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Apresentacao

A Indastria Brasileira organizou um sistema de ensino, denominado
Servico Nacional de Aprendizagem Industrial (SENAI), que contribui de
maneira expressiva para a evolucdo tecnoldgica da industria brasileira, seja
pela formacgao dos profissionais demandados pelos parque industrial, seja pelos
servicos técnicos ¢ tecnologicos, pela inovacao e transferéncia de tecnologias
que impulsionam a competitividade da industria nacional. Entre as a¢es do
SENAI em Goiéas, voltadas para a transferéncia de tecnologias, destaca-se a
Revista Processos Quimicos (RPQ), implantada em 2007 pela Faculdade de
Tecnologia SENAI Roberto Mange, em parceria com a Federacdo das IndUstrias
do Estado de Goias.

A RPQ adentra em seu quarto ano de servigos prestados a difusdo e a
transferéncia de tecnologias para diversos segmentos produtivos, com especial
énfase aos setores alimenticios, sucroalcooleiro, quimico, farmacéutico e de
mineracdo. Neste periodo de existéncia, a RPQ conquistou sua indexacdo no
programa Qualis da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) e ainsercdo no Banco de Recursos Didaticos do Departamento
Nacional do SENAL.

O passo seguinte, almejado pelo Departamento Regional do SENAI em
Goiés, é a sua inclusdo no Scientific Electronic Library (Scielo). Agora, com
uma tiragem de dois mil exemplares, a circulacdo da versdo impressa sai de uma
dimensdo regional e alcanca uma estatura nacional. Entre os protagonistas desta
virtuosa trajetoria, destacamos a dedicagdo académica do Corpo Editorial, o
compromisso institucional da Faculdade de Tecnologia SENAI Roberto Mange
e do Departamento Regional em estimular a transferéncia de tecnologias e a
inovacao nas empresas de Goias. Portanto, o sucesso da RPQ € conseqliéncia de
uma acao orquestrada por varios agentes.

Neste sétimo volume, dois artigos convidados abordam temas como: (1)
aplicagdes tecnologicas da metodologia cristalografica e (2) novas tecnologias
para a produg@o de quitosana. O primeiro tema tem como finalidade apresentar
as principais etapas do trabalho cristalografico, e o tiltimo aborda a desacetilagdo
assistida por irradiacdo de ultrassom de alta intensidade. Nos artigos gerais, sdo
abordados temas como: (1) aplicagdo de indicadores acido-base na determinacéo
espectrofotométrica de amonia, (2) técnicas de imobilizagdo de enzimas e (3)
procedimento para a estimativa da difusividade e condutividade térmica de
alimentos em pastas.

Finalmente, no artigo de opinido, a importancia das pesquisas econémicas
para o desenvolvimento de Goiés é o tema abordado. Todos os assuntos sdo de
interesse do setor produtivo industrial. O Departamento Regional do SENAI
Goias deseja uma proveitosa leitura e o uso das informacdes tecnologicas para o
desenvolvimento de novos produtos proprietarios.

[talo de Lima Machado

Gerente de Educacdo Profissional
SENAI/DR/GO






Artigos Convidados

Desacetilacao Assistida por
Irradiacao de Ultrassom
de Alta Intensidade: Uma
Nova Tecnologia para a
Producdo de Quitosana

Sérgio P Campana-Filho, Jorge A. M. Delezuk & Marcia B.
Cardoso

A Desacetilacdo Assistida por Irradiacdo de Ultrassom de Alta Intensidade
(DAIUS) foi aplicada a beta-quitina visando a producao de quitosana. As caracteristicas
das quitosanas obtidas dependem da amplitude da irradiacéo de ultrassom, da duracéo
e da temperatura do tratamento. Assim, em fungao desses parametros, os graus médios
de acetilagdo e as massas molares médias viscosimétricas dos produtos variam nos
intervalos 5%<GA<25% e 100.000 g/mol<Mv<700.000 g/mol, respectivamente. A
comparagao com 0s processos convencionais de desacetilacao de quitina revela que o
Processo DAIUS é inovador e apresenta grande potencial para suprir a demanda das
industrias por quitosanas com caracteristicas e propriedades uniformes.

Palavras-chave: quitina, quitosana, ultrassom.

The high intensity ultrasound-assisted deacetylation was applied to beta-chitin
aiming the production of chitosan. The amplitude of the ultrasound irradiation, the
treatment duration and temperature, strongly affect the product’s characteristics.
Thus, depending on these process parameters, the average degree of acetylation
and viscosity average molecular weight range as 5%<DA<25% and 100,000 g/
mol<Mv<700,000 g/mol, respectively. Comparing the USAD Process with the
conventional processes employed to deacetylate chitin reveals that it is innovative
and it has a great potential to attend the industrial demand for chitosan exhibiting
uniform characteristics and properties.

Keywords: chitin, chitosan, ultrasound.



Artigo Convidado 1

Introducéo

As Ultimas décadas registram o crescente interesse
de pesquisadores e indUstrias em quitina e especialmente
em quitosana e suas aplicacbes. As razfes mais fortes
para esse interesse sdo, sem dulvida, as propriedades
especiais apresentadas por esses polimeros e o fato de
serem produzidos a partir de matéria-prima abundante, i. e.
carapacas de crustaceos, tais como camardes e caranguejos,
processados pela indUstria pesqueira. A quitosana €
aplicada nas industrias cosmétical e alimenticia?, no
tratamento de efluentes aquosos®*, e apresenta potencial
para a deteccdo e analise, concentracdo e recuperacdo de
proteinas, lipideos, pesticidas, corantes, ions metalicos e
radioisotopos®®7. A quitosana também exibe atividade
antimicrobiana, ¢ atoxica, biocompativel e biodegradavel,
sendo por isso potencialmente aplicavel na agricultura,
em medicina, na odontologia e em formulacdes
farmacéuticas®'2. Além disso, a quitosana pode ser
processada como solugdes, géis, filmes, membranas,
microesferas, nanofibras e nanoparticulas, o que amplia
as possibilidades de aplicagdes. Assim, o interesse
comercial em quitosana e suas aplicac@es produziu 8600
registros de patentes no periodo 1976-2009 apenas nos
EUA, conforme o United States Patent and Trademark
Office®®. Entretanto, ainda sdo necessarios investimentos
em pesquisa e desenvolvimento de modo a superar as
dificuldades encontradas para realizar o potencial de
aplicagdes de quitosana. As principais dificuldades sdo
0 grau de pureza das preparacdes contendo quitina e
quitosana, critério muito importante nas aplicacdes em
salde publica e alimentos'4, a falta de uniformidade
estrutural desses polimeros e as conseqlientes variagdes
em propriedades e funcionalidades®.

Os precos médios de quitina e quitosana variam em
amplo intervalo dependendo das caracteristicas do produto,
podendo atingir R$1176/5g (quitina purificada para a
determinacéo de atividade de quitinase) e R$1928,00/500g
(quitosana de média massa molar e GA<15%)%. Portanto,
é também muito importante salientar que o processamento
de cascas de camardes e carapacas de caranguejos visando
a producdo de quitina e quitosana agrega valor a residuos
abundantes e baratos que, adicionalmente, apresentam
elevada demanda bioquimica de oxigénio e cujo descarte
provoca sérios problemas ambientais® & Y. Em 2005 a
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producdo mundial de pescado foi superior a 140 milhdes
de toneladas (aproximadamente 2/3 originados da pesca
extrativa e 1/3 da aquicultura), sendo que no periodo 1995-
2005 a pesca extrativa, responsavel por aproximadamente
60% do consumo mundial de pescado, teve crescimento
médio anual de 0,17% enquanto a aquicultura cresceu
7,29%/ano®. Em 2006 a producdo de pescado no Brasil
superou 1 milhdo de toneladas (aproximadamente 26%
oriundos da aquicultura) e dentre as regibes produtoras
0 Nordeste lidera com aproximadamente 110 mil
toneladas produzidas, a maior parte devida a producéo
de camarBes marinhos (Litopenaeus vannamei),
responsavel por aproximadamente 42% da pauta de
exportacdo, enquanto a producdo de camarfes de agua
doce (Macrobrachium rosenbergii) pela aqlicultura
nacional foi de aproximadamente 370 toneladas®.
N&o sdo encontrados dados consolidados e atualizados
sobre a producgdo nacional de lulas (os gladios de lulas
sdo ricos em quitina), mas foi registrada a producdo de
aproximadamente 335 toneladas no litoral paulista em
2005%. A produgdo mundial de rejeitos ricos em quitina
é de aproximadamente 1,44 milhdes de toneladas/ano,
sendo que a contribuicdo estimada dos paises produtores
integrantes da [bero-América é de aproximadamente
129%5. Assim, considerando um rendimento médio de 15%
no processamento desses rejeitos, a capacidade potencial
de producéo de quitina pelos paises que integram a Ibero-
América se aproxima de 25 mil toneladas/ano, sendo
que o potencial do Brasil representa aproximadamente
25-30% dessa estimativa. Embora o rendimento da
conversdo de quitina em quitosana seja variavel em
funcdo da natureza da matéria-prima (alfa-quitina e
beta-quitina, polimorfas mais abundantes de quitina
possuem reatividades diferentes) e das condi¢cBes de
processamento, aproximadamente 80-90% da massa
inicial de quitina pode ser recuperada como quitosana
com GA=25%, o que indica que a producdo nacional
de quitosana poderia atingir aproximadamente 5000-
7000 toneladas/ano. A demanda atual de quitosana em
nivel mundial é de aproximadamente 10 mil toneladas/
ano®, mas a existéncia de demanda reprimida pode
ser consideravel visto o grande nimero de patentes
registradas nos Gltimos 30-40 anos.

Considerando o que foi brevemente exposto, o
relacionamento de aspectos ligados a composicdo
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das matérias-primas, aos processos de producdo e as
caracteristicas, propriedades e aplica¢@es das quitosanas
obtidas por desacetilagdo de quitina € destacado a
seguir. Também é dado destaque a necessidade de serem
desenvolvidas novas rotas para a produgdo eficiente
e reprodutivel de quitosanas com caracteristicas e
propriedades uniformes, adequadas para insercdo em
linhas de produgéo.

Quitina e Quitosana

A quitina, importante componente dos exoesqueletos
de invertebrados e de paredes celulares de alguns fungos
e algas, é produzida por biossintese nesses organismos
e apresenta uma taxa de reposicdo na biosfera que
é aproximadamente o dobro daquela da celulose®'’.
A principal reacdo de derivatizagdo de quitina é a
desacetilacdo, hidrolise dos grupos acetamida da
maioria (>60%) das unidades 2-acetamido2-desoxi-D-
glicopiranose (GIcNAc), que resulta no biopolimero
conhecido como quitosana. Tal reacéo pode ocorrer tanto
pela via enzimatica como quimica, sendo que a Ultima é
a mais comum e o0 tratamento de quitina em meio alcalino
0 processo mais empregado.

As indUstrias pesqueiras nacionais processam
anualmente toneladas de espécies marinhas e geram
enormes volumes de residuos os quais sdo ricos em
quitina e também contém proteinas, sais minerais e
lipideos. Dados ilustrativos e referentes a producédo de
pescado no Estado de S&o Paulo sdo apresentados na
Tabela 1. O descarte desses residuos provoca graves
problemas ambientais e de saide publica e, assim, a
extracdo de quitina dessa biomassa para a producdo de
quitina, e sua posterior conversdo a quitosana, contribui
para a preservacdo do ambiente e agrega valor a rejeitos
da inddstria pesqueira.

Tabela 1. Produgéo pesqueira marinha registrada, em toneladas, dos
principais grupos que contém quitina, Sdo Paulo, 20052

. % em Relagdo a

Grupo Quantidade (t) producio total (a)
Crustaceos 3.970 16,7
Moluscos 1.100 4,6

(a) a produgéo total de espécimes marinhas em 2005 no Estado de Sdo
Paulo foi de 23,8 x 10° t.
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A quitina € um polimero linear cuja estrutura primaria
¢ composta por unidades 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose (GIcNAc) unidas por ligag6es glicosidicas
do tipo B(1-4).

QUITINA
HOH: C o o NHCOCH;
/ \ o~
HO /O\
NHCOCH; HOFRC

Figura 1. Representacéo da estrutura primaria idealizada da quitina,
onde n é o grau de polimerizagdo.

A quitina apresenta trés polimorfas, o, § e y-quitina,
que diferem quanto ao arranjo do polimero nos dominios
cristalinos. As cadeias de quitina apresentam extremidades
redutora e ndo-redutora e a disposicdo relativa das cadeias
poliméricas nas folhas que formam os dominios cristalinos,
¢ o que diferencia as polimorfas de quitina. Na a-quitina as
cadeias estdo dispostas de forma antiparalela favorecendo
as interacBes por ligacbes hidrogénio, enquanto na
B-quitina as cadeias estdo dispostas paralelamente, o
que desfavorece o estabelecimento dessas interacdes, e a
Y-quitina ocorre como combinacdo dos arranjos da a- ¢ da
B-quitina (Figura 2)°.

o-quitina B-quitina y-quitina

Figura 2. Representacdo esquematica das estruturas polimorficas de
quitina, sendo que as setas representam as cadeias poliméricas no
sentido do terminal n&o-redutor para o redutor.

As principais fontes para a producdo industrial
de quitina sdo as cascas de camardes e carapacas de
caranguejos, que possuem composicGes variadas
quanto aos teores de proteinas (25-60%), sais de célcio
(fosfatos e carbonatos) (20-30%), lipidios (1-12%),
pigmentos (=1%) e quitina (20-45%) de acordo com o
organismo considerado®.

No processo de extracdo da alfa-quitina a partir
de cascas de camarfes e carapacas de caranguejos
sdo executadas trés etapas sequenciais visando a
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Artigo Convidado 1

desmineralizacdo, desproteinizacdo e despigmentacdo da
biomassa, e que resultam na eliminacdo de carbonatos
e fosfatos de calcio e magnésio, proteinas e pigmentos,
respectivamente. Entretanto, estudos demonstraram que
na extracdo da beta-quitina de gladios de lula apenas a
etapa de desproteinizacdo é necessaria, pois 0s teores de
sais minerais e pigmentos nesta biomassa sdo baixos?.

Uma das principais reagdes da quitina, a hidrélise dos
grupos acetamido das unidades GIcNAc, gera o polimero
conhecido como quitosana, cuja estrutura primaria possui
predominantemente  unidades  2-amino-2-desoxi-D-
glicopiranose (GIcN). Geralmente a reacdo € realizada
por tratamento da quitina com solugdo aquosa alcalina,
um processo heterogéneo que apresenta como variaveis a
concentracdo do alcali, a temperatura e o tempo de reagdo.
O produto obtido da reagao é denominado quitosana (Figura
3) somente se o conteltdo médio de unidades GIcN
for igual ou superior a 60% e, principalmente, se for
solivel em solucBes aquosas diluidas de &cidos, como
acido cloridrico e 4cido acético®%’. Como a quitosana
completamente desacetilada raramente é preparada, 0s
produtos obtidos por desacetilagdo parcial de quitina
sdo considerados copolimeros constituidos de unidades
GlcN e GIcNAc. Assim, a composicdo das quitosanas
é varidvel em funcdo das condi¢bes empregadas na
desacetilagdo de quitina, sendo definido o grau médio
de acetilagdo (GA) como a fragdo média de unidades
GIcNAC presentes nas cadeias.

QUITOSANA
HOH:C o NH;
/ \ Ho 0"
HO. /O\
NH, HOH.C
n

Figura 3. Representacéo da estrutura priméria idealizada da quitosana,
onde n ¢é o grau de polimerizacéo.

A massa molar média, o grau médio de acetilacdo
(GA) e a distribuicdo das unidades GIcN e GIcNAc
nas cadeias tém efeito marcante sobre as propriedades
e aplicagbes da quitosana®. Assim, por exemplo, a
solubilidade da quitosana em meios moderadamente
acidos esta fortemente relacionada com GA, pois este
expressa a quantidade de grupos amino (-NH,) nas cadeias
poliméricas que sao protonados, gerando cargas (-NH,+)
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que favorecem as interagBes polimero/solvente aquoso.
Portanto, quanto maior o valor de GA maior 0 nimero
de cargas geradas por protonacdo, mais importante
a repulsdo eletrostatica entre as cadeias e maior a
solubilidade do polimero. A distribuicdo de unidades
GlcNac e GIcN também afeta a solubilidade de quitosana,
sendo que a preparacdo de quitosana com GA=50% por
via de acetilagio homogénea gera um polimero com
distribui¢@o aleatdria dessas unidades que ¢ soltivel em
ampla faixa de acidez e inclusive em meios neutros®.
Entretanto, a quitosana com GA=50% preparada pela
desacetilacdo heterogénea de quitina possui distribuicéo
em blocos de unidades GICNAc e GIcN e é soltvel apenas
em meios de acidez moderada (pH<5,5). A massa molar
média de quitosana e sua distribuicdo também afetam a
sua solubilidade, pois as fracfes de massa molar mais
elevada sdo menos soluveis, sendo este fato decorrente
de interacdes polimero/solvente mais fracas a medida
gue a massa molar do polimero aumenta.

Outras propriedades da quitosana também séo
afetadas por essas caracteristicas, incluindo a sua
capacidade de interagdo com ions metalicos?, a
atividade anti-microbiana® e a acdo em dispositivos
para a liberacdo controlada de farmacos®. As
caracteristicas de quitosana, tais como a massa molar
média, o grau médio de acetilagdo e a distribuicdo das
unidades GIcN e GIcNAc, dependem fortemente das
condi¢gBes em que a reacdo de desacetilacdo da quitina
foi realizada, e também da natureza da polimorfa e das
condi¢cbes empregadas em sua extracdo da biomassa.
Assim, deve ser considerado que as polimorfas de
quitina, pelo fato de adotarem diferentes arranjos no
estado solido, apresentam solubilidade, capacidade de
intumescimento em solventes e reatividades, inclusive
em relacdo & desacetilacdo, diferentes. De fato, a
hidrolise alcalina dos grupos acetamido das unidades
GlcNAc ¢ mais favorecida no caso da B-quitina como
consequiéncia da maior acessibilidade aos sitios reativos
nas cadeias dessa polimorfa?22".2,

Obtencao de Quitosana

O processo mais empregado nos laboratorios de
pesquisa e também nas industrias para a produgdo de
quitosana é o tratamento de quitina por varias horas
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com solucdes concentradas de hidroxido de sodio em
temperaturas elevadas. Em tais condi¢Bes apenas a
hidrolise parcial dos grupos acetamido das unidades
GIcNAc de quitina é alcangada, mas acentuada
despolimerizacdo ocorre simultaneamente se 0 tempo
de reacdo for longo, gerando polimeros de baixa
massa molar e elevada dispersividade. Além disso,
como a reagdo se processa heterogeneamente, 0s
produtos dessa reacdo ndo sdo uniformes em termos de
suas caracteristicas estruturais e propriedades. Assim,
varios metodos tém sido propostos para aumentar a
eficiéncia da reacdo, gerando produtos mais uniformes,
e para minimizar a ocorréncia de despolimerizagdo.
Dentre os principais métodos desenvolvidos com o
propdsito de minimizar a despolimerizacdo estdo a
execucao da reagdo em atmosfera inerte®, a diluicdo com
solventes®, a introducdo de mudangas nas condigdes de
processamento com o uso de extrusao reativa®, explosdo
de vapor (processo “flash”)%, irradiacdo de ultrassom® e
microondas®, o uso de agentes redutores® e a execucdo
de tratamentos sucessivos de desacetilagao®.

Recentemente um novo processo foi proposto,
conhecido como “freeze — pump out — thaw” (“FPT”),
no qual a suspensdo de quitina em solugcdo aquosa
concentrada de hidroxido de s6dio é submetida a
sucessivos ciclos de congelamento a temperatura
do nitrogénio liquido, succdo com bomba de vacuo
e aquecimento até atingir a temperatura ambiente®.
Ao menos seis ciclos devem ser executados e entdo a
suspensdo de quitina é submetida a desacetilacdo em
temperaturas no intervalo 80°C — 110°C por tempos
curtos (até 60 minutos). As quitosanas obtidas pela
aplicacdo de ao menos trés processos “FTP” consecutivos
apresentam baixo grau médio de acetilagdo (GA <0,2%)
e elevada massa molar (Mv = 4,5x10°% g/mol). Apesar
disso o processo “FTP” pode ser considerado de dificil
aplicabilidade no meio industrial devido a utilizagéo
de enormes quantidades de nitrogénio liquido e baixas
pressoes, fatores que elevam os custos de producdo.

E conhecido o emprego de ultrassom de alta
intensidade para acelerar a degradacdo de quitosana em
meio acido visando a producdo de quitooligossacarideos®
e também para o tratamento prévio da quitina a ser
desacetilada em solucdo aquosa de NaOH 40%, que
resulta em maior eficiéncia da reagdo e permite a
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obtencdo, com apenas uma etapa de reagdo, de quitosanas
desacetiladas (GA<10%)*. Nesse ultimo estudo também
foi constatado que o tratamento prévio de quitina em
suspensdo aquosa com ultrassom de alta intensidade ndo
parece afetar a cristalinidade do polissacarideo, mas tem
acentuado efeito sobre a morfologia da superficie do
material particulado.

Estudos mais recentes®*“° sobre o emprego direto de
irradiacdo ultrassom de alta intensidade em suspensdes de
quitina em hidréxido de sodio 40% se mostraram muito
atrativos, pois quitosanas de baixo grau de acetilacdo (GA
~ 5%) e de elevada massa molar média viscosimétrica
(Mv = 7,0 x 10° g/mol) sdo obtidas em tempos mais
curtos (30 minutos) e temperaturas mais brandas (60°C)
do que as empregadas nas reacdes de desacetilacdo de
quitina ja citadas. Tais resultados ndo tém equivaléncia
na literatura e indicam o enorme potencial do processo de
desacetilacdo assistida por irradiacéo de ultrassom de alta
intensidade (Processo DAIUS)* e uma nova perspectiva
para o processamento industrial de residuos da atividade
pesqueira visando a produgdo de quitosana. Neste
trabalho sdo apresentados alguns resultados recentes da
aplicacdo do Processo DAIUS, os efeitos da irradiacéo
de ultrassom de alta intensidade sobre a morfologia
das particulas de beta-quitina, a eficiéncia da reagdo de
desacetilacdo do polissacarideo e as caracteristicas das
quitosanas produzidas séo discutidos. A comparagdo com
alguns resultados da literatura recente € apresentada para
destacar as principais potencialidades e vantagens do
Processo DAIUS.

Parte Experimental
EXTRACAO DE BETA-QUITINA

A beta-quitina foi extraida de gladios, também
denominados penas ou plumas, de lulas de duas espécies:
Loligo plei. e Loligo sanpaulensis., cedidos pela Empresa
Miami Pescados (Cananéia/SP). A remocao das proteinas
presentes nos gladios foi realizada através do método
descrito por Chaussard®.

PROCESSO DAIUS

A beta-quitina foi suspensa na solu¢do de NaOH
40%, e a suspensdo (0,044g/ml) foi transferida para reator
cilindrico de vidro, o qual foi disposto sobre agitador
magnético no interior de caixa de isolamento acUstico do
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equipamento de ultrassom (BRANSON Sonifier modelo
450, v=20kHz) (Figura 4). O sonotrodo (sonda de %)
foi imerso na suspensédo, que foi mantida sob agitacéo
magnética constante.

A amplitude da irradiacdo de ultrassom e a duragédo
do tratamento foram variadas e a temperatura variou no
intervalo 25-90°C, de acordo com os parametros acusticos,
do inicio até o final do tratamento. A execugdo desses
experimentos resultou nas amostras identificadas como
NIAD, onde NI designa o processamento ndo-isotérmico
da suspensdo de quitina, A é a amplitude da irradiacéo
do ultrassom de alta intensidade, ajustada como baixa=B
(30%<Amax<50%), média=M (55%<Amax<70%) ou
alta=A (75%<Amax<90%), sendo Amax a amplitude
maxima disponivel no equipamento de ultrassom, e D
designa a duracdo do tratamento, ajustada como curta=C
(10-30min), média=M (35-40min) e longa=L (50-
60min). Em alguns experimentos, denominados como
processamentos isotérmicos, a duracdo do tratamento
foi de 30min, a amplitude de irradiagdo foi variavel e a
temperatura foi mantida constante (50, 60, 70 ou 80°C) e
as quitosanas foram denominadas IACT, onde | designa o
processamento isotérmico, A é a amplitude de irradiacéo,
C é a duracdo do tratamento (curta) e T é a temperatura.

Ultrassom

Sonda

— Controle da
Reator Temperatura
-— ] —
Agitador
Magnético

Figura 4. Esquema experimental empregado nas reacOes de
desacetilagdo utilizando o ultrassom de alta intensidade.

Caracterizagoes

As principais caracteristicas das amostras de quitosanas
geradas neste trabalho, o grau médio de acetilagdo
(GA) e a massa molar média viscosimétrica (Mv),
foram determinadas por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio RMN *H (ou titrimetria)
e viscosimetria capilar, respectivamente. Na determinacéo
de GA por espectroscopia RMN *H foi considerada a razao
entre as areas atribuidas aos ndicleos de hidrogénio da metila
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do grupo acetamida (2 ppm) e do nicleo de hidrogénio na
posicdo 2 do anel de glicosamino (3,2 ppm)*.0s valores
de massa molar média viscosimétrica foram obtidos
através da viscosidade intrinseca das amostras, a qual foi
obtida pela extrapolacdo da equacdo de Huggins*. Os
arranjos no estado cristalino e a morfologia das amostras
foram analisadas por difragdo de raios X e microscopia
eletronica de varredura (MEV), respectivamente. Os
modos de vibragdo caracteristicos foram analisados por
espectroscopianaregido do infravermelho. A cromatografia
de exclusdo por tamanho com multi-detec¢do foi utilizada
na determinacdo da massa molar média ponderal (Mw) e
do indice de polidispersividade (Ip).

Resultados e Discussao

As alteracdes morfologicas provocadas pela
irradiacdo de ultrassom de alta intensidade foram
evidenciadas pelas analises de microscopia eletrdnica
de varredura (Figura 5), que mostram que as particulas
de beta-quitina apresentam superficie relativamente lisa
enquanto que as amostras obtidas pelo processo DAIUS
sd0 mais rugosas, apresentam dimensdes médias mais
reduzidas e maior area superficial.

As caracteristicas morfologicas dos produtos DAIUS
sdo atribuidas ao efeito da cavitacdo, decorrente da
irradiacdo de ultrassom de alta intensidade, que resulta na
diminui¢do de dimensdes médias das particulas e aumenta
a acessibilidade aos sitios reativos do polimero®40, De
fato, o tratamento das micrografias dos produtos DAIUS
com o programa image J* mostra que as areas médias
das particulas se correlacionam diretamente com a
amplitude e a duragdo da irradiacdo de ultrassom, sendo
tanto menores quanto maior a amplitude da irradiacéo e
a duragdo do tratamento da suspensdo alcalina de beta-
quitina®®. Portanto, o efeito da cavitagdo favorece a
fragmentacdo das particulas e é mais importante quanto
maior a quantidade de energia fornecida durante o
processamento ultrassénico.

A cavitacdo ocorre durante a propagacgdo das ondas
ultrassbnicas em meios liquidos quando a energia
fornecida provoca a ruptura das forcas intermoleculares
do liquido. Dessa maneira, bolhas cavitacionais séo
formadas, crescem até atingir um tamanho instavel
e colapsam violentamente*”. De acordo com a teoria
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conhecida como “Hot-Spot”*#°, as bolhas cavitacionais
colapsam em menos que 10°s, gases e vapores nas
cavidades sdo superaquecidos (= 5000°C) e, a0 mesmo
tempo, submetidos a pressdes clevadas (= 2000 atm),
gerando jatos acelerados (400km/h) que provocam
violentas colisGes interparticulas.

(©) (@

Figura 5. Microscopia eletronica de varredura de beta-quitina (a, ) e
do produto DAIUS (b, d) gerado por processamento ndo-isotérmico de
curta duragdo com baixa amplitude de irradiacdo (NIMC).

Os produtos DAIUS, independentemente das
condigBes empregadas em sua preparacao, sdo polimeros
sollveis em solucdo aquosa diluida de acido acético e
também possuem as caracteristicas espectrais tipicas de
quitosanas. A comparacdo do espectro no infravermelho
de beta-quitina (GA=81%) com aqueles dos produtos
DAIUS identificados como NIBC (GA=25%), NIBM
(GA=22%) e NIBL (GA=20,8%) na regido em que
ocorrem as bandas de amida | (1660 e 1630 cm?),
amida Il (1560 e 1550 cm?), amida 111 (1310 cm™?) e de
deformacdes angulares (1380 cm™) permite observar que
a diminuicdo das intensidades dessas bandas ocorrem
concomitantemente com o decréscimo de GA (Figura 6).

As analises por difracdo de raios X de beta-quitina e
do produto DAIUS identificado como NIMC (Figura 7)
também mostram que a reacao de desacetilagao assistida por
irradiag@o de ultrassom de alta intensidade foi bem sucedida
pois o difratograma de beta-quitina exibe dois picos intensos
em 20=8° e 26~20°, referentes aos planos (010) e (020,110),
respectivamente, enquanto o produto DAIUS exibe picos
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muito menos intensos e alargados, indicando a perda de
cristalinidade. De fato, a diminuicdo na cristalinidade
quando quitina é desacetilada gerando quitosana € relatada
por diversos autores®’324 e ocorre como conseqliéncia
da hidrélise dos grupos acetamida das unidades GlcNAc,
desfavorecendo o estabelecimento de ligages hidrogénio
na quitosana quando comparada com a quitina de partida.
Portanto, as analises por espectroscopia no infravermelho e
difrag¢do de raios X confirmam que a aplicagdo do Processo
DAIUS a suspensdes de beta-quitina em solugdo aquosa de
hidréxido de sodio produz quitosanas.

Transmitancia

190 10 180 150 1o 120 o
Namero de Onda cm™’

Figura 6. Espectros no infravermelho no intervalo 1800 — 1200 cm-1 de
beta-quitina e das amostras NIBC, NIBM e NIBL geradas pela aplicacéo
do Processo DAIUS ndo-isotérmico, baixa amplitude de irradiacéo e
tratamentos de duragéo curta, média e longa, respectivamente.

Beta-quitina

12000

\~— e

6000

Intensidade (u.a.)

20 40

20

Figura 7. Difracéo de raios X de beta-quitina e da amostra NIMC,
gerada pela aplicacdo do Processo DAIUS néo-isotérmico, média
amplitude de irradiacéo e tratamento de curta duracéo.

Também foi constatado que o rendimento do

Processo DAIUS em termos da massa de quitosana
produzida se insere no intervalo 70 — 85% e é pouco
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afetado pelos parametros do processo (Figura 8).
Entretanto, é observado que o aumento da amplitude e
o prolongamento do tratamento resultam na diminuigdo
do rendimento da reacdo, sendo a amplitude da
irradiacdo o fator mais importante a afetar o rendimento
do processo.

=
-1

E E
Rendimento da Reagdio (%)

=

=Y =

Y

Figura 8. Variacéo do rendimento do Processo DAIUS em func¢éo da
amplitude da irradiacéo de ultrassom de alta intensidade e da duracéo
do tratamento.

L

adiagd0

M
puragao 981

O rendimento do Processo DAIUS foi determinado
por diferenca entre a massa inicial de beta-quitina e a
massa recuperada apds a reacdo, refletindo as perdas
por manipulacdo, principalmente nas transferéncias e
lavagens, e também aquelas associadas a formagdo de
produtos de baixa massa molar. Nesse Ultimo caso se
enquadram os ions acetato provenientes da hidrolise
dos grupos acetamida das unidades GICNAc de beta-
quitina, que leva a formagdo de quitosana, e também
os oligdbmeros formados via ruptura das ligacOes
glicosidicas. Considerando que o0s procedimentos
experimentais foram padronizados e cuidadosamente
executados, € assumido que as perdas de massa por
manipulacdo foram semelhantes em todas as reacdes.
Por outro lado, foi constatado que a tendéncia de queda
de rendimento do Processo DAIUS com o aumento
da amplitude de irradiacdo e com o prolongamento do
tratamento acompanha o decréscimo de grau médio
de acetilacdo, que reflete a ocorréncia de hidrélise dos
grupos acetamida, e a diminui¢do de massa molar média
viscosimétrica, que reflete a ocorréncia de ruptura das
ligacBes glicosidicas. De fato, a amplitude da irradiacéo e
a duragdo do tratamento afetam ambas as caracteristicas
dos produtos do Processo DAIUS nao-isotérmico e amaior
eficiéncia da reagdo de desacetilagdo ¢ acompanhada
pela ocorréncia de despolimerizacdo®. Entretanto, os
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resultados da aplicacdo do Processo DAIUS isotérmico
revelam que, apesar de ser executado em temperaturas
mais baixas e por tempos mais curtos, este permite a
producdo de quitosanas mais desacetiladas e de massa
molar mais elevada do que aquelas produzidas em outros
processos descritos na literatura (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas das quitosanas obtidas pela aplicagdo do
Processo DAIUS isotérmico e por outros processos descrito na literatura.

Caracteristicas da quitosana produzida

GA | Mvx10-
(%) | 5g/mol

Processo | Ref. | Quitina | T(0C) | t(min)

Chang | oy | wifa | >130 | 120 | 30 [ 24
etal.
TSZ'Ih | 51 | afa | 10 | 60 |27 2
K”;':a e 52 | beta | 60 |(@0180] 11 | ni
Tolomaite oo pora | 80 | (@9180| 3 5
etal.
41,
DAIUS beta | 50-60 | 2060 [141| 71

46
DAIUS | 41-46 beta 50-60 | 20-60 | 6,2 4.8
DAIUS | 41-46 beta 60-70 | 20-60 | 7,2 6,6
DAIUS | 41-46 beta 70-80 | 20-60 | 12,2 6,1

Conclusoes

A demanda por quitosana com caracteristicas e
propriedades uniformes paraa inser¢ao desse biopolimero
nas linhas de producdo das inddstrias cosmeética,
alimenticia e farmacéutica, entre outras, ndo vem sendo
suprida pelas empresas que processam 0s rejeitos da
indUstria pesqueira para producéo de quitina e quitosana.
Entretanto, conforme discutido neste trabalho, estudos
recentes tém sugerido processos inovadores, dentre eles
a desacetilacdo assistida por irradiacdo de ultrassom de
alta intensidade, Processo DAIUS, que podem suprir
as citadas necessidades. Assim, de acordo com nossos
estudos mais recentes, o Processo DAIUS possibilita a
producdo de quitosana com caracteristicas estruturais,
grau médio de acetilagdo e massa molar média, que sao
determinadas pela correta escolha dos parametros do
processamento, i.e. a amplitude da irradiacdo, a duracdo
e a temperatura do tratamento. Adicionalmente, também
foi demonstrado que o Processo DAIUS ¢ executado em
temperaturas mais baixas e por tempos mais curtos do
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que aqueles empregados nos processos convencionais
de desacetilagdo de quitina visando a producdo de
quitosana, sugerindo um grande potencial para aplicacdo
em escala industrial. A adequacdo do Processo DAIUS
para aplicacdo a desacetilacdo de alfa-quitina extraida de
cascas de camarfes vem sendo desenvolvida em nossos
laboratoérios com resultados promissores.
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Artigo Convidado 2

Aplicacoes Tecnolégicas
da Metodologia
Cristalografica

William B. Fernandes, Hamilton B. Napolitano, Caridad Noda-
Perez, Felipe T. Martins & Carlito Lariucci

Com o intuito de se conhecer a estrutura molecular e cristalina dos compostos quimicos
para posteriores analises fisico-quimicas e estudos de aplicacao, lanca-se mao da cristalografia
como metodologia cientifica, que permite conhecer a estrutura de qualquer composto quimico
cristalino sem nenhuma informagéo a priori. Esta metodologia esta baseada em conceitos
como difragdo de raios X por materiais cristalinos, simetria, lei de Bragg e transformada de
Fourier. O presente trabalho tem como finalidade apresentar as principais etapas do trabalho
cristalografico, desde a coleta de dados em monocristais, solugdo e refinamento da estrutura
até as etapas de analise e validagdo do modelo cristalografico obtido e posterior deposito no
banco de dados apropriados.

Palavras-chave: estrutura molecular, difracéo de raios X, intera¢des intermoleculares.

In order to know the molecular and crystalline structure of chemical compounds
for further physical-chemical analysis and application studies, launches hand of
crystallography as a scientific methodology that allows knowing the structure of any
crystalline chemical compound without any a priori information. This methodology is
based on concepts such as X-ray diffraction by crystalline materials, symmetry, Bragg’s
law and Fourier transform. This work aims to present the main steps of crystallographic
methodology, since the data collection from a single crystal, solution and refinement of
structures until the steps of analysis and validation of crystallographic model, and deposit
in appropriate crystallographic database.

Keywords: . molecular structure, X-ray diffraction, intermolecular interactions.
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Introducéo

O conhecimento do arranjo dos &tomos em uma
molécula (estrutura molecular) e da posigdo relativa de
todas as moléculas em um cristal (estrutura cristalina) para
substancias obtidas tanto sinteticamente como isolados de
fontes naturais, é extremamente Util para o entendimento
das propriedades quimicas, fisico-quimicas e biologicas
dos compostos para 0s mais variados ramos da ciéncial?.
Na Fisica e na Ciéncia dos Materiais, é fundamental a
relacdo entre propriedades fisicas e a estrutura interna
dos solidos; em Quimica as caracteristicas estéricas de
novos compostos ou complexos s6 podem, em muitos
casos, serem conhecidas através da determinacdo de sua
estrutura; em Biologia e Bioquimica a atividade funcional
de uma biomolécula esta intimamente relacionada com sua
estrutura tridimensional; em Medicina e Farmacologia a
acdo de certos farmacos envolve interacdes entre farmaco-
receptor e a maneira como isto acontece é determinada
pela estrutura de ambos componentes!34,

Com o interesse em conhecer a matéria a nivel
atbmico, torna se necessario o desenvolvimento de
ferramentas que possibilitem a obtengdo de informacGes
a este nivel de resolucdo. Entretanto, poucas sdo as
metodologias rotineiramente disponiveis quando se
faz necessario saber a distribuigdo espacial relativa
dos atomos constituintes de uma dada molécula. Estas
metodologias incluem: Difracdo de Raios X (DRX)
por Monocristais, Difracdes de Néutrons, Ressonancia
Magnética Nuclear, Espalhamento de Raios X a Baixo
Angulo (SAXS), Microscopia Eletronica, Modelagem
Teodrica e outros. Dentre estas, o0 método cristalografico
apresenta-se como 0 mais adequado devido a alta
resolucdo com que se pode descrever a densidade
eletrbnica?®. Este método estd baseado no fendmeno
da difracdo, e fornece o conhecimento da disposicao
tridimensional dos atomos na estrutura molecular para
compostos no estado cristalino quando expostos a
radiacdo X, ndo necessitando de nenhum conhecimento
a respeito do composto a priori®4,

Os dados obtidos através de experimentos de
difracdo de raios X consistem apenas nas intensidades e
as posicOes dos feixes difratados, a partir dos quais se
pode obter a amplitude dos fatores de estrutura |F(h)|.
Toda informagdo explicita das fases dos fatores de
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estrutura, ¢(h), é perdida durante o experimento, o que
impossibilita a determinacdo analitica da estrutura a
partir das intensidades medidas. As posicdes atdmicas
sdo determinadas pelos valores maximos da funcao
de densidade eletronica p(r) (Eqg. (1))*¢, onde V é o
volume da cela unitéaria e F(h) é o fator de estrutura na
forma complexa, sendo seu modulo |[F(h)| proporcional
a intensidade da reflexdo medida para diregdo hkl. A
quantidade h.r corresponde ao produto escalar entre
o0 vetor espalhamento no espago reciproco h e o vetor
posicdo no espaco direto r.

p(r) :%ZF(h)exp[—Zrc[(hAr)] = VlZIF(h)|exp[—2n i(hr)+ip(h)) (]_)

Para que essa fungdo seja conhecida, torna-se necessario
o0 conhecimento dos fatores de estrutura F(h) (amplitude
¢ fase) de cada reflexdo coletada. Nesse sentido, o
trabalho de caracterizacdo estrutural da amostra cristalina
é a construcdo da densidade eletronica a partir das
amplitudes e fases dos fatores de estrutura. Uma vez
que estas informagBes sdo obtidas, e as posi¢Oes dos
atomos precisamente conhecidas, sdo calculadas as
distancias interatdbmicas, os angulos de ligacdo, angulos
conformacionais, e as caracteristicas moleculares de
interesse, como por exemplo, a planaridade, estabilidade
de um grupo particular de atomos e informacdes estéreo-
quimicas e estruturais desejadas™®. Sdo calculadas
ainda as interagcBes intermoleculares envolvidas no
empacotamento molecular do cristal, sendo este, um ramo
da ciéncia conhecido como Quimica Supramolecular®.
Frequentemente surgem problemas durante o refinamento
de uma estrutura, tais como coleta de cristais geminados
(twinning) e problemas de desordem cristalografica, e
alguns procedimentos e avalia¢Bes no sentido de modelar
e resolver estes problemas necessitam ser executados'.
Desta forma, o trabalho de elucidacdo estrutural por
cristalografia de raios X em monocristais, ¢ um trabalho
interativo e multidisciplinar, e envolve as seguintes etapas:
coleta, processamento e reducdo dos dados; solucdo e
refinamento da estrutura; validagdo e analise do modelo
cristalografico; depdsito no banco de dados apropriados??.

A Difragdo de Raios X por Cristais

A difragdo pode ser definida como o fenémeno de
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perturbacdo do deslocamento de uma onda devido a
interagdo com um obstaculo. Mais especificamente, a
DRX pode ser entendida como a alteracdo da direcdo de
propagacéo, amplitude e fase da radiacéo eletromagnética
cujo comprimento de onda (A) varia entre 0,1 A e 100 A
como consequéncia da interagdo com centros espalhadores
eletrénicos periodicamente arranjados em um cristal.
Para que haja DRX por um cristal, raios X espalhados
devem estar em fase para interferirem construtivamente e
terem suas amplitudes resultantes regidas pelo principio
de superposicdo de ondas. Para estarem em fase, a
diferenca de percurso entre os feixes difratados por
centros espalhadores deve equivaler a um nimero inteiro
n de comprimentos de onda (ni). O termo n representa a
ordem de difracdo, o qual deve ser obrigatoriamente um
nimero inteiro. A construgdo geométrica que relaciona
esta observag@o com o angulo de difra¢do 0 e a distancia d
entre os centros espalhadores periodicamente arranjados é
conhecida como Lei de Bragg e é dada por:

2 d senf = na. 2)

Uma vez satisfeita esta condicdo, o0 que
necessariamente implica que os centros espalhadores e
a radiacdo espalhada possuem grandezas espaciais de
magnitude similar, ondas refletidas a partir de centros
espalhadores periodicamente ordenados estardo todas em
fase e resultardo em feixes difratados. Afuncdo matematica
que descrevera tais feixes difratados dependerd da
natureza e estrutura dos centros espalhadores. Portanto,
quando difratados, raios X informam quais e como 0s
atomos espalhadores estdo periodicamente arranjados
no espaco, 0 que permite a determinacdo da estrutura
intramolecular e intermolecular, e também as dimensoes
da cela unitéaria cristalografica.

Quando ha uma relacdo de fase definida entre o
vetor do campo elétrico incidente E, de uma radiacdo
eletromagnética e a aceleracdo causada em um elétron
devido a interagdo com esta radiagdo, qualquer elétron de
carga e e massa m € acelerado com uma aceleracao a:

a= LE, o)

Por sua vez, o elétron acelerado atuard como uma
fonte emissora de radiagdo sob desaceleracdo. Este € o
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principio do espalhamento Thomson, em que uma onda
interage com uma particula e é espalhada com a mesma
frequéncia e comprimento de onda da radiac&o incidente.
O espalhamento Thomson é referenciado também como
espalhamento coerente e € aquele observado no fenémeno
de DRX por cristais, embora o espalhamento Compton
incoerente também ocorra como parte da radiacdo
espalhada de fundo. Entretanto, o espalhamento Compton,
caracterizado pela colisdo entre duas particulas (foton e
elétron) com alteracdo na frequéncia e comprimento de
onda da radiacdo espalhada, nédo resulta no padréao discreto
de DRX, pois nao ha uma relagdo de fase bem definida
neste evento de interacéo particula-particula.

Aradiacdo espalhada serd caracterizada por um vetor
de campo elétrico E., que podera se orientar em qualquer
direcdo no plano normal a diregdo de propagacdo da
radiacdo eletromagnética. Esta aleatoriedade da direcdo
de E, se deve ao fato do feixe incidente também nao
ser polarizado. Considerando que a polarizagéo parcial
p de Ees'D ¢ uma fungdo do angulo de difracdo 0, ¢, é
uma constante eletromagnética fundamental da ordem
de 8,854.10"2 F m?, ¢ é a velocidade de propagacédo da
radiacdo eletromagnética e r é a distancia entre o elétron
e 0 ponto de deteccdo da radiacdo espalhada, Eeor sera
dado por:

2 2
_ 1 26
Eesp_ —2—e [1 +cos” 2601 Ein. (4)
4nsormc 2

Se definirmos a habilidade de um elétron em espalhar
aradiacdo eletromagnética como o fator de espalhamento
eletronico f

2
fom —2 ©)
4r:gormc

temos uma nova expressdo para a amplitude da radiacéo
espalhada S

2
Eesp= {e [1+cozs (20)] Ein- (6)
Correcdes devidas a polarizacéo parcial do vetor de
campoelétricodaradiacdoespalhadadevemserrealizadas,
principalmente quando cristais monocromadores sdo
utilizados para selecdo de determinado comprimento
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de onda dos raios X. A polarizacdo parcial induzida
pelo cristal monocromador afetara o espalhamento
subsequente pelo cristal em estudo, comprometendo a
magnitude da radiacdo espalhada. Neste caso, 0 termo
referente a polarizacdo p deve ser reescrito como:

p = [1+ Kcosz(ze)]’ (7

1+K

onde K érazdo entre os feixes paraleloe normal a superficie
do plano espalhador da radiacdo na fonte monocromatica.
Estes dois feixes sdo derivados da decomposicdo do
vetor de campo elétrico em dois componentes, um
paralelo a superficie do plano espalhador, dependente
apenas da densidade eletronica no plano (feixe @ ou I”),
e outro perpendicular a esta superficie (feixe o ou 1,),
0 qual depende tanto da densidade eletrdnica no plano
quanto do angulo de difragdo 6. Este ultimo componente
é responsavel pelo decréscimo da radiacdo espalhada
devido ao fator de polarizagdo. Sua completa anulacdo
e, consequentemente, a anulacdo de metade da radiacdo
espalhada decomposta nos dois componentes lel, de
mesma magnitude ocorre quando 20 = 90°. Considerando
o angulo de difragdo 0_ do cristal monocromador, uma
aproximagdo muito utilizada para o valor de K é:

K =cos (20,). (8)

Uma vez aplicada correcdo devida a polarizacdo
parcial da radiacdo espalhada, podemos expressar a
radiacdo espalhada E.., POr um elétron como:

E. =T By ©)

esp

Para uma distribuicdo discreta de n elétrons, a
radiacdo espalhada S total relativa a radiacdo incidente
E,, sera dada por:

E esp

S22 1, (10)

n

onde o termo exponencial se refere a relacdo de fase
definida como o niimero ou fragdes de comprimentos de
onda que separam os elétrons discretamente distribuidos
no espaco.

Enquanto a habilidade de um elétron em espalhar a
radiagdo eletromagnética ¢ definida como f,, a habilidade
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de uma distribuicdo eletrdnica continua, como aquela de
atomos reais, em espalhar a radiagdo eletromagnética
pode ser entendida como:

fp(r) d(r), (11)

onde o produto p(r) d(r) é o nimero médio de elétrons
confinados no elemento de volume d(r). Portanto, p(r)
pode ser referenciada como a funcdo de densidade
eletrdnica de uma distribuicdo eletrénica.

Agora, reescrevendo a equacgdo da radiagdo espalhada
E,, total relativa a radiacdo incidente E; para uma
distribuicdo continua de elétrons em que a habilidade de
um centro espalhador em espalhar a radiacdo serd dada
pela equacdo anterior, e expressando a fase relativa no
termo exponencial em funcéo do vetor de espalhamento
Ak e do centro espalhador r como e i¢" = g 14k" temos:

E

%: j {e P(l’)eiAkrd(r)- (12)

in

Agora, a radiagdo espalhada é funcdo do vetor de
espalhamento Ak, cuja direcéo de espalhamento é dada
pelos indices hkl. Uma vez que a integracéo nao é sobre a
variavel r embutida em f , n6s podemos extrair este termo
da integral. Em adicdo, a expresséo

Eesp(Ak) , (13)

E in{e

representa a habilidade relativa dos centros espalhadores
de uma cela unitaria em espalhar radiacéo eletromagnética
quando comparada com a habilidade de um Unico elétron.
Esta expressdo especifica a amplitude da difragdo em uma
dada dire¢do de espalhamento indexada por hkl. Entdo,
podemos definir a expressdo anterior como o fator de
estrutura F,, de um maximo de difragdo correspondente
ao ponto da rede reciproca definido pelos integradores hkl.

Através da substituicdo da representacdo vetorial
r dos centros espalhadores no termo exponencial por
coordenadas fracionérias xyz e vetores cristalograficos
abc, representando o ponto r como:

xa+yb+zc, (14)

e 0 volume dr em funcao do volume V da cela unitaria como:
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V dx dy dz, (14)

e, por fim, assumindo a proporcionalidade entre o vetor
de espalhamento Ak e o vetor de rede reciproca G,
como sendo:

Ak=2pG (15)

hkl?

onde G, pode ser definido em termos de vetores
cristalograficos da rede reciproca a* b* ¢c* como:

G,,=d, " =ha*+kb*+Ic* (16)

temos o fator de estrutura Fhkl como:

x=1y=1lz=1
2n i (hx + + 1
Figa = V.[ I .[ peryz) T gy g (A7)
x=0y=02=0

A integracdo sobre a funcdo de densidade eletrdnica
através das coordenadas da cela unitaria deve ser
realizada sobre todo o conteudo da mesma, o que justifica
os limites da integracéo indo de zero a um. Desta forma,
a funcéo de densidade eletrdnica, outrora representada na
forma vetorial por p(r), é também expressa agora como
funcdo das coordenadas fracionarias xyz.

Fatores de estrutura F & podem ser expressos
em funcdo de fatores de espalhamento atémico.
Considerando que um elétron isolado espalha raios X
com uma determinada intensidade definida pelo fator
de espalhamento Thomson, um &tomo contendo Z
elétrons espalharia raios X com intensidade igual ao
produto entre Z e a intensidade de um Unico elétron
isolado, conforme descrito anteriormente. Entretanto,
devido as distancias entre os atomos serem da ordem
de grandeza do comprimento de onda dos raios X, as
ondas que os elétrons espalham interferem umas com
as outras, de forma que s6 haverd uma dada intensidade
correspondendo a todos os elétrons de um atomo na
direcdo de incidéncia dos raios X. Para o espalhamento
em outras diregdes observa-se interferéncia parcialmente
destrutiva devido ao distanciamento entre os elétrons
de um atomo culminar em diferencas de percurso da
radiacdo espalhada. Assim, a amplitude total do feixe
espalhado por um atomo, a qual recebe contribuicdes de
todos os seus elétrons, ou seja, é proporcional ao nimero
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atémico e dependente dos espagamentos intereletronicos,
decresce com 0 aumento do angulo de espalhamento. Esta
habilidade de um atomo em espalhar os raios X ¢ definida
como o fator de espalhamento atémico fj e constitui a
amplitude espalhada pela distribuicdo de elétrons de um
atomo normalizada em relacdo a amplitude espalhada
por um elétron isolado, sob condi¢des idénticas. Fatores
de espalhamento atdmico podem assumir como valor
maximo Z (nimero atdbmico do atomo) na ocasido dos
elétrons espalharem a radiacdo em fase, na direcdo de
incidéncia do feixe de raios X (20 = 0). Para os feixes
espalhados na direcdo da incidéncia, os raios X estardo
em fase e a amplitude resultante deriva do principio de
sobreposi¢do de ondas. Quando o angulo de difracéo é
diferente de zero, as trajetorias dos raios espalhados sdo
diferentes e a diferenca de fase resulta em interferéncia.
Considerando uma molécula, a onda total espalhada
por todos os atomos € dada pela soma vetorial das
contribuicdes individuais de cada atomo.

Em pratica, o fator de espalhamento atémico significa
a tendéncia de um atomo para espalhar a radiagdo X, a
um dado angulo e certo A. Assim, valores tabelados sdo
encontrados para razdes de senf/A, expressos como o
quociente entre a amplitude da onda espalhada por um
atomo sobre a amplitude da onda espalhada por um
elétron. De maneira similar ao fator de espalhamento
atbmico, o fator de estrutura € um quociente de duas
amplitudes: a amplitude da onda espalhada por todos o0s
atomos da cela unitéria e a amplitude da onda espalhada
por um elétron isolado, onde a magnitude deste fator
depende unicamente da posicdo relativa de todos os
atomos na cela unitaria e de seus respectivos fatores de
espalhamento. Entdo, é conveniente expressar os fatores
de estrutura F_ em funcdo dos valores de f de cada
atomo, o qual embute a fungdo de densidade eletrnica
do 4&tomo em um certo volume determinado pelo seu raio
atémico. Entdo, a equacao anterior é reescrita como:

Fog = 2 Ari (i +hyj+1a) (18)

J
onde o somatoério deve ser efetuado sobre todos os &tomos
da cela unitaria. Uma vez que os atomos da cela unitaria
podem estar relacionados por elementos de simetria do
grupo espacial, a equagdo anterior pode ser simplificada.
Os fatores de espalhamento atdbmico devem também ser
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corrigidos em funcdo da temperatura. Em um modelo
isotropico de deslocamento, em que as vibragdes térmicas
sdo esfericamente simétricas em todas as dire¢des, o fator
de temperatura T, de um atomo para qualquer conjunto
de planos de rede (hkl) dependerd do espagamento
interplanar e da magnitude de vibracao perpendicular aos
planos. Entéo, o fator de espalhamento atémico corrigido
(fj)T em funcdo da temperatura serd dado por:

({j)T: {/‘T},e' (19)

onde T, ;€ dado por:

2
Tj o=@ -B; (sen 9/7»2)’

>

(20)
e B assume a grandeza:
8 p?<u?>, (21)

onde <u?> representa o deslocamento quadratico médio
do &tomo j.

Em cristais moleculares, os atomos estdo ligados
covalentemente uns aos outros e, portanto, forcas
atrativas e repulsivas sobre ligacdes quimicas distorcem
a distribuicdo da densidade eletrénica de tal forma que
um modelo isotropico de deslocamento atomico deve ser
aperfeigoado para um modelo anisotropico de vibragao
térmica. Neste modelo, os &atomos tém diferentes
liberdades de deslocamento em trés dire¢Bes ortogonais
(mutuamente perpendiculares). Entdo, neste modelo mais
realistico de deslocamento térmico, um Unico parametro
térmico isotropico B, € substituido por seis parametros
térmicos anisotropicos U, trés deles definindo a forma da
representacdo elipsoidal do atomo j e trés especificando
sua orientacdo. Neste caso, a expressdo para o fator de
temperatura anisotropico T, , serd dada por:

_ 2mUh 2 Upkb* Ul & % 2U h ka*b* + 2U 3hl a%e + 2Upkl bre* )], 22)

Tio

A fun¢do de densidade eletronica p(xyz) varia
periodicamente de uma cela unitaria a outra através do
cristal, como consequéncia do ordenamento periddico
dos atomos no estado cristalino. Devido a esta
periodicidade, p(xyz) pode ser descrita por uma série
de Fourier tridimensional. Portanto, o padrdo de DRX
é a transformada de Fourier T da funcdo de densidade
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eletronica. Pelo teorema de Fourier, a fungéo de densidade
eletronica serd a transformada inversa T do padrdo de
DRX, como exemplificado abaixo:

Fy = To(xyz), (23)

-1
pxyz) = T Fyy. (24)

A partir do padrdo de DRX, composto pela
amplitude e fase intrinseca dos fatores de estrutura
F,, difratados em direcGes de espalhamento discretas
e definidas, a fungdo de densidade eletronica pode ser
entdo calculada para cada ponto da cela unitéria através
de suas coordenadas fracionarias por meio da sintese de
Fourier dada pela relagéo:

h =400k =t =+

p(xyz) _ V-l ZZ 2 Fhk] e-Zni(hx + ky +lz). (25)

h =0 k=—0l=—op

Como mencionado anteriormente, o padrdo de DRX
é discreto e ndo continuo, sendo caracterizado por fatores
de estrutura F_ em posicdes indexadas. Por esta razéo, a
integral tripla se degenera dentro de somatoérios na equacao
anterior sobre todos os valores possiveis de indices dos
vetores de espalhamento. A intensidade da radiagdo
espalhada é uma funcdo inversamente proporcional ao
angulo de difragdo 0, sendo que, para um dado comprimento
de onda A da radiagdo incidente, somente os pontos da rede
reciproca caracterizados pelo vetor de rede reciproca G,
cujas magnitudes satisfazem a relacéo:

G, <2\ (26)

poderdo ser detectados em um experimento de DRX. O
termo 2 A é 0 raio da esfera limite, a qual representa
uma construcdo geométrica originada da rotagdo do
cristal sobre a esfera de Ewald. Este valor é equivalente
ao diametro da esfera de reflexdes ou esfera de Ewald,
construcdo geométrica que estabelece uma esfera de raio
A1 cujos pontos de rede reciproca devem atravessa-la para
satisfazerem a Lei de Bragg e, portanto, ser observado o
fendmeno da DRX. A esfera limite restringe o conjunto
de pontos da rede reciproca que podem atravessar a esfera
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de Ewald. Portanto, todo conjunto de dados de DRX sera
sempre finito, e a equagdo da sintese de Fourier pode ser
escrita para os valores limites dos indices hkl como:

o(xyz) = ZZ ZFhkl e-zm(hx+ky+12)_ 27
ok

Experimentalmente, quando um monocristal de um
dado composto é irradiado com raios X, tipicamente com
um | dentro da faixa compreendida entre 0,7 A a2,0 A, ele
se comporta como uma rede de difracdo tridimensional e
produz um padréo de difragdo constituido de um arranjo
tridimensional de intensidades difratadas. As intensidades
destas reflexdes estdo intimamente relacionadas a
densidade eletronica dos atomos espalhadores, uma vez
que o padrdo de difracdo é a transformada de Fourier
da densidade eletronica da estrutura e, inversamente, a
densidade eletronica da estrutura é a transformada de
Fourier do padréo de difracdo. Isto pode ser evidenciado
através da relacdo anterior. Desta forma, através das
intensidades e dire¢des das reflexdes difratadas € possivel
determinar a densidade eletrdnica da estrutura.

Uma vez conhecidos os fatores de estrutura F_, a
densidade eletronica p(xyz) pode ser calculada para cada
ponto xyz na cela unitaria, viabilizando a construcao
de mapas de densidade eletronica de uma molécula em
um cristal por um procedimento de calculo conhecido
como sintese de Fourier. Quando um mapa de densidade
eletronica com resolugdo em torno de 1,0 A ao longo dos
eixos cristalograficos ¢ calculado, os picos de densidade
eletronica podem ser atribuidos aos centros espalhadores
atdmicos e, consequentemente, as suas posicoes. Todavia,
o calculo desses mapas envolve a obtencdo das fases
intrinsecas «, , dos fatores de estrutura, uma vez que:

I

F “hki (28)

hki ~ | Fhkl\ €
COLETA, PROCESSAMENTO E REDUCAO DOS
DADOS

A coleta de dados é o procedimento de medida das
intensidades das ondas difratadas. Depois de um nimero
convencional de reflexdes, um computador acoplado ao
difratdmetro calcula os parametros da melhor cela unitaria
¢ da matriz de orientagdo, baseada em reflexdes centradas
e indexadas, seguindo a estratégia que da um conjunto de
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dados completos e uma multiplicidade observada (MoO)
alta que é melhor conseguido com a tecnologia do detector
bidimensional tipo Charge Coupled Device CCD8%, A
partir da matriz orientacdo, um programa de coleta de
dados € iniciado de forma automatica, sendo obtido um
conjunto de imagens, em geral pelo método de rotacéo
do cristal que, depois de integradas e processadas, levam
a um conjunto de reflexdes que fornecem tanto a dire¢@o
hkl quanto a intensidade de cada feixe difratado®. A partir
do padrdo de distribuicdo das intensidades obtidas, é
possivel se determinar os pardmetros de rede e a métrica
que possibilitard a obtencdo dos dados de simetria.

O proximo passo ¢ a reducao dos dados, uma vez
que as intensidades das reflexdes que foram medidas
por difracdo de raios X, estdo afetadas por uma série
de fatores que dependem do arranjo experimental
utilizado. Sao obtidos, entdo, os modulos dos fatores
de estrutura, |F(h)|, a partir das intensidades observadas
experimentalmente, corrigidas pelos diversos fatores
que os afetam que é executado por programas que
aplicam varias corre¢des como Lorentz, polarizagdo,
absorcdo, extincao primaria e secundaria, e determina os
valores de “incerteza padrdo” (o) para cada reflexao®,

Assim,os dados obtidos em um experimento de
DRX sdo as intensidades espalhadas I, em diregdes
definidas, as quais podem ser relacionadas apenas a
amplitude dos fatores de estrutura e, portanto, aos seu
modulos, através da relagdo:

I 2
Ly Z%K Lkt phkt Anid €'nid ‘(Fhkl)T‘ Veristy (29)

em que I € a intensidade do feixe incidente de raios
X, o é a velocidade angular de rotagdo do cristal, K é 0
fator de escala que converte os modulos dos fatores de
estrutura em valores relativos para grandezas absolutas
(definimos o fator de estrutura F_, de um maximo de
difracdo pela equacéo

Eespit (30)

a qual nos permite concluir que tais fatores de estrutura
F . S0 grandezas relativas, normalizadas em relagdo
ao produto E_ f, entdo, para levar F  para um valor

absoluto devemos multiplica-lo tanto por E_ (I, =E, ?)
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quanto por f_ termo este embutido no fator de escala K
(K =12 N? onde N é o nimero total de celas unitarias
contidas dentro do volume V_._ do cristal)), L, € o fator
de Lorentz que corrige as diferentes oportunidades
temporais e geométricas que diferentes pontos da rede
reciproca tém para difratar em funcdo da interseccdo
com a esfera de Ewald (L, = 1/sen 20), p,,, € o fator
de polarizagdo discutido anteriormente, A, € o termo
que corrige o efeito da absorcéo dos raios X e assume a
forma de e**, onde p é o coeficiente de absor¢do linear do
cristal e x ¢é trajetoria total cursada pelos feixes incidente
e espalhado, e’ corrige os efeitos de extingdo primaria
(reflexdes multiplas por planos de Bragg fortemente
espalhadores dos raios X) e secundaria (decréscimo da
radiacdo incidente dentro do interior do cristal devido a
difragdo por planos mais externos) e é fungéo do nimero
de planos perfeitamente paralelos dentro do cristal, entre
outras varidveis. Por fim, o quadrado do moédulo presente
na equagdo que corrige as intensidades dos m&ximos
de difracdo de raios X considera o fator de estrutura ja
corrigido em funcdo da temperatura, em que:

(Eydp e ™ TR, (@1
J

Na prética, o processamento das intensidades
experimentais de DRX € feito usando programas como
0 HKL Denzo-Scalepack™. Além dos fatores fisicos
e geométricos descritos anteriormente, este programa
inclui outros parametros refinaveis no calculo do fator de
escala geral das reflexdes coletadas usando difratdmetros

com geometria Kappa®.

SOLUCAO E REFINAMENTO DA ESTRUTURA

A etapa de solugdo da estrutura estd associada a
obtenc&o da fase ¢(h) de cada reflexdo medida, de forma
que seja possivel a construgdo dos mapas de densidade
eletrdnica p(r). Ainda que néo exista uma solucdo geral
para o problema da fase, foram descobertas certas
relagdes matemaéticas entre fatores de estrutura a partir
das quais certo conjunto de fases pode ser encontrado
diretamente, os conhecidos Métodos Diretos®®. O uso
destas relagdes e outras levaram aos mais sofisticados
codigos de resolugdo de estruturas, como sejam os
desenvolvidos por George Sheldrick (SHELXS-97)%3
e por Altomare e colaboradores (SIR-92)' presentes
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no pacote de programas de resolucdo e analises
cristalograficas WinGX*.

Além dos Meétodos Diretos, que é amplamente
utilizado na solugéo do problema da fase para pequenas
moléculas sendo também um método promissor para
a cristalografia de proteinas, existe outro método
amplamente utilizado na determinacdo da posicao
de atomos pesados na cela unitaria, conhecido como
Método de Patterson®'’. Este método pode ser muito
efetivo na localizacdo do ponto de partida para a
solucdo da estrutura, fornecendo informagdes sobre
distancias interatbmicas a partir das quais é possivel,
eventualmente derivar as posi¢des dos 4&tomos sem que
seja preciso informacdo acerca das fases. A solucdo de
Patterson geralmente contém somente a sub-estrutura
enquanto que os Métodos Diretos frequentemente ddo as
posigdes de quase todos os atomos néo hidrogenodides, no
entanto o Método de Parterson é mais rapido e os atomos
remanescentes sdo encontrados geralmente na sintese
Fourier diferenga apds alguns ciclos de refinamento®52°,
Algumas estruturas que ndo podem ser resolvidas
com os Métodos Diretos convencionais séo resolvidas
rapidamente com programas baseados nos algoritimos
de espaco dual, como por exemplo, a implementacgéo dos
programas Shake and Bake ou SHELXD?®?, A escolha
do melhor destes métodos vai depender do problema
individual (tamanho da estrutura, presenca de atomos
pesados, presenca de espalhamento anémalo, resolugdo
méaxima, e outros)*.

O que se obtém da resolucéo séo os mapas de densidade
eletrnica que sdo calculados utilizando o melhor conjunto
de fases como indicados pelas figuras de mérito. Estes
mapas resultam da sintese de Fourier usando como
coeficientes da série, os fatores de estrutura normalizados
E(h). Os m&ximos num mapa de E devem corresponder as
posicdes atbmicas, mas, por causa dos erros sistematicos
nas fases, podem existir picos residuais onde ndo existem
atomos, ou faltar picos onde deveria ter devido a presenca
de algum atomo. O programa SHELXS-97* faz uma lista
de picos, colocando-os em forma decrescente. Em seguida
0 operador deve tentar resolver a estrutura da molécula a
partir deste mapa, através de critérios estéreo-quimicos
para identificacdo de fragmentos moleculares. Em alguns
casos, boa parte das moléculas pode ser visualizada,
porém, o mais comum & achar alguns picos e entdo usar,
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por exemplo, uma sintese Fourier Diferenca que é uma
sintese de Fourier na qual se utilizam como coeficientes
a diferenga entre os modulos dos fatores de estrutura
observados [F(h)|,. e calculados |F(h)|_, conforme a Eq.
(32), sendo o, as fases calculadas a partir do modelo, e
k um fator de escala®®.

Ap(r) :lZ(k\F(h)\Ubs = [F(h)\,,) exp(ic, ) exp(-2rih.r),  (32)
\%

este método € feita a diferenca entre a densidade
eletronica observada p(r),. € a densidade eletronica
calculada p(r),, , em que Ap(r)=p()e—p(Ne. A
partir da Eq. (32) pode ser construido um mapa de
densidade eletrénica do qual podem ser observados
novos picos que podem ser atribuidos a atomos leves
que ndo haviam sido incluidos no modelo inicial. Para
estruturas contendo um ou mais 4tomos bem mais
pesados em relagdo aos outros mais leves, 0s picos
correspondentes a estes atomos mais leves ficam
confundidos com as flutuagdes de fundo, aparecendo
somente 0s picos correspondentes aos atomos pesados,
conforme apresentado na Figura 1.

Na diferenca das densidades eletrnicas estas
flutuacdes anulam-se, pois sdo praticamente as
mesmas em ambos e, portanto é possivel localizar
outros atomos. Em certos casos favoraveis é possivel
localizar, mediante esta sintese, a posicdo dos atomos
de hidrogénio®8. As posi¢bes atdbmicas da estrutura
molecular inicial, obtidas da primeira solucdo, ndo séo
resultado direto do experimento de difracdo, mas uma
interpretacdo da fungdo densidade eletronica calculada
a partir da medida das intensidades e dos angulos de
fase de alguma forma determinados inicialmente.
Novas fases ¢(h) mais acuradas podem ser calculadas
para as posicdes atdbmicas, que permitem uma re-
determinacdo da funcdo de densidade eletronica p(r)
com uma precisdo maior. Novos atomos podem ser
introduzidos e algumas vezes, precisam ser removidos
do modelo para o melhor ajuste da funcéo p(r). Quando
0 modelo atdbmico esta completo, os atomos podem ser
descritos como elipséides (refinamento anisotropico)
e as posicdes de atomos de hidrogénio podem ser
determinadas ou calculadas geometricamente®2°,

Todas as etapas desde a obtengdo do modelo inicial até
a obtenc¢do do modelo acurado é chamado de refinamento.
Proporcionalmente as intensidades coletadas, se

Jan / Jun de 2010

obtém os fatores estrutura denominados observados
|F(h)|,,. Baseado em transformadas de Fourier, um
conjunto completo de fatores de estrutura denominados
calculado |F(h)|_, € obtido a partir do modelo atémico.
O refinamento é o procedimento de minimizagdo da
discordancia entre os modulos dos fatores de estrutura
observados |F(h)|,. e calculado |F(h)|,, realizando
pequenas modificagdes nos pardmetros atomicos
(portanto das fases ¢(h) calculadas) determinados para
a estrutura aproximada®®*°. O principio utilizado é o
dos Minimos Quadrados®® em que a soma dos erros ao
quadrado é minimizada através da funcdo M dada pela
Eq. (33), onde w ¢é o peso atribuido a cada reflexdo,
inversamente proporcional ao desvio padrdo o, que
esta associado a medida da reflexdo h. As intensidades
calculadas sdo entdo comparadas com as intensidades
medidas, e o melhor modelo é aquele que minimiza M.

Im
A

FI(h)

©
w

()

b p(h) o

*Re

Figura 1. O fator estrutura F(h) de fase ¢(h) e suas componentes devido
a atomos leves F (h) e pesados F(h).

M :Zh:wh [‘F(h)‘jbs _‘F(h)‘ial} . (33)

O refinamento ¢ um processo interativo na constru¢ao
do modelo cristalografico, guiado pela convergéncia
e pela consisténcia quimica do modelo obtido*°. Um
dos programas mais utilizados para o refinamento de
pequenas moléculas é o SHELXL®, cuja rotina esta
baseada no esquema da Figura 2.

Para utilizar o SHELXL somente dois arquivos de
entrada (input) sdo necessarios: 0 arquivo de instrucdo
name.ins que contém os dados do cristal, as instru¢ées
de refinamento e as coordenadas dos atomos; ¢ o arquivo
com os dados de reflexdo name.hkl que contém as
coordenadas das reflexdes medidas no espago reciproco
hkl e as intensidades F? com suas incertezas associadas
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o(F?). Todos os arquivos aqui citados estdo no formato
de arquivos de texto do tipo ASCIIL. Apos alguns ciclos
de refinamento com o SHELXL, sdo gerados dois
arquivos principais. Um arquivo name.res com as novas
coordenadas fracionarias e parametros de deslocamento
atdbmicos obtidos, juntamente com os indices estatisticos
utilizados na validacéo do modelo. O outro arquivo obtido
é 0 name.lst que contém informagdes mais detalhadas
do refinamento. Novos parametros podem ser incluidos
ou ajustados no arquivo name.res, que podera ser salvo
na extensdo name.ins, recomecando todo o ciclo até a
obtencdo do modelo esperado®®,

name . hkl
name.ins —» SHELXL — name.lst
name.pdb
907} l name. fcf
name.res name.cif

Figura 2. Organizagdo da rotina de refinamento de estrutura utilizando
0 SHELXL.

Esperava-se que com a evolugdo da informatica
e dos equipamentos de coleta de dados fossem
criadas estratégias automatizadas de refinamento de
estruturas, mas um ndmero crescente de estruturas
tem requerido a intervencdo e a percepcdo humana.
Se o refinamento de uma estrutura nao converge de
um jeito normal, algumas possiveis acdes podem ser
executadas. Problemas durante o refinamento aparecem
quando os fatores R crescem incontrolavelmente, e 0s
parametros de deslocamento atbmicos assumem valores
absurdos, ou mudancas de parametros fazem a estrutura
irreconhecivel. Nos tltimos estagios isto pode significar
a extingdo de alguns pardmetros ou ainda que algum
parametro de deslocamento se torne significativamente
negativo. Exclusdo de atomos validos é geralmente
menos prejudicial do que a inclusdo de falsos, e em
qualquer caso, os atomos validos reaparecem em mapas
posteriores®1018,

A estrutura cristalografica ¢ a média espacial
de todas as moléculas sobre o volume de um cristal
em um determinado momento. Em muitos casos,
partes da molécula sdo encontradas em mais de uma
orientacdo cristalografica. Essa situa¢do pode ser
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ocasionada pela existéncia de mais de uma molécula
na unidade assimétrica, a ocorréncia de geminagdo ou
ainda de desordem. Moléculas desordenadas possuem
fragmentos que apresentam duas ou mais orientagoes,
ou seja, dois ou mais conjuntos de coordenadas para
cada 4tomo. Um indicativo de estrutura desordenada
sdo valores muito altos os chamados parametros
de deslocamento anisotropico, U, .. Os principais
tipos de desordem sdo: substitucional e posicional,
esta Ultima podendo ser dindmica ou estatica. Na
desordem substitucional, um mesmo sitio em duas
celas unitarias, € ocupado por dois tipos diferentes
de atomos. Na desordem posicional, um 4&tomo ocupa
dois ou mais sitios, podendo ser em uma mesma cela
unitaria (desordem dinamica) ou em duas ou mais
celas unitarias diferentes (desordem estatica). Na
desordem estatica a média do contetdo da cela unitaria
é obtida medindo todo o espaco sobre diferentes celas
unitarias. A desordem dindmica pode ser distinguida
da desordem estatica realizando a coleta de dados
em duas temperaturas distintas, visto que a vibragdo
térmica diminui quando a temperatura se reduz. Um
caso especial de desordem, chamado mess, ocorre
quando grandes vazios ou cavidades no intersticio
molecular sdo preenchidos por moléculas do solvente,
orientadas de maneira randémica, que ndo contribuem
no padrdao de difracdo ja que seu espalhamento €
difuso. A introducéo de desordem no modelo aumenta
consideravelmente o nimero de pardmetros a serem
refinados. Portanto a fim de melhorar o refinamento
pode-se utilizar restraints e constraints®101,
Constraints sdo equacdes que relacionam ou atribuem
valores numéricos fixos a dois ou mais pardmetros
reduzindo o nimero de parametros independentes a serem
refinados. Restraints sdo ferramentas que permitem ao
cristalografo introduzir informagdes quimicas e fisicas
provenientes de outras fontes que ndo o experimento
de difragdo de raios X, no processo de refinamento. Os
restraints sdo utilizados a fim de assegurar que certos
parametros geométricos e de deslocamento térmico
estejam dentro da normalidade, restringindo distancias,
angulos de ligacdo e angulos torsionais a certos valores.
Estruturas desordenadas sdo freqlientemente tratadas
e modeladas utilizando os softwares SHELXL-97% e
PLATON®?, ambos integrantes do pacote WinGX®.
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VALIDACAO, ANALISE DO MODELO
E DEPOSITO NO BANCO DE DADOS
CRISTALOGRAFICO

Por ser a cristalografia uma metodologia estrutural,
ocorre durante as etapas de determinagdo estrutural, uma
série de erros que interferem na validade do resultado
obtido. A andlise destes possiveis erros € feita durante a
etapa de validagdo que ira avaliar a exatiddo e a precisao
desses resultados sendo de grande importancia para a
qualidade e confiabilidade das estruturas resolvidas.
Outra preocupacdo esté associada a qualidade da analise,
e depende, entre outros fatores, da qualidade do cristal,
da coleta de dados, da experiéncia do cristalografo e
dos programas utilizados. Os critérios analisados sdo:
coeréncia quimica na estrutura, o conjunto dos dados, a
precisdo nas distancias e angulos de ligacdo, a qualidade
dos indices estatisticos, a vibracdo térmica dos &tomos,
as interacOes intermoleculares, a desordem no cristal e a
completeza do espago tridimensional cristalino. indices
estatisticos sdo utilizados para avaliar a diferenga entre o
conjunto de dados tedricos X|F(h)| . gerado para o modelo
construido, e o conjunto de dados experimentais X|F(h)| .
medido a partir do cristal que contém o erro randémico?®,

Uma avaliagdo estatistica fazendo uso dos conjuntos
Z|F(h)|,,, e ZIF(h)|., pode ser feita com Figuras de Mérito,
quesdo indices estatisticos que indicam aqualidade de uma
estrutura cristalografica, sempre obtidos pela comparagao
entre os fatores de estrutura medidos experimentalmente
e aqueles calculados teoricamente. O grau com que a
distribui¢do das diferengas entre os conjuntos X|F(h)| .. €
Z|F(h)|, se ajusta aos valores esperados, afetados pelos
erros randémicos, pode ser avaliado através do teste do
X2 (chi-quadrado)*?, dado pela expressdo do Goodness
of Fit (Goof) ou simplesmente S (para 0 SHELXL-97),

Goof = |:ZW(|F (., -[FML, )2 /m- n}m . (34

onde m corresponde ao nimero de observacles e n
ao numero de pardmetros independentes refinados
(G ou fator de escala, posi¢des atdbmicas, parametros
de ocupag@o ¢ outros) utilizados no refinamento pelo
métodos dos Minimos Quadrados. Goof > 5 indica algum
problema com um dos conjuntos X|F(h)| . ou Z[F(h)| , e
Goof, significativamente menor do que a unidade sugere
que o modelo é melhor do que os dados e, portanto, ndo
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tem significado fisico. A unidade ¢ seu valor ideal®. O
grau de precisdo do modelo cristalografico construido
e a estrutura real pode ser avaliado pelos indices de
discordancia (residual factors), calculado a partir do
quantitativo total desviado entre os conjuntos X|F(h)|
¥|F(h)| .., dado pela Eq. (35).

obs €

cal’

R= Z“F(h)LbS _|F(h)|cal

/Z|F(h)|obs . (35)

Para uma estrutura confiavel, o valor de R deve
estar entre 0,02 ¢ 0,06 apés o refinamento. Elevados
ao quadrado todos os fatores de estrutura associados,
os correspondentes as reflexdes mais intensas tém um
peso maior em relacdo aos correspondentes as reflexdes
fracas, sendo obtida assim a Eq. (36) com os indices de
discordancia ponderados R ou WR,.

R, <[ Sw(Fof, -IFoL ) Su(Fer) T @

Finalizado o trabalho de constru¢do do modelo
estrutural, todas as informagdes cristalograficas
podem ser armazenadas num arquivo texto comum,
respeitando o padrdo Crystallographic Information
File (CIF), adotado em 1991 pela International Union
of crystallography (IUCr). Esse formato de arquivo
armazena cada informagdo cristalografica através de um
codigo para o item no formato ASCII. O senso quimico
de uma estrutura cristalina deve ser prioritario sobre
todos os métodos estatisticos?1028,

Obtido o modelo cristalografico validado ¢ com
sentido quimico, sdo realizadas andlises da geometria
molecular (distancias e angulos entre atomos, e
angulos diedrais), além de estudos supramoleculares
analisando como as moléculas se organizam no cristal
(estrutura cristalina), em decorréncia das interacfes
intermoleculares. Estas interacdes sdo mais fracas do que
as ligacBes intramoleculares (interagdes entre 4tomos em
uma mesma molécula que podem ser ibnica, covalente
ou metalica). As interacBes intermoleculares incluem
interagBes eletrostaticas fortes (entre fons ou entre ions
dipolo), forcas de Van der Waals e dentre estas as forcas
de dispersdo (forcas de London), ligagdes de hidrogénio,
interagdes hidrofobicas e outras interagdes envolvendo
sistemas 7 deslocalizados ou anéis aromaticos®?,
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Com excecdo das interacdes eletrostaticas fortes, as
ligagGes de hidrogénio sdo as interacdes de maior energia (4-
60 kj/mol) em cristais moleculares afetando a maneira com
que as moléculas sdo empacotadas®. A ligacéo de hidrogénio
¢ por si s6 a mais relevante interagdo intermolecular na
natureza, sendo o principal fator na determinacéo da estrutura
da agua, enovelamento de proteinas e emparelhamento
das bases no DNA. Esta interagdo consiste em um &tomo
de hidrogénio que fica entre dois atomos eletronegativos,
e um par de elétrons isolados, especificamente nitrogénio
(N), oxigénio (O) ou halogénios (F, Cl, Br). As ligacGes
de hidrogénio sdo altamente direcionais e a energia
eletrostatica geralmente é o termo de maior contribuigdo
para a sua estabilidade. As ligagdes de hidrogénio chamadas
classicas incluem os sistemas O-H...O, N-H...O e O-H...N.
As chamadas ndo classicas sdo: C-H...O, O-H...w, e C-H...x.
Enquanto que as liagacfes de hidrogénio O-H...O, N-H...O
vem sendo estudadas por décadas, 0 mesmo ndo pode ser
dito para as interacdes nao cléssicas como C-H...O, O-H...x,
que somente a algum tempo vem ganhando aceitacéo de ser
uma genuina ligacéo de hidrogénio®*?. As ligagdes C-H...O
fazem contribuicBes energeticamente favoraveis para a
estabilidade do empacotamento das moléculas.

Para a identificacdo destas interacdes ¢ necessario a
utilizacdo de critérios tais como distancia doador D / aceptor
A e 0 angulo D-H...A. A distancia D...A é um dos atributos
importantes para determinar a existéncia deste tipo de ligacdo
e deve ser menor que a soma dos raios de Van der Walls do
atomo doador e do atomo aceptor. Assim, para uma ligagao
de hidrogénio entre atomos de carbono e oxigénio, se o raio
de Van der Walls do 4tomo de oxigénio é 1,40 A e do 4tomo
de carbono ligado ao hidrogénio é de 1,84 A, entio a distincia
C...0 deve ser menor que 3,25 A para ter uma interaciio
deste tipo. A distancia D/A é uma condicdo necessaria, mas
ndo suficiente, pois como mencionado estas interagdes sio
direcionais de forma que o angulo ao redor do &omo de
hidrogénio deve ser o mais linear possivel°. Nestas interacdes
a variacdo do angulo aceita esta entre 100° e 180°.

As ligagdes de hidrogénio sdo classificadas de acordo
com sua topografia como intramolecular, intermolecular
ou bifurcada, e de acordo com sua energia, como fraca,
moderada e forte. Além das ligacGes de hidrogénio
intramoleculares, embora menos comum e muitas
vezes mais fraca do que as ligacbes de hidrogénio
intermoleculares, também podem exercer um impacto
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consideravel sobre as propriedades moleculares. Elas
incluem a estabilidade relativa dos isdbmeros estruturais,
a distribuicdo de cargas nas moléculas, a reatividade e
outros. Em uma tipica ligacdo de hidrogénio D-H--A
0 atomo de hidrogénio € ligado covalentemente a um
atomo eletronegativo D, e ndo-covalentemente a um
atomo eletronegativo A. Por causa de sua longa série
de interacOes, as ligacdes de hidrogénio também sdo
encontradas entre um doador e dois aceptores, ou entre um
aceptor e dois doadores. O primeiro tipo é normalmente
conhecido como bifurcada®?.

As interacBes C-H..n sdo outro tipo de ligacdes
de hidrogénio ndo classicas que sdo frequentemente
encontradas no arranjo supramolecular de proteinas
e pequenas moléculas organicas contendo elétrons =
deslocalizados ou anéis aromaticos. Em uma anélise das
interacbes C-H...r em estruturas depositadas no Protein
Data Bank (PDB) foi observado que a maioria delas
apresentava uma distancia d (mostrada na Figura 3A)
de 3.6 A entre o atomo doador e o centro de massa da
ligagdo = ou centro de massa de um anel aromatico C,
(centroide) sendo observado ainda que para incluir 96%
de todos os dados encontrados essa distancia deveria ser
ampliada a 4,5 A2, Como no caso das outras interacoes
envolvendo atomos de hidrogénio, o angulo C-H..C, é
importante e o valor minimo aceito é 120°.

Ultimamente, vem ganhando atencdo e destaque
outro tipo interacdo que ocorre em sistemas aromaticos:
0 empilhamento z-z também conhecido como z-stacking
(Figura 3B e 3C). Por defini¢do, as interacdes z-7 S840
contatos hidrofébicos que ocorrem entre dois sistemas 7
deslocalizados. De acordo com estudos sobre a natureza
das interag0es z-r, ressalta-se que a energia de interacéo
entre as moléculas resulta do somatdrio de varias energias
que podem ser observadas na Eq. (37)%

E. =E +E +E +E

repulséo « (37)

Total eletrostatico inducdo dispersdo

A maior contribuicdo sobre a geometria dessas
interacdes é devido aos efeitos eletrostaticos, decorrentes
do quanto deslocado estara o sistema de anéis e quais
sdo 0s anéis interagentes?®. Como pode ser observado na
equacdo, também existem outros fatores que contribuem

energeticamente. Ressalta-se que pelas informaces
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cristalograficas nao se pode ter acesso a essas energias, mas
a distancia que separa as moléculas pode ser um parametro
que forneca uma idéia do quao forte é a interagdo.

(A) B («©
F

m

%
:
g

—da—
©) G‘\ e \\
- o = ~
% O ) @
D) D)

Figura 3. Geometria das interagBes entre anéis aromaticos. (A)
interacdo Vvértice-face ou forma T. (B) Empilhamento face a face
deslocada. (C) Empilhamento face a face.

Uma das distancias que podem ser utilizadas para
identificar uma interacdo z-z € a distancia interplanar,
ou seja, a distancia entre dois planos que sao formados
por sistemas aromaticos. Como pode ser observado na
4B, as moléculas ndo se arranjam de maneira alinhada
uma sobre a outra, pois isto resultaria em uma repulséo
entre elétrons z. Assim as moléculas estdo ligeiramente
deslocadas, sendo que este deslocamento apresenta um
angulo aproximado de 20°. Com isto, outro parametro
¢ a distancia entre centroides Cg, é comumente utilizado
para estudar as interacfes z-z. O fato deste ndo ser
um contato perpendicular implica que sua distancia
sempre seja maior do que a encontrada por um contato
interplanar®. Geralmente as distancias C,...C, apresentam
um intervalo de 3,4 a 3,8 A. Porém esta faixa de
distancias intecentrdides pode assumir limiter inferiores
e superiores diferentes destes valores®.

Apos toda a etapa de validagdo e analise de dados, o
modelo cristalografico no formato CIF, pode ser depositado
no banco de dados apropriado. Para pequenas moléculas
geralmente se utiliza o Cambridge Structural Database
CSD mantido pelo Cambridge Crystallographic Data
Centre (CCDC). O Protein Data Bank (PDB) é utilizado
para proteinas e macromoléculas biologicas.

Consideracoes finais

A cristalografia por difracdo de raios X apresenta-
se como uma ferramenta de alta aplicabilidade no
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trabalho de caracterizacdo de compostos cristalinos,
permitindo o entendimento da relacdo entre a estrutura e
as propriedades fisico-quimicos dos compostos. Através
dessa metodologia podem-se determinar as posi¢des
relativas de todos os &tomos que constituem a molécula
(estrutura molecular) e a posicdo relativa de todas as
moléculas que constituem a cela unitaria e o cristal
(estrutura cristalina). Pode-se, portanto, estabelecer
os angulos e as distancias interatbmicas da estrutura
cristalina, bem como as interacfes intermoleculares (Van
der Waals, dipolo-dipolo, ligacdo de hidrogénio, entre
outras interacdes nao-covalentes). Em casos complexos,
assim como estruturas com desordem, pseudo-simetria ou
geminagao, o conhecimento cristalografico, habilidades
de refinamento e experiéncia sdo de vital importancia
para obter estruturas cristalinas de alta qualidade.
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Artigos Gerais

Um Procedimento Te6rico-
Experimental para a
Estimativa da Difusividade e
Condutividade Térmica de
Alimentos em Pastas

Lais S. de Moura, Ana C. Teixeira, Nathdlia G. Cardoso, Orlene S.
Costa, Valter H. C. Silva, José S. Sales & Heibbe C. B. de Oliveira

O conhecimento das propriedades térmicas € de grande importancia para simulacéo
da variacdo da temperatura em sistemas de transporte, estocagem e dimensionamento
industrial, principalmente na industria de alimentos. Neste trabalho nos propomos uma
metodologia tedrica-experimental para a predicao da difusividade e condutividade térmica
de alimentos baseada em um procedimento hibrido entre um aparato experimental muito
simples e 0 método de otimizagdo Levenberg-Marquardt. Para validar esta metodologia
nés utilizamos pasta de tomate comercial. A difusividade e a condutividade térmica
obtidas foram 0,093cm?/min e 0,544 W/m.K, respectivamente. Estes resultados estdo de
acordo com a literatura.

Palavras-chave: pasta de tomate, difusividade térmica, condutividade térmica.

The knowledge of thermal properties is very important for simulation of temperature
variation in transport, storage system and industrial sizing, mainly in food industry. In
this work we propose a theoretical-experimental methodology for prediction of thermal
diffusivity and conductivity of foods based on hybrid procedure between a very simple
experimental apparatus and the Levenberg-Marquardt optimization method. To validate
this procedure we used commercial tomato paste. The diffusivity and conductivity
thermal obtained were 1.55.107m?%s e 0.544 W/m.K, respectively. These results are in
close agreement with literature data.

Keywords: tomato paste, thermal diffusivity, thermal conductivity.
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Introducéo

As propriedades térmicas sdo essenciais para a
eficiéncia e controle das operagdes de processamento
de alimentos que envolvem transferéncias de calor.
Essas propriedades sdo necessérias para simular a
temperatura durante tratamentos, transporte, estocagem
e distribuicdo. Entre elas pode-se citar a difusividade
térmica, condutividade térmica, calor especifico e
massa especifica. Essas propriedades variam de acordo
com a composi¢do quimica, umidade e porosidade, por
exemplo, do material analisado (Betta et al, 2009; Sousa,
2009)*%, O conhecimento da difusividade térmica é
importante quando se deseja determinar a evolugdo
temporal em sistemas submetidos as transformacdes
térmicas. Essa propriedade estd intimamente ligada
a dindmica de penetracdo de calor em alimentos. Ela
pode ser determinada por varias metodologias, como
por exemplo: i) solugcdes numeéricas; ii) aproximacdo
analitica; e iii) método de Sweat, que faz a aplicacéo
direta da equagéo:

k

a=_ )
onde a difusividade térmica (o) estd em funcdo da
condutividade térmica (k), calor especifico a pressdo
constante (cp) e massa especifica (p) (Carbonera et al.,
2003%; Bairi et al., 2007%2; Huang e Liu, 2009"; Carciofi
etal., 2002%; Garrote et al, 2000%°; Erdogdu, 20058; Silans
et al., 2006%).

O conhecimento da condutividade térmica também
é relevante e encontra aplicagdo em quase todas as areas
de processamento de alimentos, como por exemplo, a
secagem, a aeragdo e o resfriamento de gréos (Park et al.,
1997)%. Se ha um gradiente de temperatura entre duas
superficies através do qual o calor flui, a quantidade de
calor (q) que ira fluir em uma unidade de tempo (t) por
certa espessura (L), através de uma unidade de area (A),
é chamada de condutividade térmica, denominada por
k, definida como segue:

() @

Por outro lado, ela pode ser determinada mais facilmente
utilizando-se a Equacéo 1.
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A determinacéo da difusividade térmica é possivel a
partir da solucéo da seguinte equacdo integro-diferencial:

10T

VT4 = o @)
a qual é originaria de um balanco de energia proveniente
da Lei de Fourier para transferéncia de calor por
conducdo. Na Equacdo 3, o primeiro termo expressa
o gradiente de temperatura, o0 segundo a fonte térmica
interna do sistema e o terceiro representa a variagao
temporal da temperatura. Neste trabalho, propomos
um procedimento hibrido tedrico-experimental para
a estimativa da difusividade e condutividade térmica
em alimentos baseada na equacdo de transferéncia
de calor longitudinal a qual é resolvida pelo método
de regressdo ndo-linear de Levenberg — Marquardt
(LM)12,13_

Material e métodos

Este trabalho consistiu em quatro etapas distintas:
1) construcéo e montagem do sistema de transmisséo de
calor; 2) ensaio de transferéncia de calor; 3) defini¢do do
modelo matematico representativo da transferéncia de
calor por conducéo; 4) ajuste computacional do modelo
matematico aos dados experimentais; e 5) estimativa dos
erros entre os dados experimentais e os dados previstos
pelo modelo matematico.

CONSTRUCAO E MONTAGEM DO SISTEMA DE
TRANSMISSAO DE CALOR

Um tubo de PVC (policloreto de vinila) de 3,5 cm
didmetro e 19,0 cm de comprimento foi perfurado com
quatro furos, equidistantes 4,0 cm, constituindo as
seguintes posi¢des longitudinais da base até o topo: Z, =
4,0cm,Z,=8,0cm, Z,=12,0cm; e Z, = 16,0 cm, como
demonstrado na Figura 1.

A base do tubo de PVC foi vedada com papel
aluminio e sua lateral foi revestida com uma camada de
cortica de quatro milimetros de espessura a fim de isola-
lo termicamente. A base de papel aluminio teve o objetivo
de conter o material a ser introduzido no tubo e permitir
a transferéncia de calor com baixa resisténcia térmica.
Tanto a base de papel aluminio quanto o revestimento de
cortiga tiveram a finalidade de promover a transmissao
de calor na direg&o longitudinal.
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Figura 1. Desenho esquemaético do sistema de transferéncia de calor.

A pasta de tomate comercial foi pesada em um volume
pré-estabelecido a fim de se determinar sua massa especifica.
Em seguida, sem nenhum tratamento prévio, a pasta de
tomate foi introduzida no tubo até total preenchimento. Uma
tampa de isopor foi colocada no topo, como o objetivo de
evitar a condensagao de vapores. Logo apods, todo o tubo foi
recoberto com papel aluminio para minimizar os efeitos da
radiacdo térmica. Finalmente, quatro termOmetros digitais
foram instalados nos furos dispostos ao longo do tubo.

ENSAIO DE TRANSFERENCIA DE CALOR

Inicialmente, registraram-se as temperaturas medidas
pelos quatro termdmetros acoplados ao tubo contendo
pasta de tomate comercial e a temperatura do ar. O ensaio
de transferéncia de calor por conducdo unidimensional
e em regime transiente foi conduzido colocando-se a
superficie da base do tubo, com papel aluminio, em
contato com um banho termostatizado, mantido a uma
temperatura de 50°C (Figura 2). A partir deste instante
mediu-se a variacdo de temperatura durante 125 minutos
em intervalos de 5 minutos.

T

Figura 2. Esquema do experimento
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DEFINICAO DO MODELO MATEMATICO
REPRESENTATIVO DA TRANSFERENCIA DE
CALOR POR CONDUCAO

Como osistemade transferénciade calor por conducéo
apresenta um volume de controle cilindrico, uma area
de transmissdo de calor de se¢do circular e o fluxo de
transporte de calor ocorrem em regime transiente. Assim
a Equacdo (3) pode ser re-escrita tridimensionalmente
em coordenadas cilindricas, conforme:

19, 0T\ 10°T 9T q 10T
Lo (1) 1T 07 g 107 @
ROR\ OR/ R?d¢* 9z°> k adt

Por sua vez, como o volume cilindrico é isolado
termicamente nas laterais, forgando a conducgéo de calor
unidirecional no eixo z, e assumindo que ndo existe
uma fonte térmica interna ao sistema, a Equacao (4) é
simplificada para:

9°T 14T
372 " aor ®)

sendo T a temperatura, z a dire¢do longitudinal, t o tempo
e a a difusividade térmica.

A solucdo para a Equagdo (5) foi proposta por
Fourier em seu tratado Théorie Analytique de la Chaleur,
publicado em 1822*2, Boyce e DiPrima (2000)*>** também
apresentaram uma solucdo completa, expressa por:

nmnz

T(zt) =T, + Z cpemi At/ gen (T) (6)
=

sendo T_atemperatura da fonte térmicae c_ ¢ o coeficiente
de Fourier, que é baseado nas seguintes condicoes de
contorno:

T(z,0) =T(0,t) =T,. (7)
Aplicando a transformada de Fourier, descobriu-se
entdo o coeficiente ¢ € dado por:

nnz

_ZfL(T T)sen () dx = 4
=), Ve T e Y T Gy D

(T = T). (8)

Finalmente, obteve-se a equagdo completa da
distribuicdo de temperatura, conforme:

L 4 omt1Yenat 12 2n+ Vnz
TG0 =T, +Zo{m(% — T er et se"[ L ]} ©)
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AJUSTE COMPUTACIONAL DO MODELO
MATEMATICO AOS DADOS EXPERIMENTAIS

O modelo matemético ndo linear, representativo da
distribuicdo de temperatura para transferéncia de calor
por conducdo unidimensional e em regime transiente,
expresso pela Equacdo (9), foi ajustado aos dados
experimentais obtidos, onde se determinou o valor de o
(difusividade térmica).

E importante pontuar que a difusividade térmica
é o Unico pardmetro a ser obtido por essa técnica.
Essa determinacdo é possivel pelo uso do algoritmo
de Levenberg-Marquardt. Conforme pode ser visto na
Equacdo (9), a sua descricdo matematica envolve uma
quantidade infinita de termos. No entanto, para tratarmos
0 sistema real em questdo é necessario truncar a série.
Neste caso optamos por usar cinco, nove e doze termos.
A partir do ajuste computacional do modelo matematico
via método de Levenberg-Marquardt a difusividade
térmica foi obtida e, conseqiientemente, a estimativa da
condutividade térmica da pasta de tomate foi feita pelo
método de Sweat.

Abaixo  mostramos um  pseudocodigo  do
procedimento computacional adotado neste trabalho
durante o procedimento de minimizacdo da funcéo,

N

1 .

2 =3 )@ ey = TG Dren )
i=1

I inicializa-se o procedimento com um valor para a
difusividade térmica;

ii  em seguida usa-se 0 método Levenberg-Marquardt
para gerar um novo valor para a difusividade
térmica;

iii calcula-se a Equagdo (9);

iv calcula-se o valor da fungdo y? usando todos os
pontos experimentais T(z,t),

v compara-se 0s valores de y? para os dois Ultimos
conjuntos de parametros:

- se 0 4% para o ultimo conjunto de parametros for
menor do que a anterior, entao se aceita este valor de o,

- caso contrario, mantém o valor de o como ponto
de partida para gerar um novo ao;

Vi volta-se ao passo (ii) para gerar a nova fungéao y?;

assim, este procedimento entre 0s passos (ii) e (v)
¢é repetido até atingir o valor minimo do desvio
quadratico médio, obedecendo a um dado critério

de convergéncia, inicialmente pré-estabelecido.

Vi
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ESTIMATIVA DO ERRO ENTRE OS DADOS
EXPERIMENTAIS E OS DADOS PREVISTOS

Os erros relativos entre os dados experimentais
da variacdo espacial e temporal da temperatura e 0s
dados obtidos pelo modelo matematico, expressos pela
Equacdo (9), para doze termos na construcdo deste
modelo foram estimados e dispostos em graficos em
funcdo do tempo, visando verificar o comportamento da
dispersdo dos erros. Os erros foram calculados usando a
seguinte relacéo:

T, — T,
Erro Relativo = <M> (10)
Texp

Resultados e discussdo

Os perfis de temperatura dos quatro termometros
digitais, ilustrado na Figura 3, retratam a dispersao
da distribuicdo da temperatura em funcdo do tempo
para transferéncia de calor por conducdo em pasta de
tomate comercial. Observa-se que quanto mais proximo
o termdmetro estiver da fonte aquecedora, maior é a
curvatura do perfil de temperatura e mais brevemente ela
tende a atingir a temperatura de equilibrio.

554 *  z=4cm
*  z=8cm
z=12cm
L * z=16cm
= z=20cm
45
S 40
=
359 TR .
30 e e .
..--IA;‘:;:::;i sesarpiEIAd
25 g P
T T T T T T T !
0 20 40 60 80 100 120 140

t(min)

Figura 3. Variacéo espacial e temporal da temperatura em pasta de
tomate comercial

Osvalores dadifusividade térmica preditos pelo ajuste
do modelo matematico ndo linear estdo apresentados na
Tabela 1, para as simulacdes computacionais com cinco,
nove e doze termos na construcéo da Equacéo (9).

A avaliagdo dos valores o obtidos pelo método
computacional de Levenberg-Marquardt mostra que
0 aumento dos termos da Equacdo (9) ndo leva a
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uma alteragdo significativa na difusividade térmica
(a), isto €, cinco termos na constru¢do da Equagdo
(9) sdo suficientes para descrever a transferéncia de
calor no sistema. O emprego desta nova metodologia
determinou uma difusividade térmica para pasta de
tomate comercial em torno de 1,55.10"m2s?, com um
valor médio para o %2 de 1,86(°C)2. Este valor est4 de
acordo com as seguintes literaturas®: 1) cujo valor de
a foi obtido numa faixa de 1,30 — 1,63.107 m2.s?; 2)
que obtiveram o valor de 1,42.107 m2.s%; e 3), sendo
a = 2,10.107 m2s?. Estes resultados indicam que a
metodologia proposta neste trabalho descreve bem o
fendmeno de conducdo de calor em matérias pastosas
ou cremosas, obtendo assim valores para a difusividade
térmica em bom acordo com dados da literatura.

Tabela 1. Difusividade térmica (a) e o erro y2 para o experimento
obtido através do método de Levenberg — Marquardt.

No. de Termos | @, m%s* (obtido via método 5 02
da Equacéo (9) | de Levenberg-Marquardt) 1°C
5 1,550.107 1,84
9 1,555.107 1,88
12 1,553.107 1,87

A Figura 4 ilustra o diagrama de disperséo dos erros
relativos entre dados obtidos experimentalmente e os
dados teoricos, previstos pelo modelo da Equagdo (9)
com doze termos.

+  z=4cm
02+ 4 z=8cm
~ z=12cm
+  z=16cm
= z=20cm

Erro Relativo

-0.14

-0.2+

T T T
0 20 40 60 80 100 120
t(min)

Figura 4. Diagrama de erros entre os dados experimentais e os dados

obtidos por meio do modelo matematico.

A determina¢do da massa especifica (p) da pasta
de tomate comercial, igual a 1,062 kg.m, possibilitou
a estimativa da condutividade térmica (k) por meio
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da Equagdo (1). O calor especifico (cp) adotado para
estimativa de Kk, foi o valor determinado por Drusas e
Saravacos (1985), igual a 3,302 J.kg*.K. Deste modo,
o valor estimado da condutividade térmica foi igual a
0,544 W.m*.K", valor em bom acordo com o encontrado
na literatura equivalente” a 0,525 W.m1.K"1,

Conclusoes

A metodologia proposta neste trabalho mostrou-se
bastante viavel, pois, além de simples, possui um baixo
custo e é de facil execugdo, além de ser também eficaz
na determinacdo da difusividade térmica de pastas, ja
que os resultados obtidos foram proximos aos valores
encontrados na literatura. O valor da difusividade
térmica (o) estimado para pasta de tomate comercial foi
igual a 1,55.10"m2.s’, muito préximo aos valores®’: 1)
Da faixa 1,30 — 1,63.107 m%s?; 2) o= 1,42.107 m2s?; e
3) =2,10.10" m?.s%.

Por sua vez, a estimativa do valor da condutividade
térmica (k) da pasta de tomate comercial também foi bem
sucedida, ja que esta depende do valor da difusividade
térmica, apresentando um valor de 0,544 W.m1.K?,
valor proximo ao disponibilizado por (DRUSAS e
SARAVACOS, 1985)', que obteve k = 0,525 W.m
1K para massa de tomate. O sucesso desta aplicacdo
metodoldgica ¢ fortemente alicercado pelo fato de que
o erro relativo e o erro y? estarem em torno de 0,02097
e 1,86(°C)?, respectivamente.
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Aplicacdo de
Indicadores Acido-
Base na Determinacado
Espectrofotométrica de
Amonia em Agua por
Andlise em Fluxo

Edmar |. Melo, Nivia M. M. Coelho & Danilo A. Giarola

O trabalho propde o uso de indicadores &cido-base para detecgdo espectrofotométrica
acoplada a andlise por injecdo em fluxo. O comportamento da banda de absorgdo da
fenolftaleina em 552nm foi usado para monitorar o nitrogénio amoniacal total (N-NH, Total)
e 0 comportamento da banda de absorgao do purpura de bromacresol, 440nm, foi proposto
para detecgdo de espécies acidas. Amostras de agua do rio Uberabinha (Uberlandia-MG)
apresentaram indice de qualidade de dgua para ambientes aquaticos aceitaveis em 50% dos
pontos avaliados, considerando o pardmetro N-NH, Total e os valores estabelecidos na
resolucéo federal CONAMA 357.

Palavras-chave: indicador dcido-base, aménia, inje¢do em fluxo.

The work proposes the use of acid-base indicators for spectrophotometric detection
coupled to flow injection analysis. The behavior of the absorption band of phenolphthalein
at 552 nm was used to monitor the ammoniac nitrogen (NH,-N) and the behavior of the
absorption band of bromocresol purple, 440 nm, was proposed for detection of acidic
species. Samples of water of the Uberabinha River in the city Uberlandia — MG showed
index of water quality for aquatic environments acceptable in 50% of the points evaluated
considering the parameter ammoniac nitrogen (NH,-N) and the values established in the
CONAMA resolution 357.

Keywords: acid-base indicator, ammonia, flow injection.
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Introducéo

A amdnia apresenta-se em ambientes aquaticos
na forma molecular, amonia, NH,, também conhecida
como amonia ndo-ionizada, e na sua forma idnica,
amoénio, NH,+. Devido a importancia da amonia
ndo-ionizada, tornou-se uma convencao na literatura
cientifica expressar a toxicidade da amodnia em termos
desse composto. Critérios e padrdes de qualidade da
agua seguiram essa convencao?. Neste estudo o termo
amonia é genérico, utilizado para referir-se as formas
NH, e NH,* em agua, indistintamente, sendo assim sera
adotada a seguinte terminologia: aménia ou amdnia
total (NH, e NH,").

A amo6nia pode estar presente naturalmente em aguas
superficiais ou subterraneas, sendo que usualmente sua
concentragdo é muito baixa devido & sua facil adsorcéo
em particulas do solo ou sofrer oxida¢do formando nitrito
e nitrato. Entretanto, a ocorréncia de concentracdes
elevadas pode ser resultante de fontes de poluicdo,
como oriunda do uso ou fabricagcdo de fertilizantes,
da refrigeragdo industrial. Uma fonte comum de
contaminagdo da agua com NH, € o esgoto domestico in
natura em areas altamente povoadas®.

O aspecto ambiental mais conhecido da NH, talvez
seja como nutriente que juntamente com o foésforo,
favorecem o fendmeno de -eutrofizagdo. Ela nao
representa uma substancia de grande toxicidade para o ser
humano, sendo inclusive adicionada a agua potével para
permitir um tempo de residéncia maior do cloro residual
no sistema de distribuicdo*®. Estudos tém mostrado que a
presenca de matéria organica e amonia sdo responsaveis
em pela diminuicdo da qualidade destas aguas, afetando
0 equilibrio das comunidades aquaticas®’.

A forma ndo-ionizada ¢ muito mais toxica que
a ibnica, certamente gracas a sua capacidade de
difusdo através da membrana epitelial dos organismos
aquaticos. Estudos mais recentes sobre a toxicidade
cronica da aménia em ambientes aquaticos, publicados
pela Environmental Protection Agency (EPA)Y?
sdo definidos em fun¢do do pH e da temperatura. A
toxicidade da aménia adotada pela EPA foi incorporada
pela Resolucdo Federal CONAMA 357, onde os
valores maximos para aguas de classe 1, 2 e 3 estdo
estabelecidos?®.
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Os métodos mais utilizados para a determinacdo
de Ntotal sdo o de Kjeldahl, que é essencialmente um
procedimento de oxidacdo Umida e 0 método de Dumas,
que €é basicamente uma técnica de oxidacdo seca
(combustdo)®*°. Estas técnicas sdo mais adequadas para
amostras solidas como solo, sedimentos, alimentos e
compardveis quando a concentragdo de nitrogénio é de
aproximadamente 200 mg kg

Entre os métodos espectrofotométricos mais
sensiveis, esta 0 método do indofenol que é utilizado
principalmente para analise de aguas. Este método se
baseia na formacdo do composto azul de indofenol
(reacdo de Berthelot), resultante da reacdo do ion
amonio com um composto fendlico, na presenca de um
agente oxidante e de um catalisador™. E um método
que apresenta altos desvios do branco, e na faixa de
concentragdo micromolar, a precisdo € raramente melhor
que cerca de 10%?2,

A determinagdo de nitrogénio amoniacal em
sistemas de andlises em fluxo tem empregado
principalmente potenciometria, espectrofotometria
UV-Vis e condutimetria, envolvendo em geral difuséo
gasosa®*'4. Meétodos espectrofotométricos diretos,
por exemplo, o do azul de indofenol, acoplados em
sistemas de analises em fluxo tem sido usados!®'¢. O
acoplamento da analise de injecao em fluxo por difusdo
gasosa e deteccdo espectrofotométrica, proporciona
um método de analise que apresenta sensibilidade,
freqliéncia analitica alta, limite de deteccdo e limite
de quantificagdo, compativeis com os valores
estabelecidos na legislagao®®.

O presente trabalho propde o uso de dois indicadores
acido-base para detecgdo espectrofotométrica acoplada
com analise por injecdo em fluxo, onde a fenolftaleina
foi usada para monitorar nitrogénio amoniacal total
em &gua e o pupura de bromocresol foi proposto para
monitorar espécies acidas. Estes dois compostos sdo
moléculas organicas cromodforas que absorvem na regiao
do visivel, cuja sensibilidade a concentragdo de ions
H* permite indicar o grau de acidez do ambiente onde
estdo inseridos. Esta propriedade advem do fato deles
proprios serem substancias acidas ou basicas fracas e
que tem seu sistema cromoforo fortemente influenciado
pelo grupamento acido/bésico, bem como podendo ser
decorrente de modificagdes estruturais complexas®.

Jan / Jun de 2010



Parte Experimental

INSTRUMENTACAO
O sistema de fluxo empregado na determinagdo de
amonia total estd representado na figura 1.

Figura 1. Sistema de fluxo proposto para determinagdo de amoénia
total. R,: solugdo de indicador &cido-base, R,: hidréxido de sodio 0,01
mol L, P: bomba peristéaltica, W: descarte, L: alga de amostragem
de 250 pL, I: injetor comutador, A: amostra ou solugBes padrdes, B:
bobina de reacéo de 25,0 cm, C: unidade de difuséo gasosa, D: detector
espectrofotométrico. Vazdo: 3,6 mL/min.

As solugdes sdo impulsionadas por uma bomba
peristaltica Gilson, modelo Minipuls 3 com 8 canais,
utilizando tubos de tygon® para bombeamento. Tubos
de polipropileno de 1,0mm de didmetro sdo usados para
construgdo do sistema de fluxo. A unidade de comutagdo
para a introducdo das amostras e padrdes é um injetor
comutador circular’®®, Os espectros eletrénicos das
solucBes aquosas dos indicadores, foram obtidos em
um Espectrofotdbmetro HACH DR-4000U. As leituras
de absorbancia no sistema em fluxo foram realizadas
com Espectrofotdbmetro Femto modelo 600S Plus.
Para separacdo da amdnia foi utilizada uma unidade de
difusdo gasosa com membrana de teflon®%,

REAGENTE

Todos os reagentes utilizados neste trabalho séo
de grau analitico ¢ foram empregados sem purificagdo
prévia. Foi preparada uma solucdo estoque de sulfato
de amdnio (Merck) de 100 mg L* usada no preparo
das solucdes padrdes de 2, 4, 5, 10, 15, 20, 25 mg L.
Solucdo de fenolftaléina (Synth) 1,6 x 102 mol L e
solugdo de ptipura e de bromocresol (3°,5”- Dibromo-o-
Cresolsulfonoftaleina, Synth) 1 x 10-3 mol L. Solugéo
de hidroxido de sodio (Merck) 0,1 mol L. Os demais
compostos utilizados nas solugdes foram: o fosfato de
sodio dibasico heptahidratado (Cinética), acido citrico
anidro (Isofar).
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AMOSTRAS

As amostras de agua foram coletadas em frasco
de polietileno, e acidificadas com solu¢do de acido
sulfarico 10% até pH 2,0. Foram acondicionadas sobre
refrigeracdo numa temperatura de 4°C até realizacéo das
analises, num prazo méaximo de sete dias.

As amostras de agua foram coletadas da bacia
hidrograficas do rio Uberabinha no municipio de
Uberlandia-MG (figura 2)
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PONTO 2 Umuarama
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Figura 2. Mapa do municipio de Uberlandia com destaque para os
pontos de coleta de amostra ao longo do Rio Uberabinha.

O ponto 4 se localiza sob a Br-050 (rodovia que liga
0 municipio as cidades de Uberaba-MG e Riberéo Preto-
SP). Este ponto encontra-se apds a estagdo de tratamento
e abastecimento de agua do Sucupira e antes da area
urbana, portanto sem recebimento de esgoto doméstico.
O ponto 3 esta localizado proximo ao centro da cidade,
sob a ponte da avenida Getulio Vargas. O ponto 2 esté
localizado sob o Anel Viario Ayrton Senna, préoximo ao
distrito Industrial. O ponto 1 esta localizado na zona
rural da cidade, apos ter recebido a carga de efluentes
domesticos, industriais e aguas pluviais dos bairros
proximos ao seu leito.

Resultados e discussdo

Um indicador é um par conjugado de &cido e base de
Bransted-Lowry cujo &cido apresenta uma coloracdo e a
base outra, ou seja, apresentam bandas de absor¢do em
comprimentos de onda diferentes na regidao UV — Visivel.
Algumas vezes uma das duas espécies é incolor, ndo
absorve nesta regido do espectro eletromagnético®223, A
conversdo entre as duas espécies, pode ser representada
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pelos equilibrios da figura 3 (Parpura de Bromocresol) e
figura 4 (fenolftaleina).

OH (o]
Br CHj; Br CH;
e o
| SO;
Ho O 0L Mo — O ‘ H0"
~
2Ty T

CH3
Purpura de bromocresol
em meio basico (piirpura)

Purpura de bromocresol
em meio acido (amarelo)

Figura 3. Equilibrio acido-base do indicador plrpura de bromocresol

O espectro de absorcéo para o pdrpura de bromocresol
obtido em pH 8,70 descrito na figura 5-f, apresenta uma
banda em 590 nm (¢ ~ 2,1 x 10° mol* L cm™), atribuida a
transi¢des m-n* da espécie anidnica (purpura). A medida
que o pH diminui essa banda desaparece e surge uma
banda em 440nm (g ~ 0,7 x 10° mol* L cm™) associada a
formagcdao da espécie neutra (amarela). A presenca de um
ponto isosbéstico em 446 nm confirma a existéncia de um
equilibrio simples conforme proposto na figura 3.

Fenolftaleina em meio
acido (incolon) basico (vermelho)

Fenolftaleina em meio

Figura 4. Equilibrio &cido-base do indicador fenolftaleina

O comportamento da banda em 440 nm do purpura
de bromocresol, observado na figura 6, pode ser usado
como proposta de deteccdo acoplada ao sistema de
fluxo descrito na figura 1. A intensidade de absorgado de
luz a 440nm responde linearmente a variacao de pH do
meio, para valores de pH entre 4,5 a 7,5. Desta forma
uma solugdo deste indicador com pH ajustado para
aproximadamente 7,5 podera ser usada para monitorar
espécies acidas que permeiam a membrana da unidade
de difusdo gasosa (figura 1). A espécie acida provoca
o deslocamento do equilibrio descrito na figura 3 no
sentido de aumentar a concentragdo do indicador na
forma neutra, causando um aumento na absorcdo, de
forma proporcional a concentracdo da espécie acida
que permeia a membrana.
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Absorvancia

Figura 5. Espectro de absorcéo do indicador Purpura de Bromocresol.
[Indicador]=1,0 x 10 ~*mol L*; t = 28 ° C; (a) pH= 3,20; (b) pH = 4,70;
(c) pH =5,97; (d) pH = 6,66; (e) pH = 7,40; () pH = 8,70.
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Figura 6. Intensidade de absorg¢do do indicador pUrpura de bromocresol
a 440 nm em funcéo do pH
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Figura 7. Espectro de absorcéo do indicador fenolftaleina. [Indicador]=
8,0 x 10 ~*mol L*; t =29 °C; (a) pH= 10,28; (b) pH =9,93; (c) pH =
9,61; (d) pH = 8,83; (e) pH = 8,25.
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Figura 8. Intensidade de absor¢&o do indicador fenolftaleina a 552 nm
em funcdo do pH

Jan / Jun de 2010



Absorvancia
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Tempo / min
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Figura 9. Curva analitica padrédo .(A) Fiagrama referente as solucdes
padrdes de sulfato de aménio (2, 4, 5, 10, 15, 20 e 25 mg L™*); Deteccédo a
552 nm. Linearidade: Abs =0,00776 + 0,00853 [N-NH coeficiente
de correlacéo = 0,99336 .

3Total] >

O espectro de absorcdo para fenolftaleina em pH
10,28 descrito na figura 7, apresenta uma banda em 552
nm (¢ ~ 2,7 x 10* mol? L cm), atribuida a transicdes
n-n* da espécie anionica(vermelho) e outra banda de
menor intensidade em 375 nm (e ~ 0,5 x 104 mol*L cm-
1. A media que o pH vai aumentando a banda em 552
nm aumenta sua intensidade devido ao deslocamento do
equilibrio descrito na figura 4, no sentido de aumentar a
concentracdo do indicador na forma aniénica.

Este comportamento da banda em 552 nm foi usado
como proposta de detecgdo acoplada ao sistema de fluxo
descrito na figura 1. Observa-se pela figura 8 uma baixa
sensibilidade entre pH 8,0 e 9,4 e uma alta sensibilidade
entre pH 9,5 e a 10,4. Desta forma uma solugdo deste
indicador com pH ajustado entre 8,0 e 10,5 podera ser
usada para monitorar espécies alcalinas que permeiam
a membrana da unidade de difusdo gasosa (figura 1).
A espécie basica provoca o deslocamento do equilibrio
descrito na figura 4 no sentido de aumentar a concentra¢ao
do indicador na forma aniénica. O aumento da absorcéao
em 552 nm é proporcional a concentracdo da espécie
alcalina que permeou na membrana. Para a determinacéo
de amdnia, foi construido curva analitica padrdo usando
solugdes padroes de sulfato de amonio (figura 9). Usando
uma solucéo de fenolftaleina de 8,0 x 10 mol L e pH
igual a 9,6, foi observado um coeficiente de correlagdo
de 0,99336 confirmando uma correlagdo acima de 0,90
entre a resposta analitica e a concentragdo de nitrogénio
amoniacal total (N-NH, ). Nota-se na figura 9-A que
a linha base possui desvio padrdo baixo. As variacOes
inerentes ao método, podem ter sido causadas pela difuséo
de outros gases como, por exemplo, CO,, através da
membrana, e sua insercdo, com 0 passar do tempo, na
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solucdo de fenolftaleina, originado do ambiente. Esta
oscilagdo na linha base ndo se mostrou uma barreira para a
quantificagdo de amonia total. Observa-se que trabalhando
com uma solucdo de fenolftaléina com pH ajustado para
9,6 obteve-se um limite de deteccdo de 0,2 mg L2, limite de
quantificagéo de 0,5 mg L%, e uma sensibilidade de 0,00853
Abs/ mgL?, enquanto que trabalhando com uma solucéo
de fenolftaleina com um pH ajustado para 8,6 o limite de
detecgdo e quantificagio aumentaram para 1,3 mg L e 3,9
mg L, respectivamente. A sensibilidade diminuiu para
0,0079 Abs/ mgL-*. Este aumento nos limites de deteccao
e quantificagdo e a diminuig@o na sensibilidade, estdo em
conformidade com o comportamento da fenolftaleina
observados na figura 8, que para o valor de pH igual a 8,6
a resposta analitica ndo aumenta sensivelmente como em
pH igual a 9,6.

Usando o modulo de analise descrito na figura 1,
e solucdo de fenolftaleina com pH igual a 9,6 foram
analisadas amostras de agua do rio Uberabinha, coletadas
em quatro ponto (Figura 2) e os resultados da intensidade
de absorcéo e concentracdo de nitrogénio amoniacal total
sdo mostrados na figura 10 e tabela 1, respectivamente.

Amostra Ponto 1

Absorvancia
)
o
&

Amostras
Ponto 3  Ponto 4

! N N N . ! . . . ;
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tempo / min

Figura 10. Fiagrama referente as amostras de &dgua do rio Uberabinha

A portaria 518 de 25 de margo de 2004, do Ministério
da salde, ndo coloca a NH3 entre as substancias quimicas
que representam risco a salde humana, mas dentro
do contexto dos padrdes de aceitacdo para consumo
humano, ressalta seu efeito organoléptico. Desta maneira
a portaria 518 estabeleceu o valor de 1,5 mg L™ de NH3
total. Por outro lado a aménia ganha relevancia quando
se trata dos ecossistemas aquaticos, cujo objetivo é a
protecdo aos elementos da flora e fauna aquatica.

A Resolucdo Federal CONAMA 357 estabelece
que corpos hidricos classe 2, como do rio Uberabinha
devem manter como uma de suas fungdes ecoldgicas o
equilibrio das comunidades aquéticas. Em seu artigo 34,
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paragrafo primeiro postula que “O efluente ndo devera
causar ou possuir potencial para causar efeito toxico aos
organismos aquaticos no corpo receptor...”.

Tabela 1. Concentragao de nitrogénio amoniacal total em amostras de
agua coletadas em diferentes pontos do rio Uberabinha no municipio
de Uberlandia-MG.

Ponto de Coleta [NH3]/ mg L-1
Pl 8,99 + 0,07
P2 6,46 +0,13
P3 falakael
P4 Hkk

**** yalor menor que o LD do método.

Este instrumento legal sustenta e abre caminho para
um indice de qualidade das dguas voltado para a protecéo
das comunidades aquaticas, pois além de explicitar a
necessidade da manutencdo da vida aquatica, alerta
para que este fato seja norteador do controle de fontes
emissoras de poluentes.

Os resultados observados na tabela 1, apresentam
valores de N-NH, . abaixo de 0,2 mg L™ para os pontos
3 e 4 independentes do pH das amostras. Estes valores
encontram-se abaixo do limite maximo estabelecido pela
resolucdo 357, sendo assim estes pontos, segundo este
parametro, sdo possuidores de um indice de qualidade
de &gua aceitavel para as comunidades aquaticas. No
entanto o ponto 1 e 2 apresentaram valores de 8,99 e
6,46 mg L™ N-NH, ., repectivamente e um pH igual a
7,6, portanto acima do valor estabelecido pela resolucéo
357, nédo apresentando para este parametro um indice de
qualidade de agua para comunidades aquéticas aceitavel.

Conclusoes

O uso dos indicadores &cido-base para deteccdo
espectrofotométrica acoplada com Analise de Injecéo
em Fluxo por difusdo gasosa, apresentou sensibilidade,
limite de detec¢do e limite de quantificagdo,
compativeis com os limites estabelecidos na legislagéo.
O comportamento da banda de absorcdo em 552nm
da fenolftaleina se mostrou eficiente para monitorar
niveis de nitrogénio amoniacal total em agua. De forma
semelhante o comportamento da banda de absor¢do em
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440nm do purpura de bromocresol surge como proposta
de detec¢do para espécies acidas, acoplado a andlise de
injecdo em fluxo por difusdo gasosa.

O indice de qualidade de agua para protegdo de
comunidades aquaticas, considerando os niveis de
nitrogénio amoniacal total, da bacia do rio Uberabinha,
mostrou-se bom para os pontos 3 e 4, exceto para 0S
pontos 1 e 2 onde deve ser feito um controle das fontes
de poluicdo, para que valores deste pardmetro, nestes
pontos do rio apresentem-se abaixo do limite maximo
estabelecido na resolucdo CONAMA 357.
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Synthesis and
Characterization of Polyvinyl
Alcohol-Polyaniline-
Glutaraldehyde Composite
Disc: a Probable Matrix for
Protein Immobilization

Samantha S. Caramori, Katia F. Fernandes & Luiz B. Carvalho-Junior

Neste trabalho sdo apresentados os resultados da sintese e caracterizacdo de
um composito de alcool polivinilico-glutaraldeido-polianilina (PVAG-PANIG). O
composito foi analisado por espectros de infravermelho e absor¢do UV-visivel e por
andlise termogravimétrica. As andlises de microscopia eletrdnica de varredura e da
superficie dos poros demonstraram que o PVAG-PANIG é um material macroporoso. O
material também apresentou condutividade elétrica em baixa temperatura. O composito
preservou caracteristicas do PVA (hidrofilicidade, possibilidade de ser moldado a mao)
e da PANI (propriedades eletrocromicas). As propriedades encontradas neste material
sugerem que possa ser utilizado como suporte em técnicas de imobilizacdo de proteinas.

Palavras-chave: PVA, PANI, imobilizacao de proteinas.

This work presents the results from the synthesis and characterization of a composite
of polyvinyl alcohol-glutaraldehyde-polyaniline-glutaraldehyde discs (PVAG-PANIG).
The composite was analyzed through infrared spectra, UV-visible absorption and
themogravimetric analysis. Scanning electron microscopy and surface porosity analysis
showed that PVAG-PANIG is a macroporous material. Electrical conductivity was detected
at low temperatures. The composite preserved some properties from the PVA (hydrophilicity,
hand molding) and PANI (electrochromical properties). The properties found in this material
suggest that it could be used as a support for protein-immobilization applications.

Keywords: PVA, PANI, protein immobilization.
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Introduction

Synthetic organic polymers are materials whose
chemical diversity and versatility make them the
most investigated compounds for biotechnological
applications. Many properties of these polymers are
exploited in industry. In the field of biochemical
engineering for example, several synthetic polymers
have been used to solve problems such as prosthesis
implants, development of electrochemical cells, and
support for enzyme immobilization in construction of
biosensors or bioreactors.

Polyaniline (PANI) is a widely studied polymer and
has received much attention from researchers in the last
30 years. There are many properties that make polyaniline
a versatile material, such as its environmental stability,
! electrochemical behavior,? 2 simple acid-base doping/
de-doping chemistry,* ° thermal stability, & 7 optical
properties® and low cost of its synthesis. ® Moreover,
the property of electrical conductivity and the capacity
to immobilize biomolecules have made polyaniline a
component in biosensors, 1011 12.13.14

Nevertheless, polyaniline presents some
disadvantages. PANI has been described by some authors
to be intractable because of its high thermal stability and
insolubility. %> Moreover, the polymer resulting from
the chemical synthesis process is a fine powder which
is difficult to separate from the solvent because of its
dispersibility property.t

To overcome these problems, preparation of PANI-
based composites or blends is considered a very promising
alternative in that both the functional properties of PANI
and the mechanical properties of the matrix can be
simultaneously preserved.®

One of the polymers frequently used as support
in  composite structures is  polyvinyl alcohol
(PVA). This organic polymeric material has great
flexibility, hydrophilicity, transparency, crystalinity,
biodegradability and biocompatibility properties, and
can be shaped during its synthesis. Because of these
properties PVA was used as a polymer stabilizer," 8 as a
remover of agricultural pesticides,’® as a model of mass
transfer,® as a chromatographic matrix gel** and as a
matrix for protein immobilization.?2 %

In our research group amylase, xantine oxidase,?
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peroxidase,® glucoamylase?® and some antigens of
tropical diseases were covalently immobilized on
PANI and PVA.2 2" 28 Here we present a synthesis and
characterization of PVA-glutaraldehyde discs coated with
polyaniline, named PVAG-PANIG. This material is based
on the synthesis of the PVA-glutaraldehyde network
followed by the chemical synthesis of polyaniline on the
surface of the network. As a consequence, we obtained
a composite which has a mixture of hydrophilic/
hydrophobic groups, has electrochromic properties and
the advantages of a few number of steps for synthesis
as well as lower costs. Finally, PVAG-PANIG composite
can be removed from the bulk of chemical reactions
manually allowing them to have more precise control.

Experimental
SUPPORT SYNTHESIS

PVAG-PANIG discs were synthesized according to
Araujo et al.? and Fernandes et al.® Briefly: PVA (Vetec
Quimica Fina, Brazil; 200 mg) was dissolved in distilled
water (10 mL) by heating at 65 °C and 25% (v/v) of
glutaraldehyde (\Vetec Quimica Fina, Brazil; 1.5 mL)
was added. This mixture was vigorously stirred for 50
min after which aliquots (20 pL) were introduced into
flat wells of microplates (Mumc, Denmark) containing
3.0 mol L* HCI (120 uL). The microplates containing
the network of PVA cross-linked with glutaraldehyde
(PVAG) were incubated for 24 h at 25 °C. Afterwards, the
discs (1.0 g) were treated with 0.61 mol L' ammonium
persulphate (Carlo Erba, Italy) prepared in 2.0 mol L*
HCI for 30 min. Then the treated discs (1.0 g) were
incubated with 0.44 mol L* aniline (Merck, Germany)
for 60 min to allow the PANI to be formed. The PVAG-
PANI discs (1.0 g) were thoroughly washed with 2.0 mol
Lt HCI, incubated with 2.5% (v/v) glutaraldehyde at 60
°C and finally washed five times in succession with 0.1
mol L* sodium phosphate buffer, pH 7.6.1® These discs
(PVAG-PANIG) were keptat4°Cina 0.1 mol L* sodium
phosphate buffer pH 7.6.

PVAG-PANIG CHARACTERIZATION

Spectrophotometry
PVA, PVAG and PVAG-PANIG discs were analyzed
by infrared spectra (FT-IR; KBr method) in the spectral
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range 400-4000 cm? (Hartman & Braun MB series
- Michelson). Visible-ultraviolet spectrophotometry
analyses of the PVAG and PVAG-PANIG were carried out
in the range of 250-900 nm with 2 nm intervals (Beckmann
DU-70, Beckmann Instruments GmbH, Germany).

Thermal gravimetry (TGA)

Discs of PVAG-PANIG (15 mg) previously stored
in phosphate buffer 0.1 mol L* pH 7.0 were washed in
distilled water, dried using filter paper (Whatman n. 1)
and then transferred to a thermo-analyzer (Shimadzu
DTG 60H). To avoid discs deformation no dehydration
step was used in this procedure. The samples were heated
from 23 °C to 800 °C using the following heating rates:
5 °C mint in the 23 °C-250 °C range; 2 °C min? in 251
°C-700 °C and 5°C min in the 701- 800 °C.

Surface Area Analysis

The surface area measurements of the PVAG-PANIG
discs were carried out by using an accelerated surface area
and porosimetry analyzer (ASAP 2010, Micromeritics
Corporate Headquarters, USA). The initial mass of the
sample was 0.072 g with P/P  equal to 0.200 and the pore
measurement capacity of 1.7 at 35 nm.

Scanning electron microscopy

The discs were first dehydrated in acetone solutions
from 30% (v/v) to 100% (v/v) and dried at the critical
point (Balzers, model CPD 030, England). Samples
were fixed on stubs followed by metallization with gold
in an argon atmosphere. Finally, they were analyzed by
scanning electron microscopy (JEOL JSM-840A, Japan).

Electrical conductivity

PVAG-PANIG discs were submitted to electrical
conductivity variation using a Keithley 602 electrometer
at 40 V and the temperature ranging from -146 °C to 18.7
°C (126.6 K to 291.67 K).

Results and Discussion

About 240 discs of 15 mg (PVAG-PANIG) were
synthesized using the procedure described here (11.5
mL of the mixture and three microplates) and typical
discs are shown in Figure 1, namely, PVAG disc (yellow,
transparent) and PVAG-PANIG disc (dark green).
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Figure 1. Discs of PVAG (yellow) and PVAG-PANIG (dark green).

The synthesis of PVAG-PANIG was monitored by
infrared spectra in the three stages: PVA, PVAG and
PVAG-PANIG (Figure 2) and the pattern of the bands
from polyvinyl alcohol, glutaraldehyde and polyaniline
were observed. It is possible to observe peaks at the
region of the 3400 cm™ in all the stages, related to the
stretching of -OH from the PVA.% ® Figure 2C shows
a band at 2942 cm”, related to the presence of -CH,
groups.®® Another band from PVA was found at 1429
cm? related to the -OH deformation (Figures 2A-
C). Additionally, the spectrum of PVA (Figure 2A)
indicates an elevated isotacticity degree in the sample
used in this work (1140 cm?). Carbonyl bands from
glutaraldehyde were observed at the 1700 cm™ region
in Figures 2B and 2C3. 323 gnd at 2840 cm™. Mansur
et al.? explained the presence of the carbonyl bands
in PVA-glutaraldehyde preparations as an incomplete
reaction of the glutaraldehyde with —OH groups from
PVA during the crosslinking network formation. This can
be an advantage for covalent immobilization processes,
when a glutaraldehyde arm is necessary to link support
and immobilize enzymes.

v/:\\(ﬁﬁm
‘\/
TNV i rriscoans

4000 3000 2000 1000

Transmitance (%)

Wavenumber /cm*

Figure 2. Infrared spectra of the PVA, PVAG and PVAG-PANIG.
Samples were prepared using KBr pellet technique.
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The bands from polyaniline in Figure 2C revealed
a predominance of 1577 cm? under 1500 cm. This
finding, according to Melo et al.,*! indicates that the
polyaniline content in the PVAG-PANIG disc appears
in the reduced form, named leucoemeraldine. These
authors explain that this feature is based on the
hypothesis of redox interactions occurring between
glutaraldehyde and polyaniline, yielding the aldehyde
groups from the first compound to carboxyl radicals and
the quinoid structures from polyaniline to benzenoid
groups (leucoemeraldine).

In situ visible-ultraviolet spectra (Table 1) showed
peaks from PVA and PVAG-PANIG. In 250-300 nm there
is a region correspondin g to the chemical groups from
polyaniline. Tang et al.,*® studying optical properties
from polyaniline and some derivatives, related a peak at
208 nm and suggest it as a n—* electron transition within
the benzenoid segments. According to these authors, a
peak at 300 nm is originated from the charged cationic
species known as polarons. Other peak at 320 nm in
PVAG-PANIG spectrum confirms this finding.'®

One band identified in PVAG spectra was at
280-300 nm, generally found when glutaraldehyde
is present.3* It was not possible to observe peaks at
280 nm or 330 nm, related to carbonyl functionality
of PVA.Y We believe this is a consequence of the
crosslinking action of glutaraldehyde.

Table 1. In situ visible-ultraviolet spectrophotometry of the PVAG and
PVAG-PANIG. Samples were prepared using one solid disc of PVAG
or PVAG-PANIG.

Bands/Peaks Reference
PVAG 280-300 nm [34]
PVAG-PANIG 250-300 nm [33, 34]
320 nm [18]

Thermal gravimetry analysis of the PVAG-PANIG
is presented in Figure 3. Weight loss was observed in
the ranges 50-100 °C, 200-300 °C and 400-450 °C.
The first one (64.04% of weight loss) was attributed to
water evaporation from the composite. The hydrophilic
behavior of PVA, due to its high hydroxyl content, makes
it a polymer able to interact with water molecules. Since
PVAG-PANIG samples used in this procedure were
washed and stored in a phosphate buffer environment we
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believe this high water content is also due to the presence
of the buffer in the pores of the discs. Phosphate buffer
was chosen, in this case, to preserve the support surface
and to avoid glutaraldehyde oxidation that occurs in the
oxygen atmosphere.

The second loss between 200-300 °C (72.51-
75.32 % of weight loss) was attributed to the chemical
alterations of the PVA structure, according to Helen et
al.,® and to Holland and Hay.* These authors compared
the TG pattern with the infrared bands in the TA-FTIR
spectroscopy analysis. According to them the thermal
degradation of PVA between 260 and 290 °C showed
keto-enol tautomerization (1705 cm) and the formation
of small amounts of alkyne units (2050 cm™). In this range
(200-300 °C) there is a lost reported to HCI evaporation’
used in PANI-doping.

- -20

- 40 =

Mass/mg

r -60

T T T -80
0 200 400 600 800

Temperature/°C
Figure 3. Thermal gravimetry analysis of the PVAG-PANIG. Straight
line represents weight loss (mg) and dash line shows the resulting
derivative transformation for thermogravimetry.

The weight loss above 400 °C is related to the
thermal decomposition of the carbon backbone of PVA
and PANI, according to Gangopadhyay et al.,'® Helen
et al.,*® and Wei and Hsueh.” Finally, at the end of the
thermal treatment 10% of residues did not presented
any weight loss. This is according to some PANI TGA
analyses, and show that the presence of the buffer
did not alter the inorganic composition of the PVAG-
PANIG discs.t8 37

Figure 4 presents the results from the porosity analysis
of the PVAG-PANIG. Under the analysis condition (O-
40 nm), PVAG-PANIG discs presented a small number
of pore sizes from 5 to 35 nm in diameter (mesopores
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range). The major adsorbed volume was attributed to the
number of pores with a diameter greater than 35 nm. Pore
volume capacity varied from 0.9 x 10“4cmég? to 3.58 x
10*cmig™

0,007
0,006
0,005 H
0,004
0,003

0,002

Adsorved volume/mL

0,001 1

0,000
0 10 20 30 40 50 60 70

Pore diameter/nm
Figure 4. Pore distribution for PVAG-PANIG.

PVAG-PANIG adsorption analysis (Figure 5)
displayed a behavior comparable to the isotherms of type
IV (pore size greater than 50 nm in diameter) proposed
by Brunauer in 1938.% % On the other hand, the pore
area measurement of the PVA has been reported to be
type | (microporous materials) according to Zhang et al.?®
We hypothesize that polymerization of aniline during
support preparation had covered PVA’s micropores.
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Figure 5. PVAG-PANIG adsorption isotherm.
The absence of micropores in the PVAG-PANIG can

also be confirmed by the scanning electron microscopy
(Figure 6) that shows the presence of depressions
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and protuberances 500 nm apart from each other.
According to Gregg and Sing® this is a characteristic
of the macroporous structure (pore size greater than
50 nm). This feature can be an advantage when an
enzyme which recognizes voluminous substrate/
product is immobilized at the surface of the disc of
PVAG-PANIG. A macroporous structure permits the
transit of a substrate from the bulk of the reaction to the
microenvironment of an immobilized enzyme, with less
mass transfer limitations.

Figure 7 presents data related to the influence of
temperature on the electrical resistance of the PVAG-
PANIG. No change in the electrical conductivity/
resistance was observed in the 120-240 K range (-153 to
-73°C). After that, a dramatic decrease occurred yielding
a resistance equal to about 106 Q. Similar conductivity
variation influenced by the temperature has been reported
for PVA and PANI.* %4 This phenomenon observed for
PANI is explained by the HCI evaporation responsible
for the conductivity properties of the polymer.® 7 14
Moreover, the use of glutaraldehyde as a chemical arm
may cause an increase in the benzoid content in the PANI
structure,® promoting a decrease in the conductivity
by decreasing the quinoid-benzoid pair at the polymer.
Finally, the incubation of the PVAG-PANIG discs in
alkaline buffer solution could enhance the counter ion
dissociation and hence, reduce the conductivity of the
composite produced in this work.

TR

Figure 6. Scanning electronic microscopy of PVAG-PANIG.

Conclusions

PVAG-PANIG composite discs were synthesized via
a glutaraldehyde network. Properties from PVA and PANI
could be identified by infrared and UV-Vis spectra, and by
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TG analysis. At room temperature, PVAG-PANIG appears
to be a hydrophilic and non-conductive macroporous
composite. The SEM surface studies indicated that PANI
recovered the PVVA matrix. The properties of the composite
produced in this work, namely hydrophilicity, the presence
of reactive groups and macroporosity are very interesting,
and suggest that this material is a promising support for
protein immobilization.
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Figure 7. The influence of the temperature on the electrical resistance
of the PVAG-PANIG.
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Artigo 4

Técnicas de Imobilizacao
de Enzimas

Kdtia F Fernandes, Claudinei S. Lima & Flavio M. Lopes

Aimobilizacdo de enzimas constitui uma das areas da tecnologia enzimatica que retine
um conjunto de técnicas atraves das quais esses catalisadores podem ser utilizados repetida
e continuamente. O principal objetivo de se imobilizar enzimas € obter maiores vantagens
no uso de enzimas em contraposicdo as desvantagens de alto custo e baixa estabilidade
das preparagdes. Varios métodos de imobilizacdo sdo conhecidos, e neste trabalho, alguns
métodos classicos séo descritos e analisados.

Palavras-chave: enzimas, imobilizacéo de enzimas, estabilidade enzimatica.

Enzyme immobilization is a field of the enzymatic technology that utilizes techniques
which permit enzymes to be repeatedly and continuously used. The principal interest in
enzyme immobilization is to increase the advantages inherent in the use of these catalysts
while decreasing the disadvantage of high cost and low stability. There are several methods
used for enzyme immobilization and those more widely applied are described.

Keywords: enzymes, enzyme immobilization, enzyme stability.
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Introducéo

A historia de enzimologia, a ciéncia que estuda as
enzimas, se confunda com a historia da bioquimica.
Ambas tiveram seu inicio no século dezenove, com as
investigacBes pioneiras sobre os processos de fermentacéo
e digestdo. A primeira Teoria Geral de Catalise Quimica
foi postulada pelo quimico Jacob J. Berzelius, em 1835,
partindo da observac&o de que extratos de malte, chamados
na época de “diastase” e que hoje se sabe contém uma
mistura de amilases, catalisava a hidrolise de amido mais
eficientemente do que acido sulfurico.

Quase dois séculos depois, a quimica continua a
ser o sustenticulo para a elucidagcdo dos mecanismos
envolvidos na catalise enzimatica. Por outro lado, a
complexidade e grande numero de reagdes ocorrendo
simultaneamente nos sistemas vivos fazem da bioquimica
um instrumento essencial para a compreensdo das
implicacdes biologicas dessas reacdes. A expansdo do
conhecimento e aplicacdes desse tipo de catélise nos dias
atuais, com todas as vantagens que lhe séo inerentes, tem
convocado a participagdo cada vez mais efetiva daqueles
que dettm o conhecimento das ciéncias quimicas e
bioguimicas, para solucdo de alguns problemas.

Por definicdo, enzimas sdo proteinas que tem,
por caracteristica funcional, a capacidade de catalisar
reagdes. Estes catalisadores bioldgicos que apresentam
uma alta especificidade pela rea¢do que catalisam. Tal
caracteristica, aliada ao fato de que enzimas operam
em condicOes de reacdo amenas, tais como pH neutro,
pressdo atmosférica e temperaturas proximas a do
ambiente, desde longa data atrairam a atengdo de muitos
pesquisadores e industriais para o desenvolvimento de
processos utilizando esses catalisadores?. No entanto,
um dos entraves para o seu uso disseminado reside no
custo de obtengdo ¢ purificagdo, assim como na baixa
estabilidade das enzimas em solucdo, o que encarece 0
processo e, portanto, o produto final. Recentemente, a
busca por tecnologias utilizando enzimas vem recebendo
novo impulso, no intuito de atender as normas 1SO 9000
e 14000, que estabelecem padrBes de qualidade para
produtos e ddo énfase a0 menor consumo energético e
baixo impacto ambiental dos processos?.

Neste contexto, uma das técnicas poderosas, que vém
sendo empregadas no sentido de explorar as vantagens
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da catalise enzimatica e de minimizar suas desvantagens,
é a imobilizacéo de enzimas.

Uma das definigdes mais abrangentes de enzimas
imobilizadas é a que considera imobilizadas “enzimas
que estdo fisicamente confinadas, ou localizadas em certa
regido definida do espago, com retencao de suas atividades
cataliticas, e que podem ser usadas repetidamente e
continuamente™,

Como descrito por Kennedy e White*, o primeiro
relato sobre a imobilizacdo de enzimas foi de Nelson
e Griffin que, em 1916, verificaram que invertase
adsorvida em carvdo ativado mantinha sua atividade
e ndo era retirada com as lavagens. Desde esta época,
varios métodos de imobilizagdo foram desenvolvidos.
E preciso ter em mente o sistema onde a enzima
imobilizada serd utilizada no momento da escolha do
método de imobilizacdo, uma vez que cada método traz
em si limitacBes que precisam ser consideradas. A ligacao
de enzimas a suportes insollveis é 0 método mais antigo
e mais utilizado para imobilizacdo* e, apesar de existir
atualmente uma diversidade muito grande de métodos, a
presente revisdo enfatizard os métodos mais classicos.

Meétodos para imobilizacédo de enzimas

Ha varios meios de se classificar os métodos
utilizados para imobilizar enzimas. Kennedy & White*
propuseram uma classificagdo que combina a natureza da
interacdo responsavel pela imobilizagdo com a natureza
do suporte utilizado (Figura 1). Nessa classificacdo,
0 termo enzimas sollveis designa 0s métodos em que
a enzima permanece na mesma fase em que estdo os
substratos (reagentes) e os produtos da reagdo, enquanto
o termo enzimas insoluveis designa aquelas que, apos
imobilizagdo em material sélido, passam a constituir fase
diferente do meio de reacdo, geralmente liquido.

[ metodos de Imobilizagao |
I

1
| Métodos para Enzimas Soluveis |

[
| Métodos para Enzimas Insoluveisl
I

! — —
|Aprisionamenlo| | Com derivagéol | Sem derivagéol
[ e H{ Fba ]
Micro-capsula

I6nica
Covalente

Figura 1. Classificagdo dos Métodos de Imobilizagdo®.
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Métodos para imobilizacéo de enzimas solUveis

Nestes métodos, as enzimas mantém sua solubilidade
inalterada e sdo separadas do restante da solucédo
por membranas semipermeaveis, fibras porosas ou
membranas de ultrafiltragdo. De modo geral, neste
processo ocorre a contencdo da enzima livre em uma
camara ou compartimento, através do qual o substrato
(reagente) passa e é convertido em produto. Deste modo,
é possivel utilizar continuamente a enzima, na sua forma
nativa, por periodos prolongados de tempo. As membranas
utilizadas neste tipo de imobiliza¢do variam muito em sua
composi¢do quimica e tamanho de poro, podendo ser de
natureza quimica bem simples como as de policarbonato®
(Figura 2) ou mais complexas como as de compdsitos de
6xido de aluminio/polietilenoimina/polianilina®.

() : ‘)’GDQ
09 ) o
°0 892 ° °
*] Q
? s °
Membrana

Figura 2. Membrana de Policarbonato fazendo a separacdo
de compartimento - Compartimento A: Enzima e substrato;
Compartimento B: saida do produto®.

Imobilizacido sem modificacdo quimica da enzima
Neste método a enzima nativa é aprisionada em uma
camara por uma membrana ou fibra, que sdo impermeaveis
a molécula de enzima, mas sdo amplamente permedaveis
as moléculas de substrato ou produto®. Trata-se de uma
técnica extremamente simples, em que a enzima nao
sofre qualquer alteracdo em seu micro-ambiente. No
entanto, ha algumas restricdes a sua ampla aplicagéo,
uma vez que os produtos da reacdo devem ser moléculas
pequenas, capazes de passar através dos poros do sistema.

Imobilizacdo com modificacio quimica da enzima
Este método consiste primariamente em modificar
quimicamente a molécula de enzima, através da ligagao
de compostos de massa molar variada sem, no entanto,
alterar a solubilidade da enzima nativa ou sua atividade
catalitica. Deste modo, a enzima modificada adquire
massa molar e didmetro maior, permitindo a sua retencéo

Jan / Jun de 2010

com o uso de membranas com porosidade elevada, as
quais facilitam o processo de difuséo entre os ambientes,
seja do substrato, seja do produto.

Meétodos para Preparacdo de Enzimas InsollUveis

Nos métodos de enzima insoltvel, a enzima sofrerd
modificagdo em sua solubilidade, passando a operar em
fase diferente daquela do solvente, onde estardo presentes
0s substratos e para onde, via de regra, deverdo retornar
os produtos da reacdo. Nestes métodos, a molécula de
enzima sofre tanto modificagdo quimica como no seu
microambiente.

Aprisionamento

O método de aprisionamento consiste em aprisionar
ou enclausurar a molécula de enzima dentro de uma
matriz polimérica, de forma que seja possivel a entrada
do substrato e saida do produto, mas nao da enzima. O
método se subdivide, de acordo com o material utilizado,
em aprisionamento em gel, onde s&o usados materiais tais
como o agar’, poliacrilamida®®, gelatinal®!' e alginato®**2
(Figura 3), e aprisionamento em fibra (Figura 4) em que o
acetato de celulose é um exemplo tipico®**4, Uma terceira
subdivisdo diz respeito ao aprisionamento em nano/
microcapsulas®® (Figura 5), onde as enzimas sdo retidas
dentro de membranas poliméricas, preparadas a partir
de material semi-permeavel que permitem a difusdo do
substrato e do produto’®7.

FRERERER
z;? gowg E(‘;I I_\rw

'"'”"if’gﬁf So/45 % ;irx i
F ’1 ig I T»

Figura 3. Formacéo do gel de alginato de calcio: (a) homopolimeros
de unidade de &acido gulurénico em solucédo; (b) ligagdo entre as
cadeias homopoliméricas através dos fons calcio situados entre os
grupos com carga negativa aprisionando a enzima no interior da
matriz; (c) formacéo da rede de gel com cadeias homopoliméricas
com enzimas aprisionadas*?.
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Figura 4. Aprisionamento em fibras.

Ligacéo ao suporte

O método consiste na ligagdo da enzima a suportes
insoltveis, gerando assim uma segunda fase diferente do
meio reacional, onde a enzima se encontra fixada, e pode
ser subclassificado de acordo com o tipo de ligagdo da
enzima com o suporte.

Luz UV (365 nm)

Solugdo de PEG-DA

Foto-polimerizagio
Nanoparticulas de PEG-DA

Figura 5. Preparacdo de nanoparticulas de hidrogel. Nanoparticulas
contendo solucéo de Poli(etileno glicol) - Diacrilato (PEG-DA)®.

Ligacéo ao suporte por adsorgéo

Neste método de imobilizagdo, grupos superficiais do
suporte interagem com grupos de superficie da enzima,
através de atracOes eletrostaticas ou dipolares (forcas de
van der Waals) ou ainda pontes de hidrogénio®®. O tipo
predominante de interacdo depende da natureza quimica
e propriedades superficiais do suporte e da enzima em
questdo®®. A técnica, relativamente simples, consiste
basicamente na mistura do suporte insoltvel a solugdo de
enzima, sob condicdes apropriadas, seguida da separacéo do
suporte contendo a enzima adsorvida do meio de reacéo.

Considerando as forgas envolvidas no processo de
adsor¢ao, podemos inferir que a eficiéncia deste método
depende de variaveis tais como pH, forca idnica do
meio e a natureza do solvente empregado, bem como
da relagéo entre a concentracdo da enzima e do suporte.
Assim sendo, ap6s imobilizagdo € necessario um cuidado
especial para que as condigdes 6timas de imobilizacdo
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sejam mantidas, para que o sistema se mantenha
inalterado, o que, de certa forma, limita a aplicagdo
destes sistemas?®. Apesar disto, a simplicidade e rapidez
desta técnica preserva seu uso nos dias atuais com vastos
exemplos de enzimas imobilizadas por adsor¢do®.

Ligacdo l6nica

No método de imobilizagdo por forga iénica, o suporte
possui grupos funcionais ionizaveis caracteristicos, 0s
quais irdo interagir especificamente com grupos da enzima.
No processo, é possivel que algum tipo de adsorcdo ocorra
simultaneamente. Entretanto, a forca da interacdo iénica é
maior do que a de adsorcdo e, portanto, prevalece.

Para se obter o maximo de eficiéncia neste método,
é necessario cuidado na escolha da solugdo i6nica com
propriedades tamponantes que sera 0 meio para a enzima
a ser ligada, de forma que seja compativel com o suporte
e favoreca a substituicdo dos ions deste pelos grupos
ionizados da enzimat®.

De modo semelhante ao que ocorre com as
preparacfes de enzimas imobilizadas por adsorcéo,
as condi¢cdes Otimas de imobilizagdo devem ser
continuamente monitoradas a fim de se preservar a
integridade do sistema, em especial o pH e forca idnica
do meio onde a preparacéo serd utilizada, o que também
serve como limitante para a aplicagdo destes sistemas?-%,

Este método tem sido frequentemente utilizado na
construgdo de biossensores em que a polianilina atua
como polimero condutor depositado sobre o eletrodo
(carbono vitreo, platina, ouro). A sintese de polianilina
feita eletroquimicamente resulta em polimero carregado
positivamente. Assim, a enzima podera interagir
ionicamente com o polimero em valores de pH abaixo do
valor do pI*° (Figura 6).

) Pll — lli P H H
7\ 4& 7N\ N\
N N—( N— Nﬂ—
M — * .\:.)- — > n
Figura 6. Imobilizagdo por interagdo idnica em polianilina
negativamente carregada®.

Ligacéo covalente ao suporte

A imobilizagdo de enzimas através da formagdo de
ligacbes covalentes entre um grupo ligante da enzima e
0 suporte insolGvel é um dos métodos mais largamente
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utilizados e investigados?®%®, Este método emprega 0s
mais variados tipos de ligacdo, sendo possivel imobilizar
uma enzima através de qualquer um de seus grupos
superficiais reativos. Assim sendo, hd uma gama imensa
de reacdes que podem ser utilizadas para imobilizacdo
via ligacdo covalente3-%,

Cuidado especial deve ser tomado para que grupos
importantes para o desempenho da atividade catalitica
n&o sejam envolvidos na formagéo da ligacdo covalente
entre enzima e suporte, 0 que teria como consequéncia
uma enzima retida desprovida de atividade.

Inconvenientes desta técnica incluem as condicdes
mais drasticas e maior nimero de etapas de reacdo e,
consequentemente, mais tempo para sua realizacdo. No
entanto, uma vez imobilizada adequadamente, essas
preparacOes apresentam grande estabilidade, de forma
que somente alteracfes muito drésticas no meio serdo
capazes de interferir neste tipo de ligacdo®.

Um dos métodos mais largamente utilizados para
imobilizacdo por ligacdo covalente € o uso de vidro ou
materiais derivados de silica. Nestes materiais € comum
o tratamento para ampliacdo da quantidade de grupos
reativos através de silanizagdo, seguida de introducéo do
braco espacador de glutaraldeido que atuard como ponto
de ligacdo para e enzima® (Figura 7).

Figura 7. Imobilizacdo covalente de Xerogel Organicamente
Modificado (OMX) por multipontos®.

Ligacé@o Cruzada ou Cross-linking

A insolubiliza¢do de enzimas por este método envolve
a formacdo de ligacdo covalente entre moléculas de
enzima e reagentes bifuncionais de baixa massa molar,
formando agregados unidos por ligagdes intermoleculares.
Varios meios distintos sdo disponiveis para 0 preparo
de derivados insollveis de enzimas por ligacdo cruzada,
usando reagentes bifuncionais de baixa massa molar*-,
O sucesso da reacao depende das condicdes experimentais
e varia de acordo com a enzima e o0 reagente escolhido.
Dentre os diversos reagentes bifuncionais existentes,
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destacamos o glutaraldeido como o reagente de primeira
escolha, que continua a ser frequentemente utilizado nos
dias atuais em funcao de sua rapida reagdo com 0s grupos
amino superficiais na molécula de enzima®“. Outro
reagente muito utilizado é a carbodiimida em fungéo de
sua facil reacdo com grupos carboxilas*,®. O carater
reversivel ou ndo das reacdes de imobilizag¢do por ligacéo
cruzada e, portanto, a estabilidade da ligacdo obtida,
depende do tipo de reagente bifuncional®.

Um aspecto importante a ser ressaltado é o fato de
que o método de ligagdo cruzada, tal qual descrito aqui,
ndo envolve a associacdo da enzima com um suporte
solido. O produto da ligagdo de varias moléculas de
enzimas através de reagentes bifuncionais é que se torna
insolivel e precipita, formando um agregado sdlido
cataliticamente ativo (Figura 8).

Figura 8. Imobilizagdo por ligagdo cruzada “Cross-linking”

A Escolha do Método de Imobilizacéo

A escolha do método de imobilizacdo a ser utilizado
para a imobilizacdo de uma determinada enzima passa,
necessariamente, por uma analise da aplicacdo a que
se destina o sistema contendo a enzima imobilizada.
Uma vez definida a aplicagdo e, portanto, as condigdes
operacionais onde a enzima deverd atuar, podem-se
entdo avaliar, dentre as técnicas disponiveis, aquela que
melhor se adeque as necessidades exigidas. Isso posto, é
importante avaliar 0 tempo e 0s custos necessarios para
se viabilizar o método de imobiliza¢do escolhido, uma
vez que tais parametros irdo se refletir no processo e,
portanto, nos custos do produto final.
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Decomposicao dos
Antirretrovirais Lamivudina
e Zidovudina pelo Processo

Fotofenton Assistido no
Efluente de Industria
Farmoquimica

Sonia J. O. Souza, Tatiane M. Lobo, Alline L. O. Sabino, Sérgio B.
Oliveira & Orlene S. Costa

Os principios ativos utilizados na formulacdo de medicamentos compdem o0s
contaminantes presentes na estacdo de tratamento de indUstria farmacéutica. Visando
alternativas que levem a solucdes eficazes, os processos oxidativos avangados (POA)
tém atraido grande interesse da comunidade cientifica e industrial. Foram realizadas
degradaces dos antirretrovirais (lamivudina - 3TC e zidovudina - AZT), por oxidacao,
fotodegradagdo e foto-oxidagdo, presentes em efluentes de uma industria farmoquimica
do Estado de Goiés. A investigacdo da decomposicdo do 3TC e AZT foi realizada por
HPLC. O POA por Fotofenton assistido é uma alternativa aos tratamentos convencionais
que reforca sua importancia tecnolégica, ambiental e economica.

Palavras-chave: efluente, lamivudina, zidovudina.

The active ingredients used in the formulation of drugs make up the contaminants
in wastewater treatment of pharmaceutical industry. Seeking alternatives that lead to
effective solutions, the advanced oxidation processes (AOP) has attracted great interest
from the scientific community and industry. Were performed degradation of antiretrovirals
(lamivudine (3TC) and zidovudine (AZT)), by oxidation, photodegradation and photo-
oxidation, present in the effluent of a pharmaceutical chemistry industry in the State
of Goias. The investigation of the decomposition of AZT and 3TC was performed by
HPLC. The AOP by photo-assisted Fenton is an alternative to conventional treatments
that reinforces the importance of technological, environmental and economic.

Keywords: wastewater, lamivudine, zidovudine.
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Introducéo

Os antirretrovirais sdo drogas que inibem a
reproducdo do HIV (Human Immunodeficiency Virus)
no sangue. A combinacgdo desses medicamentos para fins
terapéuticos ¢ popularmente conhecida como “coquetel”,
ou tecnicamente, como terapia antirretroviral. Esta terapia
conta atualmente, segundo informagdo do Ministério da
Saude?, com dezessete medicamentos, dividida em quatro
classes de inibidores: 1) transcriptase reversa analogos
de nucleosideos ou nucleotideos (ITRN); 2) transcriptase
reversa ndo analogos de nucleosideos (ITRNN); 3)
protease (IP); e 4) fuséo (IF).

Souza e Storpirtis? reportam que 0s esquemas
posoldgicos combinados tém se mostrado mais eficazes
na supressao da replicagdo viral. Isto foi publicado em
estudos comparando varios tratamentos associando as
seguintes combinagdes: 2 ITRN, 2 ITRN + IP, 2 ITRN
+ ITRNN. Estes estudos demonstraram que o uso da
terapia tripla (trés drogas) contendo antirretrovirais
proporcionou  decréscimo plasméatico de 4cido
ribonucléico do HIV 1 em niveis abaixo do limite de
deteccdo. Além disso, a terapéutica antirretroviral
utilizando apenas um farmaco ocasiona, frequentemente,
a selecdo de cepas resistentes.

A dupla de analogos de primeira escolha para
compor o sistema triplo é a associacdo lamivudina
+ zidovudina (3TC + AZT), porque possui maior
potencial de adesdo, menor toxicidade, promove
aumento da supressdo viral, previne a resisténcia
aos farmacos e tem posologia mais simples, segundo
0 Programa Nacional de Doengas Sexualmente
Transmitidas (DST) e Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) do Ministério da Saude™.

A lamivudina e a zidovudina s3o classificados
como inibidores de transcriptase reversa analogos
de nucleosideos (Figura 1). A lamivudina, ou 3TC, é
uma das grandes descobertas na area dos nucleosideos
antivirais, sendo que, os L-nucleosideos podem ter uma
atividade bioldgica extraordinaria por serem seletivos
contra certos virus, minimizando os efeitos colaterais
graves. Ja a zidovudina ou AZT, um azido nucleosideo
derivado da timidina, foi o primeiro agente anti-HIV
do tipo 2-3 dideoxinucleosidio aprovado em 1987
pelo FDA (Food and Drug Admistration), seu efeito
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colateral mais comum € a anemia, cujos sintomas sdo
palidez, cansaco e tonteiras®*.

Assim,aindistriafarmacéuticavemdisponibilizando
no mercado substancias com proposito terapéutico, isto
tem se tornado um grave problema ambiental, deixando
em alerta as agéncias controladoras do ambiente®. Tanto
0s principios ativos quanto os insumos utilizados na
formulacdo de medicamentos, como a lamivudina e
zidovudina, compBem 0s contaminantes presentes
na estacdo de tratamento de efluente (ETE) de uma
inddstria farmacéutica.
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Figura 1. Estruturas moleculares: (a) lamivudina e (b) zidovudina®

As sobras resultantes no preparo fabril de
lamivudina e zidovudina sdo definidas como residuos
de medicamentos perigosos (RMP) e sdo classificadas
como residuos:

1) do Grupo B, pela Resolugdo n° 5 de 1993 do
Conselho Nacional de Meio Ambiente, por
apresentarem caracteristicas quimicas de risco
potencial a salde publica e ao meio ambiente;

2) da Classe B2, de acordo com a NBR 12.808
de 1993 da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas, por serem residuos quimicos e
farmacéuticos (medicamento néo utilizado);

3) do Grupo D, pelo sistema britanico, como
residuos farmacéuticos; e

4) do Grupo B1, conforme a classificagdo adotada
pela Resolugdo RDC n° 33 de 2003 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, como
residuos de medicamentos ou dos insumos
farmacéuticos, quando improprios para

consumo e que oferecem risco®™,

Jan / Jun de 2010



Nota-se uma tendéncia crescente por parte das
empresas produtoras de farmacos, a busca de alternativas
que levem a solugdes cada vez mais eficazes no que diz
respeito ao destino dos contaminantes gerados nos seus
processos fabris'?,

A maior conscientizacdo dos riscos iminentes a
salde humana e a necessidade de conservagdo dos
recursos naturais tem motivado esforgos para minimizar
0 problema de contaminacdo. Alguns exemplos sdo a
imposicdo de legislacBes mais restritivas, que visem
a reducdo da quantidade e toxicidade das emissbes e
também a utilizacdo de tecnologias de tratamento de
efluentes e de recuperacao de ambientes ja contaminados,
que satisfagam as restricdes impostas®.

A presenga de farmacos em efluentes de ETE ¢
reflexo da baixa eficiéncia de remogdo dos mesmos
pelos processos convencionais de tratamento e leva a
contaminagdo de aguas superficiais. Tal situacdo tem
incentivado a busca de métodos mais eficientes, capazes
de promover a mineralizagdo desses contaminantes,
ou pelo menos sua transformagdo em produtos que
ndo apresentem efeitos adversos ao ambiente. Neste
contexto, 0s processos oxidativos avancados (POA’s)
tém atraido grande interesse tanto da comunidade
cientifica como industrial®,

Os POA’s sdo caracterizados por sua capacidade
de oxidacdo total ou parcial do poluente, resultando,
em ultimo caso, na redugdo do conteido organico e/ou
melhora na sua biodegradabilidade®.

De todos os possiveis agentes de oxidagao fluor,
cloro, ozonio, entre outros, o peroxido de hidrogénio,
geralmente, é escolhido devido ao seu baixo custo e
alto poder oxidante (Tabela 1). Pode ser facilmente
manuseado e ndo gera subprodutos. Sua escolha
também se da devido a baixa cinética de oxidagdo, alta
reatividade e geracdo de radicais hidroxila, que sdo os
agentes oxidantes. Este pode ser usado em qualquer uma
das técnicas conhecidas®.

Das diferentes tecnologias disponiveis atualmente,
uma que se apresenta bastante promissora para o pré-
tratamento de &guas residuais € a oxidacdo com reagente
de Fenton (mistura de perdxido de hidrogénio e ions ferro
Il ou Ill, atuando este Gltimo como catalisador), num
reator que opera a pressao atmosférica e a temperatura
ambiente. Pode ser aplicado em diferentes composi¢des
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de &guas residuais, lama ou mesmo na remediacdo de
solos contaminados?®.

Tabela 1. Potencial Padrdo de algumas substancias.

Oxidantes Potencial de
Oxidacdo (eV)

Flaor, F2 +3,06
OH- +2,77
Oxigénio nascente, O +2,42
Ozobnio, O3 +2,07
Peroxido de hidrogénio, H202 +1,77
Permanganto, MnO4- +1,67
Hipoclorito, ClO4- +1,43
Cloro, CI2 +1,36
Cr (VI) +1,33
Oxigénio,02 +1,23
*HO2 -0,30
*02- -1,09
ehid -2,90

O peroéxido de hidrogénio, quando usado de forma
isolada, pode também atuar como sequestrador de radical
hidroxila («OH), formando o radical hidroperoxila
(HO,#), como demonstrado na Reagdo (1). Isto significa
que o sistema reacional tende a um menor potencial
de reducéo, diminuindo a concentragdo de <OH,
prejudicando o processo de degradacdo, pois reduziria a
eficiéncia do processo por diminui¢do da sua agéo.

H,0, + *OH — H,0 + HO, L)

De acordo com De Julio et al.’, os ions ferrosos
(Fe?*) servem de catalisadores para decomposi¢do do
peroxido de hidrogénio (H,0,), em meio &cido, gerando
radical hidroxila (Reagdo 2), extremamente reativo,
capaz de oxidar efetivamente grande parte da matéria
organica presente no efluente em uma demanda de tempo
de apenas alguns minutos. Portanto, a acidificacdo do
meio garante o deslocamento do equilibrio da reacdo no
sentido de gerar maior quantidade de ion ferroso (Fe?*),
uma vez que, a reatividade entre o ion férrico (Fe®*) e
H,0, € baixa.

Fe* + H,0, — Fe¥ + 2 OH- @)
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Segundo Gromboni et al. ¥, a combinacdo de
perdxido de hidrogénio e ions Fe?* ou Fe** com radiagdo
ultravioleta (UV), denominado processo Fotofenton
Assistido (Reacdo 3), produz mais radicais hidroxilas
quando comparado ao método Fenton convencional (Fe?*/
H,O,) ou a simples fotdlise, aumentando a eficiéncia
na degradacdo de poluentes organicos, atribuida
principalmente a foto-reducdo de Fe®* para Fe?".

FeOH? + hv — Fe* + «OH-. 3)

Durante a reacdo Fotofenton Assistido podem ser
citadas as seguintes etapas do mecanismo: fotorredugédo
de ions Fe* formando ions Fe*, que reagem com H,O,;
aumento da decomposicdo de H,O, pela absorgdo da
luz UV e fotolise de complexos orgénicos de Fe?*
gerados durante a decomposicdo. Além destes fatores,
a fotdlise de hidroxo-complexos de Fe** € uma fonte
adicional de «OH?,

A maior vantagem associada ao processo Fotofenton
é a simplicidade na operacdo podendo-se operar em
condicGes normais de temperatura e pressdo, havendo
ainda possibilidade do uso de energia solar, o que
pode acarretar em uma reducdo de custos no processo,
principalmente quando se opera em larga escala®®.

A indUstria farmoquimica sob estudo produz
lamivudina (3TC), zidovudina (AZT) e a associacdo 3TC
e AZT, todos inibidores da transcriptase reversa analogos
de nucleosideo-nucleotideo. Com a finalidade de reduzir
a persisténcia da lamivudina, o 3TC, e da zidovudina, o
AZT, no corpo hidrico receptor, investigou-se 0 processo
de decomposic¢éo da associagdo dos antirretrovirais 3TC
e AZT por meio de processo de oxidacdo avancada do
tipo Fotofenton Assistido como tratamento alternativo
do efluente de uma industria farmoquimica do estado
de Goias. Visto que ndo ha legislacdo especifica e ¢ um
tratamento inédito para a realidade de Goias e é a Unica
que fornece produz esse tipo de medicamento no Estado.

Material e Métodos

As investigacdes de degradacdo da lamivudina
(3TC) e zidovudina (AZT) por oxidacdo com Fotofenton
foram desenvolvidas nas seguintes etapas: 1) Preparo da
solucdo-teste contendo 3TC e AZT; 2) Degradacdo dos
antirretrovirais, presentes na solugdo-teste, com peroxido
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de hidrogénio, reagente de Fenton e Fotofenton; 3)
Determinacgdo dos farmacos 3TC e AZT na solugdo-teste,
por cromatografia liquida, antes e depois da degradagdo; e
4) Aplicagdo do tratamento de degradagdo, mais eficiente
da solugdo-teste, ao efluente da industria farmoquimica
sob estudo.

A degradacdo por oxidacéo foi realizada em reatores
com impulsores rotativos utilizando um reator de
radiacdo ultravioleta (UV). Inicialmente, os testes de
decomposicdo dos antirretrovirais foram realizados em
solugdes-teste contendo 3TC e AZT, com a finalidade de
simular o efluente industrial, e posteriormente, a melhor
reposta de degradagdo do 3TC e AZT com as solugdes-
teste foi aplicada ao efluente da industria farmoquimica
sob investigacdo.

Preparo da solucdo-teste contendo 3TC e AZT
Solucdo-teste foi preparada com o objetivo de
simular um efluente de industria farmoquimica contendo
antirretrovirais. Esta solugdo, com 100 mg/L de
concentracdo de antirretrovirais, foi utilizada nos testes
de decomposicdo por oxidacao, fotodegradagéo e foto-
oxidacdo. O preparo da solucdo-teste consistiu na mistura
de 150 mg de amostra contendo lamivudina (22,1 %) e
zidovudina (44,5 %) em comprimidos triturados; 0,15 mL
de detergente anidnico (tensoativo empregado na limpeza
dos equipamentos) e 4gua. O pH da mistura foi ajustado
proximo de 3,5 com solugdo de acido sulfurico (H,SO,)
3,0 mol/L, pelo fato de que faixas de pH baixo favorecem
a degradacdo de compostos organicos, aumentando a
velocidade da reacdo, de acordo com Nogueira et al. 2.

Instrumental para degradacdo por oxidacdo e por
radiacdo ultravioleta

A decomposic¢do da lamivudina e zidovudina por
oxidacdo foi realizada em equipamento jar test da marca
Turb-Floc/2C da Polilab, contendo cinco reatores dotados
com impulsores rotativos (Figura 2). Cada reator possuia
capacidade méaxima de 2 L. As velocidades de rotacdo
variavam de 40 a 200 rpm. As condi¢Bes de ensaios no
jar test foram fixadas para um volume de 1 L de solugéo-
teste; velocidade de rotacdo de 60 rpm; dois intervalos
de tempo de reagdo, um de 30 min e outro de 60 min de
duracéo; temperatura da solucdo na faixa de 32 °C e pH
entre 3a 4.
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A decomposicdo  dos  antirretrovirais  por
fotodegradacdo foi realizada em um reator anular
fotoquimico com capacidade maxima de 1,5 L, como
ilustrado na Figura 3 (a). A fonte de radiagéo ultravioleta
consistiu em uma lampada de vapor de mercurio, da
marca Philips, de 125 W e comprimento de onda gerado
na regido UV de aproximadamente 254 nm. O tubo de
descarga da lampada de vapor de mercurio, Figura 3
(b), era posicionado no eixo central do reator de vidro
encamisado. Na camisa, também de vidro, circulava
fluido do sistema de refrigeragdo, cuja temperatura
constante era mantida em torno de 38 °C. As condi¢des
de fotodegradagdo foram fixadas para um volume de 1
L de solucdo; temperatura de 38 °C, pH da solucdo ou
efluente industrial igual a 3,5 e intervalos de exposigdo a
radiacdo de 30 e 60 minutos.

Figura 2. Equipamento jar test.

Degradacao do 3TC e AZT com peroxido de
hidrogénio

Cinco recipientes do equipamento jar test foram
preenchidos com 1 L da solucéo-teste. Em cada recipiente,
adicionaram-se, consecutivamente, aliquotas de 0,22;
0,30; 0,37; 0,44; ¢ 0,60 mL de solug¢do de perdxido de
hidrogénio (H,0,) 30 % p/v e massa especifica 1,13 g/
mL, obtendo-se as seguintes concentracdes: 75,0; 100,0;
125,0; 150,0 e 200,0 mg.L?, respectivamente. Em
seguida, as solucOes-testes contidas nos jarros foram
homogeneizadas sob uma velocidade de rotacdo de 60
rpm. Apds 30 min de reagdo, foram coletados 15,0 mL,
de cada jarro, das solucGes-testes tratadas. Na seqliéncia,
a reacao de oxidacdo foi prorrogada por mais 30 min nas
mesmas solucdes-testes, repetindo-se o procedimento de
amostragem, agora para um tempo de 60 min de reacdo.
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Figura 3. a) Reator para degradagdo fotoquimica. b) Esquema do tubo
de descarga da lampada utilizado no reato*°.

Degradacdo do 3TC e AZT com reagente de Fenton
Em cada um dos cinco reatores do equipamento jar
test, adicionou-se 1L de solugdo-teste e submeteu-se
a agitagdo de 60 rpm. As solugBes-teste foi adicionado
o reagente de Fenton numa composi¢do de perdxido
de hidrogénio e sulfato ferroso (H,O,/Fe*"), na razdo
massica de 5:1, como prescrito por Souzal®. As
concentragdes de [H,0,] e [Fe*] foram 200 mg.L™" e 40
mg.L%, respectivamente. Apds 30 min de reagdo coletou-
se a primeira amostra de 15,0 mL e depois de 60 min,
coletou-se a segunda amostra de mesma quantidade.

Degradacdo do 3TC e AZT por radiagéo ultravioleta

Preencheu-se o reator com 1 L de solugdo-teste e
submeteu-se a zidovudina e a lamivudina & decomposicao
por radia¢do UV durante 30 e 60 min. Amostras de 15,0
mL foram coletas para ambos os tempos de reacéo.

Degradacdo do 3TC e AZT com Fotofenton Assistido

No tratamento com Fotofenton (UV/H,O,/Fe*), as
concentragdes de perdxido de hidrogénio (200 mg.L) e Fe?*
(40 mg.Lt) foram mantidas na proporcéo 5:1, como descrita
anteriormente. O comprimento de onda da radiacéo UV foi
de aproximadamente 254 nm e temperatura constante de
38 °C, aproximadamente. Apds 30 e 60 minutos de reacao
coletaram-se 15,0 mL das amostras.

Determinacdo dos farmacos 3TC e AZT por
cromatografia liquida

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC -
High Performance Liquid Chromatography) foi a técnica
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analitica empregada na determinacdo da zidovudina e
lamivudina contidas nas amostras coletadas nos ensaios
de degradagdo dos antirretrovirais. O cromatografo
HPLC, da marca Perkin Elmer modelo Séries 200,
composto de um injetor automéatico com um volume de
injecdo ajustado para 20 pL, uma bomba peristaltica e
um detector UV.

As amostras foram filtradas em membrana 0,45 um
para retirada das particulas em suspensdo. A coluna
cromatografica utilizada Spheri-10 RP-18 empacotada
com octadelsilano (C,) quimicamente ligado a silica,
comprimento 250 mm, didmetro interno de 4,6 mm e
espessura do filme de 10pum proépria para andlise desse
medicamento. A propor¢do da fase movel foi 95 %
tampé&o acetato 0,1 mol/L e 5 % metanol, pH 3,8, com
fluxo 1,0 mL.min e comprimento de onda de 270 nm?¥.

O limite de deteccdo do HPLC para esta técnica,
foi estipulado em 0,03 mg.L* para 0 3TC e 0,10 mg.L*
para 0 AZT. Visto que, foram as minimas concentracdes
que puderam ser detectadas com confiabilidade, sob as
condices experimentais estabelecidas através de analises
de cinco concentragdes diferentes de cada substéncia
feitas em triplicata e cada uma dessas analisadas em
triplicata também. Foi construida a curva de calibracdo
para analisar a precisdo do método. As equagdes da
reta obtida para o 3TC e para 0 AZT estdo mostradas,
respectivamente, nas Equagdes 1 e 2. O coeficiente de
correlacdo de 0,9950 para o 3TC e 0,9935 para 0 AZT
demonstra linearidade do método.

y=99920x + 1034 @)
y=44636x + 1784 (5)

Amostragem do Efluente da Indistria Farmoquimica

O efluente da industria farmoquimica sob estudo foi
coletado na entrada da estagdo de tratamento de efluentes
(ETE), imediatamente apds a unidade de gradeamento. A
amostragem foi do tipo composta, sendo coletadas cinco
amostras de 200 mL durante o periodo de lavagem das
maquinas, cerca de uma hora e meia, em intervalos de
20 minutos. As amostras eram armazenadas em garrafa
de IL com vidro ambar e tampa de teflon, conservada a
temperatura de 10 °C por um periodo maximo de 20 horas.
Esta amostra, de efluente industrial, foi utilizada para o
ensaio de melhor resposta de degradacéo das solu¢Oes-teste.
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Resultados e discussdo

A analise qualitativa dos picos foi feita utilizando um
padrdo externo com concentracdo e tempo de retencdo
dos ativos conhecidos, possibilitando a identificacdo,
como consta na Figura 4.

TEMBG s

Figura 4. Cromatograma do padréo de lamivudina e zidovudina.

Os ensaios de decomposicdo da lamivudina e
zidovudina, presentes em solugdo-teste na proporcao de
33,2 mg.L* de lamivudina e 66,8 mg.L* de zidovudina,
compreenderam cinco tipos de tratamento: 1) Oxidagdo
com peroxido de hidrogénio (H,O,); 2) Radiagdo UV,
3) Oxidag@o com perdxido de hidrogénio associada com
radiagdo UV (H,0,/UV); 4) Oxidagdo com reagente
Fenton (H,0,/Fe*); e 5) Oxidagdo com reagente de Fenton
associada com radiacdo UV (H,0,/Fe**/UV). Os resultados
finais obtidos ao longo dos ensaios constam na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados obtidos nos ensaios de tratamento realizados apos
60 min

Tipo Tratamento % De?(;]_lr_iéda(;éo % DeAg;}IEjagéo
H,0, 9,2 6,9
Radiacédo UV 89,6 99,5
H,0,/UV 99,3 99,8
H,0,/Fe*+ 99,8 99,7
H,0,/Fez/UV 99,9 99,8

Decomposigdo de 3TC e AZT com H,0O,

As Tabelas 3 e 4 apresentam os resultados da
decomposicdo do 3TC e AZT por oxidagdo em
presenga de perdxido de hidrogénio com 30 ¢ 60 min
de reacdo, respectivamente.

Observou-se que a eficiéncia de decomposicao dos
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antirretrovirais por oxidagdo com peroéxido de hidrogénio
alcangou eficiéncias melhores para concentragdes de H,0,
mais elevadas (200,0 mg.L?), sendo 9,2 % para o 3TC e
6,9 % para 0 AZT. Entretanto, maiores concentracfes de
H,O, aumentariam os custos de tratamento e tornaria o
efluente concentrado em peroxido de hidrogénio.

Decomposicgédo de 3TC e AZT com radiagdo UV

Os resultados da decomposicdo de 3TC e AZT
por fotolise direta, empregando radiagdo ultravioleta,
estdo apresentados na Tabela 5. Nota-se uma elevada
eficiéncia na decomposicao de 3TC e AZT no tempo
de 60 minutos. No entanto, analisando 0s registros
cromatograficos (Figura 5), observa-se o aparecimento
de um terceiro pico com concentracdo semelhante
a somatéria das concentragdes dos compostos
adicionados ao efluente sintético, indicando, portanto,
apenas uma decomposicédo parcial dos compostos, com
formacdo de outro composto ndo identificado. Para
0 3TC nota-se que esse processo de decomposicédo
apresenta uma menor eficiéncia, podendo-se inferir que
a estrutura molecular desse composto é mais resistente
a exposicao de radiacdo UV. Além disso, o tempo de 60
minutos de reagdo para alcangar uma boa eficiéncia ndo
é interessante para um processo industrial.

Tabela 3. Decomposi¢do de 3TC e AZT na solugéo-teste por oxidacéo
com H,0, com 30 min de reagéo.

Solucdo-Teste Tratada
Amostra [3TC] Eficiéncia [AZT] Eficiéncia

mg.L*! % mg.L? %
1 32,7 14 65,6 1,8
2 32,6 1,9 65,9 1,3
3 31,4 55 62,9 5,9
4 31,4 5,4 63,5 5,0
5 30,4 8,5 62,4 6,7

Concentragao inicial de 3TC = 33,2 mg.L*; Concentracdo inicial de
AZT =66,8 mg.L™.

Decomposigdo de 3TC e AZT com H,0,/UV

As concentracBes de 3TC e AZT da solugdo-teste
apos oxidagdo com peroxido de hidrogénio associada
com radiacdo ultravioleta estdo apresentados na Tabela
6. Devido a alta eficiéncia de decomposi¢do, supde-
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se que o uso do peréxido combinado a UV favorece a
decomposicdo dos compostos, comprovado pela nédo
deteccao de outro composto pelo método no HPLC.

Tabela 4. Decomposi¢do de 3TC e AZT na solucéo-teste por oxidacao
com H,0, com 60 min de reagdo.

Solugéo-Teste Tratada
[3TC] Eficiéncia [AZT] Eficiéncia
Amostra

mg.L*! % mg.L* %
1 32,2 31 63,0 5,7
2 32,6 18 65,7 1,6
3 31,7 4,5 64,8 2,9
4 31,0 6,5 63,4 5,0
5 30,1 9,2 62,2 6,9

Concentragdo inicial de 3TC = 33,2 mg.L*; Concentragdo inicial de
AZT = 66,8 mg.L ™.

THMPD juin

Figura 5. Cromatograma da decomposi¢do dos antirretrovirais por
radiacdo UV em 60min.

Decomposicdo de 3TC e AZT com reagente de Fenton
(H,0,/Fe*)

Os resultados da decomposicdo do 3TC e AZT por
oxidagdo com reagente de Fenton, uma combinagdo de
peroxido de hidrogénio (200 mg.Lt) e Fe? (40 mg.L?),
estdo apresentados na Tabela 7. Tanto o 3TC quanto o
AZT apresentaram eficiéncias elevadas de degradacao.

Decomposicdo de 3TC e AZT por Fotofenton Assistido
(H,0,/Fe*/UV)

A oxidacdo dos antirretrovirais sob irradiacdo UV
na presencga de ion férrico, peréxido de hidrogénio e em
meio acido foi verificada por cromatografia liquida e os
resultados obtidos encontram-se na Tabela 8.
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Tabela5. Decomposi¢dodo3TCeAZT nasolucéo-teste por radiacdo UV.

Solucdo-Teste Tratada

Amostra Tempo 3TC Eficiéncia | AZT Eficiéncia
(min) | (mg.L) | (%) | (mg.L?) (%)
6 30 27,49 17,2 3,38 94,9
6 60 3,44 89,6 0,30 99,5

Concentragdo inicial de 3TC = 33,2 mg.L*; Concentracéo inicial de AZT = 66,8
mg.Lt

Tabela 6. Resultado da decomposigdo do 3TC e AZT por oxidagdo com
H,0,/UV.

Solugéo-Teste Tratada

Amostra Tempo 3TC Eficiéncia | AZT Eficiéncia
(min) | (mg.LY) | (%) | (mg.L?) (%)
7 30 0,32 99,0 0,63 99,0
7 60 0,21 99,3 0,15 99,8

Concentracgoinicialde3TC=33,2mg.L*;ConcentragéoinicialdeAZT=66,8mg.L*.

Tabela 7. Resultado da decomposicéo do 3TC e AZT por oxidagdo com
H,O,/Fe*+ (Fenton).

Solugéo-Teste Tratada

Amostra Tempo 3TC | Eficiéncia | AZT | Eficiéncia
(min) | (mg.L™") (%) | (mg.L?) (%)
8 30 0,08 99,7 0,90 98,6
8 60 0,07 99,8 0,21 99,7

Concentracdoinicialde3TC=33,2mg.L*;ConcentragéoinicialdeAZT=66,8mg.L*.

Tabela 8. Decomposicédo do AZT e 3TC por Fotofenton.

Solucédo-Teste Tratada

Amostra Tempo [3TC] | Eficiéncia | [AZT] | Eficiéncia
(min) mg.L*! % mg.L*? %
9 30 0,05 99,8 0,19 99,7
9 60 0,03 99,9 0,10 99,8

Concentracéoinicialde3TC=33,2mg.L*;Concentracdoinicial deAZT=66,8mg.L.

A degradagdo dos antirretrovirais por radiagdo UV
na presenca de reagente de Fenton apresentou elevada
eficiéncia para ambos os farmacos, apds 60 minutos de
exposicdo (Tabela 7). Os contaminantes mostraram-se
sensiveis ao tratamento combinado de fotodegradacao
com Fenton (Fotofenton Assistido). Embora os valores
ndo tenham sido muitos maiores quando comparado
com a decomposicdo com reagente de Fenton, apenas,
mas é importante considerar que a presenca de luz pode
favorecer o processo de degradacdo, no sentido de
diminuir a utilizac&o de ferro.
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Vale ressaltar que as dosagens de ferro em tratamentos
de efluentes sdo orientadas pela legislagdo e deve-se
trabalhar com baixas concentragdes. Segundo a Resolucéo
CONAMA 357%, a concentracao residual maxima desse
poluente em langamentos de efluentes é de 15 mg.L?! e
que o pré-tratamento por Fenton produz um efluente que
sofrerd o efeito da diluicdo quando misturado a outras
correntes de efluentes no equalizador, enquanto que para
UV ndo ha restricdo e o custo € relativamente baixo. No
decorrer das analises notou-se maior susceptibilidade
do 3TC em ser decomposto pelo peroxido e do AZT
em ser decomposto pela radiagdo UV, assim a acédo
conjunta desses dois agentes de degradacdo garante
uma eficiéncia maior e mais uniforme na decomposicao
de ambos 0s compostos.

Degradacio aplicada ao efluente industrial
farmoquimico contendo antirretrovirais

Como a resposta mais promissora a degradagdo
dos compostos antirretrovirais o efluente industrial
farmoquimico coletado na entrada da ETE foi tratado
pelo processo oxidativo de Fotofenton Assisitido. Os
resultados estdo dispostos na Tabela 9. Sendo que, a
concentragdo inicial de AZT no efluente bruto igual a
6,29 mg.L* e a concentragdo inicial de 3TC no efluente
bruto igual a 3,28 mg.L*. O registro cromatografico
mostrou que ap6s 30 minutos de reag@o ja ndo houve a
deteccdo dos picos de 3TC e AZT.

Tabela 9. Decomposicdo do AZT e 3TC por (H,0,/Fe*+/UV) no
efluente industrial.

Efluente Industrial Tratado

Amostra | TeMPO [ [3TC] | Eficiéncia | [AZT] | Eficiéncia
(min) mg/L % mg/L %
EIT 30 <0,03 >098,9 <0,10 >98,4

Concentragdo inicial de AZT no efluente bruto 6,29 mg.L%; Concentracéo inicial
de 3TC no efluente bruto 3,28 mg.L*; [H,0,] = 200 mg.L™; [Fe2+]= 40 mg.L Y
EIT = amostra de efluente industrial tratado.

Assim, de acordo com o limite de quantificacdo
estipulado entende-se que os compostos, apos 30
minutos de tratamento por Fotofenton, estdo numa
concentragdo menor do 0,03 mg.L*para 0 3TC e 0,10
mg.L* para 0 AZT.
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Conclusoes

Testes preliminares de degradacdo, com preparacdo
de solugdo-teste simulando a agua residuaria da industrial
farmoquimica sob investigacdo, revelaram-se uma
importante ferramenta no tratamento quimico do efluente
industrial de empresas produtoras de antirretrovirais.
Esse tipo de planejamento experimental permitiu avaliar
melhor as condigdes de tratamento do efluente. Assim,
entre 0s cinco tipos de tecnologia de processos oxidativos
avancados (oxidagdo com peroxido de hidrogénio, radiacdo
UV, oxidagdo com perdxido de hidrogénio e radiagdo UV,
oxidacdo com reagente Fenton e oxidacdo por Fotofenton
assistido) testados como tratamento alternativo em agua
residuaria contendo zidovudina (AZT) e lamivudina
(3TC), a oxidacdo por Fotofenton Assistido mostrou-se
bastante promissora para um tempo minimo de reacéo de
30 minutos, com eficiéncia de degradagdo maior do que
98,9 % para 0 3TC e 98,4 % para 0 AZT.

O POA por Fotofenton assistido surge como uma
alternativa real a tratamentos convencionais, visto que,
promove a reducdo na geracdo de lodo. O tratamento foi
eficiente para remogdo das substdncias estudadas, uma
Vez que as concentracOes dos analitos estavam abaixo dos
limites de detec¢do e quantificacdo da técnica. Portanto,
recomendam-se estudos mais aprofundados, comafinalidade
de determinar os limites de detec¢do ¢ quantificacdo mais
baixos, assim como, testar detectores mais sensiveis, como
por exemplo, o espectrofotdmetro de massas, além de outros
tempos de reagdo para otimizacdo da técnica, possibilidade
de ativacdo por luz solar e testar concentracdes menores de
ferro requerida para o tratamento.
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Artigo 6

Cadmio, Chumbo e

Solubilidade do Fésforo

em Suplementos Minerais
Bovinos Comercializados
em Goids

José R. Gongalves, Renata M. Goncalves & Raniery M. Goncalves

Visando baratear custos, algumas industrias de sal mineral utilizam matérias-primas
inferiores. Assim, algumas formulagdes podem estar contaminadas, necessitando controle
constante. Objetivou-se determinar cidmio, chumbo e solubilidade do foésforo em amostras
das mesorregides de Goias, no laboratorio do Centro de Pesquisas em Alimentos - UFG.
Utilizou-se espectrofotometria de absorcdo atdmica nas analises. Nao houve diferenca
significativa entre chumbo e a solubilidade do fosforo nesses suplementos, ao contrario
do cadmio. Os suplementos minerais encontraram-se com concentracdes de chumbo e
cadmio superiores as normas vigentes. A baixa solubilidade do fésforo na maioria dos
suplementos sugere uso de fontes ndo convencionais deste elemento.

Palavras-chave: absor¢éo atdmica, metais pesados, sal mineral.

Aiming to lower costs, some industries using mineral raw materials lower. Thus,
some formulations may be contaminated, requiring a constant control. The objective
was to determine cadmium and lead solubility of phosphorus in samples mesoregion
of Goias, in the laboratory of the Research Center for Food - UFG. We used atomic
absorption spectrophotometry in the analysis. There was no significant difference
between lead and the solubility of phosphorus in these supplements, unlike cadmium.
Mineral supplements are concentrations of cadmium and lead to higher standards.
The low solubility of phosphorus in most supplements suggests use of unconventional
sources of this element.

Keywords: atomic absorption, heavy metals, mineral supplement.

68



Introducéo

O Estado de Goiés, localizado no Planalto Central
do Brasil, possui uma populacéo de bovinos de quase
21 milhdes de animais!, a maioria gado para corte, 0
que propicia um atraente campo de nego6cios para os
que sobrevivem da cria, recria e engorda dos animais.
Entretanto, grande parte do solo goiano é pobre em
elementos minerais, particularmente fosforo, cobre e
cobalto. Isto obriga os fazendeiros a suplementarem
seus animais durante 0 ano com misturas de suplementos
minerais. Por esta raz80, a comercializagdo de
formulagBes minerais é muito intensa, constituindo-se
em um mercado altamente competitivo.

Visando baratear custos para ganhar mercado e
garantir suas vendas, algumas indUstrias produtoras
e/ou misturadoras de sal mineralizado para bovinos,
utilizam fontes de matérias-primas escolhidas em
funcdo do menor preco. Assim, acredita-se que algumas
formulacbes minerais possam estar contaminadas
por elementos toxicos, sobretudo metais pesados e
substancias radioativas que prejudicam inclusive o meio
ambiente. Essa suspeita, aliada ao fato de que o governo
brasileiro no ano de 2000 por meio do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)? liberou
o uso de fontes alternativas de fosforo a partir de fosfatos
de rochas, fez perceber a necessidade de se monitorar
as misturas minerais destinadas ao consumo animal
revendidas em qualquer estado do pais, incluindo Goiés.

Do ponto de vista econdmico, diferentes autores
destacam que os metais pesados quando presentes
em suplementos alimentares para animais, podem
causar alteracfes orgénicas importantes, prejudicando
0 desempenho dos animais®*. Segundo Margal et al.’,
suplementos minerais com controle restrito de qualidade
por parte dos fabricantes, fosfatos de rocha e fosfatos
agricolas, podem conter concentracdes de metais pesados
suficientes para causarem alteragdes clinicas importantes
em bovinos, principalmente de ordem reprodutiva,
como € o caso do cadmio que pode causar degeneracgao
testicular ou aciclia quando em concentragdes elevadas
no aparelho reprodutor.

O chumbo foi considerado por muitos estudiosos
como o elemento quimico inorganico de maior risco a
saude dos animais de criacdo, particularmente a espécie
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bovina®>®, o que também representa riscos a satide publica.
O céadmio nos alimentos, de maneira geral, apresenta-se
em menor concentracdo, todavia é extremamente nocivo
e cumulativo a exemplo do chumbo®.

Problemas nutricionais, como deficiéncia, toxicidade
e desequilibrio mineral, causam anualmente elevados
prejuizos a pecudria nacional. Em qualquer regido, um dos
principais problemas do desenvolvimento da pecuéaria é o
suprimento continuo de uma boaalimentacéo dos animais,
que requer cuidado constante’®. Os nutrientes requeridos
pelos ruminantes podem ser agrupados nas seguintes
categorias: agua, energia, proteina, vitaminas e minerais.
Todavia, deficiéncias minerais ou desequilibrio no solo e
nas forrageiras, em muitas regides, tém sido responsaveis
pela baixa reproducdo e inadequada produtividade de
diversas regides brasileiras, incluindo Goias*. Bovinos
em pastagens com severa deficiéncia em fosforo podem
apresentar perdas superiores aquelas observadas em
animais que estdo em pastagens deficientes em energia
ou proteina®.

Pesquisas realizadas sobre a importancia da
suplementacdo mineral em regifes tropicais tém mostrado
aumento de 20% a 100% na porcentagem de nascimento
de bezerros, de 10% a 25% na taxa de crescimento e
reducdo significativa do indice de mortalidade. Existem
pelo menos 15 minerais essenciais para a nutricdo dos
bovinos: sete macro-nutrientes (calcio, fosforo, potassio,
sodio, cloro, magnésio e enxofre) e oito micronutrientes
(ferro, cobre, zinco, iodo, manganés, cobalto, molibdénio
e selénio), sendo que em qualquer regido poderad haver
concentragdes consideradas toxicas e deficiéncia notoria
de fosforo, causando redugao na produgao e produtividade
do animal®. Ressalta-se que um fosfato com o mesmo
nivel de fosforo determinado em analises quimicas, pode
ndo suprir a mesma quantidade de fosforo do ponto de
vista biologico. A diferenca em valor bioldgico entre
varios compostos minerais pode ser numericamente
medida, e os valores podem ser aplicados ao calculo das
misturas minerais*2.

Nunes et al.®® afirmaram que quando a absor¢do
intestinal é baixa, o nivel de fésforo na urina se reduz.
Para manter a concentragdo no sangue ocorre aumento
na reabsorcao de fosforo nos tibulos renais, chegando
proximo a 99%.

Assim, torna-se necessario analisar as varias fontes
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de suplementos minerais para macro e microelementos,
nio s6 sob o ponto de vista de sua composi¢dao, mas
também em relagdo a sua biodisponibilidade, haja vista
a expressiva diferenca de custos entre as fontes de baixa
e alta disponibilidade. A inclusdo de fosfatos com altos
teores de fllior na dieta animal resulta em menor ganho
de peso, menor ingestdo de alimentos, pior conversao
alimentar e comprometimento da mineralizacdo Ossea
e da resisténcia ossea as fraturas. Ja os fosfatos “feed-
grade” apresentam alto grau de pureza quimica ¢ alta
biodisponibilidade de fosforo®.

Calcio e fosforo estdo intimamente correlacionados,
chegando ao ponto em que a deficiéncia ou o excesso de
um pode interferir na utilizacdo do outro. Quando célcio
e fosforo sdo fornecidos para ruminantes em proporgdes
adequadas, ou seja, 2:1(Ca/P), e em formas eficientemente
aproveitaveis, tem-se entdo uma otima utilizagao dos dois
elementos. Aproximadamente 99% do célcio existente no
organismo encontram-se nos 0ssos e nos dentes. Portanto,
o célcio é um elemento essencial na constitui¢do de todas
as células vivas e quando ha deficiéncia de calcio, os
animais em crescimento apresentam problemas como
deformagdes Osseas ¢ fraturas'®.

Em contraste com o fosforo, que ¢ o segundo
elemento mineral encontrado em maior concentragéo no
organismo animal, a deficiéncia de calcio em gado de
corte ¢ raramente observada. Mais de 80% do fosforo
se encontra associado ao calcio nos 0ssos (na forma de
hidroxiapatita, fluoroapatita) e nos dentes, enquanto
cerca de 20% localiza-se nos tecidos moles do corpo'’.
Dai se percebe a importancia de suplementacéo dos dois
minerais citados.

O fosforo tem fung@o importante no metabolismo
energético, na formacao dos fosfolipidios e esta presente
nas células vivas, na microbiota do rimen, participando
na conversdo do caroteno para vitamina A e em varios
outros processos organicos importantes do bovino.
Em casos de deficiéncia, os animais desenvolvem uma
condi¢do conhecida como “apetite depravado”, com
varias consequéncias, desde a fragilidade ossea, até a
diminuigdo da fertilidade e produtividade - tanto de carne
quanto de leitet®.

Os ossos também sdo reservas de calcio e fosforo
que podem ser mobilizados ocasionalmente quando a
assimilacdo desses minerais é inadequada para atender as
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necessidades do organismo. No caso do animal produtivo
receber dietas deficientes, as glandulas paratiredides
através do paratormdnio mobilizam estes elementos
dos 0ssos para suprir as necessidades. Essa condicdo
poderd se agravar quando o animal estiver recebendo
dieta de suplementos minerais com alta concentracdo
de impurezas, a exemplo do chumbo, cadmio e outros,
podendo interagir com 0s mesmos, deslocando-os do
sitio de atividade bioldgica™.

Sabe-se que oxido de zinco, 6xido de magnésio,
oxido de ferro e calcario dolomitico sdo fontes potenciais
de chumbo e cadmio, além de possuirem baixa
biodisponibilidade. E deve ser considerado o percentual
utilizado desses suplementos nas misturas minerais em
relacdo ao fosforo, que € utilizado em maior concentragao
se comparado as fontes de microelementos®,

\oltada para a produgdo de proteina animal destinada
a alimentacdo humana, a nutricdo animal torna-se um
elo importantissimo do agronegocio®. Vale lembrar que
0s componentes mais importantes no calculo de uma
mistura mineral estdo relacionados com os niveis de
suplementacéo utilizados de cada mineral a ser oferecida
por animal?.

A auséncia de planejamento urbano adequado tem
ocasionado o0 crescimento desordenado em alguns
estados brasileiros, como em Goids, com consequéncias
indesejaveis aos animais de exploracdo pecuaria, afetando
a absorcao de nutrientes através do consumo e contato
com o ambiente poluido com substancias toxicas diversas,
a exemplo do cadmio e chumbo. Localidades rurais
que anteriormente serviam somente como habitats para
criacdo de animais de producdo, hoje dividem espago com
fabricas e indUstrias que poluem o ar, 0 solo, as plantas e 0s
mananciais hidricos, tornando os seres vivos vulneraveis a
toxidade de seus efluentes®®. Percebe-se a importancia do
meio ambiente isento de contaminacgdes e a necessidade de
um controle maior dos produtos obtidos, para resultar em
uma qualidade de vida saudavel aos seres vivos em geral,
incluindo os bovinos e 0 homem.

Nesse aspecto, reforga-se que as pesquisas com
metais pesados cadmio, chumbo e suplementos minerais
em Goidas e no pais ainda sdo escassas, 0 que se percebe
pela literatura cientifica reduzida e desatualizada.
Por isso, constituiu-se objetivo principal deste estudo
determinar os teores de cadmio, chumbo e a solubilidade
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do fosforo em acido citrico a 2% e observar a proporgao
de fontes alternativas do fosforo em suplementos minerais
destinados a formulacéo e elaboracédo de sais minerais e
misturas prontas de diferentes marcas comerciais para o
consumo bovino.

Material e métodos
Amostragem

Um total de 50 amostras de suplementos e misturas
minerais foi colhido ao acaso, diretamente do estoque
disponivel em estabelecimentos comerciais, além de
propriedades rurais colaboradoras pertencentes aos
municipios localizados nas cinco mesorregies de Goias
(Noroeste, Norte, Centro, Leste e Sul), de acordo com o
Anuério Estatistico do Estado de Goias?. Cada amostra
com quantidade em torno de 200 g, de marca e tipo
diferentes de suplementos minerais, foi acondicionada
em recipiente transparente de polietileno previamente
lacrado ¢ identificado. As analises foram efetuadas no
Laboratorio do Centro de Pesquisa em Alimentos —
CPA, da Escola de Veterinaria da Universidade Federal
de Goids e no Laboratério Nacional Agropecuario
(LANAGRO-GO) do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento de Goias (MAPA).

Métodos analiticos

Na metodologia analitica empregada para a
determinacdo do cddmio e chumbo em sal mineralizado
e suplementos minerais, as amostras foram previamente
submetidas a secagem a 60°C por aproximadamente 12
horas. A digestdo e a solubilizacéo foram realizadas com
acidonitrico, perclorico e cloridrico, fazendo-se a filtragao
em papel de filtro, filtragdo média, didmetro 12,5 cm para
baldo volumétrico de 50 mL e dilui¢des apropriadas, de
acordo com a curva padrao especifica para cada elemento
em estudo. Foi feita determinacdo do cddmio e chumbo
por espectrometria de plasma induzido, empregando-se
um equipamento modelo ICP-AES (Vista-MPX) Varian
SP de alta sensibilidade no LANAGRO-GO/MAPA.
O cadmio e o chumbo foram separados da amostra por
concentracdo com pirrolidinaditiocarbamato de aménia
(ADPC), P. A. com pH 2,3 + 0,1%%24,

Todas as analises foram realizadas em duplicatas.
Para a analise estatistica dos dados, utilizou-se 0 SAS/
BASIC Program?.
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Preparo para as analises de chumbo e cadmio

O preparo da solucdo padrdo para a construcdo da
curva padréo, utilizando-se chumbo e cadmio metélico
Merck, grau de pureza EAA (99,99%), foi realizado
da seguinte forma: dissolveu-se separadamente 1,0 g
de chumbo e cadmio metalico em &cido nitrico 50%,
completando-se o0 volume com agua destilada deionizada
para 1000 mL, para obter concentragdo de 1000mg/L.
Desta solugdo, fez-se outra intermediéria de 50 mg/L
como estoque. A partir desta solucdo intermediaria,
prepararam-se diluicBes para a curva padrdo de ajuste do
equipamento nas concentragdes de 1,0 mg/L; 2,0 mg/L;
3,0 mg/L para o chumbo e 0,20 mg/L; 0,40 mg/L; 0,80
mg/L para o cadmio em balGes volumétricos de 50 mL,
completando-se o volume com é&cido cloridrico 0,5 N,
de maneira que padrdes e amostras tivessem as mesmas
condigdes finais de concentragdo e pH no momento da
leitura. As condigdes do equipamento para procedimento
da leitura de padrdes e amostras estéo na Tabela 1.

Tabela 1. Condicbes para determinagdo de chumbo e cadmio em
Espectrometro de Absorgdo Atdmica, modelo GBC AA 932, Estado de
Goias.

Elemento / Condigdes do Aparelho Chumbo | Cadmio
Comprimento de onda (nm) 217,0 228,8
Tempo de leitura (s) 0,5 0,5
Fenda (nm) 1,0 0,5
Fluxo de acetileno (mL/min) 13 13
Fluxo de ar (mL/min) 30 30
Corretor de background sim sim
Chama estequiométrica Oxidante | Oxidante
Sensibilidade tipica (mg/L) 0,016 0,007
Corrente da lampada (mA) 5,0 3,0

Procedimentos

As amostras foram preparadas e homogeneizadas
com um quarteador tipo Jones de oito saidas. Ao
separar uma por¢do menor, procedeu-se nova
homogeneizacdo utilizando moinho tipo Willey e
peneira com granulometria de 0,50 mm, ambos em ago
inoxidavel, obtendo-se amostra homogénea e isenta de
contaminantes metalicos. As amostras assim preparadas
foram analisadas em conformidade com a metodologia
proposta em Métodos de Analise de Residuos Bioldgicos
em alimentos para uso animal, também adotado pelo
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Departamento de Agricultura dos Estados Unidos e
a Associacdo Nacional dos Fabricantes de RacOes e
suplementos minerais ANFAR/MAPAZ,

Digestdo das amostras

Apds o preparo e homogeneizagdo, as amostras
foram completamente mineralizadas por tratamento
pela via Umida. Para tanto, pesou-se em torno de 5,0 g
de amostra em becker de vidro de 125 mL, adicionou-
se 10 mL de &cido nitrico P. A. e submeteu-se a fervura
em chapa aquecedora a temperatura controlada de 200° C
até o desprendimento de fumos amarelados. Em seguida,
acrescentou-se 2,0 mL de acido perclorico P. A., aqueceu-
se até a completa destruicdo da matéria organica por 20
minutos aproximadamente. Procedeu-se o abaixamento
da temperatura e filtrou-se quantitativamente em baldo
volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com
agua destilada deionizada. Posteriormente, foram
preparadas as diluicdes especificas para cada elemento
a ser determinado. As dilui¢fes obtidas foram analisadas
por espectroscopia de plasma induzido ICP-OES.

Paralelamente, foram realizados testes de
recuperagdo e branco. A curva padrdo especifica dos
elementos em andlise foi obtida, o espectrémetro foi
otimizado, e as leituras do branco, dos padrées e das
amostras foram realizadas.

Quando necessario, as amostras foram diluidas
para que se obtivessem leituras dentro da faixa otima
de trabalho. As aliquotas foram diluidas em solucéo de
acido cloridrico 0,5 N, para manter as mesmas condicdes
de pH e viscosidade.

Simultaneamente, a cada grupo de amostra
analisada foi efetuado o teste de recuperacdo e branco,
fortificando-se uma amostra com teor conhecido do
elemento pesquisado. Preparou-se uma curva padrao
especifica para os elementos analisados e otimizou-se o
equipamento, fazendo a leitura do branco, dos padrdes
e das amostras. Foram calculados os resultados das
amostras, bem como a porcentagem de recuperagdo e
o coeficiente de correlacdo (r) para verificar a exatidao
do método. Para verificar interferéncias quimicas e/ ou
espectrais, usou-se regressao linear?.

Vidrarias e reagentes
Utilizou-se vidraria de uso comum em laboratorio,
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as quais passaram pelas seguintes etapas de limpeza e
desmineralizacdo de elementos contaminantes: banho
com solugdo de hipoclorito de sodio, alta pureza,
concentragdo 1:2000 (v/v); lavagem com detergente
neutro, grau de pureza AA a 2% e agua deionizada,
seguida por enxagie com agua deionizada; banho em
solucdo de acido cloridrico grau AA a 0,5 N (v/v) e
finalmente, enxdgue com agua deionizada.

Foram utilizados reagentes usuais para ICP-OES
(espectrometria de plasma induzida), tais como acido
nitrico e acido cloridrico Spectrosol de qualidade para
analise, padrdes proprios de cada elemento e ampolas de
titrisol, grau de pureza ICP-OES.

Procedimento para determinagéo do fosforo total e da
solubilidade do fosforo em acido citrico a 2%

Procedeu-se a determinacdo da porcentagem do
fosforo total e da solubilidade do fésforo em acido
citrico a 2% por espectrofotometria UV, na faixa do
visivel, empregando-se um equipamento modelo Perkin
Elmer/Lambda 25, duplo feixe de alta sensibilidade,
pertencente ao Centro de Pesquisas em Alimentos - CPA/
UFG. A extragdo do fosforo nas amostras foi realizada
conforme metodologia ANFAR/MAPA?. Apos preparo
e homogeneizacdo, a matéria organica da amostra foi
completamente destruida por tratamento pela via Umida
com é&cido nitrico. Para tanto, pesou-se em torno de 1,0
g de amostra em Becker de vidro de 125 mL, adicionou-
se 10 mL de &cido nitrico P. A. e submeteu-se a fervura
em chapa aquecedora a temperatura controlada de 200° C
até o desprendimento de fumos amarelados. Em seguida,
acrescentou-se 2,0 mL de acido perclorico P. A. e aqueceu
até a completa destruicdo da matéria organica por 20
minutos aproximadamente. Procedeu-se o abaixamento
da temperatura e filtrou-se quantitativamente para baldo
volumétrico de 100 mL, completando-se o volume
com &gua destilada deionizada. Posteriormente, foram
preparadas dilui¢cdes especificas para o elemento a ser
determinado. As dilui¢Bes obtidas foram analisadas por
espectrofotometria de UV na faixa do visivel, utilizando-
se comprimento de onda na faixa de 420 nm.

Para a extragdo do fosforo soluvel, utilizou-se 100
mL de &cido citrico P. A. a 2%, nas quantidades de 100
mL por amostra sob agitacdo controlada de 30 rpm — 40
rpm em agitador tipo Wagner por 30 minutos. Apds a
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extragdo, fez-se a filtragdo da amostra quantitativamente
em baldo volumétrico de 200 mL. A seguir, tomou-se uma
aliquota de 1,0 mL e verteu-se em baldo volumétrico de
50 mL conforme o teor esperado de fosforo na amostra.
Posteriormente adicionou ao baldo volumétrico de 50mL,
10mL da mistura de partes iguais de solucéo de molibdato
de aménio 5% e metavanadato de amoénio 0,25%,
completando-se o volume com &gua destilada deionizada e
deixando a solucéo em repouso por 10 minutos para reagéo.
Preparou-se um branco e padrdes nas concentracdes de 4,0
mg/L, 8,0 mg/L, 12,0 mg/L e 16,0 mg/L. Fez-se a leitura
do branco e dos padrfes e construiu a curva de calibracéo
para calcular a equagdo de regressao linear. A leitura das
absorbancias das amostras e padrdes foi realizada em
espectrofotdmetro com comprimento de onda regulado a
420 nm. Os resultados das concentragdes de fosforo ¢ da
percentagem de solubilidade foram calculados em relacéo
as diluicBes e a massa da amostra, comparando-as com a
curva de calibragdo, usando a equacéo de regressao linear
para calcular a concentragao final.

Anadlise Estatistica

Foram calculados os pardmetros de tendéncia
central (média e mediana) e de dispersdo, desvio padrao,
coeficiente de variagdo, valores maximo e minimo
dos teores de cddmio e chumbo, e a porcentagem de
solubilidade do foésforo em suplementos minerais de cada
mesorregido. Os teores médios entre as mesorregides
foram comparados pelo teste de Tukey (P<0,05%).

A regressdo linear foi aplicada entre as leituras dos
padrdes, com o intuito de verificar a exatidao em relacao
as leituras das amostras, estabelecendo a dispersdo das
médias e desvio padrao em relacdo a curva de calibragao
especifica para cada elemento em estudo?®.

Resultados e discussao

Os resultados da andlise de variancia, empregando o
delineamento inteiramente ao acaso para trés variaveis,
ou seja, o0s teores de chumbo e cddmio e a solubilidade
de fosforo em sal mineral estdo na Tabela 2. Observou-
se que apenas a variavel cadmio apresentou diferenca
significativa entre as mesorregides.

A ndo significancia para o chumbo e a solubilidade de
fosforo entre as mesorregides indica uma homogeneidade
em relagdo a mistura mineral utilizada na alimentac&o de
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bovinos. Ressalta-se que a qualidade dos suplementos
minerais estd normalmente distribuida em todas as
mesorregides do Estado de Goias, ou seja, pode existir
uma padronizacdo em relacédo a alimentacéo do rebanho
bovino entre as regides Goianas, a variavel chumbo e a
solubilidade de fosforo.

Tabela 2. Analise de variancia segundo o delineamento inteiramente ao
acaso para os teores de chumbo, cadmio e solubilidade de fosforo em
sal mineral das cinco mesorregides do Estado de Goias.

Quadrado Médio

Solubilidade
deP

Mesorregido | 4 | 27,5035* | 11267,2309ns | 119,7288ns
Residuo 45 | 18,9908 1084,8810 277,2202

FV GL
Cd Pb

ns: Nio significativo a 5% de probabilidade. * Significativo a 5% de
probalidade.

Os dados relativos aos teores médios de chumbo,
cddmio e solubilidade do fosforo determinados em
suplementos e misturas minerais para bovinos no Estado
de Goias, encontram-se nas Tabelas 3, 4 e 5.

Tabela 3. Teores de chumbo (mg/Kg) em suplementos minerais para
bovinos comercializados, Estado de Goias.

Parametro *

Mesorregido

Noroeste | Norte Centro Leste Sul
Média 38,8%a | 30,33*a | 4523%a | 40,07*a | 112,7%a
E:j;’;g 11,4 190 | 360 | 164 | 300
CV (%)b 71,9 760 | 759 | 512 | 619
Mediana 25,6 248 | 480 | 325% | 77,.2*
A":gi';“de 462* | 465% | 2400% | 180 | 1536*
Minimo 2,50 155 | 033 [ 2294 [ 038
Méximo 487 | 480* | 240,0¢ | 41,0% [ 154,0*

*Teores acima do LMR*7. 2Em uma mesma linha, valores seguidos de
uma mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p <
0,05). °CV = coeficiente de variagdo.

Chumbo

Nota-se a partir da Tabela 3, que ndo houve diferenca
significativa (P>0,05) entre as médias de chumbo em
suplementos minerais comercializados em Goias. Os
niveis médios encontrados nas mesorregides Centro,
Leste e Sul Goiano estdo acima do LMR (Limite Maximo
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de Residuos) estabelecido pelo NRC?, que é de 30,0 mg/
Kg. Mas em relacéo ao recomendado por Maletto®, que é
10,0 mg/Kg, os teores médios de todas as mesorregifes
estdo acima. Ao se comparar os resultados deste estudo
com os apresentados por Marcal et al., ficou evidente
que as misturas de sal mineralizado utilizadas para
alimentacdo de bovinos encontram-se contaminadas
com substancias inorgénicas, chumbo e cadmio em
concentragdes superiores aquelas citadas na literatura e
estabelecidas na Legisla¢do Internacional.

A mediana também apresentou resultado elevado,
semelhante ao teor médio entre os municipios amostrados.
Por outro lado, o maior valor obtido em duas amostras,
sendo uma na mesorregido Centro Goiano 240,0 mg/
Kg e outra no Sul Goiano 154,0 mg/Kg, revelaram-se
teores elevados, mas abaixo dos niveis obtidos por outro
estudo®, que encontraram valores variando de 16,0
mg/kg a 625,0 mg/Kg para valores minimo e maximo,
respectivamente. No presente estudo os teores de chumbo
variaram de 0,33 mg/Kg, valor minimo, a 449,0 mg/Kg,
valor maximo.

Segundo Gongalves®, a suspeita da presenca de metais
pesados recai sobre as fontes de macro e microelementos
incorporados as misturas minerais, especialmente fésforo,
tendo em vista que este mineral representa 0 maior custo
na composicdo de um sal mineral. Por isso, alguns
fabricantes buscam esse elemento essencial em fontes
alternativas, de menor custo e de baixa solubilidade,
a exemplo dos fosfatos naturais de rochas e fosfatos
agricolas, misturando-os em diferentes proporcdes, como
demonstraram os dados do presente estudo. Isso pode ser
observado ao analisar os resultados que apresentaram
baixo teor médio de solubilidade do foésforo nos
suplementos minerais analisados. Coincidentemente,
essas foram amostras que apresentaram maiores teores
de metais pesados, notadamente o chumbo.

Dentre as mesorregifes estudadas, a Centro e Sul
Goianos, foram as que apresentaram 0s maiores teores
de chumbo nos suplementos minerais comercializados
em Goiads (Tabela 3). Essa constatagdo sugere que
0s suplementos minerais comercializados nessas
mesorregides possuem em suas formulacdes ingredientes
ricos em impurezas e de baixa qualidade. Além das fontes
de fosforo com baixa biodisponibilidade utilizadas em
maior propor¢do na elaboracdo das misturas, ha que se

74 Revista Processos Quimicos

considerar a questao das fontes de zinco (6xido de zinco),
ferro (6xido de ferro), magnésio (6xido de magnésio) e
manganés (6xido de manganés), apesar de utilizadas
em menores propor¢des na formulagdo das misturas,
que podem ser fontes potenciais de chumbo e cadmio,
e sdo largamente utilizadas em substituicdo aos sulfatos
de zinco e outros, em funcdo de seu menor custo para
baratear o produto final*.

Das 50 amostras de suplementos minerais analisadas,
52,0% apresentaram valores de chumbo acima dos 30
mg/kg recomendados por Maletto® e estabelecidos pelo
NRC’. Comparando-se esses resultados com os obtidos
por Marcal et al.'* em amostras de suplementos minerais
no Parand, que variaram de 16,0 mg/kg a 625,0 mg/kg,
verifica-se que o autor também obteve valores elevados
¢ muito proximos aos desta pesquisa. Nesse sentido, ha
que se considerar que existem suplementos minerais
contaminados com metais pesados sendo consumidos
por bovinos ndo s6 no Estado de Goias, mas em outros
estados do pais.

Isso € preocupante, pois esses metais se acumulam nos
organismos dos animais produtivos, e pode ser repassado
ao homem posteriormente por meio da cadeia alimentar.
Além disso, deve-se ressaltar a contaminacdo itinerante
das pastagens por meio das fezes dos bovinos, tendo em
vista que grande parte dos contaminantes, especialmente
o chumbo, elimina-se pelas fezes, e também acumulam
no organismo.

Cadmio

Na tabela 4, verifica-se que houve diferenca
significativa (P<0,05) entre as médias de cadmio em
suplementos minerais comercializados em Goias.
Embora o cadmio em suplementos minerais e em outros
produtos possua a tendéncia de ser encontrado em
menores concentracdes que o chumbo, acredita-se que
0 teor minimo e maximo sdo preocupantes, visto o fato
de ser cumulativo no organismo humano e animal. Ao
contrastar os dados com os obtidos em outro estudo,
nota-se que as misturas de sal mineralizado utilizadas
para alimentacdo de bovinos acham-se contaminadas
por substancias inorganicas nocivas a salde animal,
especialmente chumbo e caddmio em concentracdes
acima do maximo citado na literatura - 30,0 mg/Kg para
chumbo, e 0,5 mg/Kg para o cadmio*’.
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Tabela 4. Teores de cadmio (mg/Kg) em suplementos minerais para
bovinos comercializados, Estado de Goias.

Parametro* Mesorregiao
Noroeste | Norte Centro Leste Sul
Média 1,731*ab | 0,906*a | 1,061*a | 1,356*ab | 4,905*b
Desvio 0,92 08 | 537 2,10 1,23
padréo

CV (%)c 62,0 59,0 160,0 159,0 87,0

Mediana 1,73* 1,45*% | 12,17* 1,31* 2,24*

Amplitude

2,30* 1,90* | 21,65* 1,10* 3,47*
total

Minimo 0,56 0,50 0,35 0,79 0,63

Méaximo 2,86* 2,40* 22,0* 1,87* 3,97

*Teores acima do LMR*’. **Em uma mesma linha valores seguidos de uma
mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p < 0,05). ‘CV=
coeficiente de variagao.

A mediana também apresentou resultado elevado
semelhante ao teor médio entre as amostras colhidas
nos municipios. Por outro lado, o valor maximo obtido
em duas amostras, sendo uma na mesorregido Centro
Goiano 22,0 mg/Kg e outra no Sul Goiano 5,5 mg/Kg,
revelaram teores abaixo dos obtidos por Marcal et al.Xt,
que encontraram valores que variavam de 2,0 mg/kg a
57,0 mg/Kg para o cadmio. Os valores encontrados para
cadmio variaram de 0,50 mg/Kg (menor valor) a 22,0 mg/
Kg (maior valor). Devido a alta toxicidade do cadmio,
os niveis de agdo citados na literatura e estabelecidos na
legislacdo sdo sempre menores que 0s do chumbo, mesmo
porque a concentracdo de cadmio possui tendéncia de ser
em menor teor®.

Das mesorregides em estudo, a do Sul Goiano foi a
que apresentou o maior teor de cddmio nos suplementos
minerais. Ha evidéncias de que os suplementos minerais
comercializados nas regides que apresentaram maior
concentragdo de residuos toxicos sdo exatamente os que
foram produzidos, utilizando ingredientes de origem
mineral com alto teor de impureza e de baixa qualidade.

Das 50 amostras de suplementos minerais analisadas,
79% apresentaram valores de cadmio acima de 0,5 mg/
kg recomendado por Maletto®. O menor valor obtido foi
0,072 mg/kg, e o maior, 20,0 mg/kg. Comparando estes
resultados com os obtidos por Marcal et al.* em amostras
de suplementos minerais no Parang, que variaram de 2,0
mg/kg a 57,0 mg/kg, verifica-se que houveram valores
mais elevados que o0s resultados encontrados neste estudo.
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Solubilidade do fosforo em acido citrico

A Tabela 5 contém os dados relativos & porcentagem
de solubilidade do fosforo em acido citrico a 2% em
suplementos e misturas minerais para bovinos no Estado de
Goias. Percebeu-se que ndo houve diferenga significativa
(P>0,05) entre as médias de solubilidade do fosforo em
suplementos minerais comercializados em Goias.

Tabela 5. Teores da porcentagem de solubilidade do fosforo em acido
citrico a 2% em suplementos minerais para bovinos comercializados,
Estado de Goiés.

Parametro* Mesorregido
Noroeste | Norte Centro Leste Sul
Média 81,0a | 789*a | 83,6*a | 81,8*a | 74,6*a
Desvio

padrio 5,84 15,64 13,3 2,13 20,0

CV (%)b 5,70 19,55 16,9 2,73 25,97
Mediana 91,0 80,0* 72,0* 79,0* 76,5*

Amplitude
total

Minimo 84,0 64,0* 50,0* 75,0* 49,0*
Méximo 98,0 96,0 98,0 90,0 99,0

98,0 96,0 98,0 90,0 99,0

*Teores abaixo do padrdo minimo (90%)%. *Em uma mesma linha valores
seguidos de uma mesma letra ndo diferem significativamente entre si (Tukey, p <
0,05). *CV = coeficiente de variagdo.

Observou-se que as amostras de suplemento e sal
mineralizado mostraram de modo geral, percentuais de
solubilidade abaixo do minimo estabelecido de 90%
pelo MAPA®, revelando um aspecto interessante para
esta pesquisa, porque sinaliza uma tendéncia evidente
e rotineira do uso de fontes alternativas para o fosforo,
tentando minimizar os custos dessas formulacdes,
com o intuito de garantir vendas. Mas isso traz como
consequéncias, prejuizos para a salde e produtividade
animal, devido a baixa qualidade em termos de impurezas
e disponibilidade do elemento fésforo. Esta tendéncia
torna-se importante sob o ponto de vista sanitério e de
produtividade, pois aproximadamente 80% dos custos
com a suplementacdo mineral bovina sdo atribuidas
ao fosforo, devido a sua larga utilizagdo para suprir as
deficiéncias de pastagens em nosso Estado.

Entre as amostras analisadas das mesorregiGes
citadas, as do Sul Goiano foram as que apresentaram
menores porcentagens de fosforo solivel nos suplementos
minerais. Fundamentado neste resultado, pode-se perceber
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gue 0s suplementos minerais nessa mesorregiao foram os
que apresentaram maiores indicios de contaminagdo com
elevados teores de chumbo e cadmio, exatamente porque
foram produzidos utilizando ingredientes com alto teor de
impurezas e de baixa qualidade.

Os resultados demonstraram a necessidade de
monitoramento junto aos fabricantes e comerciantes, pois
algumas misturas minerais podem ser eminentemente
perigosas, devido aos efeitos cumulativos toxicos dos
metais pesados cadmio e chumbo aos bovinos.

Conclusoes

Nas condi¢fes deste estudo e em funcdo dos
resultados obtidos, conclui-se que a maior parte dos
teores médios de cadmio e chumbo em suplementos
minerais para bovinos em Goids, estdo acima do LMR
encontrado nas literaturas citadas e estabelecido na
legislacdo. Em relagdo ao chumbo, quase metade das
amostras das mesorregides estudadas apresentaram
teores médios acima do regulamentado, e para o cadmio
mais da metade das amostras estavam em desacordo com
a literatura. Isso evidencia a presenca de residuos toxicos
acima do aceitavel para os bovinos, bem como para a
saude humana, visto que os homens podem se alimentar
desta carne em seu dia a dia.

A baixa solubilidade do fosforo na maioria dos
suplementos sugere uso frequente de fontes nao
convencionais deste elemento na elaboracdo das misturas.
Assim, o rebanho pode obter uma alimentagao deficiente
em nutrientes de forma geral, com presenga residual de
contaminantes, o que nao é recomendavel. Essa situagao
seria um quadro favoravel apenas aos fabricantes dos
produtos que poderdo ganhar lucros por fornecerem
material com menor custo, e consequentemente com
baixa qualidade.
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Resumo Estendido

AvaliacaoFisico-Quimica
do Cérrego das Antas

Ari P. P Junior, Diego S. Silva, Wigney G. Costa & Taciano P. Ferreira

A agua do Ribeirdo das Antas é pouco utilizada pela populagdo anapolina, apenas
em alguns trechos da nascente, para banho e atividades de irrigacdo. Os parametros
fisico-quimicos determinam a qualidade da agua, verificando a poluigdo despejada,
gue ocasiona a degradacdo do manancial. Foram feitas as andlises de dureza da agua,
turbidez, pH, so6lidos dissolvidos, so6lidos suspensos, solidos totais, condutividade e
alcalinidade fisico-quimicas que atendem as normas da ABNT, para estabelecer alguns
parametros que caracterizam o corpo d’agua a fim de estipular dados sobre a qualidade
da agua de um dos principais mananciais da cidade.

Palavras chave: ribeirdo, poluigdo, fisico-quimica.

The water of river Antas is little used by the population of city of Anapolis, only
in some portions of the spring for bathing and irrigation activities. The physical and
chemical parameters determine the water quality, checking the pollution evicted, leading
to degradation of wealth. Were analyzed water hardness, turbidity, pH, dissolved solids,
suspended solids, total solids, conductivity and alkalinity physical-chemical properties
that meet the standards of ABNT, to establish some parameters that characterize the
body of water in order to provide data on the water quality of one of the main sources of
the city.

Keywords: river, pollution, physical chemistry.




Introducéo

A historia de Anapolis comeca No inicio do século
XI1X, viajantes percorriam o vale do Araguaia e o roteiro de
Vianodpolis/Corumba de Goias, entre eles, a cabeceira do
Ribeirdo das Antas, conhecido também por Campos Ricos,
gracas a exceléncia de seu solo e a abundancia e variedade
de cacas existentes no local. Enfatiza-se a contribuicéo
do Sr. Manoel Rodrigues dos Santos, que fazia realizar
em sua fazenda, novenas e oragdes, aglomerando, ja em
1859, um total de 15 casas e uma escola. Conta a tradi¢éo
que, por esta época, D. Ana das Dores, quando trafegava
pela regido, perdeu um de seus animais, justo o que
transportava uma imagem de Nossa Senhora de Santana.
Quando encontrado, o animal estava deitado e os tropeiros
ndo conseguiram levantar a caixa que continha a imagem,
o0 que foi interpretado como sendo o desejo da Santa em
permanecer no local. D. Ana prometeu doa-la a primeira
capela que se erguesse ali, o que foi feito por seu filho
Gomes de Souza Ramos, em 1870 1.

O municipio esta situado no Planalto Central, em uma
posicao estratégica para implantagao de indUstrias, visto a
proximidade das capitais federal e goiana. Em funcéo de
sua localizacdo privilegiada para o comércio do Centro-
Oeste, ainda é o principal centro de comercializacdo
de grdos do Estado, bem como o principal fornecedor
de produtos hortifrutigranjeiros para a Central de
Abastecimentos de Goias-Ceasa .

O Ribeirdo das Antas — que ja deu nome ao municipio
centenario — tem seis tributarios na cidade, que abriga
as nascentes de todos. Séo eles Jodo Cesario, Monjolo,
Ipiranga, Riboleira, Agua Fria e dos Felizardos. Outra
bacia, a do Catingueiro, ficou famosa recentemente por ter
seu principal curso d’agua (assoreado) destruido a ponte
sobre a rua Jornalista Arlindo Cardoso. Sozinho, possui
nada menos que 60 nascentes. A quarta centralizada pelo
corrego Jodo Cesario ¢ aquela que margeia o Carrefour.
Tem 2,5 km de extensdo e duas nascentes. A Ultima micro-
bacia, formada pelo rio Padre Sousa, é a Gnica que desagua
no rio Tocantins, que pertence a bacia do Amazonas *.

A 4gua do Ribeirdo das Antas é pouco utilizada
pela populacéo anapolina, apenas em alguns trechos da
nascente, parabanho e atividades de irrigacdo. Adgua para
ser consumida pelo homem nédo pode conter substancias
dissolvidas em niveis toxicos e nem transportar em
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suspensdo microrganismos patogénicos que provocam
doengas. A forma de avaliar a sua qualidade € através das
analises fisico-quimicas e microbiologicas realizadas por
laboratodrios especializados. No Brasil, existem padrdes
de potabilidade regidos por portarias e resolugdes legais,
que dao subsidios aos laboratérios na expedicdo de
seus laudos. A &gua utilizada na irrigacdo e na industria
também precisa ser de boa qualidade. Na irrigacdo a dgua
ndo pode conter sais em excesso para ndo prejudicar as
plantas e o solo, e nem conter substancias dissolvidas que
possam causar danos aos equipamentos. Na indUstria,
dependendo de algumas caracteristicas fisico-quimicas,
a agua quando ndo submetida ao devido tratamento pode
ocasionar incrustagdo e corrosdo dos equipamentos,
diminuindo sua vida atil .

VARIAVEIS DO PROCESSO

Dentre as principais analises realizadas temos pH, cor,
alcalinidade, solidos totais dissolvidos, condutividade
elétrica e dureza 2. A analise de cor é uma medida que
indica a presenca na agua de substancias dissolvidas,
ou finamente divididas (material em estado coloidal).
Assim como a turbidez, a Cor € um parametro de aspecto
de aceitacdo ou rejeicdo do produto. De acordo com a
Portaria 518/04 do Ministério da Saide o valor méximo
permissivel de Cor na agua distribuida € de 15,0 N.T.U.%%,

A anélise de pH é uma medida que estabelece a
condicao acida ou alcalina de uma agua. E um parametro
que ndo tem risco sanitario associado diretamente a sua
medida. De acordo com a Portaria 518/04 do Ministério
da Saude a faixa recomendada de pH na agua distribuida é
de 6,0 29,5 %% Aalcalinidade da 4gua é representada pela
presenca dos ions hidréxido, carbonato e bicarbonato. A
importancia do conhecimento das concentragdes deste ion
permite a definicdo de dosagens de agentes floculantes,
fornece informac®es sobre as caracteristicas corrosivas ou
incrustantes da agua analisada. Todos os ions causadores
da alcalinidade tém caracteristicas basicas, sendo assim
reagente quimicamente com solugdes acidas, ocorrendo
a reacdo de neutralizagdo 2.

A medicdo da condutividade é um procedimento
muito sensivel para a medicdo de concentracdes idnicas,
mas deve ser usada com cautela, pois qualquer espécie
com carga elétrica presente numa solucdo, contribuira
para a condutancia total. A monitorizagdo condutimétrica
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¢ empregada em laboratdrios para acompanhar a operagao
de unidades de troca idnicas semelhantes nos processos
que exigem o uso de dgua muito pura *S.

Dureza é um parametro caracteristico da qualidade
de &guas de abastecimento industrial e doméstico sendo
que do ponto de vista da potabilizacdo sdo admitidos
valores maximos relativamente altos, tipicos de aguas
duras ou muito duras. A despeito do sabor desagradavel
que referidos niveis podem suscitar elas ndo causam
problemas fisiolégicos. No Brasil, o valor maximo
permissivel de dureza total fixado pelo padrio de
potabilidade, ora em vigor, € de 500mgCaCO,/I *°.

Resolugdo do CONAMA

O dispositivo legal em vigor no Brasil é a Resolucao
n. 20 do Conselho Nacional do Meio Ambiente, de
18.06.86, que classifica as aguas de acordo com seus usos
preponderantes (Tabela 1), estabelecendo limites e/ou
condigdes para os diferentes usos. Essa Resolucdo atribui
valores a aproximadamente 70 parametros, para as cinco
diferentes classes®.

Tabela 1. Classificagdo segundo o CONAMAS

Classe Destinagio

Classe 1 = Abastecimento domdsl pas tratamento simplificado
= Protecio das comunidades aquiticas
* Recreagio de contalo primdrio: esqui aquitico, natagio e mergulho
* Irrigacdo de hortalicas que sio consumidas cruas e de frutas que crescem rente
ao solo e sio ingeridas cruas sem remogio de pelicula
= Criagdo natwral efou intensiva (aguicultura) de espécies destinadas & alimentagio
humana

Classe 3 * Abastecimento doméstico apds tratamento convendcional

® lrrigagio de culturas arbsireas, cerealiferas o forrageiras
* Dessedentagdo de animais

Neste trabalho pretende-se avaliar as caracteristicas
fisico-quimicas da 4gua do Corrego das Antas com o
objetivo de classifica-la para possivel utilizagdo, segundo
padrdes estabelecidos pela Resolugao 357 do CONAMAS.

Metodologia

As amostras foram coletadas no Cérrego das Antas,
localizado na cidade de Anépolis, Goiés, em trés pontos
distintos durante o més de Outubro de 2008. Em cada
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campanha, a amostragem foi realizada em trés pontos do
corrego, sendo a primeira coleta em sua nascente, que
fica localizada na zona rural no bairro Sdo Jodo proximo
a fonte Agua Cristalina, Figura 1. A segunda coleta foi
realizada proximo ao Central Park no bairro Vila Gois,
Figura 2. A terceira coleta, foi realizada na saida do
corrego da cidade, na entre os bairros Sao Carlos e bairro
Santa Maria’, Figura 3 A distancia entre os pontos 1 e 3
de coleta € del5,24 Km.

Figura 3. Ponto de coleta 3
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Procedimento para amostragem da agua

As amostras foram coletadas em frascos de 2
litros de polietileno de alta densidade, que passaram
previamente por um rigoroso processo de limpeza. Os
frascos foram inicialmente lavados com detergente e
agua desionizada. Em seguida, passavam um dia com
uma solugéo de HNO, — H,O (1:5, v/v) e depois lavados
e guardados com agua desionizada até o momento
de utilizagdo. Posteriormente, esses frascos foram
lavados por trés vezes pela propria agua no local de
amostragem. A coleta realizada foi do tipo composta,
ou seja, o frasco era preenchido por diferentes aliquotas
coletadas em um raio de 1 a 2 m e cerca de 5 cm
abaixo da superficie. Durante a coleta, as amostras
foram mantidas dentro de caixa de isopor com gelo
e imediatamente apds a chegada ao laboratorio da
Unievangélica foram colocadas em geladeira (4°C)". As
amostras coletadas foram fracionadas e direcionadas
para a realizacdo das andlises de dureza da agua,
turbidez, pH, solidos dissolvidos, so6lidos suspensos,
solidos totais, condutividade e alcalinidade 7.

Para a analise de determinacdo de dureza total na
agua foram utilizadas trés amostras com 100mL tituladas
com EDTA, segundo o procedimento da ABNT NBR
12621. Posteriormente realizou—se a andlise de turbidez
no equipamento Turbidimetro TB1000, em seguida
as amostras foram submetidas a anélise de pH com o
equipamento pHmetro k400a macal5. As anéalises de
condutividade e solidos dissolvidos foram realizadas no
equipamento Condutivimetro marca Lutron YK-22CT,
as andlises de solidos em suspensdo ¢ solidos totais
foram realizados no Laboratério da UEG por filtragao
a véacuo segundo o procedimento da ABNT NBR
10664. Foi realizado o teste de alcalinidade segundo o
procedimento da ABNT NBR 13736 519,

Resultados e discussao

Os dados obtidos para as analises fisico-quimicas,
estdo expostos nas Figuras 4-10.

A Figura 4 apresenta os resultados das analises de
condutividade para a amostra coletada no inicio séo de
21,89 CD.uS/mL, para a amostra coletada no centro da
cidade foi de 135,3 CD.uS/mL, e a amostra coletada na
saida de 168,1 CD.uS/mL. O aumento na condutividade
deve-se ao fato dos poluentes despejados alteram o pH
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da agua, aumentando também a quantidade de ions e,
consequentemente, aumenta a condutividade 48,
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Figura 4. Analise de condutividade
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Figura 5. Anélise de turbidez

A medida de turbidez demonstrada Figura 5 e nota-se
que durante a trajetéria no perimetro urbano, a turbidez
aumenta. No inicio, a medida foi de 2,0 UNT, no centro
da cidade a turbidez chega a 65 UNT e na saida da cidade
é de 95 UNT. A medida que vai adentrando a cidade
o0 Ribeirdo é cada vez mais poluido, e a quantidade de
materiais em suspensdo aumenta 34&
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Figura 6. Analise de pH

A analise de pH da &gua, apresentada na Figura 6,
indica que medida que o ribeirdo percorre a cidade e o
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despejo de poluentes aumenta o pH da dgua vai ficando
cada vez mais bésico. No inicio foi de 5,7, no centro 6,7
€ ja no final é de 6,92 347,
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Figura 7. Anélise de dureza total

Na Figura 7 observa-se que a concentragéo de dureza
na agua apresenta valores baixos no primeiro ponto
de coleta, aumentando nos dois Gltimos. Os resultados
obtidos no inicio sdo: 3,3mg(Ca*)/L de H,0, no centro
da cidade sdo: 20,6mg(Ca*)/L de H,0 e no final do
ribeirdo é: 17,9mg(Ca*)/L de H,O 345,
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Figura 8. Analise de solidos dissolvidos

Dos resultados da determinagdo de s6lidos dissolvidos
apresentados na Figura 8 observa-se que a quantidade no
inicio foi de 9,12mg/L, no centro da cidade a quantidade
¢ de 56,9mg/L e no final é de 72,4mg/L. Verifica-se que
a medida que o Ribeirdo entra na cidade a quantidade
de solidos dissolvidos aumenta devido a quantidade de
poluentes despejados 347,

Na Figura 9 apresenta os resultados para solidos em
suspensao, sendo que a quantidade no inicio foi de 6
mg/L, no centro da cidade foi de 24mg/L e no final foi
de 124mg/L. Em comparagdo com os solidos dissolvidos
verificou-se que a quantidade de solidos em suspensao ¢
maior no final da cidade, enquanto que a quantidade de
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solidos dissolvidos € maior no centro da cidade devido ao
fato de que até o centro 347,
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Figura 9. Analise de solidos suspensos

Na determinagdo de solidos totais ¢é feita pela soma
de solidos dissolvidos e em suspensdo, e mostra que a
partir do centro da cidade é que o ribeirdo apresenta maior
quantidade de substancias poluidoras (Figura 10)347.
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Figura 10. Anélise de solidos totais

Verificou-se que a agua do Ribeirdo das Antas
ao entrar na cidade de Anapolis, de acordo com a
Resolucdo do CONAMA, apresentou caracteristicas
fisico-quimicas que se enquadram na classe 1,
podendo ser destinada ao abastecimento para
consumo humano, apds tratamento simplificado; a
protecdo das comunidades aquaticas e a recreacdo de
contato primario, tais como natacdo, esqui aquatico e
mergulho, sendo de conformidade para a irrigacdo de
hortalicas que sdo consumidas cruas e de frutas que se
desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas
sem remocao de pelicula. Contudo, a amostra coletada
no centro da cidade ¢ na saida do corrego da cidade,
verificou-se que a agua se enquadram na classe 2 da
Resolucdo do CONAMA, que pode ser destinada, ao
abastecimento para consumo humano, apds tratamento
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convencional; & protecdo das comunidades aquaticas
e a recreagdo de contato primario, tais como natacao,
esqui aquatico e mergulho.

Concluséo

As andlises fisico-quimicas da &gua permitem
verificar sua qualidade. Segundo a classificacdo do
CONAMA, identificou-se a classe que o Ribeirdo das
Antas pertence, sendo que no inicio pertence a Classe 1 e
no meio e final da cidade pertence a Classe 2. De acordo
com os resultados observou-se que no inicio da cidade
a agua poderia ser utilizada para o abastecimento apés
tratamento simplificado, enquanto no meio e saida da
cidade, torna-se necessario um tratamento convencional,
além de ndo ser adequado para irrigagdo de frutas rasteiras
e verduras que sdo consumidas crua.

Referéncias

1. Freitas, R. A.; Andpolis, Passado e Presente - Historia, Geografia
e Economia. http://www.ahistoriadeanapolis.com.br/anapolis_
aspectos_geograficos.php#hidrgrafia. Acessado em Set. 2008.

2. Macedo, J. A. B.; Agua & Agua. 2.ed., CRQ-MG:Belo Horizonte,
2004.

3. Mendham, J.; Denney, R.C.; Barnes, J.D.; Thomas, M.; Anéalise
Quimica Quantitativa. 6.ed., Editora LTC: Rio de Janeiro, 2002.

4. Harris, D. C.; Analise Quimica Quantitativa. 5.ed., Livros
Técnicos Cientificos: Rio de Janeiro, 2001.

5. Mendham, J.; Denney, R.C.; Barnes, J.D.; Thomas, M.; Anéalise
Quimica Quantitativa. 6.ed., Livros Técnicos Cientificos: Rio de
Janeiro, 2002.

Jan / Jun de 2010

6. Conama. Resolugdo Conama 357/2005: Dispde sobre a
classificacao dos corpos de agua e diretrizes ambientais para o seu
enquadramento, bem como estabelece as condicOes e padrdes de
langamento de efluentes, ¢ da outras providéncias, 2005. http://
www.cetesb.sp.gov.br/Agua/praias/res_conama_357_05.pdf.
Acessado em nov. 2008.

7. Richter, E.M.; Fornaro, A.; Lago, C.L.; Angnes, L.; Quim. Nova
2007, 30(5), 1147. http://quimicanova.shq.org.br/qn/qnol/2007/
vol30n5/17-AR06261.pdf. Acessado em dez. 2008.

8. Associago Brasileira de Normas Técnicas; NBR13736/96: Agua
— Determinagéo de alcalinidade — Métodos potenciométricos e
titolométricos, Rio de Janeiro, 1996.

9. Associacdo Brasileira de Normas Técnicas; NBR12621/89: Aguas
- Determinacéo da dureza total - Método titulométrico do EDTA-
Na, Rio de Janeiro, 1989.

10. Associago Brasileira de Normas Técnicas; NBR12621/89: Aguas
- Determinagao de residuos (so6lidos) - Método gravimétrico, Rio
de Janeiro,1989.

Ari PP Janior!, Diego S. Silva',
Wigney G. Costa' & Taciano P
Ferreira'2*,

!Instituto de Educacdo Superior, UniEvangélica, Anapolis, GO.

2Faculdade de Tecnologia SENAI Roberto Mange, CEP 75113-630,
Anépolis, GO.

*e-mail: taciano@hotmail.com

Revista Processos Quimicos 83



Cristiano Coelho, Edson R. Vieira & Emerson Wruck

A sua empresa, como esta@?

O uso dos dados do IBGE para pesquisa e planejamento
estratégico das industrias dos setores quimico e

farmacéutico de Goids

No ambiente cada vez mais globalizado e competitivo
em que as empresas se inserem na atualidade, para
aumentar sua competitividade, ou mesmo para se manter
no mercado, é preciso reavaliar constantemente as
préticas gerenciais adotadas e situar-se em relagdo ao
mercado. Para tanto, ter e saber utilizar as informacdes
disponiveis sobre a economia e sobre seu setor de
atividade é fundamental. Segundo o IBGE! (2010), de
2007 para 2008 sobreviveram 78% das empresas ativas
em 2007. Esta porcentagem foi de 68% para empresas
sem pessoal ocupado e de 89% para empresas com até
nove funcionarios. De acordo com o SEBRAE?, a taxa
de sucesso de uma empresa esta relacionada diretamente
a analises prospectivas relacionadas a viabilidade
econdmica do negocio. Um estudo realizado com 1961
empresas de Sdo Paulo entre 1999 e 2003 mostrou que
a sobrevivéncia das empresas investigadas no estado
se relacionou principalmente com praticas gerenciais
adotadas pelas mesmas. Estas préaticas gerenciais, por
sua vez,. envolvem principalmente o estabelecimento
de objetivos e metas, a busca de informagdes e a
antecipacdo de acontecimentos, de acordo com 0S
objetivos estabelecidos O estudo revela ainda que, em
geral, as maiores empresas sdo as que mais adotam esse
tipo de prética gerencial e, ndo por acaso, sao as que tém
maior taxa de sobrevivéncia.

Ao estabelecer objetivos e metas, ndo é incomum a
realizacdo de estudos de viabilidade econémica para a
implantacdo de uma empresa ou de uma nova unidade
de uma empresa. De fato, varias empresas de consultoria
vendem servi¢os dessa natureza a empresas que queiram
se estabelecer, se restabelecer em outras regifes ou
mesmo expandir suas atividades. Os servicos disponiveis
variam da pura analise demografica, que envolve
aspectos sociais que focam na mdo de obra disponivel,
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nas regides foco da empresa contratante, até os estudos
de geomarketing. Um servico mais completo envolve
a avaliacdo de possibilidades de incentivos fiscais,
qualificagdo da mao de obra, parcerias, etc.

Nesta perspectiva, os dados coletados pelo IBGE
podem ser de extrema utilidade pois, além do Censo
Demografico e da contagem populacional realizados
a cada dez anos, as pesquisas do IBGE fornecem
acompanhamento um continuo da estrutura do setor
produtivo, como receitas, gastos, despesas, salarios
(como as pesquisas anuais de indUstrias, Sservigos,
comércio e industria da construcdo); de receitas e
despesas da administracdo publica federal, estadual e
municipal; de indices de precos e vendas no comércio
varejista e producdo industrial, coletados mensalmente;
além de pesquisas de orcamento familiares e de estruturas
domiciliares, saneamento basico, inovagao tecnologica,
dentre outros. Em conjunto, fornecem o retrato mais
amplo e, a0 mesmo tempo, pormenorizado, da nossa
realidade, permitindo entender as variagdes sociais e
econdmicas ocorridas em nosso pais ao longo dos anos.

Para se ter umaideia disso, basta ter em mente que uma
breve pesquisa em buscadores na internet com o termo
IBGE (excluindo-se o proprio site do IBGE) retorna mais
de 1.500.000 péaginas, o que mostra que estes dados tem
sido utilizados e indica que isto pode ter papel decisivo
para as empresas ao fornecer diferenciais competitivos.
Por isso gostariamos de salientar dois pontos: 1) como
os dados obtidos pelo IBGE podem ser utilizados para a
realizagdo de analises de viabilidade econdmica? 2) apos
0 estabelecimento da empresa, como 0 empresario pode
acompanhar a evolucdo de sua empresa em relacdo a
outras do mesmo ramo, seja na sua regiao, seja em outros
locais. Que dados podem ser utilizados pelas empresas,
onde eles estdo?
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Para direcionar esta questdo e mostrar como esses
dados podem contribuir para avaliacdo e planejamento
estratégico das empresas, apresentaremos uma breve
analise da evolucdo do setor industrial de Goias em
relagdo ao Centro-Oeste e ao Brasil, enfatizando as
variaces de receita e despesas do setor quimico e
farmacoquimico de Goias entre 2007 e 2008, conforme
a Pesquisa Industrial Anual*®. Serdo ainda, apresentados
alguns dados referentes a Pesquisa Industrial Mensal-
Producéo Fisica Regional® para o periodo de marco de
2009 a marco de 2011.

A Industria Goiana no periodo recente

A indlstria goiana concentrava em 2008, 1165
unidades locais industriais, englobando industrias
extrativas e industrias de transformacdo. Este nimero
correspondia a cerca de 3% do total de unidades do
Brasil e 51,8% do total do Centro-Oeste. Estes dados sdo
apresentados na Tabela 1, que mostra também os valores
de Pessoal Ocupado (PO) em 31 de dezembro (2,49%
e 51,3%, em comparacdo ao Brasil e ao Centro-Oeste,
respectivamente), salarios (1,69% e 50,99%), custos e
despesas gerais (2,64% e 52,09%) e despesas industriais
(2,73% e 49,96%), receita liquida de vendas industriais
(2,4% e 51,35%), consumo de matérias-primas (2,88%
e 50,09%) e Valor da Transformacdo Industrial — VTI
(1,89% e 51,51%).

Tabela 1. Dados Gerais da Industria Goiana em Relacéo ao Brasil e ao
Centro-Oeste - 2008

%GO_ | %GO_

Variaveis Totais BR_2008 | CO_2008
Numero de unidades locais (UL) 1165 2,97 51,80
Pessoal ocupado em 31.12 (PO) | 29458 2,49 51,34

Salérios, retiradas e outras

remunerages (SAL) 280503 169 50,99

Custos e despesas (DESP) 3759123 2,64 52,09

Receita liquida de vendas

industrial (REC IND) 3250853 240 51,35

Custos das operagdes industriais

(CUSTOS IND) 2215363 2,73 49,96

Consumo de matérias-
primas, materiais auxiliarese | 2033627 2,88 50,09
componentes (MAT)

Valor da transformagéo

industrial (VTI) 1353411 | 1,89 51,51

Fonte: IBGE (2010). Pesquisa Industrial Anual.
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Quanto a relacdo entre os dados de PO e salarios,
observamos que 0s 51,34% do pessoal ocupado em
Goids em relacdo ao Centro-Oeste sdo responsaveis
por 50,99% dos salarios da regido, o que indica uma
média salarial na indUstria abaixo do Centro-Oeste.
Quando comparada com o Brasil, a queda nas médias
salariais é ainda maior, visto que 2,49% do PO alocado
nas industrias em Goias representa apenas 1,69% dos
salarios pagos na industria brasileira. Certamente, essas
diferencas tém relacdo com o tipo de inddstria em
cada regido. Contudo, é importante observarmos um
dado como este, visto que pode repercutir diretamente
sobre a captacdo e fixacdo de mao de obra no Estado,
notadamente aquela com maior qualificacao.

Apesar destes salarios e do baixo indice relativo
de custos e despesas industriais, conjugado ao
baixo consumo de matérias-primas relativamente a
porcentagem de ULs, verificamos que o VTI estadual
em relacéo ao nacional apresenta um valor relativamente
baixo. Estes dados podem representar diversas relaces,
como baixo aproveitamento de matérias-primas, pouca
racionalizacdo nos gastos/alocacdo de despesas, baixo
nivel de producdo ou a necessidade de praticar pregos
mais competitivos como forma de ultrapassar os
problemas derivados de questdes logisticas. Ha ainda
que se observar a possivel relacdo disso com custos
operacionais como transporte (de insumos, matérias-
primas ou dos produtos industrializados).

Os setores quimico, farmacoquimico e farmacéutico
de Goias nos ultimos anos — anélise estrutural

Além dos dados referentes ao setor industrial como um
todo, o IBGE fornece acompanhamento anual e mensal da
industria extrativa e dos diversos setores da indUstria de
transformagdo, como fabricacdo de produtos quimicos e
fabricagdo de produtos farmacoquimicos farmacéuticos.
Ao longo dos anos, podemos observar como a estrutura
destes setores se configura quanto a sua participagdo em
relacdo as industrias de transformagao em Goias e também
no tocante aos respectivos setores no Brasil.

Com esses dados em méao as variagdes observadas no
estado (crescimento ou retracdo) podem ser analisadas
a luz das variac@es gerais da industria de transformacéo
localmente indicadas, enquanto as variacdes nos
respectivos setores podem ser avaliadas quanto as
variacBes em nivel nacional. Mensalmente, indices de
receitas, salarios e producao proveem indicadores dessas
variacfes em comparagdes a curto prazo, médio prazo
ou longo prazo .

Revista Processos Quimicos 85



Opinidio

E, certamente, de posse de dados proprios e dados
gerais como 0s aqui apresentados, uma determinada
indUstria pode se localizar em relagdo as demais inddstrias
do ramo e avaliar sua estrutura, suas receitas, seus gastos
e, se necessario, rever suas proprias praticas gerenciais.
Aqui, vale lembrar da importancia da revisdo periddica
das praticas gerenciais apontada no estudo supracitado.

Para ilustrar como as analises podem ser feitas,
vamos inicialmente fazer uma comparagdo entre as
industrias de Goias entre 2007 e 2008. Foi apontada
acima a participacdo das industrias de Goias em
relagdo ao Centro-Oeste e ao Brasil. Abaixo, a Figura 1
apresenta como variaram em Goias as porcentagens de
Unidades Locais (UL), Pessoal Ocupado (PO), Salarios,
Receita Industrial, Custos Industriais e VTI. Estas
variacOes sdo apresentadas para o setor industrial como
um todo, para as industrias de transformacgdo, para o
setor de fabricagdo de produtos quimicos e, por ltimo,
fabricacdo de farmacoquimicos e farmacéuticos (IBGE,
2009, IBGE, 2010).

Com relacdo as ULs, pode-se ver que o numero
aumentou em torno de 4% tanto para a industria em geral
quanto para as indudstrias de transformacdo. Por outro
lado, no mesmo periodo houve, no estado, diminuigdo
no total de ULs de industrias do setor quimico e do
setor farmacoquimico/farmacéutico. Esta diminuicdo
foi mais acentuada para o setor farmacoquimico/
farmacéutico, que teve uma redugdo de 13% nas ULs.
Os dados indicam que, enquanto o setor industrial de
Goids se expandiu no periodo, os setores de fabricacao
de produtos quimicos e de fabricacdo de produtos
farmacoquimicos/farmacéuticos sofreram retracdo em
relagdo ao numero de ULs.

Para os demais dados apresentados, todos 0s setores
apresentaram aumento na comparacdo entre 2007 e
2008, conforme sera visto a seguir. O crescimento de PO
e Salarios das industrias quimicas e farmacoquimicas/
farmacéuticas foi menor que o crescimento das industrias
em geral e das indUstrias de transformacdo em Goiés.
Enquanto para a inddstria em geral e as industrias de
transformacdo o PO e os salarios pagos tiveram aumento
de 10% e 26%, respectivamente, os crescimentos do
PO foram de 6% (quimico) e 5% (farmacoquimico/
farmacéutico), e os de salarios foram de 19% e 14% para
0S mesmos setores.

De 2007 para 2008 houve um crescimento
médio de 19% na receita industrial das industrias de
transformacdo de Goids. Com relacdo as industrias
quimicas e farmacoquimicas/farmacéuticas, podemos
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observar tendéncias diferentes. Enquanto o setor quimico
apresentou 29% de crescimento na receita industrial,
o setor farmacoquimico/farmacéutico teve aumento
médio na receita de 14%, ligeiramente abaixo dos dados
da industria geral e metade do crescimento do setor
quimico. Em contrapartida, neste periodo o setor quimico
apresentou aumento de 68% nos custos industriais, quase
trés vezes maior que a média das indlstrias de Goias,
que foi de 25%, enquanto o setor farmacoquimico/
farmacéutico teve aumento de 19% nos custos.

Variagdes Industria 2007-2008

%0 Goids
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Figura 1. Variagdes em Unidades Locais (ULs), Pessoal Ocupado (PO),
Saldrios, Receitas Industriais, Custos Industriais e VT1 em Goias para o
setor industrial, para as industrias de transformagéo e para fabricagéo de
produtos quimicos e farmacoquimicos/farmacéuticos de 2007 a 2008.
Fonte: IBGE. Pesquisa Industrial Anual (2007) e (2008).

Juntamente a outras medidas, estes dados tiveram
implicacdes para as diferencas no aumento do VTI
no periodo em que as inddstrias de transformagdo de
Goias teve um aumento no VTI de 20% em 2008, em
comparagdo com 2007. Os aumentos nos VTIs dos
setores quimicos e farmacoquimicos/farmacéuticos
foram de 3% e 13%, menores que O crescimento
percentual médio das industrias de transformacdo de
Goids se relacionam diretamente ao baixo aumento
nas receitas industriais para o setor farmacoquimico/
farmacéutico, e o aumento muito acima da média nos
custos industriais para o setor quimico.

Apesar de ter crescido de 2007 para 2008, os dados
para 0 setor farmacoquimico/farmacéutico apresentam
ligeira expansdo no numero de ULs relativamente ao
Centro-Oeste, mas uma diminuicdo no PO, nos Salarios,
receita e custos industriais no periodo. Estes dados
fizeram com que o setor, responsavel por quase 100% do
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valor de transformacgdo industrial do Centro-Oeste em
2007, passasse a representar menos de 80% em 2008.

A producdo fisica do setor quimico de 2009 a 2011

Os dados referentes a estrutura geral das industrias,
conforme disponibilizados na publicacdo da Pesquisa
Industrial Anual, tem uma grande amplitude e permitem
um entendimento mais geral dos setores investigados.
Além desses dados, mensalmente temos indicadores sobre
a producdo industrial no Brasil e regionalizada para 13
unidades da federacdo e regido nordeste, divulgados pela
PIM-PF (Pesquisa Industrial Mensal — Produc&o Fisica), que
permitem acompanhar a produgéo de cada setor em relagéo
ao més anterior, a0 mesmo més do ano anterior, ao longo de
12 meses em relacdo aos 12 meses imediatamente anteriores e
no ano corrente. O indicador que compara 0 més de referéncia
com 0 mesmo més do ano anterior pode, por exemplo, ser
acompanhado ao longo de um periodo, de forma a se saber
como a producédo variou em varios meses em relacdo aos
respectivos meses do ano anterior. Para exemplificar, a Figura
2 apresenta a comparacgao da producdo de produtos quimicos
para os estados do Amazona, Ceard, Pernambuco, Bahia e
Goiés ao longo de um periodo de 25 meses, iniciando em
marco de 2009 até marco de 2011. A medida base é 100,
que indica que a produgdo do més em andlise foi igual a
producdo no mesmo més do ano anterior. Valores acima de
100 implicam em uma maior producéo, ao passo que valores
abaixo dessa medida indicam que a produgdo do més em
questdo foi menor que no mesmo més do ano anterior.

Indice - més referéncia - més ano anterior
400 Produtes Quimicos
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Figura 2. indice de Producdo Fisica na comparacdo do més de
referéncia com 0 mesmo més do ano anterior para as indUstrias de
fabricacdo de produtos quimicos nos estados do Amazonas, Ceard,
Pernambuco, Bahia e Goias para o periodo de margo de 2009 a marco
de 2011. Fonte: IBGE PIM-PF Regional, publicacbes mensais - abril de
2009 a abril de 2011

Jan / Jun de 2010

Pode-se observar que a producdo no més de margo de
2009 ficou abaixo de 100 para todos os estados citados, o
que representa uma producdo menor que a observada no
mesmo més de 2008. O estado do Amazonas apresenta
produgdes ainda mais baixas que nos respectivos meses
do ano anterior quando analisados os indices obtidos
de abril de 2009 a marco de 2010. Apos este periodo,
0 setor apresenta um aumento na producdo mensal em
relacdo ao mesmo més do ano anterior. Para Ceara e
Pernambuco, hd uma manutencéo na produgdo ao longo
dos meses, com producdo ligeiramente maior que a do
respectivo més do ano anterior para a maior parte do
periodo. A producdo do setor na Bahia concentra-se na
maior parte do periodo abaixo dos meses de referéncia
do ano anterior, exceto pela producdo dos meses de
outubro de 2009 a fevereiro de 2010.

Quanto a Goias, a producdo mensal apresenta
crescimentos significativamente maiores em comparagao
aos respectivos meses do ano anterior do que 0s
observados para as unidades da federacdo com dados
disponiveis apresentadas acima. Ao longo do tempo,
a producdo comparada com o0s respectivos meses dos
anos anteriores foi maior, em alguns casos mais que
0 dobro, como no periodo que compde 0s meses de
novembro de 2009 a maio de 2010. Produgdo inferior
ao més correspondente do ano anterior, de acordo com
esta medida, ocorreu apenas apenas nos meses de marco,
abril, maio e outubro de 2009, e fevereiro de 2011.

Consideracées Finais

Podemos retornar agora a nossa questao inicial: E
sua empresa, como esta? Ela tem crescido, tem tido
retragdo? Este crescimento ou retracdo € comparavel
ao que foi apresentado para as industrias de Goias e,
mais especificamente, para os setores de fabricagdo
de produtos quimicos e de fabricagdo de produtos
farmacoquimicos/farmacéuticos? Em alguns casos, as
mudancas ocorridas em uma empresa sdo decorrentes
de fatores externos a ela, como aspectos econdémicos ou
sociais no pais. Como falamos ao inicio, muitas vezes
as empresas avaliam estes aspectos ao implantar suas
unidades, mas deixam de acompanhda-los apés esta fase.
Mas como as mudancas nesses aspectos sdo dinamicas,
acompanha-las é fundamental para o estabelecimento
de estratégias.
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O presente trabalho fornece dados importantes
para serem considerados pelas induUstrias e, mais
especificamente, pelas empresas dos ramos quimicos ¢
farmacoquimicos/farmacéuticos. Eles mostram que o
nivel de eficiéncia (medido pelo VTI) das ULs de Goias
é comparavel ao do Centro-Oeste, mas esta abaixo do
nacional. Em relagdo mais especificamente ao setor
quimico, a diminuicdo de ULs de 2007 para 2008 nao
representou diminuicdo na producdo em relacdo ao
Centro-Oeste. Mais ainda, Goias tem mantido producéao
crescente, quando comparada com 0s respectivos meses
dos anos anteriores e principalmente quando comparado
a outras Unidades da Federacdo. Devemos observar
ainda que, no estado, o crescimento do VTI nos dois
setores analisados de 2007 para 2008 foi menor que o
crescimento industrial geral, o que pode indicar um
desaquecimento.

A brevidade das andlises aqui apresentadas
objetiva levar o setor produtivo a atentar para esses
pontos. Certamente que ha muito mais a considerar,
pois a producdo é afetada por diversos fatores. Ao se
pensar em diferencial competitivo a empresa pode
considerar, por exemplo, alternativas , utilizagdo de
métodos para racionalizagdo da producdo, anélises
logisticas, qualificagdio de pessoal. Cada empresa
tem acesso a seus proprios relatérios e pode utilizar
os dados disponiveis no IBGE e em outros orgaos,
conforme suas necessidades. A grande vantagem de ter
dados comparativos é exatamente poder compreender
se estamos crescendo tanto quando poderiamos, ou se
estamos nos retraindo mais do que deveriamos.

As vezes empresarios pensam que o retorno de
pesquisas como estas € muito baixo ou que favorece
apenas 0 Governo. Nao ha como discordar que esses
dados devem favorecer o Governo, mas como forma de
subsidiar acdes em prol dos diversos setores da sociedade.
Mas, como mostramos acima, ndo é apenas ele que pode
se beneficiar dessas informagdes. Pelo contrario, ha

88 Revista Processos Quimicos

diversos dados disponiveis, ndo apenas nas pesquisas
aqui apresentadas, mas nas diferentes pesquisas sociais e
econdmicas, como indicamos ao inicio deste trabalho, o
que permite ao IBGE fornecer o retrato mais completo do
Brasil. Esses dados sdo construidos com a participacao
efetiva da propria sociedade, a partir de sua populacao
e das empresas dos diferentes setores. O fornecimento
de informagdes precisas e constantes ao 6rgao sdo assim,
ponto fundamental para que os informantes possam obter
os melhores beneficios.
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