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‘A mineragdo sozinha n&o é sustentavel, ela ndo é
inovadora, mas uma forma possivel de ela ser sustentavel
€ agregar valor em sua comunidade.”

Chris Moran

(Seminario Mineracao e Sustentabilidade no Quadrilatero Ferrifero.
Ouro Preto. Julho de 2010)
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RESUMO

O setor de Gemas e Joias gaucho é considerado uma industria estratégica, atraves
da comercializagdo do produto como gemas brutas, lapidadas, artefatos, joias,
folheados e bijuterias. Destaca-se principalmente por seu potencial exportador e como
importante fonte de emprego nas regides onde se localizaconstituido basicamente de
pequenas e micro-empresas. A tendéncia atual de concentracido das empresas de
beneficiamento de gemas preciosas esta no municipio de Soledade, onde o tingimento
de agatas em cores exoéticas com corantes organicos vem ganhando espaco em
detrimento do uso de corantes de sais inorganicos. No entanto, este processo gera
efluentes com carga poluente que pode ser toxica, além de residuos solidos oriundo
dos demais processos. Os corantes mais usualmente empregados do processo de
tingimento das agatas, sdo a Rodamina B - RhB, Verde Brilhante - VB, Cristal Violeta
- CV e Laranja Basico 2 — LB. Neste trabalho avaliou-se a descoloracdo de efluentes
com 8% (v/v) de Alcool Etilico (AE), contendo estes compostos, presentes nos
efluentes sintéticos similares a industria de tingimento de agatas através do parametro
cor, por ozonizacgdao assistida por UV, fotocatalise heterogénea com reagente adicional
(H202), tratamento enzimatico com Trametes versicolor, nanoparticulas magnéticas e
nanocompositos. As solucdes tratadas nestas condi¢cdes foram avaliadas para
toxicidade e comparados com a legislacdo vigente. Os melhores resultados foram
obtidos pela fotocatalise heterogénea e ozonizacao/UV, obtendo uma descoloracao

dos corantes da ordem de 80 a 99,99%.



ABSTRACT

The Brazilian Gems and Jewelery sector is considered a strategic industry, through the
commercialization of the product with raw gems, cut gemstones, artifacts, jewelry. It
stands out mainly for its export potential and as an important source of employment in
the regions where it is basically composed of small and micro enterprises. The current
trend of concentration of gemstone processing companies is in the municipality of
Soledade, where the dyeing of agates in exotic colors with organic dyes has been
gaining ground over the use of inorganic salt dyes. However, this process generates
effluents with pollutant charge that can be toxic, as well as solid waste from other
processes. The most commonly used dyes in the agate dyeing process are Rhodamine
B - RhB, Brilliant Green - VB, Crystal Violet - CV and Basic Orange 2 - LB. This work
evaluated the discoloration of these compounds, present in synthetic effluents like the
agate dyeing industry through the color parameter, by UV assisted ozonation,
heterogeneous photocatalysis with additional reagent (H202), enzymatic treatment
with Trametes versicolor, magnetic nanoparticles and nanocomposites. Solutions
treated under these conditions were evaluated for toxicity and compared with current
legislation. The best results were obtained by heterogeneous photocatalysis and

ozonation / UV, obtaining a color discoloration of 80 to 99.99%.
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1 INTRODUCAO

A produgao de agatas € um importante setor econémico no Estado do Rio
Grande do Sul. A agata € um tipo de quartzo, poroso e apresenta diversas coloragdes
naturais (BRUM et al., 1998; HEANEY e DAVIS, 1995). No entanto, devido a uma
questao mercadoldgica, é submetida a processos de tingimento, utilizando corantes
para agregar valor ao produto final (CARISSIMI et al., 2000; KNECHT, 1957) -

exemplares de placas de agata natural e tingidas sdo apresentadas na Figura 1.

Figura 1 Placas de agata natural e artificialmente coloridas.
-

o

Fonte: Autora.

O processo de tingimento gera um passivo ambiental devido ao volume de
residuos, que pode eventualmente nao passar pelo tratamento e destinacdo
adequada (SILVA, PETTER e SCHNEIDER, 2007; SILVA e SCHNEIDER, 2015).
Ainda, os efluentes provenientes dos tingimentos, quando néo corretamente tratados,
podem acabar sendo dispostos em corpos hidridos interferindo na penetracao da luz
solar, retardando a fotossintese, inibindo o crescimento da biota aquatica e afetando
a solubilidade de gases na agua (BANAT et al., 1996; FORGACS, CSERHATI e
OROS, 2004).

Devido a legislacdo governamental mais rigida sobre a liberacéo de efluentes
liguidos contaminados no meio ambiente (RS, 2017a), o tratamento de &aguas
residudrias € um campo de pesquisa crescente. Consequentemente, ha necessidade
de tratamentos cada vez mais eficientes (BABUPONNUSAMI e MUTHUKUMAR,
2014) com a possibilidade de reuso no proprio processo de tingimento das agatas.
Além dos beneficios ambientais, ha a reducdo dos custos operacionais (CANEPA,
PEREIRA e LANNA, 1999), minimizando os gastos financeiros.


https://www-sciencedirect.ez45.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/photosynthesis

22

No caso de efluentes contendo corantes organicos, os métodos
tradicionalmente empregados para o tratamento sdo a oxidagao, a precipitacao
quimica e/ou adsorcao (BARROS et al., 2000; VASCONCELOS et al., 2016). Podem
apresentar as seguintes desvantagens: alto custo, baixa eficiéncia, producéo
subprodutos téxicos (PUVANESWARI, MUTHUKRISHNAN e GUNASEKARAN, 2006)
€, no caso da adsorgao e precipitagcao, apenas a transferéncia dos contaminantes de
uma fase para outra (KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004).

Tradicionalmente, o setor trata os efluentes com corantes orgénicos com o
uso de hipoclorito de sodio (NaClO). O processo apresenta um baixo desempenho e
pode formar compostos organoclorados (PIZZOLATO et al., 2002). A alternativa sao
os Processos Oxidativos Avangados (POAs), com geracgéo do radical hidroxila (¢OH).
Os POAs tém o potencial para degradar parcial ou totalmente compostos organicos
(GOGATE e PANDIT, 2004). Pode-se utilizar da fotdlise direta (DA SILVA et al., 2017),
processos homogéneos e heterogéneos baseados na reacéo de Fenton e foto Fenton
(JAIN et al., 2018) catalise heterogénea com assisténcia de radiagéo Ultravioleta (UV)
ou ndo (NABEEL e WASEEM, 2018), catdlise enzimatica livre ou imobilizada
(ASGHER, NOREEN e BILAL, 2017; DWIVEDI et al, 2011) e utilizagdo de
nanomateriais magnéticos (KHARISOV et al., 2012) e compdsitos como suporte para

catalisadores heterogéneos ou enzimaticos (BILAL et al., 2017).


https://www-sciencedirect.ez45.periodicos.capes.gov.br/topics/engineering/by-product
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar e comparar o emprego da
fotocatalise heterogénea, ozonizagao, catélise enzimatica empregando enzima de
Lacase Trametes versicolor (Tv) livre (TVL) e imobilizada (TVI) em nanoparticulas
magneéticas, nanocompositos magnéticos com imobilizacdo de TiO2, Fe@PEI e
Fe@PAA para tratamento do efluente liquido sintético contendo 4 corantes orgéanicos

utilizados no tingimento de agatas.

Os objetivos especificos foram:

»Avaliar o tratamento do efluente simulado (ES) contendo RhB através de fotocatalise
heterogénea com o uso de TiO2 e ZnO, otimizando parametros de pH do meio

reacional, quantidade de catalisadores e tempo de irradiagcao UV,

»Avaliar o tratamento do efluente simulado contendo RhB através de ozonizacao
assistida por radiagdo UV e aplicar os melhores parametros de tratamento (condigéo
otima de temperatura, pH, concentragdo corante/H202) para a descoloragcdo de
efluentes contendo RhB, CV, VB e LB;

»determinar a atividade das enzimas lacase Tv (Trametes versicolor) TVL (livre) e TVI
(imobilizada) em nanoparticulas magnéticas e avaliar o tratamento dos efluentes

sintéticos contendo corantes RhB, CV, VB e LB;

»Avaliar os tratamentos Fenton e foto Fenton do ES de RhB utilizando 3
nanoparticulas magnéticas (NPsm) revestidas com TiOz, polietilenoimina (PEI) e acido

poliacrilico (PAA);

»Avaliar a ecotoxicicidade com Microtox® dos efluentes brutos e tratados nas

melhores condicdes;



3 REVISAO DE LITERATURA

A revisao desta tese versa sobre o a ocorréncia dos geodos de agatas, uso
de corantes e geracgao de efluentes liquidos no processo do tingimento das agatas e
os processos aplicados no tratamento de efluentes contendo estes corantes. Abordara
os fundamentos dos POAs como reacdes baseadas nos processos Fenton, foto
Fenton, fotocatalise heterogénea, ozonizacdo/UV, tratamentos enzimaticos, com
nanoparticulas e nanocompdsitos magnéticos e de toxicidade Microtox® dos

efluentes.

3.1 GEMAS: OCORRENCIA, CARACTERISTICAS E HISTORICO

Desde os primérdios da civilizagado, as gemas e joias tém sido objetos que
caracterizam a humanidade, dando-lhe uma identidade, podendo destacar o individuo
e o diferenciar em sua sociedade (LISBOA, 2011; LISBOA e BARROS, 2016;
MANFRON et al., 2017). Apesar de ndo existirem estatisticas de produgéo confiaveis,
o Brasil € reconhecido como um dos principais produtores, tanto pela variedade
quanto pela quantidade de gemas encontradas em seu subsolo (JUCHEM et al.,

2007). A Figura 2 apresenta o mapa gemoldgico da regido Sul do Brasil.

Figura 2 Mapa Gemoldégico da regiao sul do Brasil (PR, SC e RS) .

Q
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@ Agata <> Calcita > Diamante B Madeira fossilizada [] Quarizorosa [[l] Serpentinito
[ Ameiista [] Cristaiderocha A gipsita O opaia ‘ Rub B rumaina
[ Apofiita @ Comalina @ Jaspe @ Onix . Safira Q) zeclitas

Fonte: Modificado de Juchem (2007).
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O Instituto Brasileiro de Gemas e Minerais Preciosos (IBGM), em 2018,
estabelece um recorde nas exportagdes brasileiras da cadeia produtiva de gemas e
joias, chegando a US $ 1,5 bilhdo de ddlares americanos (CIDADE et al., 2016; IBGM,
2019).

Atualmente, estima-se que o Brasil seja responsavel pela produgéo de cerca
de um terco do volume das gemas do mundo, excetuados o diamante, o rubi e a safira
(IBGM, 2018). As variedades gemolodgicas do quartzo cristalino s&o muito abundantes
no Brasil.

Com cerca de 30 mil habitantes, a cidade de Soledade, conhecida como a
“capital das pedras preciosas”, tornou-se polo industrial de minerais e gemas
preciosas e o0 maior centro industrial e comercial devido a presenca de diversas
empresas do setor na regido, na cidade foi registrado o maior volume de extracéo de
agata, estimado em 400 toneladas més' (HARTMANN, 2010; 2014). Em 2013, 170
empresas estavam ativas no setor (ZANATTA, 2014), e € o maior e principal local na
extracdo, processamento e comercializagado de pedras preciosas no RS. Atualmente,
possui uma area industrial e comercial de ativo gemoldgico, responsavel por grande
parte de sua economia; 71% das empresas nessa area sao exportadoras (BATISTI e
TATSCH, 2012). A atividade é responsavel por 32% do PIB da cidade e pela maior
parte da oferta de emprego (6000 postos diretos e indiretos) na regidao (COSTA, 2016).

3.2 TINGIMENTO DE AGATAS COM CORANTES ORGANICOS

As agatas do RS tém, como caracteristica, uma estrutura bandeada
(SAMPAIO e TUBINO, 1999). Os graos de quartzo formam bandas fibrosas,
produzindo diferentes graus de porosidade, caracteristica fisica fundamental para a
impregnacgao dos agentes responsaveis pela coloragao artificial. Encontram-se agatas
que apresentam diversas coloragdes naturais, nas cores preta, vermelha e laranja. A
agata que predomina nestas jazidas € a “Umbu”, de coloragdo acinzentada e com
bandeamento fraco ou imperceptivel na maioria das vezes (DAMBROS, 1998). Afim
de melhorar sua aceitagao e aproveitando sua estrutura e possibilidade de coloragao
artificial e por uma questdo mercadoldgica € submetida a processos de tingimento
utilizando corantes para agregacao de valor ao produto final, um exemplo esta
representado nas Figuras 3 e 4 a seguir (KNECHT, 1957; OLIVEIRA et al., 2010;
SILVA et al., 2007).
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Figuras 3 e 4 Exemplares de agata bruta e agata tingida e polida do RS.

SR 3 (2 et
-~ Ry oL

Fonte: Oliveira et al. (2010).

O tingimento de agatas em cores exdticas obtidas com corantes organicos
vem ganhando espaco em detrimento dos corantes de sais inorganicos que tém
basicamente duas desvantagens: a) necessidade de um tempo mais longo de
processamento (2 a 5 semanas) entre o corte até o polimento e b) elevada carga
poluente e téxica dos sais empregados. Isto acaba gerando dificuldade de tratamento
dos efluentes e a geragdo de uma quantidade grande de residuos sélidos nos
processos convencionais (ERICKSSON e BRUM, 2018).

Assim, devido a menor demanda de tempo (24 h), variedade de possibilidades
de cores e menor complexidade de tratamento dos efluentes devido a novas
tendéncias de processos e tecnologias mais ambientalmente amigaveis (JAIN et al.,
2018; NIDHEESH, ZHOU e OTURAN, 2018; RIZZO et al., 2019; VERMA e SAMANTA,
2018), os compostos organicos estdo em expansdao como corantes.

Entre os corantes organicos, sédo utilizados principalmente estruturas que
conferem cores intensas as agatas tingidas com concentragcbes numa faixa de
aproximadamente 20 a 33 g L' em solugéo alcodlica (APPSOL, 2018; ERICKSSON
e BRUM, 2017; SILVA, 2006). Os efluentes oriundos das aguas de lavagens também
apresentam coloragao e elevada carga organica devido aos compostos presentes
(CARISSIMI et al., 2000; PIZZOLATO et al., 2002; ROSA et al., 2017). Corantes
organicos utilizados no tingimento de agatas s&o soluveis em agua (H20), alcool
metilico e AE e geralmente toxicos (BARP, 2009; BRUM, 2011; ERICKSSON, BRUM
e SILVA, 2013; SILVA et al., 2007).
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Os principais corantes organicos utilizados neste trabalho estao apresentados

na Figura 5.

Figura 5 Caracteristicas dos corantes utilizados no tingimento de agatas e sua representagédo quimica
estrutural na forma sélida.
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Clne. 45170

CAS n°. 81-88-9

Massa Molar: 479,017 Da
Amax= 555 nm
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Massa Molar: 248,714 Da
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RhB

LB

Cl—H
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Nz, A
P

Verde Brilhante

Cl n2. 42040

CAS ne. 633-03-4
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Fonte: CAS (2019); KIM et al. (2016); NIST (2019); PUBCHEM (2019).
Onde: Cl = indice Internacional de Cores; CAS = identificacdo de substancias no Chemical Abstracts
Service, divisdo da Chemical American Society; Da = unidade de massa molar e Amax = comprimento
de onda de absor¢gdo maxima em nm, adotado neste trabalho.

Dos corantes avaliados nesta tese, a distribuicdo de estudos publicados em

artigos revisados por pares na lingua inglesa inclusos no Portal de Peridédicos CAPES,

entre os anos de 2008 a fev. de 2019 esta apresentadada no grafico da Figura 6, pela

sua distribuicdo numérica acompanhados dos assuntos “degradacao”, “aguas

residuais” e “corantes”.

Figura 6 Levantamento de literatura publicada sobre os corantes em estudo.
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Fonte: Dados a partir do Portal de Periédicos CAPES (2019).
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3.3TINGIMENTO DE AGATAS E PRODUCAO DE EFLUENTES LIQUIDOS

O processo de tingimento das agatas com corantes organicos € feito em
recipientes de plastico, onde as gemas sao colocadas em solugdes de etanol
(aproximadamente 20-33 g de corante para 1 L de AE combustivel). Depois de um
periodo de trés dias as pegas sdo removidas da solugéo de AE e lavadas com agua e
surfactantes. Esse residuo gerado, contendo concentragdes residuais de corantes e
AE, dentre outras substéancias, caracteriza o efluente em estudo. Ericksson e Brum
(2016) avaliaram as formulagdes de tingimento utilizadas nas industrias do setor em
Soledade e obtiveram a informag&o da concentragdo uma média de 33 g L' de cada
corante para a solugéo de tingimento, o tempo utilizado, segundo os autores, € de 168
h para o processo a quente (corantes inorganicos) e 240 h a frio (corantes organicos).
No entanto, a concentracédo de cada um dos contaminantes presentes no efluente real
€ heterogénea e com uma diversa gama de compostos recalcitrantes e com
toxicidade, o que torna seu tratamento para langamento e reuso mais complexo
(SANTOS, 2017; SINDELAR et al., 2015).

As operagdes de tingimento de agata e lavagem das pedras demandam a
utilizacdo de consideraveis volumes de agua (OLIVEIRA, 2013; VILLAS-BOAS, 2011;
ZANATTA, 2014) e sao responsaveis pela producdo de efluentes liquidos com
coloracgao e, normalmente, apresentam toxicidade (BARROS et al., 2000; PIZZOLATO
et al., 2002; SANTOS, 2017). Estes efluentes sdo capazes de alterar as
caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas dos cursos d’agua devido a seu carater
acido ou basico, presenga de cor acentuada, potencial hidrogenidnico (pH) extremo,
presenga de alta Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO), elevadas concentragdes de sélidos suspensos (SS), turbidez e
compostos toxicos (CHACKO e SUBRAMANIAM, 2011; KANU e ACHI, 2011;
RODRIGUES, SANTOS e SCHNEIDER, 2016), o que leva a deplegdo do oxigénio
dissolvido e modificagdes da biota local. Contém compostos téxicos, bem como ions
de metais em niveis acima do permitido pelas legislagdes vigentes (SZALINSKA et al.,
2010; SZALINSKA et al., 2006). Além disso, acredita-se que muitos corantes sejam
carcinogénicos em si ou sintetizados a partir de substancias cancerigenas
conhecidas, como a benzidina (CLARKE e ANLIKER, 1980). A maior preocupagéao &
que podem ser descartados e langados sem tratamento e destinacdo adequada
(SINDELAR et al., 2015; VILASBOAS, SANTOS e SCHNEIDER, 2017). Normalmente,
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a cor é perceptivel pelo olho humano em uma concentragao de corante superior a 1
mg L' e uma concentragdo média de 300 mg L' foi relatada em efluentes de
processos industriais de fabricacdo de téxteis (O’'NEILL et al., 1999).

Apesar de produzir agatas com coloragédo permanente, o tingimento apresenta
o inconveniente do alto custo envolvido no tratamento dos efluentes gerados
(PIZZOLATO et al., 2002; SILVA et al., 2007).

Entretanto, as aguas residuarias das operagcbes de lavagem dos geodos
brutos e das placas apos as operacdes de corte também contribuem. Assim, os
efluentes gerados, em geral, apresentam em sua composigao ions de metais, 6leos,
surfactantes e corantes organicos (MACHADO et al., 2012; MISTURA, OLIVEIRA e
VANZ, 2013; MISTURA, SCHNEIDER e VIEIRA, 2019).

O efluente da lavagem contendo corante pode apresentar concentragdes de
20 até mais de 2000 mg L' destes compostos, Carbono Organico Total (COT), DQO,
concentracao de surfactantes, acentuada coloragao, além de significativa toxicidade
e pH variado. Rotineiramente, as empresas que tratam o seu efluente utilizam
oxidagao quimica com hipoclorito de sédio (NaOCI), mas essa técnica pode resultar
em reacoes indesejadas com a formagao de compostos organoclorados (VIEIRA et
al., 2018; CARISSIMI e SCHNEIDER, 2010; BARROS et al., 2006; CARISSIMI et al.,
2000).

De acordo com o artigo 102 da Resolugdo 355 do Conselho Estadual do Meio
Ambiente (do Rio Grande do Sul - Consema) (RS, 2017a), os efluentes liquidos de
fontes poluidoras ndo devem conferir mudanga de coloragao (cor verdadeira) ao corpo
hidrico receptor.

O SENAI (Servigo Nacional de Aprendizagem Industrial), com sede na cidade,
a partir de 2005, através do financiamento FINEP/SEBRAE/APL, com o intermédio da
Engenharia do Sistema FIERGS e da Prefeitura Municipal de Soledade projetou,
implantou e iniciou as atividades de uma ETE (Estacdo de Tratamento de Efluentes)
(Figura 7).

Em 2013 atendia a 21 empresas, coletando um volume mensal de 40 m? de
efluentes (MORAES, 2013).
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Figura 7 ETE situada no SENAI em Soledade

|

Fonte: SENAI (2012).

Segundo dados das empresas que efetuam o tingimento, de julho a outubro
de 2011, foram recolhidos pelo SENAI de Soledade 120,5 m® de efluentes deste
processo, relativos a 90 h de trabalho em 23 empresas registradas no programa, a
ETE tem capacidade para tratar 100 m® mensais segundo projeto (SENAI e APPSOL,
2011).

A ETE foi operada pelo SENAI Soledade, a primeira coleta ocorreu em 20
junho de 2012, através do “Projeto Empresa Legal’, responsavel pelo tratamento
convencional dos residuos liquidos industriais das empresas da Associagao de
Pequenos Pedristas de Soledade (APPSOL, 2018):

Com a efetivacdo do Empresa Legal, os residuos liquidos resultantes do
processo de tingimento da agata eram acondicionados em tanques de
captagao, localizados em cada uma das empresas de pedras do municipio, e
ndo mais sdo descartados diretamente. Conforme um cronograma, esses
residuos liquidos passaram a ser recolhidos por um caminhdo da frota
municipal, portador de Licenga de Operagédo de acordo com as normas da
FEPAM, adequado e equipado com bomba, mangueiras e tanques para
realizar a coleta e o transporte e conduzido por um motorista habilitado. O
préximo passo € o encaminhamento do material para a ETE, onde realizava-
se o tratamento com posterior destinagao correta dos residuos sélidos (APL,
2015).

A ETE funcionou até 2014, quando a estrutura no SENAI foi fechada e o
tratamento dos efluentes passou novamente a responsabilidade de cada empresa.
Em 2015 houve a coleta de 16 m® em 6 empresas associadas da APPSOL e enviados
para tratamento em uma terceirizada localizada em Guaporé (SENAI e APPSOL,
2011).
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As atuais técnicas existentes para a remogao de corantes de efluentes

contendo corantes tém sérias restricbes, como alto custo, formagao de subprodutos

perigosos ou requisitos intensivos de custo de energia (NIDHEESH et al., 2018),

portanto a busca por novas tecnologias para estes tratamentos € necessaria,

utilizando diferentes processos de degradagao/oxidagao e ndo transferéncia e massa

como no caso da adsorgao e tratamentos biolégicos com produgao de lodos.

Os principais processos empregados para a geragao do radical eOH estao

apresentados na Tabela 1, divididos em homogéneos e heterogéneos.

Tabela 1 Classificagdo de POAs convencionais e emergentes

Tipo de processo

Exemplo

Homogéneo

Processos baseados em Fenton:

Fenton: H202 + Fe?*

Fenton como: H202 + Fe3 /mn+*
Sono-Fenton: US / H20, + Fe2*
Foto-Fenton: UV / H202 + Fe?*

Sono-foto-Fenton (cavitagao)
Eletroquimicos:

Eletro-Fenton
Eletro-coagulagao
Sono-eletro-Fenton
Foto-eletro-Fenton

Oxidagao com agua supercritica
Raios gama e feixe de elétrons
Plasmas n&o térmicos

Processos baseados em O3

O3

O3+ UV

O3 + H202

O3 + UV + H202

Heterogéneo

H202 + Fe2*/Fe% / mn+* - outros ions de metais e sélidos

TiO2/ Zn0O / CdS e outros semicondutores (dopados ou nao) + UV
H20: + Fe® / Fe (nano ferro) magnéticos e ndo magnéticos

H202 + Fe®nano-ferro imobilizado (diversos substratos)

Fonte: Modificado de Babuponnusami e Muthukumar (2014); Jain et al. (2018); Rizzo et al. (2019) .
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Os POAs estdo assumindo importancia na tecnologia ambiental como uma
classe de processos que aceleram a oxidagdo e degradagao de contaminantes
inorganicos e organicos na agua, ar e solo. Os POAs tém sido extensivamente
avaliados, principalmente devido a sua capacidade de degradar um grande numero
de substancias persistentes através de procedimentos de custo relativamente baixo e

de simples operagao.

3.4.1 Fotdlise (H202/UV)

Reacbdes de foto-oxidacdo somente sob excitacdo eletrénica do substrato
organico (molécula a qual se pretende degradar) sdo denominadas reagdes de fotdlise
direta e implicam, na maioria dos casos, em transferéncia eletronica do substrato no
estado excitado (C*) para uma molécula receptora, geralmente o oxigénio molecular
em solugdo. Esta transferéncia eletrénica forma radicais catiénicos e anidnicos que
podem tender a subsequente recombinacao, inibindo futuras reagdes, ou ainda pode
ocorrer hidrélise do radical catibnico, responsavel por posteriores reagdes de
oxidagao. O substrato pode também ser quebrado pela incidéncia da radiagao para
formar radicais que reagem com o oxigénio molecular dissolvido formando radicais
organicos peroxil (RO2’). Estes radicais RO2" sdo considerados os verdadeiros
propagadores da reagéo, podendo levar a completa mineralizagéo do substrato.

Radicais *OH provenientes de H202 sao formados quando a solugéo aquosa
de H202 é exposta a luz UV (200 a 280 nm). A Equacgao 1 que representa a reagéo
pode ser descrita como fotolise do H202 (KARCI et al., 2013; LIU et al., 2014):

H202 + UV (ou ho =200-280 nm) — OH + *OH (1)

A fotdlise direta, na maioria das vezes, ndo € capaz de promover a
fotodegradacdo completa do substrato e geralmente provoca apenas algumas
modificagdes na sua estrutura. No entanto, a sua utilizagdo € bastante interessante
quando a degradacgao por radical *OH ndo é eficiente (LEGRINI, OLIVEROS e
BRAUN, 1993). A degradacado de corantes, por exemplo, € possivel através de
diferentes processos fotoquimicos que necessitam de uma fonte de luz artificial ou luz
solar natural, sendo que a maioria destes métodos requer periodos de longo
tratamento com fétons de alta energia e raramente alcangam a completa degradagao
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do poluente. Fontes de baixa energia (por exemplo, a radiagao solar natural) ndo
podem ser utilizadas eficientemente no tratamento da maioria dos residuos, sendo
necessaria radiagcdo com maior energia, especialmente na regidao do UV-C
(KONSTANTINOU e ALBANIS, 2004; TEIXEIRA e CANELA, 2007). Assim, é
recomendavel que os processos de fotodegradagdo precisem ser associados a
fotélise direta ou a outros sistemas. Alguns estudos comparativos demonstram essa
necessidade de associagao de processos. No entanto, demonstram também que, em
algumas condigdes especificas (NOGUEIRA et al., 2007) o processo de fotdlise direta

€ mais eficiente que os processos indiretos.

3.4.2 Processo Fenton

Estudos mais recentes demonstraram que o mecanismo de oxidagao pelos
reagentes de Fenton ocorre devido a reatividade do radical *OH gerado em uma
solugéo acida por uma decomposigdo catalitica do H202. Na presenca de ions Fe?*
(ferroso), o peroxido é dividido em OH- + *OH, onde substratos organicos estao
sujeitos a ataques via radical livre pelo radical *OH. A geragao do radical inicia com o
contato do H202 com o sulfato ferroso (SF).

O °*OH gerado oxida compostos presentes (FENTON, 1894; TEIXEIRA e
JARDIM, 2004). O procedimento requer o ajuste de pH do efluente entre 3,0 e 6,0;
adicdo de ions ferro como catalisador (como uma solugdo de SF); adi¢do lenta de
H202 (se o pH for elevado, os ions ferro precipitam como Fe(OH)s e decompde
cataliticamente o H202). Os radicais *OH e peridroxila (HOO*®) formados sao oxidantes
muito efetivos e sdo espécies que apresentam tempo de vida muito curto. O radical
*OH é um dos oxidantes mais potentes, abaixo somente do fluoreto (F°). A velocidade
da reacgéo é limitada pela velocidade de geracao do radical *OH que esta diretamente
relacionado a concentragao dos ions ferro Il, e, embora em menor extensao, pelo tipo
de efluente a ser tratado.

Tipicamente, a razdo molar de ions Fe?*: H202 é de 1:5 a 10 (m/m) e a
concentragéo de ions ferro € menor que 25-50 mg L™'. Esses valores podem utilizar
um tempo excessivo de reagao (10-24 h). Isto ocorre quando os produtos de oxidagao
(por exemplo, acidos orgéanicos) sequestram os ions ferro e o removem do ciclo

catalitico. A reacado quimica do *OH, ou a reatividade do radical, na agua pode ser por
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adicdo: quando o *OH se adiciona a um composto insaturado (alifatico ou aromatico)
para formar como produto um radical livre; abstracdo do hidrogénio: quando um
radical organico livre e agua sao formados; transferéncia de elétron: quando ions de
alta valéncia, ou um atomo ou radical livre sdo formados se um ion mononegativo é
oxidado; interagao radical: quando um *OH reage com outro *OH, ou com um radical
diferente para formar um produto estavel.

A reagdo de Fenton tem sido muito estudada e, em muitos casos,
eficientemente utilizada em tratamento de aguas residuais para a degradagao de
substancias organicas (BAUTISTA et al., 2008; NEYENS e BAEYENS, 2003).

3.4.3 Processo foto Fenton homogéneo e heterogéneo

A reacao de Fenton é fortemente aumentada na presencga de radiagéo UV,
processo este conhecido como foto Fenton. E sabido que a luz pode estimular a
decomposigcdo de compostos em radicais que sédo, geralmente, extremamente ativos
e, consequentemente, podem reagir com compostos organicos. Este radical é
produzido efetivamente pela exposigao do H202, em meio aquoso, a radiagédo UV com
A<250 nm. A exposicdo de substéncias organicas a radiagao UV provoca uma
intensiva oxidacao de compostos orgéanicos (HOU et al., 2011).

O processo foto Fenton homogéneo quando promove a exposi¢do de
substancias organicas, como os corantes desta tese, a radiagcdo UV, provoca uma
intensiva oxidagao destes compostos (HERMOSILLA et al., 2015; KANG e HWANG,
2000; NOGUEIRA et al., 2007; PEREZ et al., 2002; SILVA, OLIVEIRA e NOGUEIRA,
2004).

Processos em sistemas heterogéneos que potencializam a formagao do
radical *OH nas reacbes de H202 e UV com reagente de Fenton, envolvem absorgao
de UV por oxidos de metais semicondutores como, por exemplo, os 6xido de Zinco
(Zn0O) e diéxido de titanio (TiO2) suspenso na agua e agindo como um catalisador
(AMIRI, AYATI e GANJIDOUST, 2016; CHONG et al., 2010; GOMATHI DEVI,
NARASIMHA MURTHY e GIRISH KUMAR, 2009; SAHOO, GUPTA e SASIDHARAN
PILLAI, 2012; VINU e MADRAS, 2011; ZANGENEH et al., 2015). Os processos
heterogéneos foram testados, obtiveram bons resultados de degradacgéo, foram

publicados (MISTURA, 2019), ndo sendo recomendados para a aplicagao pretendida



35

nesta tese, pois na concepgéao objetiva, o efluente para reuso deve passar pelo menor

numero de etapas no tratamento na pequena empresa.

3.5 OZONIZACAO

A utilizacdo do ozbdnio gasoso (Osg) como reagente para desinfec¢do e
tratamento de aguas remonta a década de 1950 (SULZER, 1958).

Entre varios processos de oxidacdo para tratamento de efluentes, a
ozonizagdo mostrou-se eficiente contra poluentes (BILINSKA, GMUREK e
LEDAKOWICZ, 2017; HOLKAR et al., 2016; KHAMPARIA e JASPAL, 2017;
PAZDZIOR et al., 2017), o ozénio pode ser aplicado como gas, portanto, ndo aumenta
o volume de aguas residuais e lodos (PERALTA-ZAMORA et al., 1999). Quando o
Os3(g) € transferido para dissolugdo no meio liquido, no caso a agua, o Os dissolvido
reage com os compostos organicos e inorganicos, incluindo quaisquer patdégenos.

A reacéo inicial do O3zg) com o grupo de cromoéforos de corantes em aguas
residuarias, é a quebra nestes compostos organicos de duplas ligagdes de carbono,
nitrogénio (-C = C-, -N = N-) e anéis aromaticos, em alguns casos a quantidade de O3
produzido ndo é suficiente para degradar todos os compostos do efluente tratado
(TURHAN e OZTURKCAN, 2013).

O principio do método é que o O3 pode se decompor em oxigénios em varias
espécies produzindo radicais, (como radical *OH, *OHs, *OH4 e super *O2). Os
radicais sao oxidantes fortes e reagem com varias substancias. A partir de pesquisas
anteriores, demonstrou-se que a taxa de decomposi¢cdo do O3z esta correlacionada
com temperatura, pH e concentragdo de compostos organicos e inorganicos,
concentragdes de 0,2 a 3,5 mg L' para tratar o corante indigo e o uso de H202 melhora
a degradaco do corante (BADER e HOIGNE, 1976; 1981).

A ozonizacado tem a vantagem da geracao in situ de oxidantes, o que nem
sempre € possivel para POAs envolvendo Os, perdxidos, fotocatalise (ADAMEK et al.,
2013; FENG et al.,, 2010; MACHADO et al., 2012; MISTURA e GOBBI, 2014;
RUPPERT, BAUER e HEISLER, 1994; SONNTAG, 2008). A maior desvantagm da
ozonizagdo é o seu custo, pois este tratamento necessita da geragédo in situ ou
insuflagao constante de Oz(g) devido a sua curta meia-vida de 10 min. em agua em um
pH 7 (GOSAVI e SHARMA, 2014). Este curto tempo de meia vida pode ser
suplementarmente reduzido devido a presenga de corante (HERRMANN, 1999). A
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estabilidade do Os também é afetada pela presenca de sais, pH e temperatura
(ALVES, 2000). A decomposicao do O3 é mais rapida sob condi¢des alcalinas de
pH>8,5. Assim, o monitoramento continuo do pH do efluente é necessario (LIN e LIU,
1994).

3.6 FOTOCATALISE HETEROGENEA COM SEMICONDUTORES

Dentre as maneiras de se gerar o radical responsavel pelas reagdes de
fotodegradacdo estda o uso de semicondutores fotoativados. A fotocatalise
heterogénea utiliza semicondutores para catalisar a reagao de foto oxidagcao de forma
eficiente e rapida (HUANG, DONG e TANG, 1993; LEGRINI et al., 1993; NOGUEIRA
e JARDIM, 1998). A fotocatalise heterogénea é um POA atraente, uma vez que o
processo pode ser conduzido usando catalisadores de baixo custo e € uma tecnologia
promissora no tratamento de efluentes industriais e na descontaminacdo ambiental
(ZIOLLI e JARDIM, 1998). O processo € baseado na irradiagdo de um fotocatalisador,
geralmente um semicondutor inorganico junto com radiacdo UV que pode ser
fornecida por uma fonte de energia renovavel (AHMED et al., 2016; HERRMANN,
1999; MUHD JULKAPLI, BAGHERI e BEE ABD HAMID, 2014).

As taxas de oxidacao e eficiéncia do sistema fotocatalitico UV/TiO2 e UV/ZnO
dependem muito dos parédmetros de operacdo que governam a cinética da
descoloracgao.

Alguns desses parametros sao temperatura, pH, concentragdo do
semicondutor sélido e tempo de incidéncia de luz.

Esses parametros aumentam ou reduzem a taxa de reacao, dependendo da
complexidade estrutural do poluente e das tendéncias hidrofébicas (CHONG et al.,
2010).

3.7DEGRADACAO ENZIMATICA

No século XXI, o setor produtivo industrial busca processos para melhorar
também seus tratamentos de residuos a partir da transi¢cao de conceitos tradicionais
baseados em compostos e processos quimicos para alternativas cataliticas mais
verdes, sustentaveis e ambientalmente mais corretas, tanto na escala laboratorial
quanto industrial (ZAMPIERI, 2013).
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Também pode-se utilizar bactérias no tratamento bioldgico de efluentes de
corantes mesmo tendo ter pouca adaptabilidade e aplicagao limitada, mas podendo
ser utilizado em uma ampla gama de aguas residuais de corantes (KULLA et al.,
1983).

Em processos naturais de biodegradagdo, os fungos sao o0s Unicos
organismos capazes de mineralizar completamente a lignocelulose, material
polimérico aromatico natural e recalcitrante, (lignina/celulose), o mais abundante
disponivel no mundo material. Os fungos produzem enzimas para quebrar
polissacarideos, celulose e hemicelulose, como a lignina (SENTHIVELAN,
KANAGARAJ e PANDA, 2016b).

3.7.1 Enzimas como Biocatalisadores e suas Aplicacdes

As enzimas s&o catalisadores biolégicos que atuam sob condi¢gbes brandas
de temperatura, pH e pressdo, atingindo tempos de reacdo bastante superiores
aqueles obtidos em presenca de catalisadores quimicos convencionais (GOSAVI e
SHARMA, 2014). Este comportamento permite uma reducdo no custo final do
processo e evita a formagdo de subprodutos indesejaveis e mais toxicos que os
originais. Além disso, devido a sua elevada especificidade ao substrato,
estereosseletividade e regioespecificidade (ARROYO, 1998; CABRAL, AIRES-
BARROS e GAMA, 2003), maior rendimento do processo pode ser atingido, com a
obtencao de produtos biodegradaveis reduzindo a quantidade de residuos gerados.
Nesse contexto, o enfoque biotecnolégico vem se apresentando como uma opgao
promissora para sua exploragao em diversos tipos de rea¢des (MENDES et al., 2011).

Enzimas s&o uma classe particularmente versatil de catalisadores. O potencial
unico das enzimas ainda esta longe de ser totalmente explorado, de fato, as
estimativas geralmente concordam que <1% dos microrganismos no meio ambiente
foram cultivados até hoje e tiveram suas enzimas identificadas. Muitas enzimas estao
comercialmente disponiveis, mas os pregos podem variar significativamente,
dependendo do grau de dificuldade em isolar a enzima e/ou se esta disponivel a partir
de clonagem. A maioria das enzimas usadas atualmente na sintese orgéanica e na
industria pode ser produzida em larga escala. Algumas apresentam condigdes
econdmicas para serem podem ser usadas na producdo industrial (HANEFELD,
GARDOSSI e MAGNER, 2009).
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A catélise de base bioldgica oferece inumeros beneficios, juntamente com
potenciais aplicagdes biotecnoldgicas e ambientais (HALL e BOMMARIUS, 2011).

Destaca-se a vantagem que os processos cataliticos de base biolégica sao
mais eficientes energeticamente do que as metodologias convencionais (CANAS e
CAMARERO, 2010), sob um processamento moderado, gerando poluicéo residual
secundaria insignificante ou desprezivel (SHELDON, 2011).

Os fungos da podriddo branca (WRF, do inglés: White-Rot Fungi) estao entre
0S poucos grupos de microrganismos capazes de degradar completamente
compostos recalcitrantes como os corantes organicos.

Em particular, fungos ligninoliticos e suas enzimas oxidativas inespecificas
que tém sido responsaveis pela descoloragdo de diferentes compostos corantes
sintéticos. Assim, o uso de tais fungos esta se tornando uma alternativa promissora
para substituir ou complementar as tecnologias atuais de remogao de corantes
(PUVANESWARI et al., 2006).

As enzimas sao catalisadores versateis com um numero crescente de
aplicacbes em biotecnologia. Suas propriedades as tornaram possiveis de serem
usadas em processos de tratamento de residuos e poluentes, e podem ser vantajosas
em relagdo aos tratamentos convencionais ja que proporcionam menor consumo de
energia. As enzimas oxidoredutares s&o importantes nos métodos de tratamento de
agua e esgoto, pois catalisam reacgdes de transferéncia de elétrons, ou seja, reagdes
de oxirreducao. Essas reacdes sdo essenciais nos processos de tratamento porque
ao promover a reducado de alguns compostos, geram a oxidagdo de moléculas de
interesse (DEMARCHE et al., 2012).

3.7.2 Lacases: Aspectos bioquimicos e microbioldgicos e aplicacdes

Como o tratamento de efluentes, tanto industriais como domeésticos, € uma
obrigatoriedade ambiental, a lacase, dado o seu poder de oxidagao, tem sido estudada
e aplicada em processos de biorremediacao.

As lacases (p-difenol: dioxigénio oxidoredutase, benzenodiol; EC 1.10.3.2)
pertence ao grupo de enzimas chamadas de proteinas de cobre azul ou oxidases de
cobre azul, sdo um grupo de enzimas oxidativas cuja exploragdo como biocatalisador
na sintese organica foi negligenciada no passado, provavelmente porque nao estavam
comercialmente disponiveis (KAMESHWAR, BARBER e QIN, 2018).
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Lacases sao das poucas enzimas estudadas desde o final do século XIX, foi
estudada pela primeira vez em 1883 no trabalho de Yoshida (1883) ao analisar a
arvore de laca japonesa (Rhus vernicifera), produzidas principalmente por
basidiomicetos de degradagdo branca, mas sdo também detectadas em fungos de
degradacao parda e mole, em 1896 Bertrand e Laborde demonstraram que as lacases
sdo enzimas fungicas basicamente. As massas molares relativas estdo em torno de
60-100 kDa (PERALTA-ZAMORA et al., 1999; YADAV e YADAV, 2015).

E comercialmente importante, altamente estudada, representando o principal
subgrupo das enzimas multicobre oxidase (MCO), pertence ao grupo das oxidases de
cobre azuis, chamadas de cupro-proteinas azuis ou apenas oxidases azuis,
amplamente distribuidas em plantas, fungos e bactérias, s&o polifendis oxidases que
catalisam a oxidagdo de varios compostos, tém fungdes biolégicas diversificadas,
incluindo as antagonistas, como seu envolvimento na biossintese da lignina (em
plantas), bem como a degradacdo deste mesmo polimero (em fungos e bactérias),
assim, tornou-se uma candidata a catalisar a oxidacao de varios compostos existentes
em efluentes ambientais (DWIVEDI et al., 2011).

As lacases, com representacao na Figura 8, sdo glicoproteinas diméricas ou
tetraméricas, geralmente apresentam quatro atomos de cobre (Cu) circunvizinhos por

mond&mero.

Figura 8 Diagrama computacional de fita de Tv. O arranjo da estrutura do dominio é representado em
cédigos de cores diferentes (D1 — D3).

Fonte: Piontek, Antorini e Choinowski (2002).
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Na Figura 8, os ions de cobre estdo representados como esferas verdes.
Carboidratos e ligagcbdes dissulfeto sédo incluidos como modelos de compostos
quimicos. As aplicagdes praticas do uso da lacase tém levado a uma busca por fontes
da enzima a partir de WRF e ao uso de mediadores que promovem ou facilitam a agao
enzimatica.

Para realizar a fungao catalitica, a lacase depende dos atomos de Cu, os quais
sdo distribuidos entre 3 diferentes centros de ligagédo e sdo classificados em 3 tipos,
cobre 1 ou azul, tipo 2 ou cobre normal e tipo 3 ou centros de Cu binucleares
acoplados, diferenciados por possuirem caracteristicas especificas que os permitem
desempenhar papel importante no mecanismo catalitico da enzima (SENTHIVELAN,
KANAGARAJ e PANDA, 2016a). Lacases s&o usadas em uma variedade de
aplicagdes, como para remover compostos toxicos de sistemas aquaticos e terrestres,
para produzir e tratar bebidas, como ferramentas analiticas, como biossensores para
estimar a quantidade de fendis em sucos naturais ou a presenca de outras enzimas
(PISCITELLI et al., 2010). As lacases foram utilizadas com sucesso na forma
imobilizada, bem como dissolvidas em solventes organicos, na industria téxtil, é
utilizada desde a lavagem de fibras, corantes e branqueamento, tratamento da DQO
de efluentes, oxidagdo do corante indigo (FERNANDEZ-FERNANDEZ, SANROMAN
e MOLDES, 2013; GIANFREDA, XU e BOLLAG, 1999; MOREIRA et al., 2017;
PISCITELLI et al., 2010).

Ela é capaz de oxidar fendis e aminas aromaticas através da redugado de
oxigénio molecular a agua por um sistema multicobre, resultando na oxidagcdo do
hidrogénio do substrato. O centro catalitico consiste em trés tipos de Cu com
diferentes fungdes: tipo 1 (cobre azul) catalisa a transferéncia de elétrons, tipo 2 ativa
0 oxigénio molecular e tipo 3, um dimero de Cu, é responsavel pela captagdo de
oxigénio (THURSTON, 1994; MAYER; STAPLES, 2002).

Lacases possuem diversas aplicagdes biotecnoldgicas. Yadav e Yadav (2015)
revisaram as aplicagdes de enzimas ligninoliticas para a deslignificagdo de materiais
lignoceluldsicos, remogao de poluentes organicos recalcitrantes, tratamento de aguas
residuais, descoloragdo de corantes, tratamento de solo, conversao de fracbes de
carvao de alto peso molecular em fracbes de carvao de baixa massa molar, que
poderiam ser usadas como um estoque de alimentos para a producao de produtos
quimicos de base, biopulping e bio-branqueamento nas industrias de papel e

polimerizagado enzimatica nas industrias de polimeros. A lacase também provou ser
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eficaz na descoloracao de efluentes com determinados corantes, como o Azure B, VB,
Vermelho Congo, CV, Azul Remazol Brilhante R, entre outros (LI et al., 2014; SATHIYA
et al., 2007). Por fim, € também descrito que os WRF tém também aplicagcdo no que
diz respeito a degradacado de compostos fendlicos, corantes sintéticos, herbicidas e
pesticidas, revelando-se assim importantes na biorremediagao de solos (EIBES et al.,
2015; FAN et al., 2013).

Para um melhor aproveitamento da caracteristica de degradacéo das lacases,
pode-se utilizar mediadores que aceleram a reacéo. Para corantes, pode-se utilizar
compostos que melhoram a reagao redox, dentre eles ABTS (Sal de 2,2" Azino bis 3
ethil benzo tiazoline-6-acido sulfénico di amonio), 4-aminofenol, vanilina, acido 4-
hidréxi 3 metoxi benzoico (acido vanilico), alcool veratrilico, 1 nafttol e 2 naftol. Os
melhores resultados encontrados por Khammuang e Sarnthima (2009) para
degradagéo de corante RhB na concentragdo de 0,1 mmol L' foram obtidos com uso
de ABTS como mediador, em 32 °C, obtendo uma descoloracéo de 80% com atividade
da enzima lacase de 20 U L' em pH 4,5 em ciclo de 48 h.

Estudos sobre estratégias de imobilizacdo de lacase para o tratamento de
contaminantes quimicos foram fornecidos pois melhoram sua recuperacao e otimizam
sua utilizagao (MINUSSI et al., 2007; SINGH et al., 2018).

Jadhav e Singhal (2013) utilizaram a lacase conjugada com polissacarideos
para promover a degradacdo de corantes da industria téxtil, alcangcando 53% de
descoloracado (HOLKAR et al., 2016). Em revisdo sobre a degradagao de farmacos,
foram estudados compostos tais como anti-inflamatérios e horménios estrogénios,
com lacase do fungo Myceliophthora thermophila, obtendo remocdes entre 80 e 100%
(STADLMAIR et al., 2018). Outros autores alcangcaram eficiente degradagdo de
farmacos utilizando lacase (MARCO-URREA et al., 2010). Esta enzima também foi
utilizada na oxidacao de compostos fendlicos (ZHANG et al., 2017).

Basicamente, todos os usos variados da lacase podem ser atribuidos a uma
propriedade da enzima: sua capacidade de produzir radical livre a partir de um
substrato adequado. As reacbdes secundarias resultantes sdo responsaveis pela
versatilidade das lacases em resultar em produtos variados (BARBOSA et al., 2013).
O uso de lacases na biorremediagdo também tem sido proposto, novamente
presumivelmente devido a essa reagao basica de producdo de radicais livres
(GUIMARAES et al., 2017; KAMESHWAR et al., 2018; SINGH et al., 2018).
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3.7.3 Aplicacao de lacases fungicas

Mais recentemente, foi demonstrado que a lacase estava envolvida na
formagao de radical anion superoxido (Oz+) e radical *OH através da oxidagao de
hidroquinonas derivadas de lignina na presenga de Fe3* e um agente quelante
(ANTOSOVA e SYCHROVA, 2016). Essas espécies reativas de oxigénio s&o
consideradas na forte atividade degradativa dos WRF que produzem as lacases
(IKEHATA, BUCHANAN e SMITH, 2004).

Além da lignindlise, a lacase fungica promove a oxidacao de difendis, como
catecol e hidroquinona, bem como varios monofendis e aminas aromaticas, a radicais
livres que subsequentemente sofrem mais oxidagdo enzimatica a quinonas e seus
acoplamentos oxidativos (THURSTON, 1994).

No entanto, a lacase nao catalisa a oxidagao da tirosina, que € um subproduto
unico para tirosinase; portanto, essas duas enzimas podem ser diferenciadas por esta
reacdo. A massa molar do composto interfere na capacidade catalitica da enzima, pois
compostos de elevada massa tém maior dificuldade de aceder ao centro ativo da
enzima. Para esta limitagao, utilizam-se os intermediarios na oxidagcdo de compostos
nao fendlicos, assim surgiram os mediadores e seu conceito (FERNANDES, 2015).

Os Sistemas Mediadores de Lacase (SML) sdo sao descritos como sistemas
reacionais em que sdo utilizadas moléculas de pequena massa molar passiveis de
serem oxidadas pela lacase, gerando radicais com elevado potencial redox, que
promovem a oxidagao de outros compostos, normalmente nao fendlicos.

Alacase também tem seu substrato, N-bis (3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzilideno-
hidrazina) siringaldazin.

Sabe-se também que lacase pode mediar a oxidagao de xenobidticos nao-
fendlicos tais como Hidrocarbonetos Poli Aromaticos (PHAs, do inglés: Poly Aromatic
Hidrocarbons) dentre outros como representado na Figura 9 (RIVERA-HOYOS et al.,
2013), a oxidagao de um mediador redox, que foi introduzido pela primeira vez por
Bourbonnais e Paice (1990) utilizam compostos como ABTS, HBT (N-
hidroxibenzotriazol), o 3-hidroxianthra-nilato, 1-hidroxibenzotriazol (CANAS e
CAMARERO, 2010), fenol, anilina, Acido 4-hidroxibenzoico, alcool 4-hidroxibenzilico
e alguns compostos ndo aromaticos contendo grupos sulfidrila, como metionina,
cisteina e glutationa reduzida (KHAMMUANG e SARNTHIMA, 2009).
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Figura 9 Representacéo da mediagao para oxidagao enzimatica.

0, Lacase Mediador Substrato
Reduzida Oxidado

Mediad Substrato

H,0 Lacase caracor Oxidado

Fonte: Modificado de Khammuang e Sarnthima (2009).

Semelhante as lipases e manganés oxidases, o uso de lacase para processos
industriais e fins ambientais foi inicialmente estimulado por seu potencial de aplicacéo
especial a industria de celulose e papel, especialmente a descoloracido dos efluentes
da planta de branqueamento, bem como remocéao do fenol de aguas residuais através
de oxidacdo enzimatica e precipitagago (BOLLAG e LEONOWICZ, 1984;
MESSERSCHMIDT, 1993). Estudos sobre descoloracdo de corantes industriais
usando preparacdes brutas de lacase (RODRIGUEZ COUTO, 2009), bem como na
remocao de alquilfendis por meio de acoplamento oxidativo (sem adigdao de
mediadores) (ANTOSOVA e SYCHROVA, 2016) também foram relatados. Na sua
revisdo, Capille (2017) observou a capacidade de produgcdo da enzima lacase em
meios solidos e liquidos e verificou que o fungo Pleurotus ostreatus descoloriu de 92%
do corante CV numa concentragdo de 20 mg L-'. Obteve a descoloragido completa do
CV por Agrobacterium radiobacter numa concentragdo de 10 mg L', porém quando
aumentou a concentracdo 10 vezes a capacidade de descoloracdo foi reduzida
(CAPILLE, 2017).

O uso da enzima livre tem a vantagem de menor risco de contaminagao, nao
apresentando o custo adicional do suporte e ndo tendo perda de atividade enzimatica
devido ao processo de imobilizacdo (ASGHER et al., 2017).

A maioria dos processos fermentativos industriais convencionais utiliza células
livres em suspensdo, porém o uso de microorganismos imobilizados permite o
aumento da produtividade devido a maior concentragdo destas células (COVIZZI,
2007).
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3.7.4 Imobilizacdo enzimatica

O termo surgiu pela primeira vez na literatura no inicio do século XX e se
referia as enzimas ligadas diretamente aos suportes. Atualmente, este termo foi
estendido para incluir tanto imobilizagdes diretas nos suportes quanto as
imobilizagdes suportadas com agentes intermediarios (CABRAL et al., 2003;
HANEFELD et al., 2009).

As primeiras pesquisas sobre imobilizagdo de células microbianas surgiram a
partir das observagbes da capacidade de alguns microrganismos se fixarem
naturalmente em superficies de diferentes ambientes, desde caules de arvores como
no caso de microrganismos fitopatogénicos, até cateteres hospitalares em se tratando
de bactérias oportunistas. A colonizagao da superficie por formagao de biofilmes é
uma estratégia universal das bactérias para a sobrevivéncia e pode ocorrer
naturalmente, como no caso das bactérias formadoras da carie ou até mesmo em
instalagdes industriais (JUNTER e JOUENNE, 2004).

Desde a década de 1960 as enzimas imobilizadas tém sido empregadas em
diversos segmentos, incluindo a sintese de compostos bioativos e de novos
biopolimeros, construgdo de biossensores, terapia enzimatica e processos em
industrias tradicionais como 6leos e gorduras, curtumes, papel e celulose, téxtil e
cosméticos. Atualmente a catalise enzimatica € o principal foco de pesquisas
direcionadas a selecdo de suportes que permitam uma imobilizacdo eficiente das
enzimas ou ceélulas (como alternativa de menor custo) centralizando a atenc&o na
estrutura e superficie do suporte, assim como nas condigdes de imobilizagdo das
enzimas, procurando formular um biocatalisador que aumente a estabilidade da
enzima e sua atividade catalitica em relagédo a sua forma livre (LIU et al., 2012)
(MENDES et al., 2011).

A maioria dos trabalhos foram realizados na imobilizacdo de células
bacterianas. Eventualmente, leveduras e fungos filamentosos receberam atencgao
crescente (ARROYO, 1998; BILAL et al., 2017).

A imobilizagdo das células microbianas refere-se aos sistemas ou técnicas
que consistem em um confinamento fisico ou localizacdo das células de
microrganismos em uma regido definidad de espaco, onde s&o mantidas as atividades
cataliticas em processos de operagao continua ou descontinua, que permite a sua
reutilizagdo econémica (BILAL et al.,, 2017; FREEMAN e LILLY, 1998). Enzimas
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imobilizadas séo definidas como enzimas fisicamente confinadas ou localizadas numa
certa regido definida no espaco com retencao de sua atividade catalitica, as quais
podem ser usadas repetidamente e continuamente (ASGHER et al., 2017; DURAN et
al., 2002).

Utiliza-se, em geral um agente de acoplamento bi funcional, no caso citado foi
o glutaraldeido (GALLIKER et al., 2010), que permite a conjugacao eficiente da lacase

de Tv na superficie das nanoparticulas conforme esquema apresentado na Figura 10.

Figura 10 Representagdo esquematica da via sintética para nanoparticulas de silica modificadas com
lacase
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a) modificacdo de APTES, b) ativacao de glutaraldeido, c) acoplamento de enzimas; L: lacase.

Fonte: Galliker et al. (2010).

Atualmente a catalise enzimatica é o principal foco de pesquisas direcionadas
a selecao de suportes que permitam uma imobilizacdo eficiente das enzimas ou
células (como alternativa de menor custo) centralizando a atengcdo na estrutura e
superficie do suporte (MENDES et al.,, 2011), assim como nas condi¢gdes de
imobilizacdo das enzimas, procurando formular um biocatalisador que aumente a
estabilidade da enzima e sua atividade catalitica em relagdo a sua forma livre (ZHANG
et al., 2017), o emprego de diferentes solventes, condicbes de pHs e temperaturas
extremas (HANEFELD et al., 2009).

3.8 NANOPARTICULAS
3.8.1 Nanoparticulas de Silica (SiO2)

Com base em resultados promissores de degradacdo de compostos
xenobidticos por enzimas imobilizadas em diversos suportes, a atividade catalitica

enzimatica tem sido testada com suportes de nanoparticulas de silica (SiO2),
(CABANA, JONES e AGATHOS, 2007). A escolha do material suporte € motivada
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basicamente pelos seguintes fatores: (a) grande razao superficie-volume do suporte
de silica e que permite a imobilizagdo de uma maior quantidade de enzima numa
quantidade relativamente baixa de material suporte; b) o baixo custo relativo das nano
e microparticulas a base de silica; (c) abundancia da silica no meio natural. Os
nanomateriais produzidos tém um potencial relevante para o uso de plantas de
purificacdo de efluentes (GALLIKER et al., 2010).

3.8.2 Nanocompdsitos revestidos com polimeros

Imobilizacdo de Enzimas em Suportes Poliméricos e/ou Magnéticos.

A Figura 11 € uma representagdo esquematica de alguns tipos desses
materiais, tais como: compdsitos do tipo NPM/matriz, os quais sédo caracterizados por
nanoparticulas magnéticas (NPsm) incorporadas numa matriz polimérica organica ou
inorganica (Figura 11.a), NPsm funcionalizadas e dispersas num liquido carreador,
formando ferrofluidos (Figura 11.b) e compdsitos do tipo carogo/casca (“core/shell’),
0s quais sao constituidos por NPsm recobertas com um material ndo magnético
(Figura 11.c) (CAIADO, 2014).

Figura 11 Representacao esquemaética de trés tipos de materiais magnéticos nanoestruturados.
(c)
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Fonte: Caiado (2014).
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Constituidos por: nanoparticulas magnéticas (NPsm) incorporadas numa
matriz polimérica organica ou inorganica (a), NPM funcionalizadas e dispersas num
liquido carreador, formando ferrofluidos (b) e NPsm recobertas com um material ndo
magnético, formando estruturas do tipo carogo/casca (c).

Os compdsitos sintetizados do tipo carogo/casca e constituidos por
nanoparticulas de magnetita recobertas com silica aminofuncionalizada a partir dos
grupos amino reativos existentes na superficie das esferas magnéticas de
Fe304@SiO2 sido possiveis atraves de uma série de reagbes para imobilizar um
oligonucleotideo na superficie das mesmas (JOHNSON et al., 2014).

O desenvolvimento da nanotecnologia forneceu uma gama de diversos
suportes em nanoescala que podem ser potencialmente aplicados para a imobilizagao
enzimatica. Entre os diferentes tipos de suporte, as nanoparticulas magnéticas
(NPsm) receberam atencao crescente porque podem ser facilmente recuperadas do
meio de reacgao pela aplicagdo de um campo magnético externo (MOLDES-DIZ, et al.,
2018).

O processo de degradagao enzimatico sozinho ndo é capaz de dar conta da
remocgao dos corantes dos efluentes estudados nesta tese, mas com a utilizacado de
outros processos em combinagcdo podem melhorar a performance de tratamento.

Essa associacado entre os processos pode permitir uma maior eficiéncia de
remocao de poluentes com o enquadramento do efluente nos padrdes de langcamento
vigentes (incluindo ecotoxicidade). Pode proporcionar também dados para a
elaboragcdo de um prototipo de tratamento compacto, explorando a maior taxa de
processo e reduzindo requisitos de area para a implementacao do reator para reuso.

Quando se utiliza POAs através de sistemas heterogéneos (como, por
exemplo, semicondutores nanoparticulados em suspensao), a efetividade do
processo fotocatalitico - visto corresponder a um processo de catalise heterogénea -
dependera essencialmente da area superficial do semicondutor, que €& variavel
diretamente ligada ao tamanho da particula utilizada. Desta forma, fotocatalisadores
em escala nanométrica sao bastante interessantes, pois tais materiais possuem alta
area superficial especifica (MOURAO et al., 2009).

As aplicagbes de particulas de ferro nano-zerovalentes no tratamento de
aguas residuais nao se limitam a escala laboratorial, mas também sdo usadas para

remediacido de solo em escala industrial/piloto de locais contaminados com corantes
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organicos, compostos aromaticos com grupo nitro, fendis e moléculas organicas
halogenadas (KHARISOV et al., 2012; KHARISSOVA et al., 2013).

Embora as particulas de ferro nano-zerovalentes tenham varias vantagens,
as dificuldades de oxidagéo, agregacgao e separagédo do sistema de degradacao sao
algumas das desvantagens associadas a elas. Para superar estes problemas,
diferentes métodos de revestimento foram adotados para aumentar o desempenho de
particulas de ferro nano-zerovalentes no tratamento de aguas residuais.

O método de revestimento mais conhecido inclui a dopagem de outros metais,
encapsulacao na matriz, modificagao da superficie e emulsificagao (CARVALHO et al.,
2013). Aconjugacao com suporte e modificacdo de superficie pode evitar a agregacao
e aumentar a dispersibilidade das particulas de ferro nano-zerovalentes (SINGH e
ARORA, 2011). Por outro lado, o encapsulamento do ferro nano-zerovalente na matriz
€ a conjugagao com o substrato proporcionaram a efetiva separagao das particulas
de ferro nano-zerovalentes do sistema de degradacao (MADHURA et al., 2018).

Uma explicagcdo que é frequentemente oferecida para aumentar a atividade
enzimatica associada a NPs €& a alteracdo estrutural ou a estabilizacdo da
conformacao ativa na imobilizacdo das enzimas nas interfaces das NPs.

Na Figura 12, representa-se: (A) Anatomia de um bioconjugado polivalente de

NPs, o nucleo com revestimento organico e biomoléculas conjugadas.

Figura 12 Conjugado NP-biomolecular (por exemplo, substrato) interagindo com uma proteina (por
exemplo, enzima).
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Fonte: Adaptado de Fernandes (2015).
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O NP tem ~ 10 nm de didmetro e o revestimento tem ~ 2 nm de espessura.
Em (B) sdo levadas em consideragao as taxas potenciais associadas a etapas de
conjugacgao do agente bioldgico na interface das NPs (uma proteina e seu ligante
peptideo cognato conjugado ao NP).

Uma das principais vantagens do uso de NPsm é que elas podem facilitar a
recuperacao do biocatalisador a partir do meio de reagao, aplicando um campo
magnético. A eficiente separagcdo magnética da enzima implicaria um estresse
mecanico muito baixo sobre a nanoparticula em comparagéo com a centrifugagao ou
filtracdo (KALKAN et al., 2012). Ha estudos recentes em que a separagao magnética
tem sido considerada, principalmente para o crescimento de algas (TU et al., 2015),
recuperacdo de componentes magnéticos (ZHENG, WANG e LU, 2015), processos
de solidificagdo e cristalizacdo (RADHAKRISHNAN et al., 2015) e reacgdes
fotocataliticas (OKUMURA et al., 2015).

A utilizacdo de processos mais eficientes e econdmicos que 0s processos
classicos de degradagdo com catalisadores livres tais como no leito fluidizado nos
quais os biocatalisadores estdao submetidos a condicdes de atrito e pressao que
diminuem sua vida util. Nesta direcéo a utilizagdo de suportes com propriedades
magnéticas (biocatalisadores com nucleos magnéticos) assistidos por um campo
magnético aplicado externamente permite controlar o movimento das particulas
magnéticas soélidas o que origina uma maior preservagao do suporte, menor queda de
pressao no leito, maior facilidade de transporte, aumento das velocidades do fluido e
a posterior recuperagao do biocatalisador do meio de reacdo (CARVALHO, 2012;
KHARISOQV et al., 2012).

3.8.3 Nanoparticulas de magnetita revestidas

Entre os materiais nanoestruturados magnéticos estdo a magnetita (Fes0s) e
a maghemita (y-Fe:0s), materiais magnéticos comumente utilizados devido suas
fortes propriedades magnéticas e baixa toxicidade, permitindo aplicagdes no campo
da biotecnologia e medicamentos. Particularmente, ha um grande interesse no uso de
nanoparticulas em diversas aplicagdes nas areas meédica, biomédica e industrial, uma
vez que esses materiais apresentam baixa toxicidade e respondem de forma eficiente
a um campo magnético externo (GUPTA e GUPTA, 2005). Com o recente

desenvolvimento da nanotecnologia, as nanoparticulas magnéticas de 6xidos de ferro
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(NPsm) ganharam atencao crescente devido a sua alta raz&o superficie-volume, o que
as torna boas candidatas como suporte para a imobilizagao enzimatica. No entanto,
considerando que as nanoparticulas de oxido de ferro expostas, provavelmente
perderdo seu magnetismo e estabilidade devido a sua alta reatividade quimica e
oxidagdo no ar, a dispersdo de NPsm pode ser promovida fornecendo um
revestimento de superficie adequado, principalmente associado a substancias
organicas como surfactantes, polimeros e biomoléculas ou substancias inorganicas
como silica e 6xidos metalicos (WU, HE e JIANG, 2008).

Além do aumento da estabilidade das NPsm, o uso de uma técnica de
revestimento de polimero em monocamada adequada permite a sua conjugagao com
enzimas. Varios trabalhos de pesquisa relataram maior estabilidade enzimatica apds
a imobilizagdo em NPsm de FesOarevestidas de silica (LIU, W. et al., 2014), particulas
nanomagneéticas encapsuladas em silica, NPsm revestidas com uma camada ultrafina
de silica foram mais uteis como nanosuporte magnético (MOLDES-DIZ, et al., 2018;
TSANG et al., 2006). Para a degradacao do Bisfenol A, (MOLDES-DIZ, et al., 2018)
conseguiram um aumento da atividade catalitica e estabilidade do nanobiocatalisador
com enzima de Trametes versicolor imobilizada em NPsm (nanoparticulas
superparamagnéticas) de FesO4s@SiOz, recuperagao simples e rapida do catalisador
através de campo magnético externo ao sistema (GIESE, 2018).

A atividade enzimatica pode se beneficiar muito do uso de nanocompositos
sélidos. Os suportes maiores oferecem boa acessibilidade enzimatica, mas particulas
compostas de mais de 1 um podem sofrer desgaste significativo.

Trabalhos sobre o uso de suportes ndo porosos com tamanhos (produtos
comerciais) de 1-10 ym com um grau satisfatério de resisténcia ao atrito estdo bem
documentados. No entanto, a exploragdo de suportes enzimaticos de tamanho ainda
menor vale a pena, uma vez que um apoio que atinja o regime nanomeétrico
teoricamente nao apresentara nenhum problema de atrito (MANGALAMPALLI,
DUMALA e GROVER, 2018). Notou-se que tais compésitos, se utilizados, sao quase
impossiveis de separar num bioreactor por meios convencionais (conduzindo a
entupimento de filtros e vélvulas pelos finos compdsitos) (JOHNSON et al., 2014).

A separacao eficiente dos suportes de enzima solidos suspensos do meio
usando um campo magnético externo €, portanto, de grande interesse. Assim, ha

trabalhos sobre o uso de corpos magnéticos para separar e recuperar enzimas (LIU
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et al., 2016; MOLDES-DIZ et al., 2018; TSANG et al., 2006; WU et al., 2008; ZHANG
etal., 2017).

A viabilidade da separagdo magnética foi avaliada em descoloragdo de
corantes, a retencdo do nanobiocatalisador (lacase imobilizada em NPsm revestidas
com silica - FesO4@SiO2) degradou o Verde Metil com recuperagdo de 99% do
nanocatalisador. A biotransformacao foi de alta eficiéncia.

Os produtos de biotransformacdo mostraram menos toxicidade do que o
composto original e aumentaram a biodegradabilidade. Além dos experimentos em
escala laboratorial, o reator proposto foi ampliado para um volume de 100 L e o
desempenho ambiental e a analise de custo foram estimados (MOLDES-DIZ et al.,
2018).

Suportes Poliméricos com Propriedades Magnéticas - Enzimas Imobilizadas

Huang e seus colaboradores (2005) realizaram um estudo com microesferas
de quitosana magnética preparadas utilizando-se glutaraldeido como reagente de
ligacao cruzada para a imobilizacdo de enzimas. A quitosana foi escolhida por ser um
polimero natural e um suporte ideal para imobilizagado de enzimas (OLLER, MALATO
e SANCHEZ-PEREZ, 2011). Sendo utilizado com material de apoio, os
transportadores magnéticos podem ser facilmente separados do meio da reacéo e
efetivamente controlados pela aplicagdo de um campo magnético. Assim, a eficiéncia
de catalisadores e propriedades de estabilidade da enzima pode ser muito melhorada.

A reutilizacao de enzimas imobilizadas € um dos aspectos mais importantes
para aplicagdes industriais. A capacidade de reutilizacao foi examinada usando lacase
imobilizada repetidamente 30 vezes em 1 dia (KALKAN et al., 2012).

Quando a enzima é imobilizada, o carater hidrofébico/hidrofilico do suporte
tem influéncia na atividade da mesma. A imobilizacdo melhora a atividade e a
estabilidade da enzima, sendo a escolha do tipo de imobilizacdo e o carater
hidrofébico/hidrofilico do suporte importantes para o desempenho da atividade da
enzima. A propriedade da superficie de apoio influencia significativamente a atividade
da enzima. Nao importa qual € o mecanismo de ativacdo, a enzima requer uma
ativagao interfacial ou uma mudanga conformacional para abrir a “tampa” que protege
o sitio ativo, fundamentalmente para alcancar a hidrolise € a acessibilidade do

substrato. Quanto maior a afinidade da superficie do suporte para o substrato, maior
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o contato com a enzima imobilizada (GUPTA e GUPTA, 2005; HANEFELD et al.,
2009).

O acido poli acrilico (PAA, do inglés: Poly Acril Acid) € um polimero do acido
acrilico, biocompativel, soluvel em agua e em solventes polares. Pode ser
homopolimero ou entrecruzado com outros alquenos. Em solugaéo aquosa € anibnico,
muitas cadeias laterais do PAA perdem os protons e adquirem cargas negativas, isto
confere a capacidade de absorver e reter a agua, atuando como hidrogel (MELO et
al., 2016)(MADRAS, SMITH e MCCOY, 1996). Tem extensas aplicagcbes como agente
espessante em tintas, no campo dos adesivos, em formulacdo de produtos
farmacéuticos, cosméticos e da agricultura (CHAN e CHU, 2001).

Sua obtencao se da por polimerizagao de acidos acrilicos via radicais livres,
apresentando estrutura de cadeia alquilica com grupos polares -COOH. Além disso, o
PAA é capaz de formar ligagbes com alguns grupos quimicos, especialmente nos
grupos carboxilicos, os quais podem reagir com cations metalicos polivalentes para
formar ligagdes cruzadas, bem como, sua cadeia alquila pode melhorar a miscibilidade
em matrizes poliméricas.

O PAA (Figura 13) é um polieletrélito fraco, no qual o grau de ionizagao é
controlado pela forga ibnica do meio e pelo pH. Em pH abaixo de 4,0 é virtualmente
nao dissociado, ja em pH acima de 8,0 as cadeias poliméricas encontram-se com
cargas elétricas em virtude da presenga do grupo carboxila ao longo das cadeias
(CHAN e CHU, 2001).

Figura 13 A) Representagdo do mondmero de PAA e B) Representagdo do mondmero de PEI
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Fonte: Melo et al. (2016).

Poli Etileno Imina (PEI) ou Poliaziridina, PElI € um polimero com a unidade
composta pelo monémero -C2HsN-. As polietilenoiminas lineares contém aminas
secundarias, em contraste com as PEIl ramificadas que contém grupos amino

primarios, secundarios e terciarios. Estes grupos amino podem ser protonados.
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Formas dendrimicas (dendrimeros sdo macroméculas sintéticas, complexas e muito
organizadas, com estrutura tridimensional regular e altamente ramificada. Séao
tipicamente simétricas ao redor de um nucleo) totalmente ramificadas também foram

relatadas (Figuras 13 e 14).

Figura 14 A) Representacao de fragmento de PEI linear; B) ramificagdo tipica e C) dendrimeros PEI
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Fonte: Modificado de Vancha (2004).

O PEI é produzido em escala industrial e encontra muitas aplicagdes
geralmente derivadas de seu carater policatibnico. PEIs lineares sao sélidos a
temperatura ambiente, enquanto os PEls ramificados s&o liquidos em todos as
massas moleculares. Polietilenoiminas lineares sao soluveis em agua quente, em pH
baixo, em metanol, etanol ou cloroférmio. Sao insoluveis em agua fria, benzeno, éter
etilico e acetona.

A polietilenoimina encontra muitas aplicacbes em produtos como:
detergentes, adesivos, agentes de tratamento de agua e cosméticos, agente
floculante com silica e como um agente quelante com a capacidade de complexar ions
metalicos, como zinco e zirconio. Existem também outras aplicagbes de PEI altamente
especializadas como na cultura de células de suporte para aumentar a interacio. PEI
€ um polimero catibnico; as superficies externas carregadas negativamente das
células sao atraidas para suportes revestidos em PEI, facilitando a fixagao mais forte
das células ou enzimas (CARVALHO, 2012; VANCHA et al., 2004).
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3.9ECOTOXICIDADE MICROTOX®

3.9.1 Microtox® Test System

Este teste é baseado no uso de bactérias luminescentes do tipo Vibrio
Fischeri, que produzem luz como um subproduto do seu metabolismo. A inibigcdo do
metabolismo, pela toxicidade do meio, resulta na diminuicdo da luminescéncia.
Quanto maior a toxicidade, menor ¢é a producdo de luminescéncia.
O Sistema Microtox® é utilizado como o método padrao para avaliagdo da qualidade
da agua, pelo Organizacdo Internacional para Padronizagdo (ISO do inglés:
International Organization for Standardization), (ISO 11348-1; 2 e 3:2007), Sociedade
Americana de Métodos e Padrdes, (ASTM do inglés: American Society for Test
Method’s) (ASTM D5660-96) e incluidos no Standard Methods para Analise de
amostras de agua e efluentes (ASTM, 2019).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Reagentes e equipamentos

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram grau p.a. (Para

Analise), estes e os equipamentos estéo listados no Anexo 1. Em cada descri¢cao de

meétodos a partir do item 4.2 estdo detalhados os reagentes e equipamentos utilizados

em cada etapa.

4.1.2 Sistemas Reatores

Os ensaios experimentais de fotdlise (Figura 15), fotocatalise, ozonizagao e

foto ozonizagao foram realizados com quatro tipo de sistemas de reatores:

Sistema reator SR1

Figura 15 Esquema do reator SR1

Fonte: Modificado de Vieira et al. (2018).

Onde:

1) Banho termostatico com
controle de temperatura
através de termopar;

2.1) pHametro

2.2) eletrodo combinado
de vidro

2,3) termopar de controle
de temperatura do
pHmetro;

4) Recipiente de
armazenamento da
amostra;

* Todo sistema foi
montado em capela de
exaustao.
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Sistema reator SR2

Neste reator, o sistema pode ser utilizado para fotolise homogénea e
heterogénea e foto Fenton, montado com protecéo externa da fuga de radiagdo UV
com folhas de aluminio metalico, acoplado um sistema de controle de temperatura por
banho termostatico e de pH por potenciémetro com eletrodo de vidro com termopar.

O SR2 tem capacidade de 2 L (Figura 16), é equipado com lampadas UV, no
comprimento de onda de 365 nm (CAMPOS et al., 2001). Radiagdo UV é fornecida
por uma fonte luminosa de 125 W HID/HPL (do inglés: High Intensity Discharge/High
Mercury Pressure), Philips®. O bulbo externo da lampada foi removido enquanto o
recipiente preenchido de mercurio e argdnio foi mantido, de forma a permitir a sua
imersao visando a exposicao total das amostras a radiacéo, a fonte foi condicionada
em um tubo de quartzo (MISTURA et al., 2019).

Figura 16 Esquema do reator SR2

Onde:

1) Banho termostatico com
controle de temperatura através
de termopairr;

2.1) pHametro
2.2) eletrodo combinado de vidro

2,3) termopar de controle de
temperatura do pHmetro;

4) Recipiente de armazenamento
da amostra;

5) Bulbo de ldampada UV em
invélucro de quartzo;

O sistema de isolamento 6tico da
radiagdo UV com folhas de
aluminio metalico reflexivo foi
montado para prote¢ao dos
operadores.

* Todo sistema foi montado em
capela de exaustao.

Fonte: Modificado de Vieira et al. (2018).

Sistema reator SR3

Sistema semiautomatico montado em capela de exaustdo com protecao
externa da fuga de radiagdo UV com folhas de aluminio metalico, foi acoplado a um
sistema Controlador Légico Programavel (CLP) para controle de tempos e
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temperaturas. O sistema reator SR3 é equipado com uma coluna de vidro do tipo funil
de fundo sinterizado para percolagao de microbolhas do gas Os, didmetro interno de
12 cm com capacidade para retengéo de 1,5 L de efluente, quantidade util de amostra
de 500 mL de efluente, equipado com banho termostatico regulavel automatizado com
termopar, agitagcdo magnética, lampada de irradiacdo UV protegida por recipiente de
quartzo, sistema de insergcédo de reagentes ao longo dos tratamentos, compartimento
de coleta de amostras, acoplamento através de mangueiras de Teflon® e silicone
industrial do equipamento de producdo de gas Os (que pode ser compacto ou

industrial) este esquema é representado na Figura 17).

Figura 17 Esquema do reator SR3

Detalhes do Equipamento

1) Banho termostatico com controle de
temperatura através de termopar;

2) Bulbo de lampada UV em involucro
de quartzo;

3) Camara de armazenagem e coleta
do gas ozbnio remanescente da
reacao;

4) Funil de fundo sinterizado com
amostra de efluente de capacidade 500
mL com distribuido de microbolhas;

5) Gerador de gas ozdnio;

6) Sistema para destruicdo de ozdnio
com solugdes de KiI;

7) Compartimento de retirada de
amostras ao longo do tratamento;

8) Sistema de isolamento 6tico da
radiagdo UV com folhas de aluminio
metalico reflexivo.

* Todo sistema foi montado em capela
de exaustao.

Fonte: Autora.

Um fluxo continuo e controlado de 200+8 mg L' h-" de gas foi produzido no
gerador de Os.

Um difusor na parte inferior da coluna garante a distribuicdo adequada das
bolhas de gas produzidas mais homogeneamente. Os experimentos foram realizados
dentro de uma camara de exaustdo (capela) utilizando-se todos os dispositivos de

seguranga recomendados (Figura 18). O gas Os nao utilizado é retirado do reator de
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coluna através do tubo de Teflon® e borbulhado em solugdes aquosas a 10% e lodeto
de potassio (KlI) a 2% (m/v) em 2 frascos de passagem e reagdo em sequéncia, onde

a solugao de Kl reage com o excesso de Os.

Figura 18 Equipamentos utilizados para ozonizagéo.

A) Detalhe do Sistema SR1 da Ozonizagao com funil de vidro sinterizado; B) Gerador de géas
0z0nio portatil utilizado para reagdes de degradacéo com capacidade de 200 mg Osht L%; C)
Aspecto do efluente bruto de solu¢do de RhB e D) Aspecto do efluente tratado de solucéo de
RhB. Fonte: Autora.

Sistema reator SR4

Este sistema foi montado em capela de exaustdao com protecédo externa da
fuga de radiacdo UV de folhas de aluminio. E equipado com recipientes de quartzo do
tipo cubetas de capacidade de 4 e 1 mL de amostras com tampas de Teflon®. A
temperatura de reagédo é a ambiente, agitagdo € manual, a lampada de irradiagédo UV
€ do tipo caneta e esta presa a um suporte universal através de agarradores. Como
fonte de radiagao UV utilizou-se uma lampada do tipo caneta que foi acondicionada

ao lado da cubeta que continha o sistema reacional, sempre na mesma distancia de
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0,5 cm. ALampada UV pen ray UVP Light Sources® tem emissao na faixa do espectro

eletromagnético em 254 nm (Figura 19).

Figura 19 Esquema do SR4 de fotocatalise (homogénea e heterogénea) com lampada UV 254 nm .

A) Cubetas de quartzo de capacidade 4 mL de amostra; B) Lérﬁpada de UV do tipo caneta para
irradiacdo das amostras; C) Forma de irradiacdo das amostras com a lampada de UV do tipo caneta;
D) Amostra de solucdo de RhB. Fonte: Autora.

Este sistema SR4 foi disponibilizado pelo laboratério Nanomag da Faculdade

de Fisica da USC em Santiago de Compostela, Espanha.
4.2 METODOS
4.2.1 Caracterizacdo dos efluentes

As amostras foram analisadas em ftriplicata, incluindo os brancos nos
laboratérios da UPF, CTPG&JRS, LTM/UFRGS e USC (ETSE, IIT, NONOMAG).



60

Os parametros utilizados para caracterizar os efluentes simulados (ES) foram:
diminuicdo da intensidade da cor medida espectroscopicamente e a toxicologia
avaliada pelo teste Microtox®.

O parametro de cor recomendado pela legislacdo do estado do RS para
langamento de efluentes em corpos hidricos receptores (RS, 2006) € que o efluente
nao deve conferir cor ao recurso hidrico. Os procedimentos foram realizados em
conformidade com a American Public Health Association (APHA, 2017).

A absorbancia no comprimento de onda maximo (Amax) foi medida usando um
espectrofotdbmetro UV-Vis (Shimadzu® UV 1800), cada corante sendo determinado em
seu A especifico na mesma analise, (RhB = 555; CV =580; VB =618 e LB = 460 nm).

Quanto a tocixidade, segue-se o que determina para este parametro a
Resolu¢do do Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) numero 430
(CONAMA, 2011), através do Fator de Toxicidade (FT) que € o numero adimensional
que expressa a menor diluigdo do efluente que nao causa efeito deletério agudo aos
organismos, num determinado periodo de exposi¢cdo, nas condigdes de ensaio. O
Artigo 18 da legislagdo preconiza que o efluente ndo devera causar ou possuir
potencial para causar efeitos toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor, de
acordo com os critérios de ecotoxicidade estabelecidos pelo 6rgao ambiental

competente. Assim considerou-se um FT de 1 como o adequado para este trabalho.

4.2.2 Efluentes simulados (ES)

Foram preparadas e caracterizadas amostras simuladas de efluentes
contendo concentragdbes conhecidas dos corantes a serem estudados
separadamente, as solugdes de efluentes simulados foram preparadas com as
concentragdes de alcool etilico (AE) avaliadas em trabalhos anteriores (ERICKSSON
e BRUM, 2017; RODRIGUES et al., 2016), dissolvendo os corantes em agua ultrapura
e 8% (v/v) de AE simulando o efluente com os corantes orgénicos em estudo como
utilizados no tingimento industrial das agatas, o aspecto dos ES esta apresentado nas
imagens da Figura 20.
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Figura 20 Aspecto rosa avermelhado intenso dos efluentes contendo os corantes a) Simulado com 20
mg L' RhB; b) Simulado contendo 200 mg L-'de RhB.

ys

Fonte: Autora.
4.2.3 Determinacéo da cor dos efluentes por espectrofotometria do visivel

A cor e o comprimento maximo de absorgao dos corantes nos efluentes foi
medida pela absorbancia em varredura conjunta no comprimento de onda (A) entre
400 e 700 nm. As curvas analiticas foram preparadas com concentracdes conhecidas
para determinacédo da absor¢cdo em espectrofotdmetro na regido do espectro visivel

no comprimento de onda de maxima absorg&o de cada corante.

4.2.4 Fotocatalise heterogénea utilizando semicondutores

Os estudos foram realizados com uma solugao aquosa dos corantes, variaveis
operacionais avaliadas foram pH, proporgéo de catalisadores didxido de titanio e 6xido
de zinco (TiO2 e ZnO) e tempo de irradiagdo UV. Também realizaram-se amostras
controle para avaliar a adsorgdo que possa ocorrer entre o corante e o catalisador
solido, numa amostra sem irradiacdo UV, apenas o contato da solugdo corante com o
catalisador sob a mesma temperatura e pH utilizados nas reacoes.

Os solidos de TiO2 (pureza acima de 97%; anatase/rutilo, 80:20 m/m) e ZnO
(99,7% wurtzita) foram utilizados como catalisadores sélidos em p6. NaOH e HCE p.a.,
usados para ajustes de pH. A agua ultrapura utilizada foi obtida a partir de sistema
Milli-Q®.
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Os corantes foram dissolvidos em AE p.a. e preparados numa solugéo
simulada de 8% em agua:AE v/v, para fornecer as seguintes cores: rosa = Rodamina
B (RhB); roxo = cristal violeta (CV); verde = verde brilhante (VB); vermelho (também
chamado vermelho sangue, VS) por uma composigédo de 30% m/m de Laranja Basica
2 (LB) e 70% Rodamina B (RhB) (SILVA, 2006).

Os efluentes sintéticos (ES) foram preparados nas seguintes condi¢des: ES(a)
solugdo aquosa contendo 8% em agua:AE v/v e 200 mg L' de RhB; e ES(b) solugédo
aquosa contendo 8% em agua:AE v/v e 200 mg L' de cada um dos 4 corantes (RhB;
CV, VB e LB).

O tempo de reagao da catalise heterogénea foi de 100 min., assistido pela
radiacao UV. As amostras foram coletadas em intervalos de 5 min.; os catalisadores
solidos foram retirados do reator por filtragdo utilizando sistema de vacuo de
poliestireno com membrana de poliéster-sulfona 0,22 uym e o efluente foi
adequadamente diluido e avaliado em espectrofotdbmetro UV-Vis. O sistema foi
mantido a 30 °C por meio de um banho termostatico durante os experimentos. Estes
procedimentos foram aplicados para avaliar o efeito do pH e concentracbes de
catalisador. O ajuste do pH foi realizado com solugdes tampao ou acidas e basicas
adequadas.

Tem sido relatado que pequenas mudangas incrementais na temperatura néo
afetam significativamente a taxa de reagbes fotocataliticas e temperatura 6tima de
reagdo para fotomineralizagdo sao ditas na faixa de 20 ‘C a 80 'C (MALATO et al.,
2009) (GOMATHI DEVI et al., 2009), portanto neste trabalho a temperatura de 30°C
foi estabelecida para os ensaios.

Optou-se por avaliar diversos pHs (3 a 12) para a degradagao da cor de uma
amostra simulada de corante RhB contendo 200 mg L-! em solugdo agua e AE a 8%

(v/v) com 1 g L' de cada um dos dois catalisadores solidos (TiO2 e ZnO).
4.2.5 0Ozonizagcdo/UV

A descoloracao dos efluentes pela ozonizacido foi determinada através da
absorbancia no maximo comprimento de onda (A max) dos corantes. O tratamento foi
continuado até o valor de absorvancia atingir a menor descoloragao detectada. O meio
reacional foi ozonizado com 208 + 6 mg L' h-' de gas O3g).
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Os experimentos de ozonizagdo/UV (MACHADO et al., 2012; TURHAN e
TURGUT, 2009), para a solugao de corantes, avaliando a influéncia da temperatura
no meio reacional, utilizados efluentes simulados preparados em solugdo de agua e
AE a 8% (v/v) com 200 mg L' de corante RhB, com pH de 7,8. Este efluente foi
submetido a ozonizagdo no sistema reator SN3 com radiagdo UV por 100 min.
(MARTINS et al., 2012). O objetivo foi de avaliar a temperatura de melhor eficiéncia
para a transferéncia de massa de gas ozbnio para o sistema de reagdo. As
descoloragdes dos efluentes foram estudadas em 20, 30, 40 e 50 °C com o uso de
banho termostatico. A melhor temperatura de degradacao de cor foi utilizada nos
testes de descoloragdo com efluente em solugao simulada.

Para avaliar a degradacao de RhB com diferentes pHs, solugbes do corante
com 200 mg L' foram testadas em tampdes de pH (3,0; 5,0; 7,0; 9,0; 10,0 e 12,0) até
100 min. e a cor foi avaliada. Foram testados para a reacao de ozonizagao/UV da
solugao do efluente simulado em H20:AE 8% (v/v). O pH que apresentou melhores
resultados foi utilizado para a continuidade dos experimentos

Os parametros da temperatura do meio reacional e o pH de melhor
degradagao da cor de RhB foram utilizados para os proximos ensaios, foram testadas
as proporgdes do agente oxidante auxiliar: concentragao de H20:2 variando-se de 1:0;
1:5;1:6; 1:7; 1:8; 1:9, 1:10 e 1:15 mols L' de mols de corantes para mols L' de H202
(quantidade de matéria por litro de meio reacional).

Foram testadas em relacdo ao corante no efluente simulado e tempo de
exposicao UV de 100 min. Um teste de controle do método foi usado apenas com gas
Os e outro com apenas H202, ambos com radiagéo UV.

Foram realizados testes de toxicidade Microtox® para estes efluentes

simulados e foi repetido para os efluentes tratados na melhor condigao.
4.2.6 Catalise enzimatica
A enzima utilizada na degradacdo é a lacase obtida e isolada do fungo

Trametes versicolor (20,5 result 1,03 U mg? da Sigma-Aldrich Co® Life Science
Alemanha) na forma livre (ELL) e imobilizada em suportes solidos (ELI).
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4.2.7 Determinacdo da atividade de lacase

A unidade (U) de atividade da enzima € definida como a quantidade em pmol
L' de cétion do acido 2,2'-azino-bis -3- etil benzo tiazolina -6- sulfénico (ABTS*)
formado por min. no meio reacional.

A atividade (U L' ou U mL"") de lacase foi determinada por ensaio enzimatico
(BARBOSA, DEKKER e HARDY, 1996; BARBOSA et al., 2013), através do uso do
substrato ABTS, onde sao dissolvidos 7,3 mg de ABTS em 50 mL em tampé&o (acido
citrico/citrato de sodio 0,1 mol L") pH 3,0, protegido da luz e guardado em geladeira
a4 °C até o uso.

A formacao do radical catiénico (ABTS*) foi avaliada por espectrofotometria
em equipamento de microplacas (BioTek® Winooski, Vermont).

A absortividade molar foi determinada em 420 nm (€420= 30.800 L mol~'cm™)
em tampé&o Mcllvaine (MCILVAINE, 1921) (80 mmol L' de acido citrico e 40 mmol L
Na2HPOg; pH 3,0) a 30 °C por 7 min. (ZIMMERMANN et al., 2011).

A determinacdo dos parametros cinéticos foi realizada de acordo com a
equacao de Michaelis-Menten, em fun¢do da concentragdo de ABTS (1,17-750 p
mmol L"). Os dados obtidos da cinética enzimatica foram ajustados usando uma rotina
de ajuste quadratico nao linear para fornecer os valores Km € Vmax (MOLDES-DIZ, et
al., 2018).

Antes de iniciar a andlise de atividade deve-se deixar todos os reagentes
preparados, pois a reacdo € muito rapida. A solucdo de ABTS foi colocada no
recipiente/reservatério apropriado para a micropipeta de multicanais que foi preparada
com ponteiras nas posi¢cdes necessarias a analise.

Para cada amostra, 4 tubos (T1) com tampa foram acomodados no suporte
de tubos. Aliquotas de 980 uL de solugao pH 3,0 (tamp&o) foram adicionadas em cada
tubo com tampa, seguido de 20 pL de amostra contendo a enzima. Fechados e
agitados por 4 segundos em agitador mecénico de tubos (Figura 21).

Destes tubos (T1), foram retiradas aliquotas de 20 yL e transferidas para os
tubos (T2), que foram novamente fechados e agitados por 4 segundos em agitador

mecéanico de tubos.
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Figura 21 Imagem da placa de determinagao espectrofotométrica multipogcos e equipamento de analise
na regiao QO visivel BioTek®.

Fonte: Autora.

Dos tubos T2 foram retiradas duas ou trés amostras de 50 pL (dependendo
da duplicata ou triplicata necessaria), e transferidos para os espagos na microplaca
de acrilico para a analise espectrofotométrica.

A cada espago da microplaca (pogos) contendo as amostras, foram
adicionados 150 L de solucdo de ABTS, com a prépria pipeta multicanal o sistema
foi homogeneizado 3 vezes e a placa levada para o espectrofotémetro. O equipamento
realiza automaticamente a agitagao constante durante o procedimento (SHIN e LEE,

2000). O volume final dos ensaios enzimaticos foi de 1 mL.

4.2.8 Degradagao com enzima livre (TVL)

Foram produzidas amostras de ES, solu¢des de RhB, CV, VB e LB contendo
200 mg L' de cada corante preparado em tampao (acido acético/acetato de sédio 0,2
mL L") de pH 5,08 devido a atividade da enzima ser afetada por pHs muito extremos
(RAMIREZ-MONTOYA et al., 2015). Estas diluicdes foram preparadas a partir da
solugédo estoque de corantes de 1 g L' em agua que foram mantidas ao abrigo da luz
e sob refrigeragéo a 4 °C e o volume final dos frascos reatores de vidro ambar foi
completado até 5 mL. Foram preparadas duplicatas e o controle do método sem a
presenca da enzima Tv.

Para avaliar a resposta da degradag¢ao dos corantes ao pH do meio tampéao,
foram preparadas amostras com concentragdo de 200 mg L' de cada corante, uma
amostra controle em agua ultrapura, deixadas reagir com agitacéo constante a 30 °C

por 48 h e avaliada a descoloracio por espectrofotometria.
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Para o procedimento de degradagao das amostras simuladas de corantes
com Tv livre (TVL), a atividade da enzima foi determinada antes do inicio dos
experimentos. A solugédo estoque da enzima foi mantida na geladeira a 4 °C em frasco
ambar, a leitura de atividade seguiu o protocolo segundo Moreira et al. (2017) descrito
em item anterior. O meio utilizado foi o tamp&o acetato preparado de concentragao de
0,1 mol L' com acido acético e acetato de sddio tri hidratado (C2H3aNaO2.3 H20). Os
reatores (tubos de vidro ambar) de capacidade 5 mL foram transferidos para agitador
mecanico com controle de temperatura mantido em 30 °C durante o experimento.

Para controle da degradacgao foi acompanhada a diminui¢gdo da absorbancia
dos 4 corantes conforme as curvas analiticas apropriadas e foi medida a atividade da

enzima TVL no tempo inicial da reacdo e em até 10 dias.

4.2.9 Mediador para degrada¢ao enzimatica

O uso de mediador para a degradac¢ao do corante com a enzima livre baseou-
se na metodologia de Khammuang e Sarnthima (2009). A amostra de solucdo de RhB
foi preparada com 0,01 mmol L' e a concentragdo de mediadores HBT e ABTS no
sistema foi de 0,05 e de 0,25 mmol L' respectivamente. O meio reacional foi mantido
a 30 = 2 °C em agitador mecanico a 150 rpm.

Para avaliar a degradagdo com a enzima TVL e uso de mediador deve-se
avaliar a atividade da solugéo estoque preparada da enzima anteriormente. A amostra
¢ transferida para reator de 5 mL de vidro &mbar com o correspondente a 20 U L' de
atividade enzimatica de lacase TVL. Quando a enzima foi utilizada imobilizada, os

reatores utilizados tém capacidade de 10 mL.

4.2.10 Imobilizacdo da enzima em nanoparticulas de silica

Para a imobilizagdo da enzima lacase de Tv em nanoparticulas de silica foi
utilizado o procedimento de produgcao das nanoparticulas pelo método de Stéber. O
material foi caracterizado por microscopia eletrbnica de varredura pelo grupo
Nanomag da USC (GALLIKER et al., 2010). A introdugdo de grupos amino (-NHs")
primarios na superficie destas particulas foi realizado utilizando o amino-propil-trietoxi-

silano (APTS). O agente de acoplamento bi funcional foi o glutaraldeido.
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A uma suspensao de 200 mg de nanoparticulas funcionalizadas com amino
em 9,75 mL de tampéo fosfato 67 mmol L' (pH 7) foram adicionados 250 uL de
glutaraldeido (50% em agua). O sistema reacional foi mantido em agitagdo magnética
durante 60 min.

As nanoparticulas ativadas com glutaraldeido produzidas foram lavadas com
trés ciclos de centrifugagao/ressuspensao utilizando o mesmo tampéao. O estoque da
solugao contendo lacase foi diluida diretamente em um tampao fosfato (NaH:PO.: 90
mmol L', acido citrico: 50 mmol L'; pH 5,0). A atividade das nanoparticulas
funcionalizadas e imobilizadas com lacase imobilizada foi medida pelo método
descrito em 4.2.7.

A imobilizagdo da Lacase em nanoparticulas de magnetita foi realizada de
modo que a enzima imobilizada pudesse ser usada repetidamente nos ciclos de
tratamento de descoloracéo do efluente de corantes.

Foi comparada a atividade da enzima livre com a enzima imobilizada em
suporte de silica e nanoparticulas de magnetita com camada de SiO2 (NPsFe@SiO2).

Para os estudos de degradacao dos ciclos de atividade da enzima lacase de
TVL e imobilizada em NPsFe foi adotado o procedimento de protocolo do Laboratério
do ETSE na USC. Solugdes dos corantes VB e RhB com 20 mg L-' em tamp?&o acetato
pH 5,01 com 0,1 mol L' foram tratados em 10 ciclos de 24 h de oxidagédo enzimatica
(10 dias). Nesta pesquisa, foi utilizado um reator sequencial em batelada (SBR)

acoplado a um separador magnético interno (MOLDES-DIZ et al., 2018) (Figura 25).

Figura 22 Reator de bancada utilizado no processo de degradagao dos corantes, com nanoparticulas
magnéticas e suspensido da NPsm imobilizada em silica funcionalizada.

A)quipamento com a vareta de imas imersa e agitacéo ligada para reacéo de degradacéo;
B) Equipamento sem a presenga das NPsm com a vareta de imas recolhida.
Fonte: Moldes-Diz et al. (2018).
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O separador consiste em um conjunto de imas toroidais permanentes
magnetizados axialmente, distribuidos ao longo de um bastao de ago nao magnético,
uniformemente espacados com polaridade alternada, que fornecem um campo
magnético externo.

A enzima TVL foi preparada a partir de estoque contendo atividade de 11.534
U L' de Tv. Foram adicionadas aos reatores de vidro ambar de capacidade 10 mL
(duplicata) a quantidade necessaria para que o meio tenha 1000 U L' de TVL, foram
preparados para cada corante também controles sem a presenca da enzima
(duplicatas A e B). As amostras tiveram a atividade da enzima medida quando
homogeneizado o meio com os corantes.

Os reatores foram dispostos em agitador mecéanico em 150 rpm e temperatura
controlada de 30 + 2 °C por 24 h (ciclo). Ao encerrar o ciclo, os reatores foram retirados
do agitador e a atividade da enzima foi medida, sdo devolvidos os 200 pL utilizados
para a determinacao de atividade, ao reator.

Ao mesmo sistema adicionam-se as mesmas concentracdes de corantes VB
e RhB, medem-se as atividades e reinicia-se o ciclo oxidativo de 24 h. Repete-se este

procedimento até completar a quantidade de ciclos pretendidos.

4.2.11 Preparacado das nanoparticulas

A preparagao das nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro revestidas com
silica porosa (NPsmFe304@SiO2) foi realizada pela coprecipitagdo de sais de Fe
(NIKU-PAAVOLA et al. 1990) e Fe (Ill) (MASSART, 1981) em duas etapas.

Etapa 1: sintese do nucleo magnético e formagao do revestimento de silica.
O procedimento seguiu a metodologia descrita por Tsang et al. (2006) e foi realizado
no Laboratério Nanomag da Universidade de Santiago de Compostela (MOLDES-DIZ,
et al., 2018).

As nanoparticulas de 6xido de ferro (FesOas) foram obtidas pela técnica de
microemulsdo agua-Oleo (oleico). Para formacdo da microemulsdo adicionou-se
tolueno (100 g) sob agitagdo vigorosa para criar uma suspensado bem distribuida.
FeCl..4H.O e FeCls.6H.O foram dissolvidos em agua ultrapura e a solugédo foi
adicionada lentamente a suspenséao de tolueno com Brometo de Cetil Trimetil Amonio

(BCTA) sob atmosfera de nitrogénio gasoso (N2()). Depois de adicionar as solugdes
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de sais de ferro, o sistema foi agitado continuamente durante 4 h, adicionou-se
lentamente 1 mL de solugdo de hidroxido de aménio (NH4OH 35% m/v). No meio
reacional forma-se um precipitado preto, indicativo da produgao de FesO.magnético
(magnetita). Apdés 16 h acrescentou-se alcool isopropilico para precipitar as
nanoparticulas (CHEN et al., 2017). O material obtido foi centrifugado (9000 rpm por
15 min.) e lavado com alcool isopropilico por quatro vezes em agua ultrapura para
uma concentracao final de 8% (m/v).

Etapa 2: A formacao do revestimento de silica porosa (didxido de silicio SiO2)
nas nanoparticulas se da apos 2 h da adigdo o NH4OH(aq), quando adiciona-se o tetra
etil orto silicato/ortossilicato de tetraetilo (TEOS, do Inglés: Tetra Ethyl Orto Silane)
lentamente ao meio reacional, ainda em atmosfera de Nzg), mantendo o meio inerte
por mais 1 hora. A alta solubilidade do TEOS no tolueno assegura que o mesmo esteja
bem disperso no sistema de microemulsado. A formagao do revestimento de gel de
SiO2 ocorre na interface entre agua e tolueno. O excesso de solugdo de NH4OHag),
previamente adicionada assegurou que o sistema tenha pH = 8,5 que se faz
necessario para catalisar os processos de hidrolise e condensacéo. A reacdo quimica

relacionada € representada na Figura 22.

Figura 23 Representagédo da condensagéo do TEOS.

OH-/ H0 - OH-

Onde: os atomos na representac¢ao verdes sao silicios, vermelhos sao oxigénios, pretos sdo carbonos
e azuis sao hidrogénios. Fonte: Modificado de Chan e Chu (2001).

O sdlido de TiO2 (> 99,9%; anatase, 3,8 m? g' ~300 nm) foi utilizado como
reagente para preparagdo das nanoparticulas de ferro para utilizagdo como
catalisador e fotocatalisador sélido em emulsao.

Solugdes de NaOH e HC! p.a., usados para ajustes de pH. A agua ultrapura
utilizada foi obtida a partir de sistema Milli-Q®.

As nanoparticulas com revestimento polimérico de PEI e PAA foram obtidas

do laboratério de nanomateriais Nanomag da Faculdade de Fisica da USC.
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4.2.12 Preparacdo de nanoparticulas magnéticas revestidas de TiO2

Para utilizagdo de nanocomposito de nano Fe**, foi preparada a NPsm da
seguinte forma: Agitaram-se 2,11 mL de uma suspensdo aquosa de Ferro Fluido
contendo 48,11 mg mL" com 5,6 mL de metanol e 2,29 mL de suspenséo de TiO2, a
4,35% m/v, o meio reacional final de capacidade 20 mL completados com solugéo de
pH 1,8 de HC{, agitou-se o sistema vigorosamente por 5 min. e o mesmo foi levado
para centrifugacdo a 9.000 rpm durante 10 min., as nanoparticulas formaram-se
através da precipitacdo de um soélido escuro e sua magnetizagao foi comprovada
utilizando-se um ima para separar o sélido na suspenséo. O sistema foi lavado com 4
aliquotas de 3 mL de solugédo aquosa de HCI 25% (m/v) e separadas a cada lavagem,
o sobrenadante foi descartado, o solido foi ressuspendido em tampao
(dihidrogenofosfato de sédio - NaH2PO4/ hidrogenofosfato dissédico - NazHPO4 0,2
mol L") pH 7,0 e sua concentragdo em Fe@TiO2 foi medida em 4 g L', a suspenséo

foi acondicionada sob refrigeracao até o seu uso como catalisador.

4.2.13 Processo Fenton, foto Fenton e nanoparticulas magnéticas (NPsm) para a

degradacdo da Rodamina B

Estes experimentos foram realizados na ETSE/USC. Foram utilizadas 3 tipos
de nanoparticulas magnéticas para a realizagdo do experimento (NPsm de Fe3O4
baseados em Fe?*).

Os NPsm utilizadas foram revestidas com TiO2 (NPsm@TiO2), acido
poliacrilico (NPsm@PAA) e polietilenoimina (NPsm@PEI).

Foram avaliadas 3 NPsm pelo processo Fenton para efluente simulado de 200
mg L' de RhB com 0,07 mol L' de NPm (4 g L") de concentragdo equivalente em
Fe?*, 12 g L' de H202 (0,35 mol L"), temperatura constante de 30 * 2 °C, agitagéo a
100 rpm, volume total do reator 5 mL, tempo de reacéo de 70 h (RODRIGUES et al.,
2016).

Pelos resultados obtidos, optou-se para realizar a comparacgao de degradagao
dos processos de Fenton e foto Fenton para a NPsm com melhores resultados. Os
processos de Fenton e foto Fenton foram realizados nas condi¢gdes de concentracéo
de 200 mg L' Rodamina B com 8% (v/v) agua:AE pH 3,0 HC! (aq), 0,07% e 0,14% para

a NPsm@PEI que apresentou o melhor resultado na comparagéo de degradacéo pelo
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Fenton (0,14 mol L") de cada nanoparticulas de magnetita em concentragbes
equivalentes em Fe** (Fe?* e Fe®*), 12 g L' de H202 (0,35 mol L"), a 30 + 2 °C,
agitacdo magnética a 150 rpm, em um volume de reagao de 4 mL.

A reacédo foi monitorada durante 180 min. Para o POA foto Fenton, ainda o
meio foi irradiado com UV conforme o SR4.

Os controles da degradacéo da solugao foram mantidos sem as NPsm, com
e sem adi¢ao de Hz20:2.

A lampada de UV usada emite no comprimento de onda (A) 254 nm. A
descoloragao foi monitorada por um espectrofotdmetro em comprimento de onda A =
562 nm.

As NPsm foram separadas do meio reacional para coleta de amostras de

monitoramento utilizando-se imas como apresentado no esquema da Figura 23.

Figura 24 Esquema ilustrativo de separagdao das NPsm do meio reacional via imantagdo apods
degradacao do corante azul indigo em solugéo a 20 mg L' apds 10 min. por NPsm@PEI.

Fonte: Autora.

Prepararam-se amostras de efluentes simulados (ES) de solugdo dos
corantes RhB, CV, CV e LB com 200 mg L', em H20: AE (92:8% v/v), mediu-se o pH,
as amostras foram tratadas no sistema reator SR3, aplicou-se radiagédo UV a
temperatura de 30 °C por 100 min. Acompanhou-se a degradacéo da cor através de
espectrofotometria.

Foram fixadas as variaveis da reacdo de Fenton, as quais apresentaram
melhor eficiéncia no sistema proposto conforme trabalhos anteriores (MISTURA e
OLIVEIRA, 2008; RODRIGUES, 2015).

O sistema apresenta torneiras para coleta de amostras a fim de acompanhar

as reacgdes avaliadas, um termopar acoplado a um banho termostatico para poder-se
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variar a temperatura de um banho maria envolvendo o recipiente onde esta o

equipamento.

4.2.14 Testes de Toxicidade

Ecotoxicidade aguda (Microtox®)

A avaliagdo de ecotoxicidade para o organismo teste foi realizado pelo
laboratério do Instituto de Investigagdes Tecnoldgicas (ITT) da Escola Superior de
Engenharia (ETSE) da Universidade de Santiago de Compostela (USC) a partir do
protocolo proprio em equipamento Microtox® M500 e seguindo o que refere o Teste de

Toxicidade com bactéria luminescente: método de ensaio (CETESB, 2001).

Figura 25 Equipamento de analise de toxicidade Microtox® com kit de reagentes para realizagéo do
ensaio de toxicidade.

Fonte: Autora.

As amostras devem ter uma faixa de pH de pH ajustada entre 4,5 a 9 para os
testes e devem ser preparadas anteriormente com HC{ ou NaOHagq) 5% (M/v); cubetas
de quartzo proprias do equipamento (Figura 25).

O ensaio é realizado a 15 °C e com uma salinidade padronizada
correspondente a 2% de NaClag) € a inibicdo da luminescéncia com um luminimetro
a 490 nm é medida.

Os reagentes empregados fazem parte do kit do equipamento e constituem-
se do cultivo liofilizado da bactéria marinha Photobacterium phosphoreum,
armazenada sob refrigeracdo de -20 °C; solucdo de reconstituicdo, contendo agua



73

ultrapura livre de bactérias, solucdo de ajuste osmatico de NaClag) com 22% para
ajustar a pressao osmatica da amostra; diluente de solucédo a 2% de NaCl(ag).

ApGs acrescentar o efluente nas diluigbes conhecidas e preparar o teste com
0 microorganismo reativado, faz-se a leitura aos 5, 15 e 30 min. do tempo de
exposicao. Sempre foi realizado um teste branco do método para comparacao. Os
resultados sdo expressos em % de EC50 (Efeito deletério para 50% da

bioluminescéncia) para cada diluicdo e tempo de exposicao.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente capitulo apresenta os resultados e a discussdo sobre estes,
considerando as etapas metodoldgicas abordadas previamente no item 3.2, em

meétodos.
5.1FOTOCATALISE HETEROGENEA

As taxas de oxidacéo e eficiéncia do sistema fotocatalitico UV/TiO2 e UV/ZnO
dependem dos parametros de operagao que regem a cinética da descoloragao. Alguns
desses parametros sao temperatura, pH, concentracdo do semicondutor soélido e
tempo de incidéncia de luz. Esses paradmetros aumentam ou reduzem a taxa de
reacdo, dependendo da complexidade estrutural do poluente e suas tendéncias
hidrofébicas (CHONG et al., 2010). Relatou-se que as mudangas incrementais na
temperatura nao afetam significativamente a taxa de reacbes fotocataliticas e a
temperatura melhor de reagéo para o fotomineralizagédo é de 20 a 80 °C (MALATO et
al., 2009) (DEVI et al., 2009), portanto, neste trabalho foi estabelecida a temperatura
de 30 °C para todos os experimentos.

Em um sistema fotocatalitico heterogéneo, o pH é um dos parametros
operacionais mais importantes, uma vez que a adsor¢ao do composto organico na
superficie do fotocatalisador e para a reacao de degradacao depende da superficie e
quantidade do fotocatalisador e o estado de ionizagdo do composto organico.

Assim, a adsor¢cdo de compostos organicos carregados positivamente é
facilitada em um pH basico, enquanto para as espécies carregadas negativamente é
favoravel um pH acido na superficie do catalisador, assim é dificil padronizar o pH
condigbes para a degradacdo de uma classe especifica de compostos organicos.
Recomenda-se que estratégias apropriadas de controle de pH sejam implementadas
em cada condicdo de processo fotocatalitico de tratamento, a fim de obter uma
solugcdo mais adequada caso a caso (MUHD JULKAPLI et al., 2014) (RAJESHWAR
et al., 2008).

A Figura 26 apresenta o efeito dos diversos pHs do meio na descoloragao de
uma solugao alcodlica (8%) de rodamina com 200 mg L.
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Figura 26. Cor relativa a RhB em fungao do tempo de irradiagdo UV com pH variando de 3 a 12 em um
efluente sintético composto por 200 mg L-' RhB e solugéo aquosa contendo alcool etilico a 8%
(v/v), usando 1 g L' de TiO2 (a) ou 1 g L' de ZnO (b) como catalisador e temperatura de 30 °C
sob agitagdo constante.
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Fonte: Autora.

Os resultados demonstram que a melhor eficiéncia foi obtida em pH 10 para
uma remogao da cor desse efluente. Isso esta de acordo com a literatura sobre o
melhor desempenho de descoloragdo de corantes com carga positiva (rodamina B,
laranja basico 2, violeta cristal, verde brilhante) em pH basico (LEE et al., 2016)
(ZANGENEH et al., 2015).

Foram realizados estudos de adsor¢cdao nos catalisadores soélidos e os
resultados demonstram que a adsorg¢do dos corantes nao é significativa para esses
efluentes dessas solugbes nessas condi¢des, apresentando resultados inferiores a
0,03%. Para os testes de controle de degradacgéao, considerando apenas o catalisador
ou apenas a irradiacéo UV, nao houve descoloracédo acima de 0,006%. Considerando
tais resultados, é seguro afirmar para estes estudos, que o processo de descoloragao
esteja associado apenas a formacgao de radicais hidroxila (*OH) pelo processo
UV/TiO2 ou UV/ZnO. Como esperado, o catalisador de ZnO produziu melhores
resultados que o TiO2, pois, em comparagao, possui uma energia menor de gap de
banda e também é capaz de fornecer uma maior energia de oxidagédo (RAJESHWAR
et al., 2008) (SIULEIMAN et al., 2014) (SCHRAUBEN et al., 2012).

A concentracao do fotocatalisador € outro parametro critico que determina a
taxa de degradacao de compostos organicos (WANG et al., 2016), pois depende do
volume da solugao a ser tratada e da concentragao inicial do composto organico.

Foi amplamente observado que a taxa de degradagdo aumenta com o

aumento da quantidade do catalisador. Isso ocorre devido a disponibilidade de sitios
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cataliticos mais ativos em concentragdées mais altas, o que resulta na geragao de mais
concentracao de hidroxila.

No entanto, quando essa quantidade € aumentada além de um valor 6timo,
nao ha acréscimo apreciavel na taxa de degradacéo. Isso ocorre porque as particulas
do catalisador dispersam a energia da luz, reduzindo a intensidade efetiva que atinge
a solucao de reacio.

Na literatura, 0,4-3,5 g L' de catalisador tem sido utilizado para a degradagéo
fotocatalitica de diferentes compostos organicos (NABEEL e WASEEM, 2018 .

A Figura 27 apresenta o efeito da concentragdo de catalisador na
descoloragdo de uma solugdo de 200 mg L-' de RhB. Os resultados confirmaram um
bom desempenho com 1 g L', mas a melhor eficiéncia foi alcangada com 2,5 g L
para TiO2 e ZnO.

Figura 27. Coloragdo de RhB restante (%) em fungdo do tempo de irradiagdo UV variando a
concentracdo do catalisador de 1 a 5 g L' em um efluente sintético com 200 mg L' de RhB
solugéo aquosa com 8% de alcool etilico (v/v), usando TiOz2 (a) e ZnO (b) como catalisadores,
na temperatura de 30 °C e pH 10 sob agitagdo constante.
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Estes resultados sédo proximos daqueles obtidos por Sivalingam et al.,
observa-se que a concentracao 6tima de TiO2 para a degradacao de corantes é de 1
g L' (SIVALINGAM et al., 2004). No trabalho de Ahmed et al. a concentragdo de
corante amarelo reativo tratado foi de 50 mg L-! e a melhor dosagem de catalisador
ZnO encontrada foi de 3,5 g L' (AHMED et al., 2016).

A eficiéncia de degradacao obtida para o efluente aquoso contendo os quatro
corantes estudados na concentragdo de 200 mg L' de RHB, CV, LB e VB com 8% de
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alcool etilico na solugéo da mistura, experimento realizado em pH 10,0 e na presenca

de 2,5 g L' de catalisador ZnO em fungao do tempo é apresentada na Figura 28.

Figura 28. Degradagéo da coloragédo de CV, RhB, LB e VB em func¢ao do tempo de irradiagdo UV na
concentragdo do catalisador de 2,5 g L' em um efluente sintético composto por 200 mg L' de
cada corante e solugdo aquosa contendo 8% de alcool etilico (v/v), usando ZnO e TiO2 como
catalisadores solidos, na temperatura de 30 °C e pH 10 sob agitagdo constante.
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Fonte: Autora.

A cor relativa aos corantes verde brilhante e violeta de cristal foi
completamente removida em um tempo de reacao de 80 min. e agitacao constante.
Por outro lado, dada a mesma quantidade de tempo, a descoloragdo alcangada na
RhB e a composi¢cédo de RhB e laranja basico 2 foi de cerca de 90%.

Estes resultados confirmam que a RhB é o corante mais recalcitrante entre os
4 estudados nesta tese. Entre os catalisadores, ZnO apresentou um desempenho

ligeiramente melhor para todos os corantes estudados.
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E possivel observar que a coloracdo diminuiu com sucesso como apresentado
na Figura 29.

Figura 29. Aspecto do efluente simulado com 200 mg L-' de cada corante contendo a coloragdo de CV,
RhB, LB e VB em solugdo aquosa com 8% de alcool etilico (v/v), e apés tratado usando ZnO
como catalisador sdlido, na temperatura de 30 °C e pH 10 sob irradiagdo UV e agitagao

constante por 100 min.
| ) -

Fonte: Autora.

5.20ZONIZACAO/UV DO EFLUENTE SIMULADO

5.2.1 Avaliacdo da temperatura para ozonizacao de efluentes simulados de RhB

A ozonizacao do meio foi realizada em 4 temperaturas (20, 30, 40 e 50 °C).

Figura 30 Degradagado da cor do corante RhB com 200 mg L' no efluente contendo 8% de AE (v/v),
tratado com ozonizacgéo (e radiagdo UV, em condi¢cbes de pH 7,8 com diversas temperaturas
reacionais mantidas com banho termostatico.
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Fonte: Autora.
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A produgéo na ozonizagéo foi mantida em 208 + 6 mg L' h-' de gas O3(g) com
UVv.

Nas temperaturas avaliadas, os melhores resultados de descoloragao
ocorreram a 30 °C (Figura 30). Os aspectos dos efluentes tratados neste sistema

estdo apresentados nas Figuras 31 e 32.

Figura 31 Degradagdo da cor de amostra de solugdo de RhB a 200 mg L' em H20: AE (92:8% v/v),
com ozonizag&o assistida por radiagdo UV (200 O3 mg L' h™"), aspecto da cor inicial e apds
degradacgédo a temperaturas de 50 (.3_30 °C por 10i.

- —

Fonte: Autora.

Figura 32 Degradagao da cor de amostra de solugdo de RhB a 200 mg L' em H20: AE (92:8% v/v),
com ozonizagao assistida por radiagdo UV (200 O3 mg L' h-') a diferentes pHs por 100 min.

Fonte: Autora.

Com o aumento da temperatura de 20 a 50 °C, a partir dos 30 ndo houve
degradagao significativa da coloragdo pelo uso de pH 10 a 100 min. de
UV/ozonizagao, inclusive diminuindo o valor de degradagao da cor da rodamina, o que
pode ser explicado pela menor solubilidade do gas ozbénio com o aumento da
temperatura do sistema, diminuindo sua distribuicdo e disponibilidade para a reagao

de degradacgao do corante.
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5.2.2 Ozonizacdo/UV para diferentes pHs dos efluentes de RhB

A degradacao da cor do corante RhB em efluente simulado de concentragéo
200 mg L' (agua:AE 8% v/v) com diferentes pHs 3,0; 5,0; 7,0; 9,0; 10,0 e 12,0, com

ozonizagdo (200 mg L' h-' Oz) assistida por UV, é apresentada na Figura 33.

Figura 33 Degradagéo da cor de solugdo de RhB a 200 mg L' em agua:AE 8% (v/v) com ozonizagdo
assistida com radiagdo UV (200 mg L-! h"' O3) no tempo de 100 min.
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Fonte: Autora.

A melhor condigcéo para o experimento foi obtida pelo sistema com pH fixado

em 10 até 100 min. de tempo reacional.

5.2.3 Ozonizacdo/UV com Peroxido de Hidrogénio

Amostras de ES preparados em solugéo de agua e AE a 8% (v/v) com 200 mg
L' de corante RhB foram tratados com UV/ozonizag&o por 100 min., com pH 10 e
temperatura 30 °C. Diversas propor¢oes molares de corante e peroxido de hidrogénio
foram avaliadas ao longo do tempo (1:5; 1:6; 1:7; 1:8; 1:9; 1:10 e 1:15 mols de corante
para mols de H202). Também foi realizado um teste sem a presencga do H202, apenas
corante RhB. Observou-se a descoloracido do corante RhBe os resultados estido
apresentados na Figura 34. A melhor condi¢cdo encontrada foi a de 9 mols de H20:2
para cada mol de corante no sistema. Foi realizado um tratamento com cada corante

separadamente e os resultados sdo apresentados na Figura 35.
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Figura 34 Degradagdo da cor de amostras de efluente simulado de solugdo de RhB a 200 mg L' em
H20: AE (92:8% v/v), em diversas concentra¢cdes de corante:H202 com radiagdo UV e
ozonizagao assitida por UV (200 Oz mg L h''), pH do meio reacional a 10,00, a temperatura
constante de 30 °C por 100 min.
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Fonte: Autora.

Figura 35 Degradacao da cor de solugdes simuladas contendo os corantes RhB, CV, VB e LB a 200
mg L' em agua:AE 8% (v/v) com ozonizagao assistida com radiagdo UV (200 mg L' h-' O3) no
tempo de 100 min. pH 10 e temperatura 30 °C, concentragdo molar de corante 1:9 mols de

H202.
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Fonte: Autora.
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5.3TRATAMENTO COM ENZIMA TVL

A enzima utilizada foi TV. O valor de atividade do estoque de enzima medido
foi de 83.000 U L', a partir de trabalhos anteriores do grupo, procedeu-se a diluigdo
para uma atividade no reator final de aproximadamente 1000 U L-' de TVL (MOREIRA
et al., 2000).

5.3.1 Degradagéao dos corantes com TVL em diversos pHs

Foram preparadas amostras de solugbes de corantes a 200 mg L' em
tampoes fosfato de pHs de 4 a 7 para avaliagcdo do comportamento da enzima TVL no
meio e avaliada a % de degradagao dos corantes apos 48 h, os resultados estao

apresentados na Figura 36.

Figura 36 Descoloragao (%) da cor de solugbes dos corantes em meio tampéo fosfato, citrato com
concentragdo de 200 mg L' com agitagdo constante de 150 rpm a 30 °C.

100 o r— -
90 ] ] ]
80
70
60
50
40
30
20
10
0

% corante

pH7 pH6 pHS5 pH4 Controle agua
pH x corante degradagéo 48 horas

Corantes RhB e v LB VB

Fonte: Autora.

Os resultados demonstram que a enzima TVL no meio tampao apos 48 h de
reagdo a temperatura de 30 °C, degrada mais o corante VB, praticamente nao
afetando os outros 3 corantes quanto a degradagéo da cor, a melhor condi¢gao de pH
encontrada é 4 para degradagao do VB (61,3%), também o tampao em pH 7,0 degrada
o VB em 50%. Assim o corante VB demonstrou-se o mais suscetivel a degradacao.

A partir deste resultado preparou-se o ensaio de degradacao dos 4 corantes
com a TVL em tampao fosfato pH 7,0.

Como os efluentes simulados contendo 200 mg L' dos corantes nao teve
degradagao significativa apdés 68 h, as solucdes efluentes simuladas tiveram sua
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concentrag&o diminuida para 20 mg L-' em frasco &mbar de capacidade 5 mL (reator).
Esta concentragao foi determinada devido a capacidade de degradacao das enzimas
Tv que é menor do que os oxidantes convencionais, podendo ndo apresentar boa
performance de degradagdo em concentragcbes mais altas de corantes.

A atividade da Tv foi obtida por diluicdo do estoque de enzima mantiada em
refrigeragéo para 1000 U L', o meio reacional foi mantido em 30 °C por 48 h, também
prepararam-se dois controles, contendo apenas o corante nas mesmas condigdes
(Controle A e B). Os controles nédo apresentaram degradagédo nas condigdes do
experimento. Os resultados encontrados demonstram que a TVL nado degrada os
corantes CV, RhB e LB, apenas degradando a cor do VB em 78% em 24 h, mantendo-

se constante até o final do experimento em 48 h.

5.3.2 Degradacao dos corantes com TVL e imobilizada com NPsm

A concentragdo dos corantes foi diminuida de 200 para 20 mg L, pois
partindo-se dos resultados obtidos por Capille (2017) que observou a capacidade de
descoloragao completa do corante quando aumentou a concentragao 10 vezes foi
muito reduzida (CAPILLE, 2017).

Figura 37 Ciclos de degradagao do corante 20 mg L-' VB em solugdo aquosa em tampéao pH 5,0 acetato
com TVL com 1000 U.L-' com agitagdo a 150 rpm na temperatura de 30 °C, volume total de 10
mL e tempo de 10 dias. Controles sem a presenga da enzima Tv nas mesmas condigdes.
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As condicbes dos ciclos de oxidacao enzimatica entdo foram realizados em
10 ciclos de 24 h de reagdo. Com e sem o uso de mediadores e para o corante VB
que apresentou a melhor degradagcédo com enzima TVL e RhB que n&o apresentou
degradagao com TVL em 68 h. A Figura 37 apresenta os resultados de 10 ciclos de
TV Livre com VB.

Os resultados encontrados nos ciclos de degradacédo demonstram que a TVL
degrada o corante VB até o ciclo 9, onde a atividade da TVL chega a 44 U L', apenas
degradando a cor do VB em 12% no 102 ciclo.

Nas Figuras 38 e 39 apresentam-se os resultados de descoloragdo com TVI
para o VB e RhB respectivamente, na presenga de mediador.

Os resultados encontrados nos ciclos de descoloracdo demonstram que a TVI
em SiO2 degrada menos o corante VB, mas de forma mais homogénea entre os ciclos,
onde a atividade da TVI mantém-se por mais tempo e chega a 254 U L' no 102 ciclo,
degradando a cor do VB em média de 55,5% ao longo dos 10 ciclos.

Os resultados encontrados nos ciclos de descoloracdo demonstram que a TVI
em Fesm@SiO2 degrada o corante RhB, de forma mais homogénea entre os ciclos,
onde a atividade da El mantém-se até 154 U L' no 10° ciclo, degradando a cor do

RhB em média de 39,2% ao longo dos 10 ciclos.

Figura 38 Degradacdo do corante 20 mg L' VB em solugdo tampdo pH 5,0 acetato com TVI em
Fesm@SiO2 com 1000 U L' com agitagdo a 150 rpm na temperatura de 30 °C, volume total de
10 mL e ciclo de 10 dias. Controles sem a presenga da enzima Tv nas mesmas condigdes.
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Figura 39 Degradacao do corante 200 mg L' RhB em solugdo tampéao pH 7,0 fosfato com TVI em
Fesm@SiO2 com 1000 U L' com mediador ABTS, agitagdo a 150 rpm na temperatura de 30
°C, volume total de 10 mL e tempo de 10 dias. Controles sem a presencga da enzima Tv nas
mesmas condicoes.
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As condicbes de descoloracdo enzimatica foram realizados a pH tampao
fosfato 7, com e sem o0 uso do mediador ABTS e para os corantes RhB, CV, LB e VB
avaliando-se a degradacgao da cor com enzima TVL com atividade inicial de 1000 U L-
" e dois controles sem presenca de enzima e sem presenca de ABTS, 68 h de reacao

em temperatura de 30 °C e agitagao constante de 150 rpm de 5 mL de amostras.

5.4TRATAMENTO DO EFLUENTE COM NANOPARTICULAS MAGNETICAS
5.4.1 Fenton com nanoparticulas de magnetita

Os resultados de descoloracédo de Fenton em efluente simulado contendo 8%
de AE, com 200 mg L' de RhB com as 3 NPsm sao apresentados na Figura 40.

Os melhores resultados foram obtidos para a NPsm com PEI, onde obteve-se
uma descoloracdo do corante RhB de 69% apds 70 h de processo Fenton, para a
NPsm PAA obteve-se 42% de descoloracdo neste mesmo periodo e
intermediariamente para as NPsm com TiOz2 foi obtida a descoloragéo de 56%. Para
os controles, na presenca de H202 sem as NPsm houve descoloragcdo de 5%,
enquanto a amostra contendo apenas o corante RhB, sem o0 uso de processo Fenton,

sem NPsm a descoloragéo obtida foi de 4%.
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Figura 40 NPsm para efluente simulado de 200 mg L' 8% (v/v) agua:AE de RhB com 0,07 mols L' de
NPm, 0,07 mols L-' de NPm (4,0 g L-') de concentragéo equivalente em Fe?*, 12 g L' de H20:
(0,35 mols L"), temperatura constante de 30 + 2 °C, agitagdo a 100 rpm, volume total do reator
5 mL, tempo de reagao de 70 h.
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Fonte: Autora.

5.4.2 Foto Fenton com nanoparticulas de magnetita

Com a NPsm PEI e PAA realizou-se a comparacgao para o efluente com os
processos Fenton e foto Fenton.
Os resultados de descoloragao de efluente simulado com RhB com as 2 NPsm

sao apresentados na Figura 41.

Figura 41 NPsm PEI e PAA em processo Fenton e foto Fenton, concentragdo de 200 mg L' RhB 8%
(v/v) dgua:AE, pH 3,0 HC! (aq), 0,07% e 0,14% NPm@PEI, 12 g L' de H202 (0,35 mols L"), a
30 = 2 °C, agitacdo magnética a 150 rpm, volume de reagédo de 4 mL, POA foto Fenton, UV,
realizados controles sem UV e NP e sem H202, sistema monitorado por 180 min.
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Fonte: Autora.
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Aos 25 min. de reacéo, o efluente tratado com Fe@PEI apresenta 60% de
descoloragao, enquanto o Fe@PAA degradou 10%.

Com o dobro da concentragédo de Fe@PEI apresentou o melhor resultado,
degradando 90% em 25 min. e 99,99% da cor do RhB em 180 min.

O controle com H20: atingiu 5,25% de descoloragao, enquanto a solugao sob
fotdlise degradou 6% apds 180 min. nas condigbes do experimento.

Na Figura 42 apresentam-se alguns aspectos do tratamento com NPsm e sua
separagao magnética do sistema reacional com imas toroidais.

Nas imagens apresenta-se aspectos de:
A) Amostra 1 de solugdo de RhB 200 mg L-! homogeneizada com nanoparticulas de
Titanio NPsFem@TiOz;
B) Amostra anterior sendo agitada para inicio da fotocatalise heterogénea;
C) Aspecto da amostra 1 apds fotocatalise por 30 min.;
D) Amostra 1 apds decantagdo magnética da NP;
E) Amostra 2 de solugdo de RhB com 200 mg L' para tratamento foto Fenton;
F) Amostra 2 apds aplicagéo de 30 min. de foto Fenton e os controles sem NPsm;
G) Aspecto da amostra 2 apés 60 min. de foto Fenton;

H) Amostra 2 em ima para decantagao e separagdao magnética.

Figura 42 Aspectos do tratamento Fenton e foto Fenton com as NPsm.

E) eI
Fonte: Autora
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5.5 TOXICIDADE DO EFLUENTE BRUTO E TRATADO

Salienta-se que os métodos de tratamento constam das melhores condi¢des

encontradas para cada processo e ja discutidas no item 5, Resultados e Discusséo.

Os testes de toxicidade dos ES antes e apds os tratamentos sao apresentados

no Quadro 1, onde buscou-se resumir os testes realizados no efluente (ES) bruto e

apos cada tratamento no seu melhor resultado, consistindo de descoloragdo maxima

conseguida no experimento em seu tempo maximo de tratamento, salienta-se que o

efluente nao foi modificado apds o tratamento, mantendo suas caracteristicas apos a

finalizagao do processo avaliado.

Quadro 1: Processos de tratamento e resultado de fator de toxicidade (FT) para 30

min. de contato com o organismo teste e porcentagem de diminui¢ao de toxicidade.

Processo/corante 30 min. 30 min. %

* 200 mg/L - ** 20 mg/L Bruto Tratado
Fotocatalise heterogénea

RhB* 21 2 90,48
Cv* 19 5 73,68
VB* 32 1 96,88
LB* 20 1 95,00
Ozonizagéao/UV

RhB* 28 2 92,86
Cv* 22 3 86,36
VB* 28 1 96,43
LB* 23 2 91,30
TVL

RhB** 27 3 88,89
VB** 41 3 92,68
TVI

RhB** 16 3 81,25
TVI ABTS

RhB** 16 5 68,75
VB** 11 1 90,91
NPM PAA

RhB* 14 9 35,71
NPM PEI

RhB* 11 2 81,82
NPM TiO2

RhB* 14 2 85,71

Fonte: Autora.
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As concentragdes iniciais do efluente dito bruto sdo de 200 mg L' para os
processos de fotocatalise heterogénea, ozonizagao/UV e nanoparticulas, sendo de 20
mg L' para as catalises enzimaticas. Alguns corantes nao foram testados para todos
0s processos, assim onde ndo constam dados nao foi realizado o teste de toxicidade.
Salienta-se que as nanoparticulas foram retiradas dos sistemas para a avaliagcéo de
toxicidade, portanto as mesmas nao estao sendo testadas nesta tese.

Os processos obtiveram diversas relagdes entre o rebaixamento de toxicidade
do ES apds sua aplicacao:

Afotocatélise heterogénea entre o efluente ES antes e apds o tratamento para
os corantes RhB, LB e VB, rebaixou a toxicidade pelo FT em respectivamente 90,48%,
95 e 96,88%, sendo que para o VB e LB o FT chegou a 1, o que significa que com
este tratamento n&o haveria necessidade de diluir a amostra para langamento ao
corpo receptor. Os catalisadores foram retirados do sistema para realizagao dos testes
de toxicidade.

Para a ozonizagao/UV o melhor resultado foi para o VB que atingiuo FT 1 e
rebaixou em 96,43% a toxicidade.

Para a enzima TVL, os corantes RhB e VB obtiveram 88,89 e 92,68% de
rebaixamento no FT apds o tratamento, chegando ao FT 3.

A presencga do mediador fez a toxicidade aumentar para os dois corantes RhB
e VB.

Para as nanoparticulas (retiradas do sistema), apds o tratamento o melhor
resultado de rebaixamento de toxicidade foi para a NPM TiO2 para RhB, chegando a

um FT de 2 e rebaixamento em 85,71% antes e apds o tratamento.



6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta tese permitiram estabelecer as seguintes

conclusoes:

Os volumes de efluentes produzidos, estdo na ordem de 0,2 m3 por kg de agatas
tingidas, sdo proximos a 6 m?® por semana, o que é totalmente adequado para
processos oxidativos utilizados nesta tese. Os processos podem ser melhorados
se associado, para melhorar os parametros de qualidade do efluente ou até mesmo
para permitir a reutilizacido em seu proéprio sistema.

O uso do processo de catalise heterogénea é vantajoso porque utiliza energia e
um catalisador sem a necessidade de outro reagente quimico e o catalisador
também pode ser recuperado apds o término de cada ciclo do processo de
tratamento e colocado novamente em uso. As solugdes aquosas/alcool etilico de
RhB, CV, VB e LB foram descoloridos por fotocatalise heterogénea no sistema
UV/TiO2 e UV/ZnO. As melhores condigdes encontradas foram 2,5 e g L' de
catalisador em pH 10 e tempo de irradiacao UV de 80 min. O processo resultou
descoloragao (99,99%) do CV e VB e 80% - 90% de descoloragdo da RhB e LB.
O sistema proposto pode ser adaptado para pequenas empresas de
processamento de agata, a fim de ajudar na remogao de cor de aguas residuais. A
desvantagem deste processo € a necessidade de posterior separagdo do
catalisador no sistema para reaproveitamento, o que infere a utilizagcdo de um
processo complementar ao POA de fotocatalise propriamente dito.

Os resultados obtidos para a ozonizacdo/UV com ES dos corantes com
concentragdo de 200 mg L' em agua/AE 8% (v/v) foram de melhor condigdes de
descoloragao para pH 10, temperatura de 30 °C e relagcdo molar de corante para
H202 de 1:9 mols. A avaliacdo demonstra que o sistema tem boa eficiéncia de
descoloragao do ES, podendo ser utilizada para o tratamento deste tipo de residuo,
em 100 min. de ozonizacao, a coloracado dos corantes estudados no efluente nao
€ mais detectada pelo método de espectrofotometria do visivel;

A utilizacdo de enzimas livres do tipo TV nao apresentou resultados satisfatorios
para a descoloracdo dos corantes testados, isto provavelmente ocorre pela
presenca de concentracdes de AE no ES, as enzimas quando imobilizadas em

suportes magnéticos, apresentam melhores resultados, podendo ser retiradas



91

mais facilmente do meio reator e reutilizadas, que as torna forte candidatas para o
tratamento deste tipo de efluentes como processo de polimento, ja que n&o
puderam ser utilizadas na concentragdo de 200 mg L', tratando ES com 20 mg L-
' de corante RhB e VB, a utilizagdo de agentes mediadores como ABTS ndo
melhorou significativamente os resultados de descoloragao para RhB, melhorando
a descoloracao do VB no ciclo 9.

Para as nanoparticulas magnéticas revestidas, os melhores resultados de
descoloracao do ES com RhB no processo Fenton, foi obtido para a NPmFe@PEl,
conseguindo-se uma descoloragéo de 75% em 70 min., dobrando a concentragéo
de nanoparticulas, em 25 min. descoloriu 90% e a 180 min. 99,99% da RhB;

A retirada das nanoparticulas de Fesm@SiO2 e NPmFe@PAA, NPmFe@PEI e
NPmFe@ TiOz2 foi facilitada pela condigdo magnética do reator de imas toroidais.
O uso das nanoparticulas € uma forma tecnolégica interessante para a
descoloragcao da cor de efluentes deste tipo, podendo ser aplicada apresentando
descoloracgao significativa para os efluentes testados;

Os resultados de toxicidade para os tratamentos apresentaram melhor resultado

para a fotocatalise heterogénea, seguida da ozonizagao/UV.



7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugerem-se os seguintes estudos futuros:

1. Determinar os produtos de degradagao para os corantes RhB, CV, VB e LB
apdés a descoloracdo dos mesmos e o comportamento das espécies de
Nitrogénio presentes nos efluentes;

2. Estudar a aplicagao do efluente tratado com reuso nos processos de tingimento
utilizados nas industrias de processamento de agua e sua influéncia na
qualidade dos mesmos;

3. Aplicagcdo de outras enzimas e microorganismos imobilizados em
nanoparticulas para reducao da carga organica do efluente tratado;

4. Projetar, construir e efetuar estudos para um reator em escala piloto nas

condicdes definidas neste trabalho.
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9 ANEXOS

Reagentes e equipamentos empregados na presente tese.

Reagente

Marca

TiOz2 sélido em po

ZnO sélido em pod

TiO2 (ST-41) 99,9% anatase

Alcool etilico AE absoluto 99,9%
Alcool etilico AE combustivel comercial
Acido Oleico 99%

Igepal [polyoxyethylene -5- nonylphenylether
Ciclohexano (hexano) (CsH12CsH12) 99,8%

AIP Alcool Isopropilico

Sulfato de Ferro Il PA

Sulfato de Ferro Il PA

Peréxido de hidrogénio 110 V 30% m/v
Biftalato de potassio PA

Dicromato de potassio PA

Tetraborato de aménio PA (NH4HB4O7)
Acido Bérico PA (H3BOs3)

Rodamina B

Cristal Violeta (genciana)

Laranja Basico 2 Crisolina

Verde brilhante (malaquita)

Alcool Etilico PA (AE)

Hidréxido de sodio PA

Acido cloridrico PA

Acido sulfurico PA (H2S04)

Acido acético Glacial grau HPLC
Metanol grau HPLC

Hidréxido de calcio Ca(OH)2 PA
Hidréxido de amonio NH4OH PA

ABTS Sal de 2,2" Azino bis (3
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
diammonium) Grau HPLC 298%

HBT Hidroxi benzotriazol

APTS 23-aminopropil-trietoxi-silano 298%
Enzima Lacase de Trametes versicolor 20,5

result 1.03 U mg""

Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Ishihara Sangyo Kaisha, Ltd.
Synth®

BR Distribuidora®
Sigma-Aldrich® Saint Louis EUA
C0O-520

J. T. Baker®

J. T. Baker®
Dinamica®
Panreac®

Foret® Barcelona
Neon®

Neon®

Merck®

Merck®

Merck®

Sigma®

Sigma®

Merck®

Nova Quimica®
Dinadmica®
Nuclear® Brazil
Nuclear® Brazil

J. T. Baker®

J. T. Baker®
Vetec®

Merck®

Sigma-Aldrich®

Merck®
Sigma-Aldrich® Alemanha

Sigma-Aldrich® Alemanha
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Reagente

Marca

Metanol Grau HPLC
Nanoparticulas TiO2
Ferro Fluido 48,11% (m/v)

Cloreto ferroso (NIKU-PAAVOLA et al.)penta-
hidratado (99%)

cloreto férrico hexa-hidratado (99%)

Tetra etil ortossilicato ortossilicato de tetraetilo
(TEOS) 99%

Brometo de Cetil Trimetil Aménio (BCTA)
(99%)

3-amino propil trietoxisilano (98%)
Glutaraldeido (solugédo aquosa a 25% m/v)
Di-hidrogenofosfato de potassio (99%)
Solugédo de aménia (35% agua) tolueno

J. T. Baker®
Nanomag - USC
Nonomag - USC

Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®

Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®

: ®
(99%) Fisher
Alcool Absoluto (99,7%) BDH®
Bulbos de cebola comum Allium cepa Produtor local RS
Acetato de sddio tri hidratado HsCOONa Sigma®
Ponteiras de micropipetas de diversas

. Eppendorf®
capacidades
Kit de ecotoxicidade de cultivo liofilizado Microtox® M500

Equipamento Marca Modelo/Localizagao
Capela de exaustdo com
fluxo laminar Dinanlab® Nanomag/USC
Sistemas de purificagao de
agua Milli-Q® ETSE e CEPA/UPF
Camaras Frias a -20 °C ETSE e lIT/USC
Analisador de Nitrogénio
Total e Carbono Orgéanico
Total Shimatzu® ETSE e CTPG&JRS
Espectrofotdmetro UV-Vis Shimatzu® UV- 1800 — IIT/USC

Thermo Electron®  Evolution 300 —

Espectrofotdmetro UV-Vis Corporation® Nanomag/USC
Espectrofotdmetro de PowerWave XS/XS2 —
microplacas reativas BioTek® Ins. Inc. ETSE/USC
Cubetas de quartzo para
Espectrofotdmetro 1 mm Hellma Analytics®  104.600-QG
Cubetas de quartzo para
Espectrofotdmetro 10 mm Hellma Analytics®  111.10-40 QS
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Equipamento Marca Modelo/Localizagao
Analisador de DQO/Bloco
digestor Labnet® Vortemp56
Bloco digestor Marconi® Ury Block MA4004
Paqum:etro Universal 150 DIGIMESS® 100.002
mm/ 6" -0,02 mm
Bomba pressurizadora
Analisador de COT Shimadzu® TOC-5000A
Alcodmetro Incoterm® -
Tensiometro Kruss® 8451
Condutivimetro Thermo Scientific®  Orion star A212
Medidor de pH Hanna Ins.®
Medidor de pH Crison® pH Meter GLP21
Agitador de tubos de ensaio
Centrifuga Eppendorf® 5430

Agitador magnético com
banho termostatico

Banho termostatico
Agitador magnético multiplo
Centrifuga

Balancga analitica

Balancga analitica
Termémetro

Lampada UV 254 nm
Ozonizador

Camera fotografica
Lampada UV 356 nm
Sistema de filtracdo a vacuo
de poliestireno

Pipetadores automaticos de
diversas capacidades
Agitador mecanico com
controle de temperatura
Equipamento ecotoxicidade
Sistemas Reatores

Lan Technics®
Lan Technics®
SP Labor®
Eppendorf®
OHAUS®
Sartorius®
Incoterm®

UVP Light
Sources®
O3R®
Fujifilm®
Philips®
TPP®

Eppendorf®
Lan Technics®

Microtox®
SR

Incubator Shaker
Incubator Shaker / UPF

B-430

BP 210 S

UVP pen-ray 2,12
01.04.09
The ozone way

HID/HPL

UPF/USC

M500
UPF/ETSE




