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“NOVO DISPOSITIVO PARA MONITORAMENTO /CONTINUO DE COMPOSTOS
FENOLICOS EM EFLUENTES INDUSTRIAIS”

A contaminacdo de solos e corpos d'agua por poluentes organicos
representa um sério problema ambiental. A determinacdo de fendis e de seus
compostos derivados € de grande importancia, uma vez que estas espécies sao
liberadas no meio ambiente por um grande numero de industrias, tais como as
industrias de plasticos, tintas, drogas, antioxidantes, alimentos, desinfetantes,
resinas, pesticidas, polimeros sintéticos, papel e celulose, etc. Uma grande
variedade de compostos organicos é gerada durante estes processos, muitos dos
quais sdo recalcitrantes aos processos de tratamento de efluentes normalmente
utilizados pelas industrias (Freire e col., Quim Nova 23 (2000) 504; Rossato e col.,

Quim Nova 24 (2001), 77). O tipo e a abundancia dos compostos fendlicos gerados

varia com o processo industrial em particular, no efluente da indUstria de papel e

celulose, por exemplo, sdo encontrados guaiacdis (o-métoxifenois), catecois (o-
dihidroxibenzenos), veratrois (dimetoxibenzenos), siringois (dimetoxifenois) e seus
derivados clorados (Gundersen e Macintyre, Environ. Toxicol. Chem, 15 (1996)
809).

A importancia ambiental dos compostos fendlicos e seus derivados clorados
pode ser observada por seu comportamento em ambientes aquéticos. Metabdlitos
de cloroguaiacois tém sido detectados na bile de peixes que vivem em regibes
préximas a industrias de papel e celulose. Varios trabalhos cientificos atestam que
também as aguas e os sedimehtos préximos a estas industrias apresentam-se com
alto teor de contaminagdo por estes compostos (Qikari, Bull. Environ. Contam.
Toxicol., 36 (1986) 429; Gundersen e Macintyre, Environ. Toxic;ol. Chem, 15 (1996)
809). Além disso, muitos compostos fendlicos, dentre os quais guaiacol e
cloroguaiacol, possuem efeitos toxicos em animais e plantas, pois facilmente
penetram pela pele e membranas celulares, determinando um amplo espectro de
genotoxicidade, mutagenicidade e efeitos hepatdxicos (Russel e Burton, Anal Chim
Acta 389 (1999) 161). E mais, mesmo em pequenas concentragdes (< 1 mg L), os
compostos fendlicos afetam o gosto e odor de aguas potaveis e peixes, tendo sido

classificados como recalcitrantes (ndo biodegradaveis) e com propensdo para
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bioacumulagéo e biomagnificacao.

Devido aos riscos para a salide e para a meio ambiente causados pela
exposicdo aos compostos fendlicos, existe um grande interesse em sua
determinagdo em matrizes ambientais. Varios métodos tém sido empregados para
esta finalidade, incluindo analises cromatograficas e espectrofotométricas.
Entretanto, estes métodos possuem uma série de desvantagens, tais como um
extensivo pré-tratamento das amostras, um alto custo e problemas a respeito da
integridade das amostras. Isto tém feito com que estes métodos mostrem-se pouco
atraentes para serem empregados no monitoramento continuo de compostos
fendlicos. Sendo que este ultimo tipo de monitoramento, realizado diretamente no
ambiente contaminado ou de interesse, tem sido preferido, pois pode fornecer uma
resposta rapida e confiavel durante os processos de caracterizacdo e remediagao
de locais contaminados. Uma informagdo analitica imediata sobre o grau de
sucesso de uma operagdo de remediacdo de um determinédo efluente pode eliminar
o risco de ocorrer uma descarga deste efluente para o meio ambiente com niveis
nao aceitaveis de poluentes. Além disso, a analise continua minimiza o tempo para
a aquisicdo dos dados, o0 que previne atrasos na tomada de decisGes para melhorar
0 processo de tratamento. Algumas decisdes, como as que tratam de protegéo
ambiental, e consequentemente da salde humana, sdo desejadas em tempo real
para prevenir riscos desnecessarios.

A técnica de analise de injecdo em fluxo acoplada com a detecgdo por
biossensores eletroquimicos pode ser utilizada como a base para um sistema ideal
para monitorar os efeitos da poluicdo no meio ambiente. Principalmente devido a
algumas caracteristicas intrinsecas dos biossensores, tais como sua base bioldgica,
habilidade para operar em matrizes complexas, curto tempo de resposta e facilidade
de miniaturizacdo (Dennison e col., Biotech. Adv. 13 (1995) 1). Biossensores
eletroquimicos a base de peroxidase, tirosinase e lacase tém mostrado grande
seletividade e sensibilidade na determinacdo de fendis e seus derivados (Russel e
col., Anal Chim Acta 389 (1999) 161; Rosatto e col., Anal. Chim. Acta 390 (1999)
65; Yaropolov e col., Anal. Chim. Acta, 308 (1995) 137; Bogdanovs e col., Patente
DD280790-A; Kubota e col., Patente Pl 0004323).
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Assim o dispositivo apresentado baseia-se na técnica de andlise em fluxo e
deteccdo por biossensores. Para as medidas em fluxo o biossensor foi inserido
dentro de uma célula amperométrica, tal qual descrito na Figura 1. Esta figura
mostra um diagrama esquematico do sistema analitico, que pode ser disposto na
configuracéo para analise por inje¢cdo em fluxo (i) ou para analise em fluxo continuo
(i), onde A = amostra, B = bomba peristéltica, C = célula de permeagéo, D = célula
eletroquimica de detecgdo, E = potenciostato, F = registrador, G = injetor, ¢ =
carregador, d = descarte e t = solugdo tampdo . A Figura 1 também mostra um
diagrama esquematico da célula amostradora (sistema de didlise com membrana)
(iii) e da célula eletroquimica (iv), onde EA = entrada da amostra, AS = saida da
amostra, M = membrana, ET = entrada da solugdo tampao, ST = saida da solugdo
tampé&o, ET = eletrodo de trabalho (biossensor), CE = contra-eletrodo, ER = eletrodo
de referéncia, e = entrada da célula eletroquimica e s = saida da célula
eletroquimica. .

Os resultados ilustrativos aqui apresentados referem-se a um biossensor
amperometrico a base de lacase. Esta enzima foi imobilizada sobre a superficie de
um eletrodo de carbono vitreo conforme descrito na patente brasileira Pl 0004323
(Kubota e col., 2000).

Biossensores a base de fenoloxidases (tirosinase e lacase) e peroxidases
tém demonstrado grande utilidade na determinacdo de fendis e seus derivados.
Entretanto, o uso deste tipo de sensor possui limitagdes quando empregado para
monitorar, continuamente, este tipo de contaminante em matrizes ambientais. Uma
destas limitacGes é a dependéncia que suas respostas analiticas possuem em -
funcéo das condigbes da amostra, por exemplo, pH e forga idnica. Em relagcédo a
influéncia do pH, usualmente os biossensores a base destas enzimas apresentam
uma boa sensibilidade para valores de pH entre 3 e 7, com uma forte queda na
intensidade do sinal analitico para valores de pH maiores (meios bésicos) (Freire e
col,, Talanta, 54 (2001) 861; Wang e Quen, Anal. Chim. Acta, 312 (1995) 39). Esta
faixa de pH é bastante util para algumas amostras de aguas naturais, mas nao para
uma série de efluentes industriais, que algumas vezes possuem valores de pH entre
10 e 12 (Freire e col, Environ. Technol., 22 (2001) 897).
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Para contornar este problema e outros efeitos de matriz, este processo
descreve a utilizacdo de um sistema de analise em fluxo dotado de um amostrador
por dialise, para coletar os compostos fenélicos de uma matriz complexa e transferi-
los para uma solugdo interna que proporcione condigdes 6timas para a detecgdo
destes compostos.

A utilizacdo de membranas em quimica analitica tem sido reportada com
sucesso, esta técnica foi ja@ usada para coletar poluentes no ar e também para
determina-los em plasma sanguineo (Motomizy e Yodem, Anal. Chim. Acta.,261
(1992) 461; Zhang e col., Talanta, 47 (1998) 25; Zhang e col., Anal. Chim. Acta,,
441 (1999) 283; Norberg e col., J. Chromatogr, B, 701 (1997) 39). O transporte de
componentes através de uma membrana pode ser descrito pela difusdo molecular
de acordo com a lei de Fick, ou em casos mais complexos pelo formalismo de
Maxwell-Stefan (Zhang e col., Anal. Chim. Acta., 441 (1999) 283). A lei de difusdo
de Fick estabelece que J = D (¢, — ¢,/A); onde J é o fluxo de soluto em mol s'm?; c;
e C; sdo as concentragdes do soluto dentro e fora da membrana e A € o coeficiente
de difusdo da membrana.

O comportamento do dispositivo proposto foi investigado em termos da
variacdo da resposta analitica em fungédo do potencial de trabalho, velocidade do
fluxo, pH e forga idnica.

INFLUENCIA DO POTENCIAL DE TRABALHO: As enzimas redox
tirosinase, lacase e peroxidase sdo as mais utilizadas para a construgdo de
biossensores amperométricos para fendis. Apesar destas enzimas possuirem
diferentes mecanismos de acdo suas atuacSes em biossensores amperométricos
para a deteccdo de compostos fendlicos tém sido esquematizadas como uma
sequéncia de reagbes similares, conforme mostra a Figura 2, 6nde Ex = enzima no
estado oxidado, E.s = enzima no estado reduzido, CF, = composto fendlico
oxidado, CF.s = composto fendlico reduzido, E = potencial de trabalho, ECS =
eletrodo saturado de calomelano e e = elétron. As moléculas de enzima na
superficie do eletrodo s&o oxidadas pelo oxigénio (no caso da tirosinase e lacase)
ou peréxido de hidrogénio (no caso da peroxidase), sendo em seguida reduzida por

compostos fendlicos. Durante esta Ultima reagdo, os fendis s&o basicamente
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convertidos em quinonas efou radicais livres, e esses produtos, usualmente
eletroativos, podem ser reduzidos na superficie do eletrodo em potenciais proximos
de 0,0 V. A corrente de redugdo medida é proporcional a concentragdo do composto
fendlico na solugdo. A deteccdo do consumo de O; ou H;0, é uma outra
possibilidade de se monitorar a concentracdo dos compostos fendlicos. Entretanto,
o metodo de detecgdo dos fendis baseado na reducéo dos produtos gerados pelas
reacdes enziméticas apresenta vantagens tais como: simplicidade de construgéo e
manuseio; protecdo do eletrodo contra o acumulo de produtos poliméricos
secundarios sobre sua superficie (passivagdo), que usualmente sdo observados
durante oxidagdo eletroquimica direta de fendis; amplificacdo da resposta como
uma consequéncia da reducgdo de quinonas e/ou radicais fenoxi ao composto
fendlico inicial, além da performance dos eletrodos se enquadrar no intervalo de
potenciais 6timo para medidas eletroquimicas (Marko Varga e col., Trends Anal
Chem 14 (1995) 319). '

A Figura 3 (A) mostra a variacdo da corrente em fungdo do potencial
aplicado para o biossensor a base de lacase empregado neste protétipo. Pode-se
observar que a reducgdo dos produtos enzimaticos {(quinonas) comegou em 300 mV
vs Ag/AgCl, obtendo-se correntes catddicas maiores conforme o potencial é
diminuido. Uma intensidade maxima da corrente foi observada ao redor de 0,0 V.
Além da resposta maxima este potencial apresenta uma menor probabilidade de
interferéncia devido a oxidacdo/reducdo de contaminantes, e apresenta também
uma baixa corrente residual. Desde modo, para os experimentos subsequentes foi
adotado o potencial de trabalho de 0,0 V vs Ag/AgCI.

INFLUENCIA DA VELOCIDADE DO FLUXO: A Figura 3 (B) mostra a
variacao da resposta em funcdo do fluxo, onde se pode observar que a resposta
diminui com o aumento do fluxo. Este perfil de resposta é devido a um efeito
combinado da didlise, da taxa de transferéncia de massa para a superficie do
eletrodo, da velocidade de reacdo enzimatica e da velocidade da redugéo
eletroquimica dos produtos enzimaticos. O aumento do fluxo favorece o transporte
de massa do substrato para a superficie biocatalitica e, deste modo, um aumento na

intensidade da corrente deveria ser esperada se a enzima estivesse trabalhando
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sob condigbes cinéticas de primeira ordem. O patamar observado na Figura 3 (B)
indica que para altas velocidades de fluxo a barreira difusional ativa (membrana), a
cinética biocatalitica e as reagbes eletroquimicas sdo as etapas limitantes para a
resposta global. Tal comportamento reflete o efeito do fluxo sobre os varios
processos envolvidos no dispositivo, incluindo a amostragem dos compostos
fendlicos e a detecgdo dos produtos enzimaticos. Enquanto que com o aumento do
fluxo é esperado um aumento na resposta do detector, baixos fluxos aumentam a
eficiéncia da didlise (amostragem) e da conversdo enzimatica (devido a um maior
tempo de residéncia para a coleta e biocatalise). Um fluxo que permita uma maior e
mais rapida resposta amperométrica, com economia dos reagentes e maior
frequéncia analitica deve ser o almejado. Os resultados apresentados nesta
descrigdo foram obtidos empregando-se um fluxo de 1,6 mL min™.

A Figura 3 (C) mostra a resposta do biossensor em funcdo do volume de
amostra injetado, pode-se observar que na faixa avaliada (25 — 200 pl) existe uma
dependéncia linear entre estas duas varidveis. A faixa linear de resposta e o limite
de detecgcdo sdo muito influenciados pelo fluxo e volume de amostra injetado. A
influéncia deste ultimo parametro pode ser atribuida ao processo de transporte
através da membrana. Para pequenos volumes injetados, a amostra permanece
menos tempo em contato com a superficie da membrana. Quando a concentragao
da amostra € muito pequena, de acordo com a lei de Fick, a taxa de difusdo através
da membrana também sera muito pequena. Deste modo, o volume de amostra
injetado e a velocidade do fluxo devem ser escolhidos e modificados de acordo com
a faixa de concentracdo de interesse. Os resultados apresentados nesta descrigio
foram obtidos empregando-se um volume de amostragem de 220 plL.

INFLUENCIA DO pH A DA FORGCA IONICA DA AMOSTRA: A resposta dos
biossensores é influenciada por mudancgas fisico-quimicas que normalmente sao
observadas em amostras reais (por exemplo, pH, for¢a iénica, convecgéo, etc.), e
geralmente estes parametros ndo podem ser ajustados em um monitoramento
continuo. Esta limitagdo dos biossensores pode ser contornada usando-se um
sistema de andlise em fluxo que integre este tipo de detector com um sistema de

dialise amostrador dos compostos alvos. Este sistema promoveria a coleta destes
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compostos através de uma solucdo interna, que por sua vez iria conduzi-los até o
biossensor. Assim, através de uma criteriosa selegdo da solucdo interna, o
biossensor ird operar sempre em condi¢des 6timas. Os resultados apresentados
nesta descricdo foram obtidos empregando-se tampao fosfato 10 mmol L’ pH 5,0
com solugéo interna (Freire e col., Talanta, 54 (2001) 861).

A Figura 4 mostra a influéncia do pH (A) e da forga idnica (B) de uma
solugdo externa (amostra) sobre a resposta do biossensor para uma solugdo 50
umol L" de guaiacol. Os dados desta figura mostram que a resposta analitica do
sistema, é aproximadamente independente do pH e da for¢a idnica. A influéncia
destes fatores é infima quando comparada com o perfil de resposta obtido sem a
utilizac@o do sistema de dialise (Freire e col.,, Talanta, 54 (2001) 861; Wang e Quen,
Anal. Chim. Acta, 312 (1995) 39).

ESTABILIDADE DO SISTEMA ANALITICO: O biossensor a base de lacase
mostrou uma grande estabilidade, conforme mostra a Figura 5 (A), que representa
os dados de corrente obtidos a partir de repetidas analises realizadas em intervalos
de 10 minutos durante um prolongado periodo de tempo. As analises realiza*das
com este biossensor apresentaram um desvio padrao relativo de 1,7%, para uma
série de 20 medidas sucessivas de uma solugdo 50 umol L™ de guaiacol. Nenhuma
passivacdo do sensor foi observada durante todos os experimentos. Além disso, a
bioatividade foi mantida por um longo periodo (90% apds 300 determinacgdes), de
acordo com a excelente estabilidade da lacase (Freire e col, Talanta 54 (2001) 861).
A estabilidade observada também e um reflexo da reprodutibilidade apresentada
pelos sistemas de didlise, entrega dos compostos alvos e da ag&o protetora da
membrana. Um sistema para monitoramento ambiental em tempo real, além de
oferecer uma reposta estavel, teve responder rapidamente a rhudangas subitas na
concentracdo dos compostos poluentes. A Figura 5 (B) mostra que o biossensor a
base de lacase responde rapidamente a mudangas dinamicas na concentragdo de
guaiacol. Nenhum efeito memoria foi observado entre amostra com concentragGes
de 50 umol L' e 10 pmol L™.

CALIBRACAO: A resposta analitca do novo dispositivo foi avaliada

empregando-se diferentes compostos fendlicos. A Figura 6 (A) mostra curvas
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analiticas obtidas para guaiacol (a), cloroguaiacol (b), p-clorofenol (c) e fenol (d). A
ordem de sensibilidade apresentada pelo biossensor a base de lacase foi guaiacol >
cloroguaiacol >> p-clorofenol > fenol. A Figura 6 (B) mostra curvas analiticas
obtidas para guaiacol (a) e cloroguaiacol (b) na faixa de concentracdo entre 1,0
umol L™ e 10,0 umol L™, estas curvas podem ser ajustadas pelas equacdes: i(nA) =
0,11 nA (umol L)' [guaiacol], ¥ = 0,9988 e : i(nA) = 0,06 nA (umol L)"
[cloroguaiacol], = 0,9981. Limites de detecgéo ao redor de 1,2 x 107 mol L™ para
guaiacol e 2,4 x 107 mol L™ para cloroguaiacol foram estimados, baseados na boa
razao sinal/ruido e na pequena corrente residual. Esta Ultima propriedade, pode ser
atribuida ao baixo potencial de trabalho (0,0 V) e pela agdo protetora da membrana
de dialise. Conforme exposto anteriormente, a faixa linear de trabalho e o limite de
detecg@o podem ser facilmente melhorados, simplesmente mudando-se o volume de
inje¢ao e o fluxo. i

ANALISE DE EFLUENTES INDUSTRIAIS: A selétividade e sensibilidade
apresentadas pelo dispositivo permitiram uma conveniente quantificacdo de
compostos fenodlicos em amostras de interesse ambiental. A Figura 7 mostra a
resposta do biossensor a base de lacase para amostras de tampao fosfato (A) e de
efluente papeleiro Kraft E1 (B) contendo sucessivos incrementos de guaiacol. Uma
resposta favoravel em ambos os meios foi observada para mudancgas de 10 pmol L™
na concentracéo (a-f). O reconhecimento bioldgico, aliado ao baixo potencial de
trabalho e ao sistema de dialise permitiram uma analise seletiva dos compostos
alvos (espécies fendlicas) presentes em uma matriz ambiental complexa (efluente
papeleiro Kraft E1) com interferéncia minima (pequena redugéo na sensibilidade), ‘
apesar deste tipo de efluente apresentar muitos possiveis interferentes, tais como
derivados de lignina, oligbmeros, polimeros, substancias humicas, materiais
suspensos e meio bastante alcalino (pH 11).

A grande versatilidade apresentada pelo dispositivo permitiu o monitoramento
da degradacdo de compostos organicos durante um processo de tratamento o
efluente papeleiro. Para este proposito foi utilizada a configuragdo para
monitoramento por fluxo continuo, descrita na Figura 1 (ii). A Figura 8 mostra que os

compostos fendlicos foram significativamente reduzidos durante o processo de



remediac&o (realizado via oxidacdo avangada por ozonizagdo). Um decréscimo de
aproximadamente 90% na concentracdo destas espécies foi obtido apds 30 minutos
de tratamento.

O dispositivo desenvolvido para o monitoramento continuo de compostos
fendlicos mostrou-se extremamente eficiente na deteccdo e quantificagdo de
diferentes compostos fendlicos e clorofendlicos em diferentes matrizes. A
versatilidade deste sistema torna-o ideal para monitoramento ambiental de efluentes
industriais, contribuindo para diminuir o tempo e o custo envolvidos na anélise de

poluentes, proporcionando uma maior eficiéncia no gerenciamento ambiental.
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RElVINDICAQOES
1. “NOVO DISPOSITIVO PARA MONITORAMENTO CONTINUO DE COMPOSTOS
FENOLICOS EM EFLUENTES INDUSTRIAIS”, caracterizado por desenvolver,
descrever, montar e otimizar um sistema de analise em fluxo, capaz de determinar e
quantificar diferentes compostos fendlicos em matrizes complexas sem nenhuma
etapa prévia de tratémento ou separacao.
2. “NOVO DISPOSITIVO PARA MONITORAMENTO CONTINUO DE COMPOSTOS
FENOLICOS EM EFLUENTES INDUSTRIAIS”, caracterizado por utilizar um
sistema de didlise para a amostragem dos compostos alvos, conferindo
independéncia, versatilidade e robustez ao sistema de deteccio.
3. “NOVO DISPOSITIVO PARA MONITORAMENTO CONTINUO DE COMPOSTOS
FENOLICOS EM EFLUENTES INDUSTRIAIS”, caracterizado por permitir o
monitoramento continuo de sitios contaminados e dos processos de tratamento
destes sitios ou efluentes industriais. :
4. “NOVO DISPOSITIVO PARA MONITORAMENTO CONTINUO DE COMPOSTOS
FENOLICOS EM EFLUENTES INDUSTRIAIS”, caracterizado por usar biossensores

amperométricos em andlises de amostras de interesse clinico, industrial e
ambiental.
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RESUMO
“NOVO DISPOSITIVO PARA MONITORAMENTO CONTINUO DE COMPOSTOS
FENOLICOS EM EFLUENTES INDUSTRIAIS”

Este processo descreve o desenvolvimento de um novo sistema para a
determinacdo eletroquimica de compostos fendlicos em amostras de interesse
ambiental e a aplicagao deste sistema no monitoramento desta classe de compostos
em efluentes industriais. O método esta baseado na utilizagdo de um sistema de
analise em fluxo dotado de uma membrana para a didlise dos compostos alvos
(amostragem) e detecc@o destes compostos através de um biossensor
eletroquimico (a base de enzimas fenoloxidase, como a lacase). O desempenho
deste sistema foi investigado quanto a sua dependéncia em relagdo a fatores
criticos, tais como pH e forga ibnica da amostra, além da influéncia do potencial de
trabalho e da velocidade do fluxo na resposta do biossensor. O biossensor a base
de lacase mostrou boa sensibilidade para diferentes compostos fenolicos, tais como
fenol, clorofenol, guaiacol e cloroguaiacol. A integragdo, ao sistema de analise em
fluxo, de uma membrana de dialise amostradora conferiu ac detector independéncia
quanto as condi¢des da amostra, alem de proteger a superficie do biossensor,
eliminando uma série fatores que geraimente interferem no desempenho dos
biossensores. Estas caracteristicas favoraveis permitiram que este sistema fosse
aplicado para medidas diretas em meios complexos sem nenhum tipo de pré-
tratamento das amostras. Esta habilidade foi expiorada empregando-se este novo

dispositivo no monitoramento continuo de compostos fendlicos durante um processo

‘de tratamento de efluentes industrias.
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