigmentos organicos

DuPont Di6xido de titanio

DyStar Corantes azoicos, brancos 6ticos e dispersédo de pigmentos
Lanxess Pigmentos inorganicos

Millennium/Cristal

Di6xido de titanio

Fonte: ABIQUIM, 2015.

A Tabela 1 exibe as empresas nacionais produtoras de corantes e pigmentos

e suas respectivas localizagfes, predominantemente no estado de Sao Paulo, e

capacidades instaladas no ano de 2012.

TABELA 1: Capacidade instalada de corantes e pigmentos.

Capacidade instalada (t/ano)

Empresa Localizacéo Capacidade instalada em
2012
A CHIMICAL SP 1.750
BANN SP n.d.
BASF SP 4.790
BRANCOTEX SP 30
CLARIANT SP n.d.
CLEOMAR SP 120
DRY COLOR SP 840
DYNATECH SP 9.600
STAHL RS 7.500
TEXPAL SP 1.540
TRANSCOR SP 1.200
Total 27.370

Fonte: Adaptado de Anuario da ABIQUIM 2013.

18



Producdo e vendas declaradas, internas e externas, em toneladas por ano,
entre os anos de 2008 e 2012 s&o expostas a seguir (Tabela 2), demonstrando que

a maior parte da producéo de corantes e pigmentos alimenta o mercado interno.

TABELA 2: Producdo e vendas declaradas de corantes e pigmentos.

Producédo e vendas declaradas (t/ano)

Ano Producéo Vendas Internas Vendas Externas
2008 20.457,0 13.767,0 5.178,0
2009 17.907,0 13.251,0 4.759,0
2010 22.814,0 15.288,1 5.517,9
2011 20.235,0 12.981,0 5.296,0
2012 26.427,1 21.843,8 1.702,0

Fonte: Adaptado de Anuario da ABIQUIM 2013.

O setor nacional de corantes e pigmentos apresentou saldo da balanca
comercial expressivamente negativo nos Ultimos anos. As importacbes e
exportagdes, em toneladas por ano e em dolares entre os anos de 2008 e 2012 séo

apontadas na Tabela 3.

TABELA 3: Importagéo e exportacdo de corantes e pigmentos.

Importagao e exportagdo (t/ano e US$-fob)

Importagéo Exportacéo
Ano t/ano US$1.000-fob t/ano US$1.000-fob
2008 37.363,4 250.746,8 9.795,7 67.491,4
2009 35.936,9 217.687,8 7.969,6 47.364,8
2010 47.880,4 301.689,0 8.999,0 68.620,4
2011 39.289,8 277.765,8 8.402,9 76.886,5
2012 42.521,1 295.128,1 7.798,9 63.163,9

Fonte: Adaptado de Anuario da ABIQUIM 2013.

[11.1.6 - Impacto Ambiental

A industria téxtil apresenta perspectiva altamente favoravel ao progresso do
setor no Brasil. Entretanto, ainda que seja um setor fundamental na sociedade atual,
a atividade téxtil é considerada de elevado impacto ambiental, sobretudo pela

producdo de volumes consideraveis de efluentes com altas cargas organicas e
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corantes toxicos, extremamente prejudiciais aos ecossistemas aquaticos
(PELEGRINI et al., 2005).

A poluicdo causada pelos efluentes téxteis provoca alteracfes nos ciclos
biologicos, perturbando, sobretudo, processos de fotossintese, além de constituir
poluicdo visual. Somado a esta consideracdo, pesquisas na area bioldgica e
ambiental tem revelado que algumas classes de corantes, em especial azocorantes
e seus subprodutos, apresentam caracteristicas carcinogénicas e/ou mutagénicas
(KUNZ et al., 2002).

Conforme Guaratini e Zanoni (2000), corantes sintéticos sdo comumente
xenobidticos, desta forma o0s microorganismos presentes nos corpos d'agua
apresentam dificuldade na degradacdo destes compostos, de maneira que nao
possuem enzimas especificas para deteriorar tais compostos sob condi¢des

aerobicas, e ainda sob condi¢des anaerdbicas a degradacao ocorre lentamente.

[11.2 - Azul de Metileno: Propriedades e Aplicacdes

O azul de metileno ou pela nomenclatura IUPAC, cloridrato de 3,7-bis
(dimetilamino) 5-fenotiazina ou ainda pela denominagcao Colour Index, azul basico 9
e C.I. Constitution Number 52015 é um corante catidnico e basico, faciimente solavel
em agua (ALMEIDA, 2005). E segundo Scotti et al. (2006), o corante foi sintetizado
por Heinrich Caro em 1876. Algumas propriedades fisico-quimicas do azul de
metileno podem ser observadas no Quadro 11. A Figura 8 mostra as formulas

estrutural e espacial da molécula.

QUADRO 11.: Propriedades fisico-quimicas do azul de metileno.

Férmula molecular C16H1sCINSS

Massa molar 319,85 g/mol
Tamanho molecular 16 Aou 1,6 nm
Solubilidade em agua =100 mg/mL a 22°C
pH em solucdo aquosa 3-45
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FIGURA 8 - Férmulas estrutural (a) e espacial (b) do azul de metileno.
Fonte: ALMEIDA (2005).

O corante azul de metileno apresenta baixa toxicidade, apresentando dose
letal média (DLso) de 1180 mg/kg, contudo provoca efeitos adversos se inalado,
causando dificuldade respiratoria, ou ingerido, causando sensacdo de queimacéo na

boca, nausea, vémito, diarreia e gastrite (ALMEIDA, 2005).

Segundo Almeida (2005), o azul de metileno (AM) se apresenta,
preferencialmente, na forma de mondmero em solugdes aquosas com
concentracdes menores que 1x10™° mol.L™, e seu espectro no visivel forma um pico
em 664 nm . Também podem ser encontradas trés outras espécies em solucéo, o

mondmero protonado, o dimero e o trimero.
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FIGURA 9 - Espectro de absorgdo no UV-Vis do azul de metileno em solucdo aquosa de 18 pmol.L™
em pH5,5.
Fonte: ALMEIDA (2005).

21



Sintetizando, pode-se dizer que, o azul de metileno, apresenta-se nas
seguintes formas (ALMEIDA, 2005):

e Mistura de mondmeros e dimeros: em solu¢gdes aguosas com concentracdes
de 1x10™° mol.L™ a 5x107 mol.L™.

e Mistura de dimeros e trimeros: em solu¢cfées aquosas com concentracfes de
5x10" mol.L* a 0,1 mol.L™.

e Preferencialmente trimeros: em solugdes aquosas com concentragfes acima

de 0,1 mol.L™.

O espectro do dimero apresenta pico em 605 nm e em 697 nm. Os espectros
do mondmero protonado e do trimero tém comprimentos de onda maximos em 741
nm e 580 nm, respectivamente (ALMEIDA, 2005).

O pH influencia a dissociacdo do azul de metileno em meio aquoso, no
intervalo de pH de 1 a 11 o corante encontra-se na forma de mondémero em solugdes
diluidas. Em solu¢cdes concentradas deve ser levada em consideracao a tendéncia

de aglomeracéo, tornando o sistema mais complexo (ALMEIDA, 2005).

A estrutura do azul de metileno em diferentes valores de pH é mostrada na

Figura 10.
(CHy) 5 N*(CH;)
H
20"+ 2M' ME") 26+ 1H'
{pH<5.8) (pH>58)
—H [CHg} S
(CHy) Mo —CH;, __!1_._ h N{CHy)
= H'
N
(pKa=56) .|4
H (Leuco MB)

FIGURA 10 - Esquema do comportamento do azul de metileno em diferentes valores de pH.
Fonte: Adaptado de SCOTTI et al. (2006).

Segundo Impert et al. (2002) a forma reduzida de azul de metileno (forma

leuco) € incolor na auséncia de oxigénio, porém é facilmente reoxidada por oxigénio
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a azul de metileno, ou seja, sua forma original e colorida. Tendo recente aplicacao
como componente fundamental de uma extensa variedade de sensores Oticos de
oxigénio utilizados na industria alimentar para embalagem de alimentos sob uma

atmosfera modificada de nitrogénio ou didxido de carbono.

As estruturas e as caracteristicas espectroscopicas UV-Vis do azul de

metileno e das suas formas reduzidas comuns s&o apresentadas na Tabela 4.

TABELA 4: Estrutura e absorcao UV- Vis caracteristicas de azul de metileno e suas formas reduzidas

comuns.
Espécies Estrutura Abreviacéo pKa Amax (NM)
Azul de = . 660; 614;
) g AM 0
Metileno (CHa),N N(CHs), 292
Azul de R A
Metileno semi- o > - - o AM -3;2;9 420
reduzido )2 (CHa)
Azul de

SR
Metileno L/E ]\j\ AML 45:58;1,7 256
(CH4),N N(CH3),

(forma Leuco)

Fonte: Adaptado de IMPERT et al, 2002.

Segundo Hunger (2003), o corante azul de metileno é frequentemente

utilizado na producéo de papel e outros materiais como poliésteres e nylons.

Alguns corantes basicos possuem atividade biol6gica e sao utilizados como
anti-sépticos, um exemplo é a aplicagdo do azul de metileno em medicagcdes
indicadas para todas as infec¢cBes e inflamagcBes agudas e cronicas das vias
urinarias. O azul de metileno apresenta em sua composicdo a estrutura da
fenotiazina, composto que esta presente em antihistaminicos e antipsicoticos
(HUNGER, 2003; LABORATORIO GROSS S.A., 2015).

[11.3 - Efluentes da Industria Téxtil

O setor téxtil tem gerado grandes volumes de efluentes, sendo taxado
atualmente como o mais poluente entre os setores industriais, devido ndo sé ao
volume gerado, mas também pela composicao dos efluentes. Estes efluentes podem
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causar graves problemas de contaminacdo ambiental (VANDEVIVERE; BIANCHI;
VERSTRAETE, 1998; KUNZ et al., 2002).

Aléem do efeito visual e toxico dos corantes, os efluentes apresentam alta
carga organica, ou seja, elevada DQO (demanda quimica de oxigénio) e muitos
corantes sao carcinogénicos e mutagénicos (PODGORNIK; POLJANSEK ; PERDIH,
2001; ACEMIOGLU, 2004).

A caracterizacdo dos efluentes téxteis se torna complexa, devido a variedade
de compostos utilizados nos diversos processos de beneficiamento das fibras
téxteis, e consequentemente torna problematico o controle da poluicdo causada nos
ambientes aquaticos por tais efluentes (PERES; ABRAHAO, 1998). A natureza do
efluente téxtil depende dos tipos de fibras e compostos quimicos utilizados, assim
como da tecnologia e dos processos industriais empregados. E consideravel o
consumo de agua nesse setor, justificado pelas operagdes de lavagem, tingimento e
acabamento dos tecidos (LEAO et al., 2002).

O maior problema no tratamento de efluentes téxteis concentra-se na
presenca de corantes, ainda que os efluentes apresentem também outros
compostos, como agentes engomantes, acidos organicos e inorganicos e varios
compostos organicos (PELEGRINI et al., 2005).

[11.3.1 - Tratamento de Efluentes Téxteis

Os tratamentos de efluentes podem ser divididos em primérios, secundarios,
terciarios e avancados. Os tratamentos primarios, de maneira geral, possibilitam a
remocdo de soélidos suspensos e matéria organica. Os tratamentos secundarios
removem principalmente soélidos suspensos e matéria organica biodegradavel. Os
tratamentos terciarios e avancados combinam operagdes para fins especificos,
geralmente aplicados com o objetivo de reciclagem de &gua e produtos
(BELTRAME, 2000).

O Quadro 12 apresenta sintese dos processos de tratamento de efluentes.
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QUADRO 12: Processos de tratamento de efluentes industriais.

Tratamento Tipo de Processo Operacéo Unitéaria
Equalizagéo
. Gradeamento
Fisico o . 5
o Clarificacdo/sedimentacao
Primério ~
Flotacéo
. Neutralizagédo
Quimico . ) .
Coagulacao/sedimentacéo
Lodos ativados
. Bioldgico Filtros biologicos
Secundario L
Lagoas de estabilizacao
Fisico/Quimico Carvao ativado
Coagulacao/precipitacédo
Quimico Ozonizacgéo
Terciario Cloragéo
. Clarificagdo (carvao ativado)
Fisico . .
Ultrafiltracao
. Osmose reversa
Avancgado Fisico .
Evaporacéo

Fonte: Adaptado de BELTRAME, 2000.

Os processos de tratamento mais empregados na industria téxtil nacional séo
0s primarios e secundarios, isto €, os tratamentos fisico-quimicos e bioldgicos. Os
tratamentos terciarios e avancados ainda sao pouco empregados, devido ao maior

custo, justificado por tecnologias mais avancadas (BELTRAME, 2000).

Diversos processos tém sido propostos para o tratamento de efluentes
corados, como precipitacdo, floculagdo, coagulacdo, que apresentam elevada
eficiéncia na remogao de material particulado, contudo ainda mostram-se deficientes
para descoloragdo. Os tratamentos que envolvem adsor¢gdo com carvao ativado séo
significativamente eficientes, entretanto apresentam limitacdes na adsorcdo de

corantes catidnicos, devido a superficie do carvao ser positiva.

Os processos citados anteriormente correspondem a meétodos néao
destrutivos, 0 que representa consideravel desvantagem, uma vez que, ainda que o
volume de residuos seja diminuido, a disposicao das fases solidas continua a ser

uma questao sem solugéo.
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A partir

do Quadro 13 ¢é

possivel observar

algumas vantagens e

desvantagens de alguns métodos que podem ser empregados no tratamento de

efluentes téxteis.

QUADRO 13: Vantagens e desvantagens dos métodos de tratamentos de efluentes téxteis.

Método

Vantagem

Desvantagem

Reagente Fenton

Efetiva descoloracdo de corantes

Geracao de lodo

Ozonizacgéo

Aplicado no estado gasoso: ndo ha a alteracéo

no volume

Tempo de meia-vida curto
(20 min)

Fotoquimico

N&o h& a producao de lodo

Formacao de produtos

Carvao ativado

Boa remocédo de uma ampla variedade de

corantes

Bem expansivo

Turfa

Bom adsorvente devido a estrutura molecular

Baixas areas de superficie

de adsorcéo

Lascas de madeira

Boa capacidade de sor¢do de corantes &cidos

Requerem longos tempos

de retencéo

Filtracdo/ membrana

Remove todos os tipos de corantes

Producéo de lodo

concentrado

Troca ibnica

Regeneragéo: ndo perde adsorvente

N&o é efetivo para todos os

corantes

Irradiacao

Oxidacéo efetiva em escala laboratorial

Requer muito oxigénio

dissolvido

Biodegradacédo
aerobica

Remocéao de cor associada & de DQO

Tempos longos de
retencdo; baixa resisténcia
a substancias
recalcitrantes

Biodegradacédo
anaerobia

Resisténcia para a maioria das estruturas
complexas dos corantes; producdo de biogas.

Longo periodo de
aclimatacao

Biodegradacgédo por
algas, bactérias e
fungos

Boa eficiéncia de remocao para pequenos
volumes e baixas concentracdes; alta
especificidade para determinado corante.

Custo elevado; dificuldade
na ampliagéo de escala

Enzimatico

Catalisador biodegradavel; suporta larga faixa
de concentracéo de corante; ampla faixa de pH
e temperatura; ndo requer aclimatacao de
células e nao propicia a formacao de lodo.

Custo; estabilidade da
enzima por longo tempo de
processo.

Fonte: Adaptado de JODICKE (2001 apud FREITAS, 2002) e de CRISTOVAO (2010).

Os tratamentos biolégicos ganham destaque,

por

serem processos

destrutivos, ou seja, degradam as espécies de interesse no efluente. Os sistemas de

lodos ativados representam 0s processos empregados com maior frequéncia no
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tratamento de efluentes téxteis, este sistema apresenta o inconveniente de produzir

um grande volume de lodo. A Figura 11 demonstra o esquema de tratamento de
efluentes utilizando lodo ativado (KUNZ et al., 2002).

Sistema de grades

Filtro de areia
e cascalho

Decantador primario
ou bacia de egualizacio

.
L

) . Tanque de aeracio
Recirculagio

de lodo

. Retirada de

lodo

Decantador secundirio

Desinfeccao

Efluente tratado

FIGURA 11 - Esquema de uma estacdo de tratamento de efluentes utilizando lodo ativado
tipicamente empregada para tratamento de efluente téxtil.
Fonte: KUNZ et al. (2002).

Geralmente, 0s processos de tratamento na industria téxtil sdo baseados em
tratamentos fisico-quimicos, seguidos de tratamento bioldgico via lodo ativado,
apresentando elevada eficiéncia, removendo por volta de 80% dos corantes.
Contudo, o acumulo de lodo com alto teor de corantes adsorvidos, impede o
reaproveitamento do lodo (KUNZ et al., 2002).

[11.3.1.1 - Tratamentos Fisico-Quimicos

Tratamentos fisico-quimicos sdo apropriados para a remocdo de material

coloidal, matéria organica, cor, turbidez, odor, acidos, sais, metais pesados e 0leos.
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Este tratamento também pode eliminar corantes dispersos (BRAILE; CAVALCANTI,
1993; PEREZ; ABRAHAO, 1998).

O tratamento fisico-quimico se baseia na desestabilizacdo da matéria
coloidal, que representa grande parte dos poluentes do efluente, possibilitando a

eliminacao dos sdlidos dissolvidos e em suspensao (HALLER, 1993).

Os tratamentos fisico-quimicos mais utilizados, segundo a literatura, em

efluentes industriais sdo os abaixo descritos:

e Coagulacéo e Floculacéo

O processo de coagulacdo tem por objetivo aglomerar os poluentes, que se
encontram na forma coloidal no efluente, em particulas maiores, de modo que
possam ser removidas através de decantagao ou filtracdo. A aglomeragdo ocorre em
consequéncia de duas acgOes distintas: pela adicdo de produtos quimicos que
neutralizam forcas elétricas superficiais e anulam forcas repulsivas dos coldides, e

pela formacéao de flocos (floculacdo) que sedimentam em determinada velocidade.

Os principais agentes coagulantes inorganicos sédo o sulfato de aluminio,
meta aluminato sddico, cloreto de alumino, cloreto férrico, sulfato férrico, sulfato
ferroso, sulfato cuprico e misturas desses componentes. Cada coagulante possui um
ponto isoelétrico 6timo, isto €, um pH 6timo para maxima coagulacdo (LAGUNAS;
LIS,1998) .
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FIGURA 12 - Modelo de coagulacéo e floculac&o.
Fonte: NORMAN e SEDDON (1991).

e Sedimentacgéo

O processo de sedimentacdo pode ser descrito como a deposi¢cdo no fundo
em consequéncia da gravidade, deste modo as particulas devem ser mais pesadas
gue a agua, para serem removidas no fundo do lodo. Neste processo ocorre a
remocdo de 5 a 15% da DBO e 15 a 60% dos solidos em suspensao (PERES;
ABRAHAO, 1998).

Flotacé&o

O processo de flotagcdo € a separacdo do material em suspensdo com auxilio
de pressurizagao do efluente, permitindo a formacédo de bolhas que se agregam ao
solido suspenso, levando-o a superficie. Na superficie entdo, os sodlidos sé&o
removidos com a ajuda de raspadores (PERES; ABRAHAO, 1998).

A agua obtida apés o processo de flotagcdo tem as seguintes caracteristicas
(GELSLECHTER, 2011):

DBO - reducéo de 55 a 90%
Cor — reducéo de 90 a 95%

Aspecto — incolor ou levemente colorida
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Detergentes — reducéo de 60 a 70%
Oleos e graxas — reducdo de 96 a 99%

pH —entre 6.4 e 6.6

[11.3.1.2 - Tratamentos Bioldgicos

O tratamento bioloégico remove, pela acdo de microorganismos, a matéria
organica dissolvida, parte da matéria inorganica e sélidos em suspensdo. Os
tratamentos podem ser realizados de modo aerdbio, como por lodo ativado, lagoa
aerada, filtro biolégico e anaerdbio, como por biodigestores, lagoas anaerdbias, filtro
biolégico, ou ainda pela combinacdo de ambos, a depender do tipo de
microorganismo aplicado (GELSLECHTER, 2011).

Corantes téxteis sao resistentes a degradacao microbiana, entdo apenas uma
pequena parte € degradada em tratamentos bioldgicos, sendo estes evidentemente

ineficientes na descoloracéo dos efluentes.

O tratamento bioquimico ou biologico se apresenta como uma potencial
alternativa para o0s inumeros problemas ambientais decorrentes de residuos
industriais. Neste caso, o tratamento pode ser feito por intermédio de

microrganismos em condi¢cfes aerébias e/ou anaerdbias (FORGIARINI, 2006).

Os tratamentos biol6gicos mais utilizados, segundo a literatura, em efluentes

industriais s&o os descritos a seguir:
e Lodo Ativado

O tratamento de lodo ativado é constituido por massas ativas de
microorganismos formadas pela aeracdo do efluente. Os microorganismos crescem,
em razao da estabilizagcdo aerdbica da matéria organica. Em decantador ocorrem
floculacdo e separacao solido-liquido. Parte do lodo retorna ao biorreator, e a outra
parte é descartada, sendo concentrada com utilizacao de filtro-prensa, centrifuga, ou
em leitos de secagem. Os microorganismos presentes no lodo ativado séao:
bactérias, fungos, protozoarios e metazoarios (PERES; ABRAHAO, 1998).
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e Filtros Biologicos

Este tratamento apresenta o mesmo principio dos lodos ativados, a diferenca
ocorre na massa microbiana que se mantém suspensa no processo de lodo ativado,
enquanto nos filtros bioldgicos se encontra fixa em suporte. O filtro é constituido de
um meio filtrante e um depdsito cilindrico. E um sistema de tratamento no qual o
esgoto passa por um leito recoberto com microorganismos e ar, acelerando o

processo de digestdo da matéria organica.
e Lagoas Aeradas

O tratamento em lagoas aeradas submete os efluentes a acdo de consorcios
de organismos, geralmente, de composicdo desconhecida, por varios dias. Neste
tipo de tratamento, a remocao da toxicidade aguda ocorre com relativa facilidade.
Contudo, outros parametros relevantes, como cor e toxicidade cronica, ndo sao
reduzidos com eficiéncia. Apresenta alguns problemas relativos a perdas de
substratos toxicos por volatilizacdo e contaminacdo de lencoéis freaticos por
percolacdo (FREIRE et al., 2000).

111.3.1.3 - Tratamentos Enzimaticos

O tratamento de efluentes industriais por enzimas, que sdo substancias
organicas com acédo biocatalitica, se apresenta como potencial alternativa e cada
vez mais € reconhecido na remediacao de poluentes especificos. As enzimas podem
atuar em compostos recalcitrantes, removendo-os por precipitacdo ou
transformando-os em outros produtos inécuos (FORGIARINI, 2006; SILVA et al.,
2012).

As enzimas podem também alterar as caracteristicas de um determinado
efluente, de modo a aumentar sua biodegradabilidade, ou contribuir na bioconverséo
dos efluentes. As principais oxirredutases, lacases e peroxidases apresentam
potencial no tratamento de diversos compostos organicos, inclusive na descoloracao
de efluentes contendo corantes sintéticos. Estas enzimas atuam catalisando a
transformacéo ou degradacéo de corantes aromaticos, tanto por precipitacdo quanto

pela ruptura do anel aromatico (SILVA et al., 2012).
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O Quadro 14 apresenta as principais enzimas com potencial aplicacdo no

tratamento de efluentes corados.

QUADRO 14: Enzimas com Potencial Aplicacdo no Tratamento de Residuos Corados.

Enzima Fonte Aplicacéo
Cloro-peroxidase Caldaromyces fumago Oxidacgédo de compostos fendlicos
) Oxidacao de fendis e aminas
Heme-oxidase Sangue o
aromaticas
Diversos fungos: Oxidagéo de fenois, descoloragdo de
L Rhizoctonia praticola efluentes de branqueamento Kratft,
acase
Fomus annosus ligacdo de fendis e animais com
Trametes versicolor himus
Oxidacao de fendis e compostos
o ) Phanerochaete o .
Lignina peroxidase ] arométicos, descoloragdo de
chrysosporium
efluentes de branqueamento Kraft
) ) Phanerochaete Oxidacédo de fendis monoaromaticos
Manganés peroxidase ) .
chrysosporium e corantes aromaticos
Raiz forte, tomate, soja, Oxidagéo de fendis, descoloragdo de
Peroxidase rabanete, Coprinus efluentes de branqueamento Kratft,
macrorhizus desaguamento de lodo
Tirosinase Cogumelo Oxidagéo de fendis

Fonte: Adaptado de FORGIARINI, 2006.

Segundo Karam e Nicell (1997) (apud CRISTOVAO, 2010), a melhoria de
processos de purificacdo e isolamento por recentes avancos biotecnologicos tém
permitido a producdo de enzimas mais baratas e disponiveis, além de terem
elevadas especificidades e atividades cataliticas. Todas estas vantagens somadas
as suas elevadas especificidades e atividades cataliticas com a possibilidade de
projetar enzimas com propriedades exatamente desejadas por meio de engenharia
genética e design computacional, sugerem potencial aplicacdo deste processo no

tratamento de efluentes.

l11.3.2 - Legislagdo Ambiental

O CONAMA (Conselho Nacional do Meio Ambiente), 6rgdo maximo que rege
a legislagcdo ambiental brasileira, estabelece na Resolugdo 357 de 2005 os padrdes

de lancamento para efluentes liquidos, a qual, posteriormente, foi complementada e
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alterada pela Resolucéo 430 de 2011. A legislacao brasileira estabelece que estados

€ municipios também possam ter suas proprias legislacdes, desde que néo conflitem

com a federal, mesmo sendo mais restritivas (CONAMA, 2005).

O Quadro 15 apresenta alguns dos parametros fisico-quimicos estabelecidos

pela legislacdo federal (CONAMA) e pelas legislacdes estaduais de Sao Paulo, Rio

de Janeiro, Santa Catarina e Pernambuco (CPRH, 2001).

QUADRO 15: Parametros para lancamento de efluentes liquidos téxteis.

Federal RJ SP SC PE
. Dec. .
A . CONAMA Dz- Dec. Leli . Dec. Lei
Parametro Unidade. 357 205 NT-202 8468 Lei 7969
14250
pH - 5,0-9,0 - 50-90 | 50-90 [ 6,0-90]| 50-9,0
Solidos
Sedimentaveis mL/L 1,0 - 1,0 1,0 <1,0 <1,0
Sélidos
Flutuantes mg/L Ausente - Ausente - - Ausente
Max. 60
DBOs 5 % - - - (reducéo 60 -
de 80%)
DQO mg/L - 200 - - - -
Cor mgllal_t de 75 - Ausente - - -

Fonte: CPRH, 2001.

1.4 — Peroxidases

As enzimas peroxidases (EC.1.11.1.7) foram descobertas pelo cientista
alemdo Schoénbein em 1863. Trata-se de oxidorredutases capazes de catalisar
reacdes de oxidacdo de um grande numero de fendis e aminas aromaticas mediante
presenca de perdxido de hidrogénio (SUMNER; SOMERS, 1943).

As peroxidases podem ser divididas em 4 classes quanto a sua origem
(bacteriana, fangica, animal e de plantas), como também quanto a presenca do
grupo heme (hémicas e nao-hémicas) (SCHMIDT, 2008). O grupo prostético (de
natureza nao-protéica) heme confere a estas proteinas uma cor caracteristica e €
constituido por uma parte organica e um atomo de ferro, no estado ferroso [Fe(ll)]
(STRYER, 1988). As peroxidases hémicas catalisam a oxirreducdo de substratos
utilizando o ion de ferro presente no grupo heme, enquanto as peroxidases nao-
hémicas (peroxirredoxinas) utilizam cisteinas com atividade redox em seu centro
ativo (SCHMIDT, 2008).
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A catdlise da transformacdo/degradacdo de corantes pode ocorrer por meio
de precipitacdo ou ruptura do anel aromatico, sendo o ciclo catalitico descrito abaixo
(SILVA et al., 2012):

Peroxidase + H,0, = Composto I + H,O (1)
Composto I + AH, = Composto II + A” (2)
Composto IT + AH, = Peroxidase + AH" + H,0 (3)

No primeiro estagio do ciclo catalitico da peroxidase, ocorre a reacdo do sitio
ativo da enzima com o peréxido de hidrogénio. Nesta etapa, o peroxido de
hidrogénio é reduzido, formando agua e o composto |I. Este composto € uma forma
intermediaria reativa que apresenta um estado de oxidacdo mais elevado se
comparado a enzima nativa. No segundo estagio, o composto | oxida uma molécula
de substrato (AH;), neste caso o0 corante aromatico, gerando uma espécie radicalar
e o0 composto Il. Por fim, o composto Il é reduzido por uma segunda molécula de
substrato, fazendo com que a enzima retorne a sua forma inicial. Na ultima etapa do
ciclo catalitico, ha a formacé&o de radicais livres (AH-) que se difundem do sitio ativo
da enzima para o meio da soluc&o. Esses radicais sdo altamente reativos e tendem

a iniciar uma reacao espontanea em cadeia (SILVA et al., 2012).

11.4.1 — Horseradish Peroxidase

A Horseradish (Armoracia rusticana) € uma planta perene pertencente ao
género botanico a que pertence a raiz-forte. E cultivada em regides temperadas e
relativamente em larga escala, principalmente devido ao seu valor culinario e como
componente de kits de diagnéstico clinico e para imunoensaios. Essa planta também
€ rica em peroxidase, enzima que em presenca de peréxido de hidrogénio é capaz
de oxidar uma grande variedade de compostos organicos e inorganicos. Sendo esta
enzima denominada horseradish peroxidase (HRP) ou peroxidase de raiz forte
(VEITCH, 2004).
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FIGURA 13 - Representacdo em 3D por cristalografia de raios-X da HRP isoenzima C. O grupo heme
(vermelho) esta localizado entre os atomos de célcio (esferas azuis).
Fonte: VEITCH (2004).

A HRP é uma glicoproteina globular que possui aproximadamente 81,0% de
sua massa molar protéica (apoenzima) e o restante prostético (tipo heme) (Figura
13). O grupo heme possui um cofator (atomo de ferro) fortemente ligado ao sitio
ativo da enzima (Figura 14). Este cofator encontra-se ligado a uma molécula de

porfirina (anel organico heterociclico) (FORGIARINI, 2006).

00C—CH, CH—COO

FIGURA 14 - Grupo prostético (heme) da HRP.
Fonte: VEITCH (2004).
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O grupo heme possui em seu entorno diversos residuos de aminoacidos
(Figura 15) que possuem determinadas funcdes dentro do ciclo catalitico da enzima.
Como por exemplo: Arg 38 e His 42 que s&o essenciais na formagao e estabilizagcéo
do composto | (visto anteriormente) e ligacdo e estabilizac&o de ligantes e substratos
aromaticos e Phe 41, que previne o0 acesso do substrato ao ferro duplamente ligado

ao oxigénio no composto I.

Phe41 %
Arg38

Hs42

His170 "'\
“'é\

8
M=/ pspoar

FIGURA 15 - Principais residuos de aminoécidos do grupo prostético (heme).
Fonte: VEITCH (2004).

Ja foram identificadas e classificadas (acidas, neutras e basicas) mais de 40
isoenzimas. Embora elas catalisem as mesmas reacgdes, suas propriedades fisico-
guimicas e cinéticas sdo bastante diferentes. No entanto, as enzimas utilizadas
comercialmente sdo convencionalmente consideradas como se constituidas por
apenas uma isoenzima ou que as atividades das isoenzimas s&o praticamente as
mesmas, de forma que individualmente nenhuma interfira na atividade total
(VEITCH, 2004).

Muitos estudos vem mostrando o uso potencial da HRP no tratamento de
efluentes corados, assim como foi demonstrado que a imobilizacdo enzimatica
melhora a performance da enzima quando comparada a sua forma livre.
(BOURDILLON; BELEY, 1983; OLSSON; OGREN, 1983; VEITCH, 2013; KUMAR E
GANESH, 2014)
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l1l.5 - Técnicas de Imobilizacdo de Enzimas

Os catalisadores bioldgicos tem tido uma ampla participacédo tecnoldgica em
diversos setores, tais como farmacéutico, téxtil, bioquimico, entre outros. No entanto,
a enzima apresenta algumas restricbes de utilizagdo, como por exemplo, a sua
relativa instabilidade, os altos custos de isolamento, a dificuldade técnica em se
recuperar a enzima ativa ap6s a reacado quando esta é realizada em solucdo com a
enzima em sua forma livre (BRENA et al., 2006), bem como problemas de
seletividade e inibicdo pelo meio ou pelo produto. (MATEO et al.,, 2007). Para
contornar estas problematicas, a utilizagdo de sistemas enzimaticos imobilizados
tem sido cada vez mais objeto de interesse (Quadro 16), principalmente no que diz
respeito a viabilidade econdmica em aplicacdo em larga escala, devido ao aumento
da estabilidade quimica e térmica da enzima nesta condi¢do. (FORGIARINI, 2006).

Quadro 16: Evolucéo cronologica no estudo de enzimas imobilizadas.
Passo Ano Aplicagéo

O uso empirico em processos tais como o
acido acético e o tratamento de &guas

Primeiro 1815 o

residuais.

Imobilizacdo de uma Unica enzima: produgéo
Segundo 19605 cejteC L-aminoacidos, isomerizacdo de glicose,

Imobilizacdo de véarias enzimas incluindo a
Terceiro 1985-1995 regeneracgéo do cofator e

imobilizacéo celular.

1995 — dias Desenvolvimentos multidisciplinares e
aplicagbes para diferentes linhas de
pesquisa e setores da industria.

Quarto atuais
Fonte: Adaptado de BRENA et al., 2006.

Brena et al.(2006) classificou os métodos de imobilizagdo enzimatica em dois
grandes grupos: reversiveis e irreversiveis. Os métodos reversiveis incluem:
adsorcdo ao suporte e via ligagdes dissulfeto (S-S). Ja as irreversiveis séo:
aprisionamento, ligacdo cruzada (crosslinking) e por ligacdo covalente ao suporte.

Conforme mostra o esquema a seguir:
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Métodos de Imobilizagao Enzimatica ]

]

Irreversiveis

Reversiveis
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FIGURA 16 - Métodos de imobilizagdo enzimatica.
Fonte: BRENA et al. (2006).

[11.5.1 — Métodos Irreversiveis de Imobilizacéo

l11.5.1.1 — Ligagdo Covalente ao Suporte

Método convencional para imobilizacdo enzimatica que se baseia na ligacao

covalente entre a enzima e o suporte. A ligacdo covalente é forte e estavel e o

material do suporte inclui poliacrilamida, vidro poroso, agarose, entre outros. Este

método € utilizado principalmente quando ndo € necessaria a presenca da enzima

no produto (GOBI et al.,, 2012). A ligacdo é geralmente formada entre um grupo

funcional, ativado por reagentes especificos (Tabela 5), presente na superficie do

suporte e um grupo nucleofilico da enzima, o qual ndo € essencial para a atividade

catalitica (D’'SOUZA, 1999).

TABELA 5: Métodos de ligacédo covalente da enzima com o suporte: ativacéo da funcéo hidroxil da

matriz.

Método de Ativacao

Grupo que Reage
(com a Matriz Ativada)

Tresyl chloride, sulfonyl chloride Tiol, amina
Brometo de Cianogénio Amina

Bis oxiranos (epo6xidos) Tiol, Amina

Epicloridrina Tiol, Amina
Glutaraldeido Amina
Glicidol-Glioxil Amina
N-Hydroxisuccinimidil Amina

FONTE: Adaptado BRENA et al.,2013.
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A conexdo entre o suporte e biocatalisador pode ser conseguida tanto por
ligacao direta quanto via ligacéo intercalada com comprimentos diferentes, por meio
dos chamados espacadores (Figura 17). A vantagem do uso de moléculas
espacadoras estd no maior grau de mobilidade da enzima, que em determinadas
condi¢cbes pode apresentar maior atividade do que se fosse ligada diretamente ao
suporte (COSTA et al., 2005).

(a)

%

FIGURA 17 - Ligacéo covalente entre a enzima e o suporte com (a) e sem (b) espagador.
Fonte: COSTA et al. (2005).

[11.5.1.2 — Imobilizac&o por Aprisionamento

Este método consiste na retencdo da enzima em uma matriz polimérica, de
forma que esta matriz permita que o substrato e os produtos passem por ela e a
enzima continue retida. Neste caso, a enzima nao esta ligada a matriz ou membrana
(BRENA et al., 2013). Na verdade, esse aprisionamento pode ser obtido misturando
a enzima com um polimero e depois reticula-lo, de modo que este mude a sua
estrutura e retenha a enzima. Ja as enzimas microencapsuladas sédo formadas
colocando-se uma solucdo enzimatica dentro de uma membrana polimérica esférica
semipermedavel com controle de porosidade. (COSTA, et al., 2005).

Os métodos de aprisionamento demandam que o tamanho dos poros da
matriz escolhida seja bem reduzido, acarretando limitagbes na transferéncia de
massa desses sistemas. Existem diversas matrizes utilizadas para a retencdo da
enzima, tais como géis, fibras e encapsulamento em menores escalas (Figura 18)

(BRENA et al.,2013).
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FIGURA 18 - Enzima imobilizada em uma matriz (a), fibra (b) e cadpsula (c).
Fonte: COSTA et al. (2005).

[11.5.1.3 — Imobilizag&o por Liga¢cdes Cruzadas (Crosslinking)

Este método se baseia na formacéo de ligacbes covalentes entre as enzimas
por intermédio de reagente bi ou multifuncionais. A ligacdo cruzada (Figura 19a)
entre enzima geralmente envolve o grupo amino da lisina, mas em alguns casos
pode envolver os grupos sulfidrila da cisteina, hidroxila da tirosina ou imidazol da
histidina. H4 também a ligacdo co-cruzada, onde moléculas inertes séo incorporadas
a matriz polimérica a fim de melhorar a mecanica e a preparacdo da imobilizacao
enzimatica (Figura 19b). A maior vantagem deste método é a simplicidade do
processo e as principais desvantagens sado as limitagcbes difusionais e perda de
atividade enzimética, uma vez que a ligacdo cruzada e a ligacdo co-cruzada
envolvem ligacOes covalentes que podem alterar a conformacéo da enzima (COSTA
et al., 2005)
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FIGURA 19 - Biocatalisadores imobilizados por ligagéo cruzada (a) e por ligacdo co-cruzada com
moléculas inertes incorporadas (b).
Fonte: COSTA et al. (2005).

[11.5.2 — Métodos Reversiveis de Imobilizagéo

[11.5.2.1 — Adsorcédo ao Suporte

E o método mais simples de imobilizacdo enzimética, pode ser feito por meio
de adsorcéo fisica ao suporte (Figura 20) ou por meio de ligagdes ibnicas (Figura 21)
na superficie do suporte. A adsorcdo fisica pode ser obtida por ligagcdes de
hidrogénio, interacdes hidrofébicas ou forca de Van der Waals. Embora o método
seja simples e com baixo custo operacional, por ser um método reversivel, a
interac&o entre a enzima e o suporte pode ser facilmente desfeita em determinadas
condi¢bes que influenciam na forga de ligagcdo, como por exemplo, pH, temperatura,
polaridade do solvente, entre outros (BRENA et al., 2013).
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FIGURA 20 - Biocatalisador ligado ao suporte por adsorcao fisica.
Fonte: COSTA et al. (2005).
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FIGURA 21 - Biocatalisador ligado ao suporte por ligagdo idnica.
Fonte: COSTA et al. (2005).

[11.5.2.2 — Via Ligagdes Dissulfeto (S-S)

Este método é baseado na formacdo de uma ligacéo dissulfeto entre a matriz
e a enzima. Embora esta seja uma ligacéo covalente estavel, ela pode clivada com o
uso de agentes redutores comuns. Mas esse € um método onde o rendimento de

atividade é frequentemente alto (BRENA et al., 2013).
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CAPITULO IV — MATERIAIS E METODOS

IV.1 - Tratamento da Horseradish Peroxidase (HRP)

A enzima utilizada neste trabalho foi a horseradish peroxidase (HRP),
gentilmente cedida pela Toyobo do Brasil LTDA, em sua forma liofilizada e com
concentracdo 8,0 MU/Kg, cujas propriedades estdo descritas na Tabela 6. A
purificacdo foi realizada mediante adaptacdo do método recomendado pelo
fabricante (TOYOBO DO BRASIL LTDA, 2012).

TABELA 6: Propriedades da enzima horseradish peroxidase.
Estabilidade Estavel a -20°C

Massa Molecular ~40,0000 kDa

pH étimo 6-7
Temperatura étima 45 °C
Estabilidade em pH 5,0-10,0

Fonte: TOYOBO DO BRASIL, 2012.

A enzima veio misturada a terra diatomacea que funciona como um auxiliador
filtrante. Fora pesada 4,0 g dessa mistura e suspensa em tampéao fosfato pH 7,0. A
suspenséao foi filtrada em papel de filtro grau qualitativo (INLAB) de porosidade 6 pum

e o filtrado foi tratado com membrana de dialise.

A membrana utilizada foi a membrana de didlise SPECTRUM® com
espessura de parede 25 mm, diametro 16 mm e faixa de massa molar 12-14 kDa. O
sistema foi imerso em agua destilada em um becker de 4.000 mL (Figura 22), sendo
a agua trocada 3 vezes ao dia, e mantido sob refrigeracao durante 3 dias. Por fim, a
solucdo intramembranar foi recolhida e distribuida em diferentes volumes em

diversos tubos Eppendorf® e armazenada em freezer (ALHADEFF, 2005).

Cada aliquota foi descongelada apenas uma vez, para medida de atividade
enzimatica, dosagem de proteina e nas reacdes de descoloracdo, a fim de minimizar

0 impacto de constantes variagdes de temperatura sobre a enzima.
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FIGURA 22 - Tratamento enzimatico com membrana de dialise.

IV.2 - Determinac&o da Atividade Enzimatica

A atividade enzimética foi avaliada pelo método da 4-aminoantipiridina (Nicell
e Wright, 1997). Foram adicionados sequencialmente 200 yL do reagente fendlico
(fenol 0,2 M), 3 mL de tampao fosfato pH 7,0, 200 uL de 4-aminoantipirina e 400 pL
de H,0, (2x10° M) para a leitura do branco no espectrofotémetro. Em seguida,
foram adicionados 200 uL da solucdo de HRP (diluida 400 vezes), e feita a leitura
em triplicata no espectrofotdmetro a 510 nm, durante 1,0 minuto (NICELL; WRIGHT,
1997).

FIGURA 23 - Determinacgéao de atividade enzimética - (1) Branco e (2) Complexo Vermelho Formado.
O método baseia-se na proporcionalidade entre coloracdo formada (Figura
23) e o consumo de peréxido de hidrogénio, sendo este segundo proporcional a

HRP ativa no ensaio (BASTOS, 2014).
O complexo avermelhado (antipiriiquinonimina) é formado conforme a

equacao a seguir:
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POD

2H,0, + 4-Aminoantipirina + fenol — Antipirilquinonimina + 4H,0 )

Para o calculo da atividade enzimatica (em U/mL) conforme a Equacdo 2
(NICELL; WRIGHT, 1997) considerou-se uma unidade de atividade enzimética como
sendo a taxa de consumo de peroxido de hidrogénio (em umol) durante 1,0 minuto
de reacdo. A taxa de consumo de H,0O, foi acompanhada pela absorbancia do
complexo vermelho formado pela reacdo entre o radical hidroxila do fenol e a 4-
aminoantipirina (BASTOS, 2014). A absorbancia foi medida no espectrofotbmetro
UV (SHIMADZU UV SPECTROPHOTOMETER — Modelo UV-1800).

A(l) - [a'VC].fD.6O 2

mL LeVa

Onde:

A = atividade enzimatica

a = coeficiente angular da reta (Aabsm/s)

Vc = volume total colocado na cubeta

L = largura da cubeta

¢ = coeficiente de extingdo molar (7.210 L/mol.cm) (NICELL; WRIGHT, 1997)
Va = volume da amostra

fp = fator de diluic&o

60 = conversao unidade de tempo

IV.3 - Dosagem de Proteina

A dosagem de proteina foi feita pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).
O método consiste na interagdo entre o corante e os aminoacidos da proteina. Esta
interacdo provoca o deslocamento do equilibrio de reacdo, de modo que o corante
se apresente em sua forma anibnica, que absorve fortemente no comprimento de
onda de 595 nm (ZAIA et al.,, 1998). Foram adicionados em sequéncia 40 uL de
amostra, 3,13 mL de agua destilada e 800 uL do reagente de Bradford e a
absorbéancia foi lida ap6s 5 minutos em espectrofotbmetro a 595 nm (PEREIRA,

2014). No entanto, o preparo do reagente de Bradford implicou em uma dificuldade
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de se manter a reprodutibilidade dos resultados. Com isso, para leituras posteriores
foi utilizado o reagente de Bradford comercial da SIGMA®. Neste caso, foram
adicionados 100 pL da amostra diluida e 3 mL do reagente, com a absorbancia
medida apos 5 minutos de reagdo. Para o calculo da concentracdo de proteina,
foram feitas duas curvas padrdo com albumina em diferentes concentracdes e suas
respectivas absorbancias médias. Sendo o célculo da concentracdo de HRP feito

conforme a Equacéo 3 a seguir.

absm

|[HRP] = *fo (9

Onde:
a = coeficiente angular da curva padrao de albumina

fo = fator de diluicdo da amostra

IV.3.1 - Preparo do Reagente de Bradford

Primeiramente, foram dissolvidos 100 mg de Azul de Coomassie Azul G-250
(C47H4sN3NaO+S;) em 50 mL de etanol 95% e adicionados 100 mL de H3PO,4 85%
(p/v), sendo esta solugcédo avolumada para um volume final de 1.000 mL. Por fim, a

solucéo foi filtrada 2 vezes em papel de filtro comum (BRADFORD, 1976).

IV.3.2 - Preparo da Curva Padréao

A partir de solucdo de albumina 1 mg/mL, foram preparadas as seguintes
concentragcbes em tampéo fosfato pH 7,0: 10, 50, 100, 150, 200 e 250 mg/L para a
primeira curva padrdo. Para a segunda, as concentrac6es foram de 250, 500, 750,
1.000 e 1.400 mg/L, conforme recomendacdo do fabricante (VETEC Quimica
Fina®).

IV.4 - Imobilizagdo em Esferas de Vidro (aminopropil)

A imobilizacdo da horseradish peroxidase foi feita em micro esferas vidro
aminopropil, conforme técnica descrita por Alhadeff (2005) adaptada no diagrama a
sequir:
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Pesar 0,4 g de suporte (esferas de vidro aminopropil).

|

Adicionar 5,2 mL de glutaraldeido 2,5% (v/v) em tampéo fosfato pH 7,0.
Colocar sob agitacéo (60 rpm) a temperatura de 30° C durante 1h.

Remover o
sobrenadante

v
Lavar o sistema imobilizado 3 vezes com agua destilada.

l

Adicionar 5 mL (~150U/mL) de solugcéo de enzima em tampé&o fosfato
pH 7,0 e dosar proteina com o restante do volume. Colocar sob
agitacao (60 rpm) a 30°C por 24h.

Remover o
» Sobrenadante e
dosar proteina.

\ 4
Lavar o sistema biolégico imobilizado com agua destilada e tampé&o fosfato
pH 7,0 e guardar sob refrigeragcdo com 10 mL deste tampao.

Foram utilizadas esferas de vidro (aminopropil) de porosidade 700 A e 80-120
mesh. Para ativacdo dos grupos funcionais do suporte, fora utilizado glutaraldeido
2,5% (v/v), que introduz um grupo carbonila passivel de reagir com 0S grupos
nucleofilicos da enzima. (ZAIA et al., 1998). Esse processo resulta em uma mudanca

de cor das esferas, conforme mostra a figura a seguir.
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FIGURA 24 - Ativacao das esferas de vidro. (1) inicio da reacdo com glutaraldeido 2,5% (v/v) e (2)
apos 1h de reacéo a 60 rpm.

A eficiéncia de imobilizagao foi calculada com os valores de concentragcdo de
proteina antes e apds a imobilizacdo, obtidos pelo método de Bradford, conforme a

equacao a seguir:

Conc.antes—Conc.depois

Eficiéncia de imobiliza¢do (%) = ( ) * 100 (4)

Conc.antes

IV.5 — Reacdes Enziméticas com o Corante Azul de Metileno

Todas as reacdes enzimaticas com o corante azul de metileno foram
realizadas em um becker com volume final de solu¢cédo 10 mL, contendo o corante, o
respectivo tampao e o H,O, (colocados nesta sequéncia) em concentracdes pré-
definidas. As reacdes tiveram duracao de 1 a 3h, com agitacdo constante de 60 rpm
e 30°C (PEREIRA, 2014) na incubadora de bancada CIENTEC (modelo CT-712),
conforme a Figura 25. As absorbancias antes e depois da reagdo foram medidas no
espectrofotometro UV (SHIMADZU UV SPECTROPHOTOMETER - Modelo UV-
1800) a 660 nm.
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FIGURA 25 — Sistema para a reacdo da enzima imobilizada com o corante azul de metileno.

Primeiramente foram feitas reacfes teste (3 ciclos) com a horseradish
peroxidase imobilizada em tamp&o fosfato pH 7,0 e concentracdo de Azul de
metileno e peroxido de hidrogénio 10 e 6 mg/L, respectivamente. Estes valores
foram baseados no trabalho anterior de Bastos (2014). O célculo do percentual de

descoloracao foi feito conforme a Equacéo 5 (BASTOS, 2012):

Absm inicial-Absm final

% descoloracao = ( ) x 100 (5

Absm inicial

Em seguida, foram feitos mais trés ciclos com as concentra¢cdes de H,0, e de
azul de metileno com a melhor configuragcdo sugerida pelo planejamento

experimental (visto posteriormente), mas mantendo a reac&o em pH 7,0.

IV.6 — Planejamento Experimental pelo Software STATISTISCA®

Foi feito um planejamento experimental utilizando o software STATISTICA® a
fim de investigar a condi¢cdo Otima de operacdo, ou seja, a condicdo em que seja
possivel alcancar o maior percentual de remogdo do corante. O planejamento
utilizou o modelo fatorial fracionario (2“P) com 3 pontos centrais, 3 variaveis
dependentes, 3 variaveis independentes e p=1 (premissa assumida). (CALADO;
MONTGOMERY, 2003). As variaveis independentes foram pH variando de 4 a 8,
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concentragcdo de corante (Azul de metileno) variando de 5-20 mg/L e concentracao
de H,O, variando de 2 a 10 mg/L, sendo os experimentos propostos pelo software
estdo apresentados na Tabela 7. A determinac&o da faixa de concentragdo de Azul
de metileno foi feita mediante a construcdo de uma curva padrdo com as
concentragfes variando de 2,5 a 40 mg/L (Figura 30) e a absorbancia lida em
espectrofotometro a 660 nm (NICELL; WRIGHLt, 1997).

TABELA 7: Planejamento experimental sugerido pelo software STATISTICA®.

Experimento H,0, Corante pH
(mg/L) (mg/L)
1 6,0 12,5 6,0
2 6,0 12,5 6,0
3 10,0 20,0 8,0
4 6,0 12,5 6,0
5 2,0 20,0 4,0
6 2,0 5,0 8,0
7 10,0 5,0 4,0

Apés a realizacdo dos experimentos sugeridos pelo planejamento, outras
reacdes, com intervalo de sete dias, foram realizadas a fim de verificar a quantidade
méaxima de ciclos possiveis de serem feitos com a enzima mantendo um bom
percentual de descoloracdo na melhor condicdo investigada pelo planejamento

experimental.

IV.7 — ReacBes em Sistema Continuo

Foram feitas reacGes para avaliar o desempenho do sistema bioldgico
imobilizado em fluxo continuo. As concentragdes de H,O, e de corante utilizadas
nessas reagoes seguiram a melhor condi¢c&o obtida pelo planejamento experimental.
Foram utilizadas imobilizagdes que j& haviam reagido com o corante em batelada e
novas imobilizacées em pH 7 e 8, a fim de confrontar o pH 6timo sugerido pelo
planejamento e o pH o6timo da enzima, avaliando em qual pH a enzima manteria por
mais tempo um determinado percentual de descoloracdo. Na confeccdo do sistema
continuo foi utilizada uma placa de agitacdo magnética MARCONI® para
homogeneizar a solugdo, uma bomba peristéltica PUMP drive PD5001 HEIDOLF®

para manter a vazao de solugédo ao longo do sistema, dois microbiorreatores e uma
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torneira de policarbonato de trés vias para retirada da aliquota do primeiro

microbiorreator em reacfes em série.

A Figura 26 apresenta um dos microbiorreatores de geometria cilindrica,
construido em acrilico, com 0,91 mL de volume util (20 mm de altura e 7,6 mm de

didmetro interno), e relagéo altura / diametro interno igual a 2,6.

FIGURA 26 - Enzima imobilizada retida no interior do microbiorreator.

As reacOes em sistema continuo totalizaram 3h, com aliquotas sendo
retiradas da saida do(s) reator(es) de 15 em 15 minutos e as absorbéancias foram
medidas no espectrofotometro UV (SHIMADZU UV SPECTROPHOTOMETER -
Modelo UV-1800) a 660 nm.

As Figuras 27 e 28 apresentam os sistemas utilizados neste trabalho nos
experimentos conduzidos em processo continuo para os testes com um Unico

microbiorreator e os realizados com dois microbiorreatores em série.
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FIGURA 27 - Sistema continuo com um microbiorreator.

FIGURA 28 - Sistema continuo com dois microbiorreatores em série.

O tempo de residéncia em cada microbiorreator foi determinado mediante a
multiplicacdo da vazéo de solugdo de corante passando pelo sistema pelo tempo
gue a primeira fracdo da solucdo de corante levou para percorrer o trajeto da
entrada até a saida do respectivo microbiorreator contendo o lote de enzimas

imobilizadas.
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CAPITULO V - RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1 - Avaliacédo da Descoloracdo do Azul de Metileno em pH 7,0.

Foi realizado um experimento preliminar com a finalidade de investigar o
desempenho da HRP, imobilizada em esferas de vidro, na descoloragcdo do Azul de
metileno conduzido em pH 7,0, na temperatura de 30°C, sob agitacdo constante a
60 rpm. Neste primeiro teste foram utilizados 10 mL de solugcdo aquosa do corante
(10 mg/L) e de H,0, (6,0 mg/L). As concentracdes de peroxido e de corante, bem
como as condi¢cdes do processo foram adaptados com base em estudos prévios
para a enzima HRP imobilizada em alginato de célcio (BASTOS, 2014). A atividade
da enzima concentrada calculada a partir da Figura A.1 (Apéndice A) e da Equacéo
2 foi de 952,0 U/mL e a atividade relativa a quantidade de enzima a ser imobilizada
Figura A.2( apéndice A) foi de 119,8 U/mL. A eficiéncia de imobilizacdo calculada a
partir da curva padréo de albumina (Figura B.1 do Apéndice B) foi de 45,4% (Tabela
8). Nesta condicdo, o maior percentual total de descoloracéo foi de 54,0%, sofrendo
um decréscimo de 14,0% em um terceiro ciclo de reacdo, apés uma semana da

imobilizac&o (Figura 29).

TABELA 8: Eficiéncia de imobilizacdo da HRP em esferas de vidro (aminopropil) em pH 7,0.

Amostra [HRP]antes [HRP]depois Eficiéncia de mg HRP/ g suporte
(mg/L) (mg/L) imobilizagdo (%)
pH7,0 312,0 179,4 45,4 1,8

W H2O02 (6 mg/L)
AM (10 mg/L)

60,0 - 54.0 EH202Z (10 mg/L)
AN (20 mgfL)
500

441
40,6 40,1 307
40,0 ] —_— 35.6
30,0
200
100
00 - T T T T T 1
4 7

31 38 42
tempao(dias)

% descoloragdo

FIGURA 29 - Percentual de descoloracdo do corante azul de metileno reutilizando a enzima
imobilizada.
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Os resultados apresentados na Figura 29 reportam percentuais de remocao
de cor superiores aos obtidos por Bastos (2014) trabalhando com a enzima
imobilizada por envolvimento em gel de alginato de calcio, em rea¢cédo conduzida em
tampé&o pH 5,0, a 30°C sob agitagdo a 100 rpm (12,5 %). Além disso, os resultados
obtidos nos trés ultimos ciclos sdo bastante préximos e com um bom percentual de
descoloracao, chegando a 40,1% apés um més de imobilizagcdo, comprovando a
viabilidade em se reutilizar a enzima em varios ciclos e corroborando com o
resultado obtido com o planejamento experimental em termos de concentracdo de

H-»O, e corante.

V.2 — Avaliagao da Absorbancia Média (A = 660 nm) em diferentes
concentracdes do Azul de Metileno.

A curva padrdo do azul de metileno no comprimento de onda de 660 nm
(Figura 30) mostrou linearidade na faixa de 5-20 mg/L (R?> = 0,9921) e pouca
variagdo na absorbancia meédia em concentra¢cdes superiores a 20 mg/L. Portanto,
esta faixa linear foi definida para ser avaliada no planejamento experimental pelo

software STATISTICA®.

3,5 A

2,5

660 nm)
N

1,5 -

Absm (A

0,5 -

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

[Azul de Metileno] (mg/L)

FIGURA 30 - Curva padrao do corante azul de metileno.
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V.3 - Avaliacdo do Planejamento Experimental Proposto pelo Software
STATISTICA®.

V.3.1 — Avaliacéo do Efeito do pH sobre a Atividade Enzimaética.

O pH mostrou forte influéncia sobre a atividade enzimatica, sendo possivel

visualizar a diferenca na inclinacédo da reta, principalmente com relacdo ao pH 4,0,

conforme mostra a Figura 31.

0,8 ~
0,7 -
0,6
0,5

510

=——pH 4,0
== pH 6,0
pH 8,0

0,4
0,3

Absm (A

0,2

0,1
0

tempo (s)

FIGURA 31 - Determinacéo de atividade enzimatica em pH 4,0, 6,0 e 8,0.

A atividade enzimética em pH 6,0 e 8,0 foram préximas e superiores ao dobro
da atividade em pH 4,0 (Tabela 9). Essa observacdo levou a utilizagdo de um
volume maior de enzima em pH 4,0, para a atividade ficar em torno de 150 U/mL

conforme descrito na metodologia de imobilizagcdo enzimatica.

TABELA 9: Determinacao de Atividade enzimatica em diferentes valores de pH.

pH A (U/mL)

4,0 319,6
6,0 712,3
8,0 699,0
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V.3.2 — Avaliacéo da Eficiéncia de Imobilizacdo em Diferentes Valores de pH.

by

Os maiores percentuais relativos a eficiéncia de imobilizacdo foram de
aproximadamente 45,2% e 43, 4% e corroboram com o previamente observado na
imobilizagdo em pH 7,0 (45,4%). Estes resultados sugerem uma limitagdo na
imobilizagdo em esferas de vidro ativadas, uma vez que valores similares a estes

foram verificados por Alhadeff (2005).

TABELA 10: Eficiéncia de imobilizagdo da HRP em esferas de vidro (aminopropil) em diferentes pH'’s.

Experimento [HRP]antes [HRP]depois Eficiéncia de mg HRP/ g
(mg/L) (mg/L) imobilizac&o (%) suporte
1 2,4 1,4 43,4 2,6
2 2,4 1,6 32,2 2,0
3 2,4 1,3 45,2 2,7
4 2,4 1.4 40,9 2,5
5 3,6 2,7 23,8 2,1
6 2,4 15 38,3 2,3
7 3,6 3,0 17,2 15

V.3.3 — Avaliacéo dos Resultados Adquiridos pelo Software STATISTICA®.

Os resultados obtidos pelos experimentos propostos pelo STATISTICA®
estdo expostos na tabela a seguir.

TABELA 11: Percentual de descoloracéo do corante Azul de metileno conforme planejamento
experimental realizado no software STATISTICA®.

Experimento  H,0O, AM pH Descoloracédo (%) Descoloracdo(%) Descoloracédo(%)

(mg/L)  (mg/L) (1h) (2h) (3h)
1 6,0 12,5 6,0 37,6 39,6 40,6
2 6,0 12,5 6,0 36,3 38,2 39,5
3 10,0 20,0 8,0 58,5 59,3 60,4
4 6,0 12,5 6,0 354 36,7 38,2
5 2,0 20,0 4,0 12,1 12,7 13,3
6 2,0 50 8,0 56,1 57,0 58,9
7 10,0 50 4,0 23,6 24.8 23,2

A partir dos dados acima, foi gerada uma tabela ANOVA (Tabela 12)
mostrando quais s&o as variaveis com significancia estatistica na metodologia
utilizada. Desta forma, por apresentarem valores de p-level (p-valor) superiores a

0,05, tanto a curvatura foi considerada estatisticamente néo significativa e a

56



concentracdo de corante azul de metileno, marginalmente significativa. J& a
concentracdo de H,O, e principalmente o pH, foram as variaveis estatisticamente
significativas. Um valor de p-level menor que 0,05 significa que se pode afirmar que

essas variaveis sao estatisticamente significativas com um erro inferior a 0,05.

TABELA 12: Significancia Estatistica.

Fator p-level
Curvatura 0,311164
H,O, 0,024562
Azul de Metileno 0,054444
pH 0,000781

Outra forma de visualizar a significAncia das variaveis é atraves do gréfico de
Pareto (Figura 32).

(3)pH / 35,7697
(L)H202 / 6,262559

(2)AM 9%,71?0872
1*2*3 / "‘18%4?3825
p=,05

FIGURA 32 - Gréfico de Pareto para a descoloragdo do corante azul de metileno em fungéo dos
valores da estatistica do teste t de Student.

Pelo gréafico de Pareto (Figura 32), observamos que o pH € indiscutivelmente
a variavel estatisticamente mais significativa seguida da concentracdo de peroxido
de hidrogénio. A concentragdo de corante azul de metileno ficou muito proxima de
ser considerada estatisticamente significativa, mas tanto essa varidvel quanto a
interacdo entre as trés variaveis independentes foram consideradas néo
significativas por ndo serem cortadas pela linha tracejada, onde p = 0,05. Sendo

assim, com os coeficientes obtidos pelas variaveis significativas, podemos
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estabelecer o modelo matematico para a descoloracdo do corante azul de metileno
em funcao do pH e da concentracao de H,O, (Equacéao 6).
% Descoloracédo = 3,45 A +19,72 B + 36,42 (6)
Onde:
A: concentracéo de H,0 .
B: pH.

O modelo descreve um perfil linear, conforme podemos observar no grafico
Trace plot (Figura 33). Os resultados obtidos se ajustaram muito bem ao modelo,

gerando um coeficiente de determinac&o (R?) igual a 0,99851.
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FIGURA 33 - Grafico Trace plot para % descoloracdo em funcéo das variaveis estatisticamente
significativas.

Além da comparacdo entre valores previstos e os observados, também foi
gerada uma superficie de resposta (Figura 34), mostrando a tendéncia de resposta

esperada dentro das faixas estudadas.
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P o oA

Il > 60
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Il <50
[C1<40
[ <30
Il <20

FIGURA 34 - Superficie de resposta para o percentual de descoloragdo em fun¢ao da concentracao
de H,0, e do pH.

De modo a simplificar a visualizacéo da tendéncia da variavel de resposta (%
descoloracao), temos as curvas de nivel (Figura 35) obtidas pelo rebatimento da
superficie de resposta em um plano. Com isso, observa-se que a melhor resposta é

obtida nos extremos, ou seja, no pH 8,0 e concentracdo 10 mg/L de H,0..
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FIGURA 35 - Curvas de nivel para o percentual de descoloragdo em funcéo do pH e da concentracao
de H,0..

No entanto, a Figura 36, mostra que em pH 8,0 o percentual de descoloracdo
nos dois extremos das faixas de concentracdo do H,O, e do corante foi bastante
proximo. Em escala de bancada essa diferenca pode parecer irrelevante, mas
avaliando em termos de escalas superiores a esta, a diferengca acaba sendo
significativa e, portanto, o resultado obtido pela superficie de resposta € tido como a

melhor condicao reacional.
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FIGURA 36 - Resultados obtidos nos dois extremos das faixas estudadas.

V.4 — Avaliacdo da Descoloracdo do Corante Azul de Metileno Reutilizando as
Enzimas Imobilizadas.

Como o planejamento experimental mostrou as variaveis pH e concentragao
de H,O, como sendo as variaveis estatisticamente relevantes e com melhores
resultados no extremo superior da faixa estudada, novos ciclos de reacdes com o
intervalo de 7 dias foram feitos a fim de verificar a viabilidade de se reutilizar o
sistema imobilizado nesta condicdo, conforme mostra a Figura 37. O tempo O
representa a reacéo sugerida pelo planejamento experimental. As amostras em pH
8,0 (amostras 3 e 6) estdo graficamente representadas em ordem crescente do
namero da amostra e todos os percentuais de descoloracdo medidos apos 3 horas
de reacdao.
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FIGURA 37 - Ciclos de reutilizagcado da enzima imobilizada em rea¢des em pH 8,0 em dias apos a
imobilizagéo.

A primeira amostra apresentou queda de 8,9% no percentual de descoloragao
do primeiro ciclo em relacdo ao terceiro ciclo, realizado 14 dias depois has mesmas
condicdes operacionais. A segunda amostra apresentou uma queda préxima a
primeira, em torno de 8,7%, sendo o primeiro ciclo realizado em diferentes

concentragdes de H,0O, e corante (Figura 37).

A Figura 38 mostra o aspecto do sistema imobilizado apdés o 2° ciclo de

reacdo em batelada em pH 8,0.

FIGURA 38 - Sistema imobilizado antes (1) e ap6és (2) reacgao (3h) com azul de metileno e H,O, em
tampéao pH 8,0 (amostra 6) apds 7 dias da imobilizagéo.

Nas reacdes em pH 6,0 e 4,0 (Figuras 39 e 41), foi realizado apenas mais um
ciclo em duplicata, ap6és uma semana da imobilizagdo, na condicdo O6tima
determinada pelo planejamento em 3 horas de reacdo. Mas devido as imobiliza¢cbes
designadas ao pH 6,0 terem sido feitas em ftriplicata, a Gltima amostra investigou o
extremo inferior da faixa estudada, que apresentou percentual de descoloracdo

préximo ao do extremo superior no primeiro quando realizada em pH 8,0 (Figura 37).
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Na Figura 39, estdo apresentados os dois ciclos das amostras em pH 6,0,
amostras 1, 2 e 4, respectivamente. Na condicdo 6tima, a reducdo no percentual de
descoloracao ficou em torno de 4,0% e em relacdo a ultima amostra em diferente

condicdo, a queda foi de 7,0% comparando com o primeiro ciclo.

45 -
40,6 305
J 2 3872
40 ! 36,6 36,1
357 31,2
£ o3 mH202 (6 mg/L)
° AM (12,5 mg/L)
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FIGURA 39 - Ciclos de reutilizagcao da enzima imobilizada em reacdes em pH 6,0 em dias apos a
imobilizac&o.

A Figura 40 apresenta as amostra 1, 2 e 4 em sequéncia antes e apés o 2°
ciclo de reacdo. Antes a coloracdo era praticamente a mesma e apés o 2° ciclo, as
amostras expostas a uma maior concentracdo de corante (amostras 1 e 2) ficaram
com um tom azul mais escuro que a exposta a metade desta concentracdo (amostra
4), mostrando a influéncia da concentracdo do azul de metileno no processo de

absorgcao/adsorcao nas esferas de vidro.

FIGURA 40 - Sistema imobilizado antes (1) e apds (2) reacao (3h) com azul de metileno e H,O, em
tampéo pH 6,0 apds 7 dias da imobilizacao (a) amostra 1, (b) amostra 2 e (c) amostra 4.
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Na Figura 41, estdo apresentados os dois ciclos das amostras em pH 4,0,
amostras 5 e 7, respectivamente. Na condicdo 6tima, a reducdo no percentual de
descoloracéao ficou em torno de 0,5% na primeira amostra e 10,3% na segunda,

reforcando a grande influéncia do pH na reacdo de descoloracdo pela HRP
imobilizada.
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FIGURA 41 - Ciclos de reutilizacdo da enzima imobilizada em reag6es em pH 4,0 em dias apos a
imobilizacao.

A Figura 42 mostra as amostras 5 e 7 em sequéncia antes e ap0os 0 2° ciclo
de reacdo em pH 4,0. Ap6s o 2° ciclo, as amostras passaram a apresentar uma
tonalidade azul mostrando que nao apenas o pH influencia nos processos de
absorcdo/adsorcdo do corante nas esferas de vidro, como também as
concentracfes de H,0, e do préprio corante.
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FIGURA 42 - Sistema imobilizado antes (1) e apos (2) reacgédo (3h) com azul de metileno e H,O, em
tampao pH 4,0 apés 7 dias da imobilizagdo (a) amostra 5 e (b) amostra 7.

V.5 — Avaliagdo da Descoloragdo do Corante Azul de Metileno em Sistema
Continuo.

V.5.1 — Teste Reutilizando a Amostra 2 (planejamento experimental) com um
Microbiorreator.

A amostra 2 havia sido previamente utilizada em dois ciclos de reagbes em
pH 6,0 em batelada antes de ser testada no sistema continuo. Nesta nova condicéo,
a vazao de solucdo medida no sistema foi de 1,36 mL/min, com um tempo de
residéncia de 11,4 s e 0,26 mL o volume “vazio” no interior do biorreator, ou seja, o
volume ndo ocupado pelo sistema imobilizado. A Figura 43 mostra o comportamento
do sistema continuo, que apresenta a maior queda nos 15 minutos iniciais em torno
de 20%, depois essa diferenga vai reduzindo e entre 60 e 150 minutos apresenta
uma relativa estabilidade na faixa de 16 a 20% de descoloracdo. Mas ap0s esse
periodo a descoloracéo fica bastante reduzida, seja pela decomposicdo do H,O;, ao
longo do sistema, como também pela reducdo da atividade enzimética ao longo do
tempo de reacdao.
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FIGURA 43 - Percentual de descoloragéo em sistema continuo com enzima reutilizada.

Operando com uma vazao menor de 0,77 mL/min e um tempo de residéncia
de 20,1 s, observa-se um aumento do percentual de descoloracdo inicialmente,
porém verifica-se uma queda da remogdo de cor nos primeiros 15 minutos de
processo, em torno de 10% maior (Figura 44) que a obtida no primeiro ciclo, com o

sistema mantendo uma descoloracao proxima a 10% na maior parte do tempo.
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FIGURA 44 - Percentual de descoloragéo no 2° ciclo em sistema continuo com enzima reutilizada.
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V.5.2- Avaliacao do Sistema Continuo com um Biorreator em pH 7,0.

Utilizando uma enzima recém imobilizada, com a mesma vazdo do
experimento anterior (0,77 mL/min) e tempo de residéncia de 13,1 s, a descoloracdo
inicial foi proxima a 94% (Figura 45). No entanto, em pH 7,0, nos 15 minutos iniciais
a descoloracao teve percentual reduzido em quase 70%, se mantendo em valores
bem menores que os apresentados pela enzima reutilizada em pH 8,0 (Figura 37).
Este comportamento difere em muito do esperado, tendo em vista os resultados
obtidos em pH 7,0 em bateladas sucessivas com reutilizagdo do mesmo lote de

enzimas imobilizadas por um periodo superior a 40 dias (6 ciclos) (Figura 29) .
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FIGURA 45 - Gréfico de colunas com o percentual de descoloracdo em sistema continuo em pH 7,0.

V.5.3 — Avaliacdo do Sistema Continuo com dois Biorreatores em Série em pH
8,0.

Nesta série de experimentos conduzidos com um sistema constituido de dois
microrreatores em seérie, com solugcdo de azul de metileno em solugcdo aquosa e pH
8,0, foram utilizados novos lotes de enzimas imobilizadas, recém preparadas, para
rechear os dois biorreatores trabalhando em série. Os dados apresentados na
Tabela 13 indicam além da vazédo de trabalho, os valores dos tempos de residéncia
em cada camara reacional e respectivos volumes de solucdo de corante que

percolava os leitos cataliticos.
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TABELA 13: Dados do Sistema Continuo em Série.
Vazéo (mL/min) 0,78
tresid R1 (s) 7,0
tresid R2 (s) 8,6
Vvazio R1 (mL) 0,09
Vvazio R2 (mL) 0,11

O percentual inicial de descoloracédo foi o mais elevado, em torno de 97%, em
ambos biorreatores. Como o0 segundo biorreator recebeu uma carga com baixa
coloracdo no primeiro momento, esse percentual se manteve apés 15 minutos de
reacdo. A reducdo no percentual no primeiro biorreator foi mais sutil quando
comparada ao sistema com a enzima reutilizada em pH 8,0 e com a enzima em 1°
ciclo em pH 7,0. Com a utilizagc&o de um segundo reator, a descolorac&o ao final das
3 horas de reacéo ficou em torno de 27% contra 10% do primeiro reator.

A Figura 46 apresenta os percentuais de remog&o observados, com valores

mais elevados de remocdo percentual, quando comparados com o0s obtidos
anteriormente.
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FIGURA 46 - Descoloracdo do azul de metileno no primeiro (R1) e no segundo reator (R2).

O percentual inicial de descoloracédo foi o mais elevado, em torno de 97%, em
ambos microbiorreatores. Como o0 segundo biorreator recebeu uma carga com baixa
coloragcdo no primeiro momento, esse percentual se manteve apo6s 15 minutos de

reacdo. A reducdo no percentual no primeiro biorreator foi mais sutil quando
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comparada ao sistema com a enzima reutilizada em pH 8,0 e com a enzima em 1°
ciclo em pH 7,0. Com a utilizagcdo de um segundo reator, a descoloracao ao final das
3 horas de reacéo ficou em torno de 27% contra 10% do primeiro reator.

A Figura 47 apresenta o desempenho global do sistema com dois
microrreatores em série, onde pode ser observado um declinio mais suave da
capacidade de remocdo de cor ao longo das 3 horas de monitoramento. O
percentual global de descoloragéo inicialmente de 98 %, permaneceu acima de 70 %
na primeira hora de processo. Uma reducdo de aproximadamente 50% da

capacidade de descoloracdo foi verificada com 100 minutos de procedimento
continuo.
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FIGURA 47 - Descoloracéo global do azul de metileno no sistema continuo com dois
microbiorreatores.

Na Figura 48 podem ser observadas amostras da solu¢cdo preparada com 20
mg/L de azul de metileno (solu¢cdo alimentada no sistema) e das coletadas nos
efluentes do primeiro e do segundo microrreatores, para os tempos de coleta

correspondentes a 0, 15 e 30 minutos de modo que a remoc¢ao de cor pode ser

visualizada de forma qualitativa.
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FIGURA 48 - Solu¢éo de azul de metileno a ser tratada (1) Original na concentracdo de 20 mg/L (2)
Amostras nos tempos 0, 15 e apés 30 minutos de processo continuo coletadas nos efluentes de cada
microrreator (R1 e R2).

O efluente tratado em tonalidade clara de cor azul pode ser observado em
frasco de erlenmeyer utilizado para recolhimento da amostra na saida do segundo
microbiorreator, ap6s 3 horas de processo continuo, conforme apresentado na

Figura 49.

FIGURA 49 - Sistema continuo com dois microbiorreatores em série ap0s 3 horas de reacao.

70



Na Tabela 14 podem ser observadas as performances do tratamento de
descoloragcao da solucdo de azul de metileno com a enzima HRP imobilizada para

as diferentes estratégias de conducédo do processo estudadas neste trabalho.

TABELA 14: Desempenho na remocao de cor em relacdo a conducéo do processo: descontinuo x

continuo.
n° de ciclos ou vazao Remocéao
Processo microrreatores / (mL/min) (%)
ciclos
Batelada 1 - 58,5
Continuo 1/1 1,36 254
Yo 0,77 17,1
2/1 0,78 =71

* — ap6s 60 minutos em pH 8,0, 10 mg H,0,/L, 20 mg AM/L.

Para as condicdes indicadas pelo planejamento de experimentos (pH 8,0, 10
mg H,O,/L, 20 mg AM/L) apés 60 minutos de tempo reacional, as bateladas
sequenciais apresentaram um desempenho relativamente estavel apds 5 ciclos e
cerca de 16% de reducdo da capacidade de remocéo da cor. Em processo continuo
foi possivel obter uma remocdo de cor superior a 70% operando com dois
microrreatores em série ap6s 60 minutos alimentacdo continuada, utilizando
enzimas recém imobilizadas. Cabe ressaltar que nos experimentos conduzidos com
um Unico microrreator, as enzimas imobilizadas ja haviam sido previamente
utilizadas em dois ciclos de testes em batelada, quando apresentaram percentuais
de remocéo de cor em torno de 39 % no primeiro ciclo (pH 6,0, 6,0 mg/L de H,0- e
12,5 mg AM/L) e de 36% de remocao com 10 mg/L de H,0O, e 20 mg AM/L (segundo
ciclo, apds 7 dias). Estas esferas, reutilizadas em dois ciclos em processo
descontinuo foram avaliadas quanto ao seu desempenho em sistema continuo com
um Unico microbiorreator, onde valores de redugcdo percentual de cor de

aproximadamente 20 % foram observados.

A performance do sistema continuo esta detalhado na Tabela 15.
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TABELA 15: Processo continuo com um e com dois microrreatores em série.

n° de vazao Tempo de Remocéo

microrreatores (mL/min) residéncia (s)° (%)?
1° 1,36 11,4 38,7

0,77 20,1 38,7

2° 1,15 9,1 25,4

1,15 12,0 40,2

2° 0,78 7,0 814

0,78 8,6 97,6

% — apos 15 minutos em pH 8,0, 10 mg H,0,/L, 20 mg AM/L.
b _ enzimas imobilizadas utilizadas no planejamento de experimentos
¢ — enzimas imobilizadas, recém preparadas - primeiro ciclo.

¢ _ determinado experimentalmente.

Apo6s 15 minutos de processo foram observados os valores mais elevados de
remocdo percentual de cor. Para o sistema operando com enzimas recém
imobilizadas foram observados percentuais de remoc¢ao de cor de cerca de 80 % no
efluente do primeiro microbiorreator e de aproximadamente 97 % na saida do

segundo.

V.6 — Avaliacdo dos efeitos de descoloragdo por meios ndo enzimaticos.

Os experimentos realizados em batelada na auséncia de perdéxido de
hidrogénio e com concentracdo de azul de metileno 20 mg/L mostraram a influéncia
do pH na absor¢cdo do corante nos poros das esferas de vidro. Em pH 4,0,
aproximadamente 3% ficou retido nas esferas e em pH 8,0 aproximadamente 40%.
Qualitativamente, esta diferenca pode ser identificada pela coloragcdo tanto das

esferas quanto do sobrenadante (Figura 50).

FIGURA 50 - Amostras apoés ciclo sem H,0O, (1) pH 4,0 e (2) pH 8,0.
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O meio &cido ou béasico pode alterar as cargas presentes nas esferas de
vidro, nos aminoacidos da enzima e também do préprio corante, podendo ser uma

das respostas para essa diferenca de retencéo.

Em ensaios em sistema continuo foi observado um efeito creditado a vazao
de alimentacdo aplicada. A operacdo com um valor mais elevado da vazao de
trabalho possivelmente leva a uma condi¢c&do de saturacdo em termos de adsorcéao, e
gue nas condi¢cbes de manutencdo adotadas neste trabalho (8°C em tampé&o fosfato

pH 7,0) n&do foi observada a dessor¢cao do azul de metileno.

Conforme mostra a Figura 51, quando um mesmo lote de enzimas
imobilizadas é submetida as mesmas condi¢cdes reacionais, exceto a vazao do
sistema, o sobrenadante (solu¢cdo tampéao pH 7,0) em armazenamento pés-reacional
apresenta  caracteristicas  diferentes.  Aparentemente, o0s efeitos de
absorcdo/dessorcdo sdo minimizados quando se trabalha com vazdes de

alimentacdo mais elevadas.

FIGURA 51 - Sobrenadante ap6s reacdo a vazéo (1) 1,36 mg/L e (2) 0,77 mg/L.
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VI — CONCLUSOES

A viabilidade de utilizacdo da HRP imobilizada em esferas de vidro
(aminopropil) na descoloragédo de azul de metileno em batelada pode ser obtida
mediante a minimizagcdo dos efeitos de absor¢cdo nas esferas de vidro. O sistema
continuo apresentou boa performance, reduzindo os efeitos de absor¢cdo quando
realizacdo em condicdo de maior vazao, com altos percentuais de descolora¢cao nos
primeiros 15 minutos e mantendo uma certa estabilidade de descoloragéo entre 60 e

150 minutos em pH 8,0.

Em batelada, a melhor condicdo obtida por meio do planejamento
experimental do software STATISTICA® foi confirmada em experimentos
posteriores, apresentando 0s maiores percentuais de descoloracdo, sendo
inicialmente em torno de 60% e 50% em um quarto ciclo de rea¢&o no periodo de 14

dias.

Embora os percentuais de descoloracdo mais elevados tenham sido obtidos
em reacbes em pH 8,0, quando esta € realizada em batelada a enzima tem um
desempenho mais estavel, com percentual de descoloracdo em torno de 40% um

més apOs a imobilizacdo em reacbes realizadas em pH 7,0.

Em sistema continuo, a condicdo oOtima sugerida pelo planejamento
experimental apresentou boa performance de descoloracdo quando utilizados dois
biorreatores em série. A descoloragdo nos 15 minutos iniciais chegou a

aproximadamente 97% e cerca de 48% em 100 minutos de processo continuo.
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VI.1 — Sugestdes de Continuidade do Trabalho

e Avaliar novas faixas de concentracdo de H,O,, pH e temperatura visando
otimizacdo do sistema em batelada e continuo utilizando a HRP imobilizada

em esferas de vidro (aminopropil).

e Avaliar os efeitos de absorcdo do corante azul de metileno nos poros das

esferas de vidro.

e Avaliar a viabilidade de reutilizacdo das enzimas imobilizadas em sistema

continuo em série.

e Avaliar o desempenho do sistema continuo em série com diferentes vazdes e

com alimentacéo distinta de corante e peroxido de hidrogénio.

e Avaliar o desempenho de outros métodos de imobilizacdo da HRP na

descoloracao de azul de metileno.

e Utilizar técnicas de caracterizacdo do produto obtido ao fim da reacéo, a fim
de identificar a formacdo de intermediarios, subprodutos e a degradacédo

efetiva do corante.

e Avaliar o desempenho da HRP em diferentes classes de corantes.
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