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RESUMO

O abacaxi (Ananas comosus) destaca-se como uma das frutas mais amplamente consumidas
globalmente, com o Brasil registrando uma producdo de 1,5 milhdes de toneladas em 2021.
Estima-se que cerca de 50% do fruto ¢ convertido em residuo agroindustrial composto por talo,
coroa e casca, que contém componentes de interesse industrial, como a enzima bromelina. A
ultrafiltragdo € um processo utilizado na industria alimenticia e farmacéutica para concentrar
macromoléculas, porém apresenta limitagdes devido a formagdo de incrustagdes durante o
processo. A presente pesquisa propos a elaboracdo de membranas de ultrafiltracdo a base de
polissulfona na qual foram incorporadas particulas de carvao ativado, visando mitigar as
incrustacoes durante a ultrafiltragao do extrato proveniente da casca de abacaxi e melhorar tanto
o fluxo de permeado quanto a recuperagdo da bromelina. O carvao ativado foi obtido por meio
da pirdlise do residuo proveniente da casca do abacaxi, do qual também se obteve o extrato,
empregando CO; para a ativacdo fisica do carvdo. As membranas foram preparadas com
diferentes teores de polissulfona (entre 15 e 17% m/m) e de carvao ativado (at¢ 1% m/m), e
foram caracterizadas em termos de propriedades quimicas, morfoldgicas e de transporte. O
carvio ativado produzido exibiu uma 4rea de 220 m?.g"!, didmetro médio de poros de 1,43 nm
e didmetro médio de particulas de 19 + 3 um, evidenciando uma estrutura microporosa. O MEV
revelou uma alta heterogeneidade nas particulas de carvao, com uma propensao a formacao de
aglomerados, possivelmente, como forma de reduzir a energia superficial. A andlise por
espectroscopia de energia dispersiva de raios-X identificou a presenca de diversos elementos
no carvao ativado, sendo que o carbono e o oxigénio estdo presentes em maiores teores. Em
relagdo as membranas, os principais resultados do estudo indicaram que a adigdo de 1% de
carvao ativado nas membranas resultou em um aumento significativo na massa molar de corte,
redugdo da interacdo com proteinas e incrustagao, e melhoria na recuperacao do fluxo permeado
de 4gua pura. As membranas apresentaram alta seletividade para a bromelina, com recuperagdes
superiores a 81% e recuperagdo do fluxo permeado de dgua pura acima de 70%. Para um teor
de 15% de polissufona e 1% de carvao ativado, alcangou-se uma recuperacao da enzima
bromelina acima de 91%, com perda de atividade de 15,52% e uma recuperagdo do fluxo
hidraulico de 95%, demonstrando a eficacia da adi¢ao de carvao ativado em membranas com
baixos teores de polimero na melhoria da seletividade e eficiéncia do processo de ultrafiltragao

do extrato de abacaxi.

Palavras-chave: abacaxi; bromelina; carvao ativado; membrana; ultrafiltragao.



ABSTRACT

Pineapple (Ananas comosus) is one of the most widely consumed fruits globally, with Brazil
producing 1.5 million tons in 2021. Approximately 50% of the fruit is converted into agro-
industrial waste, including stem, crown, and peel, which contain valuable industrial components
like the enzyme bromelain. Ultrafiltration is a process used in the food and pharmaceutical
industries to concentrate macromolecules, but it has limitations due to fouling. The present
research proposed the development of ultrafiltration membranes based on polysulfone
incorporated with activated carbon, aiming to mitigate fouling during ultrafiltration of
pineapple peel extract and improve both permeate flux and bromelain recovery. The activated
carbon was obtained through the pyrolysis of the waste from pineapple peel, from which the
extract was also obtained, employing CO, for the physical activation of the carbon. The
membranes were prepared with different contents of polysulfone (between 15 and 17 wt%) and
activated carbon (up to 1 wt%), and were characterized in terms of chemical, morphological,
and transport properties. The produced activated carbon exhibited an area of 220 m2.g™!, an
average pore diameter of 1.43 nm, and an average particle diameter of 19 = 3 um, revealing a
microporous structure. Scanning electron microscopy revealed high heterogeneity in the carbon
particles, with a tendency to form clusters, possibly as a way to reduce surface energy. Energy-
dispersive X-ray spectroscopy analysis identified the presence of various elements in the
activated carbon, with higher levels of carbon and oxygen. Regarding the membranes, the main
results of the study indicated that the addition of 1% activated carbon in the membranes resulted
in a significant increase in the molecular weight cut-off, reduction in protein interaction and
fouling, and improvement in pure water flux recovery. The membranes showed high selectivity
for bromelain, with recoveries above 81% and pure water flux recovery above 70%. It is worth
noting that membrane M5, which contains 15% polysulfone and 1% activated carbon, achieved
arecovery of the enzyme bromelain above 91%, with a loss of activity of 15.52% and a recovery
of hydraulic flux of 95%, demonstrating the effectiveness of adding activated carbon to
membranes with low polymer content in improving the selectivity and efficiency of the

ultrafiltration process.

Keywords: pineapple; bromelain; activated carbon; membrane; ultrafiltration.
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1. INTRODUCAO

Em setembro de 2015 a Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU) inaugurou a agenda
2030 para o desenvolvimento sustentavel, na qual estabeleceu 17 objetivos que possuem,
juntos, 169 metas para erradicar a pobreza e promover um ambiente com condi¢des adequadas
para a manutenc¢do da sociedade, respeitando os limites do planeta, compondo os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel, ODS (TERA AMBIENTAL, 2021).

Dentre os objetivos relevantes para este trabalho, destacam-se os relacionados a
“Industria, inovagao e infraestrutura” e a “Consumo e producao sustentaveis”. Até 2030, esses
objetivos visam reabilitar as industrias para torna-las mais sustentaveis. Isso inclui aumentar a
eficiéncia no uso de recursos e promover a inovagdo, bem como a ado¢do de tecnologias e
processos industriais limpos e ambientalmente corretos. Além disso, busca-se reduzir
substancialmente a geracdo de residuos por meio da prevencao, redugdo, reciclagem e reuso
(ONU, 2024).

Nesse contexto, os residuos agroindustriais, que anteriormente eram subutilizados como
racdo animal e fertilizantes, foram identificados como fontes potenciais de componentes
valiosos. No processamento de alimentos, esses residuos incluem aparas de frutas e vegetais,
cascas, talos, sementes e outros materiais (SEGUf e MAUPOEY, 2018).

A industria de processamento de abacaxi (Ananas comosus), membro da familia
Bromeliaceae, acaba sendo uma fonte de interesse no estudo de tratamento de residuos. Isso
porque, estima-se que aproximadamente 50% da fruta constitui o chamado residuo industrial,
sendo composto pelo talo, coroa e casca da fruta (RODA et al., 2016). Esse residuo contém
diversas substancias de alto valor agregado e com grande potencial de exploragdo, como a
celulose (fibra insoluvel), acticares simples e complexos, antioxidantes e proteinas, sendo a
principal delas: a bromelina.

No Brasil, houve uma produg¢ao de 1,5 milhdes de toneladas de abacaxi no ano de 2021,
colocando o pais como o segundo maior produtor mundial da fruta e, por consequéncia, gerador
desse residuo (EMBRAPA, 2022). Esta grande quantidade de residuos gerados abre uma gama
de oportunidades para seu uso como matéria-prima industrial renovavel, de acordo com
conceitos de quimica verde e bioeconomia circular e colaborando diretamente com os Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel da ONU.

A bromelina pode ser entendida como uma mistura de diversas proteases obtida a partir
de qualquer membro da familia Bromeliaceae, em especial o abacaxi. Tal protease ¢

comumente utilizada em diversos setores industriais, como o de cosméticos, de alimentos e de
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farmacos, devido, principalmente, as suas propriedades de amaciamento, anti-inflamatodrias,
antiedematosas, anticanceres, anticoagulantes, entre outras (ARSHAD et al, 2014; COLLETTI
et al., 2021).

No entanto, por se tratar de uma enzima, € critico determinar uma forma de obté-la
conservando suas propriedades e atividade. Sao encontradas diversas estratégias de purificagao
para a bromelina na literatura, desde a cromatografia, precipitacdo, sistema aquoso bifasico,
sistema micelar reverso e processos de separacdo por membranas, até a integragdo dessas
técnicas, objetivando sempre uma alta recuperacdo da enzima, mantendo sua atividade
enzimatica, ¢ alto fluxo de permeado (ABREU e FIGUEIREDO, 2019; NOR et al., 2015;
HEBBAR et al, 2012; DEVAKATE et al., 2009).

Entre os processos de separagdo por membranas, a ultrafiltragdo, por ser uma técnica
utilizada para a concentragao de proteinas e moléculas de massa molar alta, aparece como uma
constante na literatura devido, principalmente, a sua facilidade de escalonamento (ABREU e
FIGUEIREDO, 2019; NOR et al., 2015; SIMOES et al., 2022). Devido a isso, a ultrafiltragio
vem sendo cada vez mais estudada por diversos autores para a purificagdo da bromelina. No
entanto, assim como qualquer processo, este apresenta limitagdes de aplicacao, apresentando
problemas de instabilidade de fluxo de permeado e susceptibilidade a incrustagdes, constituindo
impedimentos para a sua viabilidade.

Nesse sentido, o presente trabalho objetivou determinar uma estratégia de modificagao
da estrutura de uma membrana de ultrafiltragdao, de forma a alcangar uma boa estabilidade de
fluxo de permeado e uma capacidade anti-incrustante, mantendo uma alta recuperagdo e
atividade da bromelina. Para isso, foi realizado o estudo da adi¢dao de carvao ativado, obtido a
partir do proprio residuo do abacaxi, em membranas poliméricas de polissulfona.

Este trabalho € o terceiro nessa linha de pesquisa proposta pelo Grupo de Transferéncia
de Massa em Membranas (GTMM) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMGQG) e busca
a valorizacdo do residuo de abacaxi. O primeiro, desenvolvido por um grupo de LOP
(Laboratério de Operacdes e Processos), disciplina na qual ¢ desenvolvido o trabalho de
conclusdo de curso para o curso de graduagdo em Engenharia Quimica da UFMG, em 2017,
avaliou o desempenho da recuperagdo da bromelina utilizando os processos de ultrafiltracao,
sistema aquoso bifasico e a integracdo desses dois. Como resultado, foi concluido que a
ultrafiltracdo apresentou o melhor desempenho, alcancando uma recuperacao de 89,8% da
bromelina presente no extrato dos residuos da casca, talo e coroa do abacaxi (SIMOES et al.,

2017).
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O segundo trabalho, desenvolvido por Abreu (2019), buscou o refinamento do processo
por membranas através do desenvolvimento e aplicagdo de membranas de afinidade para a
concentracdo da bromelina. Neste caso, foi produzida uma membrana de afinidade porosa
através da modificagao superficial de uma membrana comercial de policarbonato, permeando
poli (alcool vinilico) (PVA) e glutaraldeido (GA) pela membrana, e uma membrana densa de
PVA sintetizada em laboratdrio utilizando GA como reticulante. Ambas as membranas foram
aplicadas na separacao da bromelina e da albumina de soro bovino (BSA) utilizando solugdes
padrdes. Foi determinado que pela diminui¢ao do fluxo de permeado houve adsor¢do das
proteinas na superficie da membrana. Para o BSA, a adsorcdo foi de 76% e a dessor¢ao foi
completa usando a membrana densa modificada. Para a bromelina, foram adsorvidos 67,71 mg
da proteina por grama de membrana, usando a membrana porosa modificada, e a atividade
enzimatica especifica da bromelina foi de 989,1 U.mg™.

Tendo em vista os resultados prévios apresentados, a originalidade deste estudo estd na
modificacdo estrutural das membranas de ultrafiltracdo. Isso ¢ feito pela adigdo de carvao
ativado a matriz polimérica. O objetivo ¢ permitir o ajuste fino da massa molar de corte. Esse
ajuste visa promover uma propriedade anti-incrustante as membranas. O resultado esperado ¢
a melhoria do desempenho do processo. Isso inclui aumento do fluxo de permeado e melhor
seletividade para a bromelina.

Este trabalho contribui significativamente para a literatura ao introduzir uma abordagem
inovadora na modificagdo estrutural de membranas de ultrafiltracdo. A adi¢do de carvao
ativado, obtido a partir de residuos de abacaxi, a matriz polimérica das membranas visa
aumentar a hidrofilicidade e promover uma propriedade anti-incrustante. Esse aprimoramento
tem o potencial de resolver problemas de instabilidade de fluxo de permeado e incrustagoes,
que sdo limitagdes conhecidas nos processos de ultrafiltracdo. A pesquisa propde um ajuste fino
da massa molar de corte das membranas, o que pode melhorar tanto o desempenho do processo
quanto a seletividade para a bromelina, uma enzima de alto valor agregado.

Além disso, o estudo promove a valorizacao de residuos agroindustriais, alinhando-se
aos conceitos de quimica verde e bioeconomia circular. Ao utilizar carvao ativado derivado de
residuos de abacaxi, o trabalho contribui para a reducao de desperdicios e reforca os Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel da ONU. A pesquisa avanca o conhecimento sobre a
purificagdo da bromelina e complementa estudos anteriores realizados pelo Grupo de

Transferéncia de Massa em Membranas (GTMM) da Universidade Federal de Minas Gerais
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(UFMG), oferecendo novos métodos para o processamento e aproveitamento de residuos

agroindustriais.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi estudar o processo de ultrafiltragdo com membranas
contendo carvao ativado para a obtengao de bromelina do residuo da casca do abacaxi, de forma
a obter um efeito anti-incrustante, um aumento do fluxo de permeado e um ajuste da massa

molar de corte da membrana preparada, sem perda de atividade da bromelina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho, foram:

e Realizar a lixiviagdo de proteinas, agucares e outras substancias do residuo solido da

casca de abacaxi;

e Realizar simultaneamente a pirdlise e a ativagao fisica do residuo da casca de abacaxi

utilizando COg;

e Caracterizar o carvao ativado produzido, utilizando espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV),

determinagdo da distribuicdo de tamanho de particula e da 4rea superficial especifica;

e Preparar membranas poliméricas de polissulfona contendo diferentes concentragdes de

polimero e carvao ativado utilizando o método de inversao de fases;

e (aracterizar as membranas preparadas quanto ao angulo de contato, a composi¢ao

quimica (FTIR), a permeabilidade hidraulica e a massa molar de corte;

e Realizar o planejamento fatorial com dois niveis e dois fatores, sendo eles: a

porcentagem de polimero e de carvao ativado utilizados para o preparo das membranas;

e Avaliar o efeito dos fatores do planejamento sobre as respostas: fluxo de permeado e

percentual de recuperacdo de bromelina.



19

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ABACAXI

O abacaxi (Ananas comosus), pertencente a familia Bromeliaceae, ¢ uma das frutas mais
amplamente consumidas globalmente, apresentando um crescente aumento na producao ao
longo dos anos, fato que tem levantado preocupacdes em relacao a gestao adequada de residuos
solidos (NOR et al., 2015; SEGUI e MAUPOEY, 2018; VASILJEVIC, 2020). De acordo com
informacdes da EMBRAPA (2022), somente no ano de 2021, o Brasil registrou uma produgao
de 1,5 milhdes de toneladas de abacaxi, ocupando uma area de cultivo de cerca de 63 mil
hectares distribuidos pelas diversas regides do pais. Este fruto ¢ o quinto mais cultivado no
Brasil, contribuindo com cerca de R$2,22 bilhdes para o Produto Interno Bruto (PIB) agricola

nacional, cuja producao ¢ absorvida quase em sua totalidade apenas pelo mercado interno.

A producdo de abacaxi, seja para consumo in natura ou para a produg¢ao de sucos, &
reconhecida como a atividade agroindustrial que mais gera residuos solidos. Estima-se que
aproximadamente 50% da fruta seja constituida pelo chamado residuo agroindustrial, composto
por talo, coroa, folhas e casca (SEGUf e MAUPOEY, 2018; ABREU e FIGUEIREDO, 2019).
As propriedades quimicas do abacaxi e de seus residuos podem variar em func¢ao de diversos
fatores, tais como a localizagdo geografica da fruta, tipo de solo e praticas de cultivo adotadas.
A Tabela 3-1 apresenta a composi¢do aproximada do residuo do abacaxi, evidenciando a
presenca de diversas substancias de elevado valor agregado e de carater multifuncionais, tais
como celuloses, fibras insoluveis, proteinas, fibras soltiveis como a pectina, além de acucares

simples e complexos (AWASTHI et al., 2022; VASILJEVIC, 2020).
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Tabela 3-1: Composicdo quimica do residuo do abacaxi.

Composiciao (% em massa) Casca Talo Coroa Folhas Raiz
Umidade 80-90 - - 81,6 -
Cinzas 10,6 - 0.4 1,1-4,5 0,86
Celulose 35-50 24,53 29,6 72,14 -
Hemicelulose 20-35 28,53 23,30 19,5-21,02 17,96
Acucares 13,65 - - 70-85 -
Glucose 2,81 2,56 0,53 - -
Frutose 2,04 2,24 0,87 - -
Fibras 76 76 - - -
Proteinas 0,33 - 4,2 - -
Carboidratos totais 17,53 - - - -
Solidos totais 7,8 75 75 75 75
Lignina 5-30 5,78 4,5 4,28-13,55 13,22
Solidos volateis 89,4 - - - -

Fonte: Adaptado de Awasthi et al. (2022).

3.2 BROMELINA

A bromelina ¢ uma mistura de enzimas proteoliticas obtida a partir de qualquer
membro da familia Bromeliaceae. As proteases que constituem essa mistura sdo enzimas
digestivas que catalisam a hidrolise das ligagcdes peptidicas de aminoacidos N-terminais que
possuem um grupo amina em uma de suas extremidades. Devido a variabilidade das
propriedades quimicas do abacaxi, principal fonte de bromelina, a atividade proteolitica da
bromelina pode variar dependendo de qual parte da fruta ela estd sendo extraida, tendo uma
massa molar entre 20 e 31 kDa e ponto isoelétrico entre 4,6 e 10 (NOVAES et al., 2016). Além
disso, estudos mostram que a bromelina presente no talo do abacaxi ¢ a mais abundante, quando
comparada com as outras partes da fruta, com um ponto isoelétrico de 9,5, enquanto aquela
presente na polpa da fruta é encontrada em menor quantidade e possui um ponto isoelétrico de

4,6 (ARSHAD et al., 2014; NOVAES et al., 2016).

A bromelina possui uma atividade enzimatica elevada em uma faixa de pH de 5,5 a
8,0 e quebra, principalmente, ligagdes peptidicas glicil, alanil e leucil, nestas condigdes. Além

do pH, essa atividade enzimatica pode sofrer alteracdes devido a diversos motivos, como
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temperaturas elevadas, presenca de quimicos e forgas cisalhantes intensas. Quando submetida
a temperaturas elevadas, frequentemente empregadas em processos de pasteurizagdo, a
bromelina sofre desnaturacdo térmica irreversivel. Além disso, ela costuma ser instavel na
presenca de produtos quimicos e quando submetida a forcas cisalhantes muito intensas

(NOVAES et al., 2016; ABREU e FIGUEIREDO, 2019; COLLETTI et al., 2021).

O crescente interesse nessa enzima, deve-se, principalmente, as suas aplicacdes
bioquimicas e farmacologicas, em virtude de suas propriedades anti-inflamatoérias,
antiedematosas, anticancerigenas anticoagulantes e antitrombdticas que vém sendo
extensivamente descritas na literatura. Além do interesse clinico, a bromelina possui aplica¢des
em outros setores industriais, como o de cosméticos e alimenticio. Na industria de alimentos,
ela pode atuar melhorando as propriedades da farinha na panificagdo, impedindo o
encolhimento da massa, aumentando a maciez de carnes, através do processo de amaciamento,
inibindo o escurecimento das frutas, impedindo a oxidagdo do fenol a quinona, clarificando
cervejas e vinhos, entre outras aplicacdes. Na saude humana, a bromelina ¢ aplicada no
tratamento de cancer por modular o crescimento do tumor, além de potencializar os efeitos de
antibioticos. E usada também no tratamento de queimaduras de terceiro grau e para inibir a
agregacao plaquetaria (NOVAES et al., 2016; VASILJEVIC, 2020; AWASTHI et al., 2022;
COLLETTTI et al., 2021).

3.3 ESTRATEGIAS PARA PURIFICACAO DA BROMELINA

A produgdo comercial de bromelina envolve diversas etapas, incluindo extracdo,
purificacdo, concentracao, secagem e empacotamento em forma de pd. Entre esses, as etapas
de concentragdo e purificacdo sdo as que exigem materiais mais caros ou operagdes complexas
e trabalhosas. Do ponto de vista técnico e econdmico, essas etapas podem representar entre

70% e 80% dos custos totais de produ¢do (NOR et al., 2015; VASILJEVIC, 2020).

O método convencional para a purificacdo da bromelina envolve uma série de etapas
complexas, como clarificagdo e precipitagdo com acetona ou amdnio, seguidas de processos
cromatograficos, o que torna o procedimento moroso e ambientalmente insustentavel. Em vista
disso, a literatura tem reiterado a necessidade do desenvolvimento de processos de purificagdo
e concentragdo que sejam nao apenas economicamente viaveis, mas também rapidos, eficientes
e robustos. Adicionalmente, esses processos devem apresentar potencial para recuperagao

continua do produto, além de demonstrar capacidade e seletividade adequadas para a separacao
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desejada (VASILJEVIC, 2020; NOVAES et al., 2016; GAMARRA et al., 2022; SEGU] e
MAUPOEY, 2018; MATAGNE et al, 2017).

Diversos autores exploraram formas de purificacdo da bromelina aplicando processos

tipicos de concentracao/separagao de proteinas, tais como:

i. Cromatografia: nessa técnica a separacdo da proteina ocorre quando as amostras
migram através da coluna em diferentes taxas e condi¢des de mobilidade entre as fases
estaciondrias e moveis. Podem ocorrer dois tipos de mecanismo de separagdo: (i) por adsorg¢ao,
troca ionica, afinidade, interagdo hidrofobica, e (ii) por filtragao em gel (VASILJEVIC, 2020).

ii. Precipitacido: a precipitagdo de proteinas ¢ baseada na adi¢do de sais, polimeros
organicos e solventes organicos (etanol, propanol, metanol etc.) em um extrato celular ou na
variacao da temperatura ou pH do sistema. Quando a solubilidade das proteinas ¢ reduzida pelo
aumento da concentragdo dos agentes precipitantes, o fendmeno de precipitacdo ocorre
(ARSHAD et al., 2014);

iii. Sistema Aquoso Bifasico (SAB): a SAB ¢ uma técnica de baixo custo,
ambientalmente amigével, rapida e de facil escalonamento para a extracdo e purificacdo de
diversos compostos (COLLETTTI et al., 2021). Nesta técnica, ha a formacdo de duas fases
imisciveis ou parcialmente misciveis pela mistura de uma fase polimérica com uma salina, ou
de duas fases poliméricas incompativeis entre si (polietilenoglicol e dextrana, por exemplo). A
distribuicdo da proteina de interesse entre as fases ird depender da for¢a idnica, pH, temperatura,
massa molar do polimero e tipo de sal utilizados (ARSHAD et al., 2014);

iv. Sistema Micelar Reverso (SMR): a proteina ¢ separada passando da fase aquosa para
a organica pela presenga de surfactantes (micelas) que induzem o movimento da proteina para
dentro da micela por possuirem tanto uma parte polar (hidrofilica) quanto uma parte apolar
(hidrofobica). Esse movimento ¢ afetado pelo pH, forcga idnica da fase aquosa e concentracao
do surfactante (ARSHAD et al., 2014); e

v. Separacio por membranas: a concentragdo ou fracionamento das proteinas ¢
realizado de acordo com o tamanho da espécie usando uma barreira (membrana)

semipermeavel.

Embora uma comparagdo direta entre os resultados obtidos para cada processo seja
uma tarefa dificil de ser realizada, devido aos varios tipos de extratos e condi¢des de operagao

utilizadas, ¢ comum inferir sobre a eficiéncia de cada processo em termos do fator de
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purificacdo e recuperacdo da enzima. Na Tabela 3-2 sdo apresentados alguns dos resultados

encontrados para cada processo descrito na literatura.

Tabela 3-2: Processos de purificacdo para a bromelina.

% Fator de

Método de purificacao ~ . -~ Referéncia
Recuperacio purificacio
) . . Nor et al.
Dois estagios de UF 96,8 2,5 (2016)
MF seguida de UF 85-100 10 Gamarra et
~ al. (2022)
Ultrafiltracao Simdes ot al
SAB + UF 88,67 - (2022)
Lopes et al.
MF e UF 85-100 - (2012)
PEG 35 _ Simdes et al.
. 6000/(KH2PO4/K>HPO4) (2022)
Sistema
AQUOSO PEG 95.1 26 Hebbar et al.
quo 4000/(K,HPO4/KH,POy) : : (2012)
Bifasico Novaes et
PEG/MgSO4 3353 25,8 al. (2013)
Sistema SMR integrado a UF 95,8 5,9 Hel(); (2)1; 26;[ al.
Micelar Hebbar et al
Reverso SMR 106 5,2 (2008)
n Devakate et
Cromatografia Troca i6nica 84,5 10 al. (2009)
Sulfato de amoénio 82,1 2,5 Heté)gi 26; al.
Precipitagao .
Etanol i 31 Silvestre et
’ al. (2012)

Fonte: Elaboragao propria.

Do ponto de vista da industria, a selecao do processo de purificacdo mais adequado deve
considerar principalmente sua viabilidade econdmica e praticidade de implementacdo. O
Quadro 3-1 oferece uma comparacdo entre os processos discutidos nesta se¢do, levando em
conta esses dois aspectos fundamentais. Dado que a etapa de purificacdo pode representar até
80% dos custos de produgdo da bromelina comercial, ¢ imperativo que se opte por técnicas de
baixo custo e de facil escalabilidade. Nesse sentido, a SAB, SMR e a precipitagdo podem

apresentar vantagens significativas, conforme destacado por Vasiljevic (2020).
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Quadro 3-1: Comparag¢@o entre as estratégias tipicas de purificacdo da bromelina.

Tipo de purificacio Vantagens Desvantagens
- Alta concentracao de proteinas;
UF - Alta seletividade; - Incrustacao;
- Ambientalmente amigavel; - Baixo fluxo.
- Facil escalabilidade.
- Baixo custo; - Dificuldade de recuperagao da
- Ambientalmente amigavel; proteina desejada da fase
SAB - Alto rendimento e de facil polimérica;
escalabilidade; - Necessidade de maior
- Eficiente em remover tracos de | conhecimento sobre o
contaminantes. mecanismo de separacgdo.
T ~ - Grande volume de precipitant
- Simplicidade de operacao; rande volum precipitante
. o (sal);
o - Facil escalabilidade; )
Precipitagado . - Necessita de uma etapa de
- Eficiente em remover tracos de | ,.,,.
. dialise para remover o excesso
contaminantes.
de sal.
Cromatoerafia - Alta seletividade; - Alto custo;
g - Alto rendimento; - Capacidade de carga pequena.
- Sem perda de atividade . ~
pe v - Dificuldade de recuperagao da
proteolitica . .
SMR .. . proteina desejada do solvente
- Tensao interfacial pequena; .
.. . organico contendo o surfactante.
- Facil escalabilidade.

Fonte: Adaptado de Arshad et al. (2014) e Colletti et al. (2021).

Embora a precipitacdo seja o processo de maior simplicidade de operacdo, de baixo
custo e de facil escalabilidade, ela também ¢ o método menos amigéavel ambientalmente. Além
de utilizar produtos quimicos, esse processo gera um grande volume de precipitado/lodo que
possui um enorme impacto ambiental (COLLETTI et al., 2021). A SAB e a SMR, por outro
lado, possuem baixo impacto ambiental, além de ser de baixo custo e de fécil escalabilidade.
No entanto, uma das principais desvantagens destes processos € a dificuldade em recuperar a
enzima de interesse da mistura final de solvente. Além disso, o uso de polimeros pode aumentar
o custo da SAB e diminuir a sua viabilidade econdmica. No entanto, vale ressaltar que quando
estes processos sdo utilizados de forma integrada, a recuperacdo da atividade e o fator de
purificagdo da bromelina podem ser potencializados. Por fim, a cromatografia ¢ a técnica que
menos se encaixa em aplicacdes industriais devido a sua capacidade baixa de carga e multiplas

etapas de purificacdo, embora apresente alta seletividade e rendimento (VASILJEVIC, 2020).

Processos de separagdo por membranas, por outro lado, s3o uma alternativa promissora
quanto a purifica¢do da bromelina. A ultrafiltracdo, em especial, por se tratar de um método de
concentracdo de macromoléculas, vem sendo explorada tanto de forma isolada quanto de forma

integrada com outros processos, trazendo bons resultados (NOR et al, 2016). Por ser uma
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tecnologia limpa e de facil escalabilidade, sem uso de produtos quimicos e sem geracdo de
poluentes, a ultrafiltragdo constitui um processo de baixo custo de operacdo, mesmo comparado
com outros processos de baixo impacto ambiental, como a SAB (NOR et al, 2016; SIMOES et
al., 2022). No entanto, assim como qualquer outro processo, a ultrafiltragao (UF) apresenta
limitagdes como incrustagdes e o baixo fluxo de permeado, que sdo alguns dos grandes desafios

para a implementacdo deste processo.

3.4 MEMBRANAS

Uma membrana ¢ definida como uma barreira que separa duas fases (liquidas ou
gasosas) e que restringe total ou parcialmente o transporte de uma ou mais espécies presentes

na alimentacao (HABERT et al., 2006).

As membranas vém ganhando destaque nas ultimas décadas, principalmente, em
relacdo as suas aplicagdes quimicas e de separagdo. A principal vantagem de uso de processos
de separacdo por membranas (PSM) que vem sendo explorada &, justamente, a propriedade de
controlar a taxa de permeacao de uma dada espécie quimica através da membrana. Essa
propriedade ¢ de fundamental importancia para o desenvolvimento de barreiras seletivas para a
liberacao controlada de medicamentos em um corpo, por exemplo. Além disso, comparado aos
métodos convencionais de separacdo, o fato da UF permitir a permeagdo de uma Unica espécie
dentre uma mistura de componentes da alimentacdo, enquanto impede a passagem de outros
componentes, aumenta o interesse académico e industrial nesse processo (BAKER, 2004;
PEINEMANN, NUNES e GIORNO, 2010; KAHRS e SCHWELLENBACH, 2020;
RAHIMPOUR et al, 2024).

As membranas podem ser classificadas quanto as suas caracteristicas morfologicas e
estruturais. Em relacdo a morfologia, as membranas sao divididas em duas categorias: porosas
e densas (Figura 3-1). No caso de membranas porosas, caracteristicas como a distribuicao do
tamanho de poro, porosidade superficial e espessura sao importantes. Nesse caso, a seletividade
da membrana ird depender da relacdo entre o tamanho dos poros e das espécies a serem
permeadas, como ¢ o caso dos processos de micro (MF), ultra (UF) e nanofiltracdo (NF).
Quanto as membranas densas, a afinidade entre as espécies presentes na alimentagdo com o
polimero e/ou carga presentes na membrana, bem como a espessura do filme polimérico, irdo

indicar o desempenho da membrana, visto que as espécies a serem separadas serdo sorvidas e,
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em seguida, difundidas através da membrana, fenomeno no qual se baseia o processo de osmose

inversa (OI), por exemplo (HABERT et al. 2006).
Figura 3-1: Representagdo da secdo transversal, esquematizando a morfologia de membranas isotropicas.

porosa porosa densa

I\ \I

\

Em relagdo a

Fonte: Adaptado de Habert et al. (2006).

estrutura, as membranas também sdo classificas em duas categorias,
podendo ser isotrdpicas ou anisotropicas (Figura 3-2). Se a membrana mantém as caracteristicas

ao longo de sua estrutura, ela ¢ isotropica, se ndo, ela € anisotrépica (HABERT et al. 2006).

Figura 3-2: Representacgdo da se¢do transversal, esquematizando a morfologia de membranas anisotropicas.

densa (integral) porosa densa (composta)

ol [had] AN

Fonte: Adaptado de Habert et al. (2006).

3.5 MEMBRANAS POROSAS

Uma membrana porosa apresenta semelhangas com um filtro convencional em sua
estrutura e fungdo, sendo caracterizada por possuir uma estrutura rigida com um alto volume
de vazios distribuidos de maneira aleatoria e com poros interconectados. No entanto, ao
contrario dos filtros convencionais, as membranas porosas possuem poros extremamente
pequenos, com didmetros que variam de 0,01 a 10 nm. A seletividade dessas membranas esta
relacionada ao tamanho das espécies presentes na alimentacdo e ao tamanho dos poros da
membrana, de modo que as espécies sejam relativamente inertes ao material da membrana. O
transporte através de membranas porosas pode ser convectivo ou difusivo, dependendo da forga

motriz aplicada no sistema. Nos casos da microfiltragio (MF), ultrafiltragdo (UF) e
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nanofiltragdo (NF), em que a diferenca de pressdo ¢ a for¢a motriz aplicada, o transporte de

espécies através da membrana ¢ predominantemente convectivo (HABERT et al., 2006).

No Quadro 3-2, resumem-se informacdes sobre as membranas mencionadas nesta
subsecdo quanto ao tipo de forca motriz, material retido, material que permeia e aplicagdes

usuais.

Quadro 3-2: Classificagdo dos PSMs quanto a forga motriz, material retido ¢ permeado ¢ aplicagdes comerciais.

Material
F Material Retid
Processo Org? atenal Retico que . Aplicacoes
Motriz (concentrado) permeia
(permeado)
Particulado . :
Esterilizagdo bacteriana,
SUSPERSo, Aguae clarificagdo de vinhos e
Microfiltragdo | AP (0,5 | bactérias. ’g. . ¢ N
solidos cervejas, concentragao de
(MF) —2 atm) | Massa molar > dissolvid ‘lul ) S0 d
500 kDa (0,01 issolvidos | células, oxigenagao de
sangue.
pm)
. A
Coloides, gua . ~
. , (solventes), | Fracionamento/concentragao
Ultrafiltragdo | AP (1 — | macromoléculas. ) L , N
sais soluveis | de proteinas, recuperagao de
(UF) 7 atm) Massa molar > 5 . . .
de baixa pigmentos e 6leos.
kDa
massa molar.
Moléculas de Agua, sais e
Nanofiltragdo | AP (5— | massa molar moléculas de | Purificagdo de enzimas,
(NF) 20 atm) | média (500 < baixa massa | biorreatores a membrana.
MM < 2 kDa). molar.
Todo material ’ Dessalinizaj;éo de aguas,
Osmose AP (15— solivel ou em Agua concentragdo de suco de
Inversa (OI) 80 atm) . (solvente) frutas, desmineralizagdo de
suspensao. huas

Fonte: Adaptado de Habert et al. (2006).

3.6 PREPARO DE MEMBRANAS POROSAS POLIMERICAS

O objetivo fundamental por traz da producdo de membranas porosas ¢ obter uma
barreira seletiva com base na dimensao dos poros. Uma das principais técnicas de producgdo de
membranas porosas ¢ a inversdao de fase. Nesta técnica, a dissolugdo de um polimero €
promovida em um solvente adequado e a solugdo obtida ¢ espalhada em um suporte plano,
formando um filme de espessura uniforme entre 20 e 200 pm. Em seguida, & preciso

desestabilizar este filme causando um estado de supersaturacao na solugdo polimérica. Isso €
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promovido pela adi¢do de um outro componente, chamado de ndo-solvente, no qual o polimero
ndo seja soluvel. Ha outras formas de provocar essa desestabilizacdo, como o preparo da
solucao polimérica a quente com subsequente reducao da temperatura (precipitagdo térmica), o
preparo da solu¢ao com um solvente volatil e um nao-solvente, no qual o primeiro ¢ volatilizado
durante a formacdo da membrana (precipitagdo por evaporacdo de solvente), entre outras
(HABERT et al., 2006).

No caso da precipitagdo por banho de ndo-solvente, a solu¢do instavel
termodinamicamente, separa-se em duas fases: uma rica no polimero, que da origem a estrutura
da membrana, e uma pobre, que da origem aos poros da membrana, como pode ser observado
na Figura 3-3. A viscosidade da solucdo aumenta com a concentracdo de polimero, de forma

que o tamanho de poro pode ser controlado dessa forma (HABERT et al., 2006).

Figura 3-3: Esquema de preparo de membranas por inversdo de fase, onde a desestabilizagdo termodinamica se
da pela imersdo em banho de ndo-solvente.

Solugiio
Polimérica Faca de
espessura

controlada

Filme polimérico exposto a atmosfera Banhe:de preaiplbgho

Fonte: Habert et al. (2006).

Durante o processo de formacdo da membrana, a fase rica em polimero tem a sua
viscosidade aumentada que permite a fixagdo da estrutura polimérica e formacdo da membrana.
Dependendo das caracteristicas do sistema, como o tipo de polimero, podem acontecer
interacdes fisico-quimicas entre as cadeias poliméricas, alterando a morfologia da membrana

obtida. Entre os fendmenos, pode ocorrer a gelificagdo das cadeias poliméricas ou mesmo a
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formagao de regides cristalinas na estrutura da membrana, acelerando a precipitagio (HABERT

et al., 2006).

3.6.1 Morfologia de membranas preparadas via inversao de fases

A morfologia da membrana produzida resulta da interacdo entre parametros
termodindmicos e cinéticos durante a inversao de fases. A formac¢do de macroporos, por
exemplo, principalmente daqueles em formato digitiforme (finger-like), pode ser evitada
utilizando um ndo-solvente fraco, ou seja, um ndo-solvente que possui uma interagao fraca com
o solvente da solucdo polimérica, como misturas de &agua-glicerol ou agua-n-metil-2-
pirrolidona. Isso porque a adi¢gdo de um solvente no banho de nao-solvente retarda a taxa de
troca solvente/ndo-solvente, diminuindo a saida de nao-solvente, responsavel pelo crescimento
dos poros. Além disso, a viscosidade do glicerol contribui para um maior atraso da saida de

nao-solvente (RAHIMPOUR et al, 2024).

No entanto, varidveis como o tipo e concentragdo de polimero, o tipo de sistema solvente
e nao-solvente e a composicdo e¢/ou a presenga de aditivos na solugdo polimérica, possuem
maior impacto no processo de inversao de fases (MULDER, 1996; HABERT et al., 2006;
RAHIMPOUR et al, 2024).

A estrutura e a morfologia final da membrana produzida também dependem do tipo de
polimero usado na sua fabricagdo. Para o caso de polimeros vitreos, como a polissulfona (PSF),
o acetato de celulose (AC) e a poli-imida (PI), a inversdo de fase ¢ controlada pela separagao
liquido-liquido, enquanto para polimeros semicristalinos, como o fluoreto de polivinilideno
(PVDF), a separacdo solido-liquido e a cristalizagdo do polimero também podem ocorrer

durante a inversao de fases (RAHIMPOUR et al, 2024).

Geralmente, a separagdo liquido-liquido ocasiona a formag¢do de membranas com
macroporos do tipo digitiforme, enquanto a inversao de fase provocada pela separacao solido-
liquido resulta em uma estrutura feita por poros no formato de esferas interligadas

(RAHIMPOUR et al, 2024).

3.6.2 Escolha do sistema solvente/nao-solvente

Dependo do sistema solvente/ndo-solvente empregado na inversdo de fases a
membrana produzida pode apresentar diferencas substanciais em sua estrutura, caracteristicas

mecanicas, propriedades interfaciais e desempenho de separagdo. Para que o processo de
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producdo seja possivel o solvente deve solubilizar completamente o polimero e também deve
ter alta miscibilidade com o nao-solvente empregado no banho de precipitacdo. No quadro 3-3,
tém-se os solvente comumente empregados para a dissolu¢do de polissulfona, acetato de

celulose e fluoreto de polivinilideno (MULDER, 1996; RAHIMPOUR et al, 2024).

Quadro 3-3: Solventes para o acetato de celulose, polissulfona e fluoreto de polivinilideno.

Polimero Acetato de Celulose Polissulfona (PSF) Fluoreto de
(AC) polivinilideno
(PVDF)
Solvente Dimetilformamida Dimetilformamida Dimetilformamida
(DMF) (DMF) (DMF)
Dimetilacetamida Dimetilacetamida Dimetilacetamida
(DMACc) (DMACc) (DMACc)
Acetona N-metil-2-pirrolidona N-metil-2-
(NMP) pirrolidona (NMP)
Tetrahidrofurano Dimetilsulfoxido Dimetilsulfoxido
(THF) (DMSO) (DMSO)
Dimetilsulfoxido Morfolina (MP) Tetrametilureia
(DMSO) (TMU)

Fonte: Adaptado de Mulder (1996).

Diferentes solventes tém diferentes parametros de solubilidade, afetando, assim, o
comportamento de separagdo de fases e a morfologia da membrana formada. Solventes
aproticos como o NMP, DMF e DMAc dissolvem facilmente PSF e PVDF e possuem alta
afinidade com a 4gua, de forma que as solugdes poliméricas formadas precipitam rapidamente
quando imersas neste ndo-solvente. As membranas formadas apresentam, entdo, uma estrutura
assimétrica e altamente porosa. Por via de regra, pares de solvente/ndao-solvente que apresentam
alta afinidade entre si terdo uma separacdo imediata no banho de precipita¢do, levando a
formacdo de uma membrana porosa, enquanto pares que apresentam menor afinidade tém a
separacao retardada durante a inversao de fases, resultando em uma mebrana assimétrica com
uma camada superficial densa (MULDER, 1996; HABERT et al., 2006; RAHIMPOUR et al,
2024). Além disso, a adi¢do de PVP ao ndo-solvente utilizado no banho de precipitacdo pode
aumentar a afinidade entre o polimero e o meio, influenciando a morfologia e as propriedades
da membrana formada. Sua inclusdo no banho de nao-solvente pode ser devido ao seu efeito
porogénico ou até mesmo a sua capacidade de tornar a membrana mais hidrofilica (ZHU et al.,
2022). As estruturas quimicas da polissulfona e do PVP estdo representadas nas Figuras 3-4 e

3-5, respectivamente.
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Figura 3-4: Estrutura quimica da polissulfona.
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Fonte: Elaboragao propria.

Figura 3-5: Estrutura quimica da polivinilpirrolidona.
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Fonte: Elaboragao propria.

3.6.3 Escolha da concentracio de polimero

A concentragdo de polimero € outro parametro crucial durante a inversdo de fases e
possui grande influéncia na morfologia da membrana formada. Geralmente, membranas
poliméricas sdo formadas utilizando concentragdes de polimero entre 10 e 30% em massa,
sendo que concentragdes abaixo de 20% sao utilizadas para a producdo de membranas porosas

(BAKER, 2004).

Um aumento na concentragdao de polimero causa o aumento da viscosidade da solugdo
polimérica, resultando em um maior impedimento cinético e na formagao consequente de uma
estrutura mais densificada. Isso porque, o aumento dessa concentragdo causa uma diminui¢ao
do transporte de massa do solvente para o nao-solvente, fazendo com que o sistema fique por
mais tempo na regido metaestavel (Figura 3-6). Essa prolongada presenca na regiao metaestavel
pode estar correlacionada com a ocorréncia de separacdo de fases nas condicdes especificas

delineadas pelas curvas binodal e espinodal.



Figura 3-6: Possiveis caminhos de formagao de membranas para diferentes composi¢des de polimero.
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Fonte: Adaptado de Rahimpour et al. (2024).
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A concentracao de polimero desempenha um papel crucial na determinagao do caminho

adotado durante o processo de solidificagdo da solugao polimérica. Na Figura 3-7-A, ¢ possivel

visualizar os dois possiveis caminhos nos quais a solu¢do polimérica pode solidificar: A e B.
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Figura 3-7: (A) Diagrama de fases ternario indicando o mecanismo de formacdo de membranas via inversao de
fases por banho de néo solvente, no qual (B) exemplifica uma membrana com poros menores ¢ (C) exemplifica
uma membrana com uma estrutura mais porosa.

(A) Polimero

Binodal

Espinodal

Solvente Nao-solvente

Fonte: Adaptado de Rahimpour et al. (2024).

No caminho A, a solugdo polimérica alcanga a drea metaestavel entre as curvas binodal
e espinodal, onde a solugdo ¢ termodinamicamente instavel, mas a precipitagdo do polimero
ndo ocorre. Aqui, a solucdo polimérica, com uma concentracdo baixa de polimero, ¢
possivelmente convertida em uma fase rica em polimero (ponto A’) e uma fase pobre em
polimero (ponto A’’) com base no mecanismo de nucleagdo e crescimento. Essas composi¢des
dentro do tridngulo (A’ e A’’) sdo conectadas por meio de linhas de amarragdo, na qual os
pontos em cada lado do tridngulo estdo em equilibrio termodindmico (RAHIMPOUR et al,
2024). Isso ocorre quando a mistura atinge as condigdes representadas pela curva binodal,
resultando na separacdo da mistura em duas fases distintas, contribuindo para a formagao de
uma membrana com uma morfologia mais porosa e com poros maiores, além de uma

distribuicao heterogénea de poros (Figura 3-7-C).

Por outro lado, em situagdes de concentracao de polimero mais elevadas, o caminho B
torna-se predominante, no qual a solucdo polimérica atinge a regido metaestavel espinodal,
também termodinamicamente instdvel. Neste cenario, a solugdo passa por um processo de
decomposi¢do espinodal. Durante a decomposi¢do espinodal, ndo ha formagdo de interfaces
entre as fases separadas, devido a instabilidade em escala nanométrica da mistura, resultando

em uma separacao homogénea. Isso leva a um padrao de separacao continuo e sem interrupcoes
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das duas fases distintas, cada uma com uma composicao ligeiramente diferente, sem alteragdes
abruptas ou descontinuas nas propriedades fisicas (RAHIMPOUR et al, 2024). Dessa forma, a
membrana formada apresenta uma morfologia com menor porosidade e com uma distribui¢ao

de poros mais homogénea (Figura 3-7-B).

Adicionalmente, a solugdo polimérica torna-se mais propensa a gelificacdo e, por
conseguinte, mais estavel, devido ao aumento da viscosidade quando a solucdo ¢ mais
concentrada. Em outras palavras, o aumento da concentracdo de polimero leva a uma
concentragdo de polimero muito maior na interface formada pela solugdo polimérica e o ndo-
solvente, implicando em uma membrana com menor porosidade e poros menores (MULDER,

1996; RAHIMPOUR et al, 2024).

3.6.4 Presenca de aditivos na solu¢ao polimérica

A utilizacdo de aditivos na solu¢do polimérica ¢ uma pratica frequente para modificar
as propriedades e a estrutura das membranas, com o intuito de aprimorar caracteristicas como
porosidade, permeabilidade e resisténcia a incrustagdo. Contudo, a presenca de aditivos pode
tornar o processo de fabricagcdo das membranas consideravelmente mais complexo, uma vez
que a andlise tedrica dos mecanismos termodindmicos e cinéticos durante o processo de

inversao de fases se torna mais desafiadora (RAHIMPOUR et al.,2024).

O nao-solvente pode ser introduzido na solugdo polimérica com o proposito de
promover modificacdes e adaptar a morfologia, visando melhorar o desempenho de separagao
das membranas produzidas. A presenga do ndo-solvente na solugdo polimérica induz a
formagao instantdnea da membrana ao ser imersa no banho de precipitagdo, devido ao aumento
da instabilidade termodinamica da solug¢do polimérica, resultando em uma maior formagao de
macroporos (RAHIMPOUR et al., 2024). Por outro lado, a inclusdo de aditivos pode elevar a
viscosidade da solu¢do polimérica, reduzindo a taxa de troca solvente/ndo-solvente e resultando
na formacgdo de uma estrutura menos porosa, um fendmeno conhecido como impedimento

cinético (RAHIMPOUR et al., 2024).

De maneira geral, aditivos inorganicos tendem a diminuir a formag¢ao de macroporos do
tipo "finger-like", melhorando a resisténcia mecanica da membrana produzida pela elevacao da
viscosidade da solucdo polimérica. A alta viscosidade inibe a formagdo de vazios na matriz

polimérica da membrana, resultando em uma separag¢ao mais lenta (RAHIMPOUR et al., 2024).
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3.7 ULTRAFILTRACAO

A ultrafiltracdo ¢ um processo de separacdo por membranas comumente empregado
para a purificacdo e o fracionamento de macromoléculas. As membranas apresentam uma faixa
de poros com didmetro entre 1 ¢ 100 nm, na qual uma gama de solutos de massa molar entre
10° ¢ 10° Da pode ser concentrada por este processo. No entanto, membranas de UF sdo
usualmente caracterizadas através da curva de retengdo nominal, através da qual o coeficiente
de rejeicdo (R) da membrana ¢ obtido em fungdo da massa molar do soluto. Experimentalmente
este coeficiente de rejeicao pode ser obtido considerando a concentragdao do soluto na corrente
de alimentagdo e na corrente de permeado da membrana, conforme a Equacao 1. Dessa forma,
a massa molar de corte da membrana ¢ definida como sendo o valor da massa molar para a qual

a membrana apresenta um coeficiente de rejeicao de 95% para aquele soluto (HABERT et al.,

2006).

Cp — Cp (1)

Embora a massa molar de corte das membranas seja definida quanto & massa molar das
espécies que podem ser retidas, fatores como forma e carga das espécies podem influenciar na
sua permeagado através da membrana. Quanto a forma das moléculas, se a molécula for linear,
ela pode ser capaz de se infiltrar nos poros da membrana, diminuindo o coeficiente de rejeigcao
para essa espécie. Isso acontece usualmente com polimeros, como o polietilenoglicol e a
polivinilpirrolidona. Proteinas, por outro lado, normalmente estdo dispersas na solu¢do na
forma de agregados globulares mantidos juntos através de ligagdes de hidrogénio, impedindo a
sua deformacdo e a permeacdo através dos poros da membrana, como mostrado na Figura 3-8

(BAKER, 2004).



36

Figura 3-8: Ilustragdo de como a forma das moléculas podem interferir na rejei¢do dessa espécie pela membrana,
independente da massa molar de corte
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i ( (e globular
linear &
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Fonte: Adaptado de Baker (2004).

Nos processos de ultrafiltragdo, o fluxo de permeado, determinado a partir do volume
de solugdo permeado (AV), através de uma area A de membrana em um dado intervalo At de
tempo (Equacdo 2), estio comumente entre 150 e 250 L.h'.m™. No entanto, esses valores
podem ser bem menores pois fatores como a polarizacao de concentracdo, a formagdo de
incrustagdo, a natureza da solucdo a ser tratada e as condi¢des de operagdo do sistema podem

afetar drasticamente o desempenho do processo (BAKER, 2004).
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3.7.1 Limitacoes da ultrafiltracao

As membranas poliméricas de ultrafiltracdo geralmente exibem propriedades
hidrofobicas devido a natureza do polimero utilizado, o que as torna mais propensas a
incrustagdes devido a alta composicao organica da alimentagdo. Tal fendmeno ocorre devido a
afinidade das superficies hidrofobicas por espécies moleculares hidrofobicas ou anfoteras,
como ¢ o caso de proteinas que possuem regioes hidrofobicas. Além disso, o fendmeno da
polarizacdo de concentragdo ¢ observado devido a diferenca de pressdo aplicada como a forga
motriz para promover a separa¢ao, o que contribui para a intensificacdo das incrustagdes nas

membranas (SALEH e GUPTA, 2016).

Processos de separagdo com membranas possuem, usualmente, um escoamento de

alimenta¢do tangencial a superficie da membrana, enquanto o fluxo de permeado ocorre
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transversalmente a ela, configurando um escoamento tangencial de alimentagdo. Neste tipo de
operagdo, ¢ comumente observada uma queda no fluxo de permeado devido a incrustagdo. A
polarizacdao de concentragdo ¢ um dos fendmenos que mais contribuem para a incrustacao das
membranas, i1sso porque as membranas sao seletivas a determinados solutos, rejeitando uma
grande quantidade de espécies que se acumulam na alimentagdo. Esse acumulo resulta na
formag¢do de uma camada de solutos na interface da membrana, criando uma barreira de
resisténcia a transferéncia de massa (Figura 3-9). Essa barreira tende a desaparecer quando a
for¢a motriz do processo cessa, ou seja, quando a diferenga de pressao € zero. No entanto, a
presenga dessa regido polarizada ¢ o ponto inicial para o processo de incrustacdo nas
membranas. A polarizagdo de concentragdo pode favorecer a interagdo dos solutos com a
superficie da membrana ou ainda contribuir para a precipitacdo desses solutos quando atingem
o limite de solubilidade. Tal precipitacdo pode resultar na adsor¢ao ou deposi¢ao de material
na superficie da membrana. Adicionalmente, o acumulo de espécies e suas interagdes, assim
como deposigdes ou precipitacdes na superficie da membrana, podem desencadear o fendmeno
da formac¢do de uma camada gel na interface da membrana, o que contribui para a ocorréncia

de incrustagoes (SALEH e GUPTA, 2016).

Figura 3-9: Representacdo esquematica da polarizagdo de concentragdo em uma membrana.
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Fonte: Adaptado de Saleh e Gupta (2016).

A polarizagdo de concentragdo ¢ fortemente afetada pelas condi¢des de escoamento do
processo e pela diferenca de pressao aplicada na membrana. O numero de Reynolds (Re) esté

intimamente relacionado as condi¢des de escoamento. A medida que o Re aumenta, ou seja, a
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medida que a velocidade tangencial da alimentagdo aumenta, a espessura da regido polarizada
proxima a membrana tende a diminuir, resultando em um aumento no fluxo de permeado
(HABERT et al., 2006). Esse comportamento pode ser observado durante a ultrafiltragao de
uma solu¢ao aquosa de dextrana em membranas de polissulfona, sob uma mesma diferenga de
pressdo e concentracdao de soluto, onde o fluxo de permeado aumenta conforme o Re cresce,
aproximando-se do valor de fluxo do solvente puro, conforme exemplificado na Figura 3-10
(HABERT et al., 20006).

Figura 3-10: Fluxo de permeado (J) em fun¢o da pressdo (AP) para diferentes concentragdes de soluto (C) e
numeros de Reynolds (Re) para a ultrafiltracdo em membranas de fibra oca de polissulfona.
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Fonte: Habert et al. (2006).

Com relagao a diferenca de pressao aplicada na membrana, conforme ilustrado na Figura
3-10, observa-se que o fluxo de permeado tende a um valor constante a medida que essa
diferenca de pressao aumenta. Esse padrao de comportamento € caracteristico de processos de
ultrafiltragdo e pode ser atribuido a dois efeitos principais: a intensificagdo da polarizacdo de
concentracdo € o aumento da resisténcia ao transporte de massa. O aumento da pressao de
operagao resulta em um aumento do fluxo de permeado até atingir um valor limite. Isso ocorre
porque o incremento de pressdo provoca uma maior concentragdo de solutos retidos proximos
a interface da membrana, levando a redugdo do fluxo de permeado. Dessa forma, um aumento

adicional na pressdo de operagdo além desse valor limite equivale a um aumento na resisténcia
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ao transporte do solvente através da membrana, devido a polarizagdo de concentragdo,

resultando também em um aumento na formacao de incrustagdes (HABERT et al., 2006).
3.7.2 Resisténcia a transferéncia de massa durante o processo de ultrafiltracio

Durante o processo de separagao em membranas de ultrafiltracdo, a queda no fluxo de
permeado ocorre & medida que a resisténcia ao transporte de massa aumenta em relagdo a
membrana nova. O aumento da resisténcia ao transporte de massa deve-se a diferentes fatores,
como a polarizacao de concentragdo, adsor¢ao, formagao de camada gel e bloqueio de poros. A
Figura 3-11 apresenta um esquema com as principais contribuicdes para o aumento da

resisténcia em membranas porosas.

Figura 3-11: Resisténcias individuais a transferéncia de massa em membranas porosas.
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Fonte: Habert et al. (2006).

Os diversos tipos de resisténcias observadas na Figura 3-11 contribuem de maneiras
distintas para a resisténcia total (Rt) ao transporte de massa em membranas que empregam a
diferenca de pressao como for¢ca motriz. Em situacdes ideais, apenas a resisténcia intrinseca da
membrana ¢ quantificada na resisténcia total, Rm. No entanto, a medida que os solutos da
alimentagdo sdo retidos pela membrana, ocorre um acimulo de moléculas proximas a sua
superficie, resultando em um aumento da resisténcia ao transporte. Esse fendmeno ¢ conhecido
como resisténcia devido a polarizacio de concentracdo, Rp.. Em alguns casos, essa
concentracao de solutos pode chegar a niveis elevados o suficiente para formar uma camada de
gel na superficie da membrana, denominada resisténcia de camada de gel, Ry, que ¢ mais

significativa em solugdes contendo proteinas. No caso de membranas porosas, alguns solutos
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podem penetrar nos poros da membrana bloqueando-os, conduzindo ao aumento da resisténcia
devido ao bloqueio de poros, Ry. Por fim, ha ainda a resisténcia devido a adsor¢do de solutos
na superficie ou nos poros da membrana, R, (MULDER, 1996). Assim, a resisténcia total ao
transporte pode ser relacionada com as resisténcias individuais a partir do modelo de

resisténcias em séries, dado pela Equacao 3.

Ry = Ry + Ry + Ry, + Ry + Ry, 3)

O estudo da incrustagdo em membranas porosas pode ser conduzido analisando a
reversibilidade da camada de gel/torta depositada na superficie da membrana ou os diferentes
mecanismos de deposi¢do de solutos na superficie ou poros da membrana. Neste estudo, a
incrustagdo ¢ diferenciada como sendo reversivel ou irreversivel considerando a sua resisténcia
aremocao apos o uso de um método de limpeza. Em resumo, a incrustagdo ¢ reversivel quando
o deposito de solutos ¢ removido facilmente, enquanto a incrustacao ¢ irreversivel quando o
deposito residual persiste apos a operacao de limpeza quimica (DI BELLA e DI TRAPANI,
2019; MENG et al., 2021).

Em estudos convencionais, a diferenciagdo entre a incrustagao reversivel e a irreversivel
¢ baseada apenas no uso de métodos de limpeza quimicos. No entanto, atualmente, ¢ aceito que
uma limpeza fisica intensa pode promover a remogao do deposito superficial de torta que nao
¢ removido durante operagdes normais. Com isso, a fracdo de torta que permanece na membrana
pode ser definida como sendo devido a incrustacao irreversivel (AL-NAJAR et al., 2020;

SHERUGAR et al., 2022).

Com isso, a tendéncia a incrustagdo em membranas pode ser avaliada considerando o
fluxo de agua pura antes e depois do método de limpeza empregado para remover a camada de
torta formada sobre a superficie da membrana. Tal abordagem de estudo indica, também, a
reversibilidade da queda de fluxo no processo de separagao por membranas (SHERUGAR et

al., 2022; MENG et al., 2021).

3.8 MODIFICACOES ESTRUTURAIS EM MEMBRANAS

No caso da ultrafiltracao, por se tratar de um processo que concentra macromoléculas,
coloides e espécies de massa molecular alta, a polarizagcdo de concentracdo e a incrustaciao sao
problemas criticos e intrinsecos ao processo. Como consequéncia, tem-se que a UF apresenta
limitagdes de operacao que dificultam a sua viabilidade industrial, como a reducao do fluxo de

permeado, um maior tempo de operacdo e maiores frequéncias de paradas para limpeza.
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Existem diversas estratégias na literatura que buscam minimizar tais efeitos, através da
melhoria hidrodindmica do processo ou modificagdes estruturais na membrana (BABU e
AMAMCHARLA, 2022; DATTABANIK et al., 2022; GAMARRA et al., 2022; NOR et al.,
2018; HE et al., 2022; SIMOES et al., 2022).

Modificagdes estruturais em membranas compostas podem ser alcancadas a partir da
incorporagdo de aditivos na matriz polimérica da membrana. O efeito combinado das
propriedades do polimero e dos aditivos ajudam a melhorar o desempenho da propria
membrana, alterando suas propriedades e permitindo atingir um melhor equilibrio entre a
produtividade ¢ a seletividade do processo. Ha varios aditivos de interesse sendo explorados na
literatura, como MOFs (Metal-Organic Frameworks), zedlitas, 6xidos metalicos, nanotubos de
carbono, 6xido de grafeno e carvao ativado (MUQEET et al., 2020; WANG et al., 2012; LEE
etal., 2013; LEMOS etal., 2021). A forma mais simples de incorporar esses aditivos na matriz
polimérica da membrana ¢ dispersando-os na solugao contendo o polimero e o solvente. Além
disso, ¢ comum utilizar esses aditivos funcionalizados com o objetivo de melhorar a

compatibilidade deles com o polimero (LAU et al., 2018).

O uso de carvao ativado proveniente de diversas fontes, vem sendo investigado para a
incorporagdo em membranas porosas. [sso porque, o carvao ativado possui varias caracteristicas
de interesse para a ciéncia de materiais como grande disponibilidade, natureza altamente
porosa, baixo custo de produc¢ao e grande area superficial especifica. Em sua estrutura, o carvao
ativado contém uma base grafitica em ambas as suas extremidades onde podem estar
localizados uma série de elementos que aparecem como grupos funcionais, como nitrogénio,
oxigénio e hidrogénio que podem aumentar ou diminuir a hidrofilicidade da superficie do

carvao ativado (GONCALVES, 2021).

O uso de membranas contendo carvao ativado vém sendo estudado para diversas
aplicagdes. Zhang et al. (2020) produziram membranas de ultrafiltracdo de polietersulfona
incorporadas com carvao ativado obtido da pirdlise e ativagao com CO> de fibras de celulose.
As caracteristicas do carvao ativado utilizado incluiam uma area superficial especifica de 1275
m?.g"!, um didmetro de particula entre 10 € 30 um e um tamanho e volume de poro de 3,39 nm
e 0,84 cm’.g™!, respectivamente. O processo de obtencdo do carvio ativado envolveu a pirdlise
em atmosfera de N> a 800 °C com uma taxa de aquecimento de 5 °C.min"! por 2 horas, seguida
da ativagdo sob fluxo de CO, a 850 °C e 30 mL.min"! com uma taxa de aquecimento de 5

°C.min"!. As membranas fabricadas foram utilizadas para a remog¢io de hormdnios esteroides.
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Os autores conseguiram alcangar um fator de remocao acima de 97% com fluxos de 450 L.m"

2h! em pressdes de operagdo de 0,8 bar.

Zhao et al. (2019), por sua vez, incorporaram carvao ativado comercial em membranas
de acetato de celulose com o objetivo de remover o corante azul acido para o tratamento de
agua. Variando o teor de carvao ativado, os autores observaram que para teores acima de 10%
em massa, houve o comprometimento da integridade da membrana, através da formacao de

buracos na pele e do prejuizo da planicidade da membrana produzida.

Outros estudos mostraram que a incorporagdo de pequenas quantidades de carvao
ativado na matriz polimérica da membrana, pode ajudar a aumentar a hidrofilicidade da
superficie do material. Sherugar et al. (2022) produziram o carvao ativado a partir de uma
ativacdo quimica com KOH usando propagulos de Rhizophora mucronata, uma espécie de
mangue. As propriedades do carvao ativado produzido compreendem uma area superficial
especifica de 1161 m?.g”! e um volume total de poro de 0,53 cm?.g™!. Analises de adsor¢io com
N2 indicaram uma isoterma do tipo I para o carvao ativado preparado, sugerindo uma estrutura
predominantemente microporosa com um didmetro médio de poro de 2 nm. Os autores
constataram, ainda, um aumento na hidrofilicidade da membrana de polissulfona incorporada
com carvao ativado em uma concentragao o6tima de 0,625% em massa. A membrana de matriz
mista produzida apresentou melhorias tanto na recuperacdo de fluxo de permeado quanto na

resisténcia a incrustacao reversivel na presenca de BSA.

Hwang e colaboradores (2013), estudaram a influéncia de diferentes proporgdes de
carvao ativado e polietilenoglicol (PEG) em membranas compostas de polifenilsulfona e
polieterimida na remog¢do de acido himico durante o tratamento de agua. Foi utilizado um
carvio ativado comercial com uma 4rea especifica de 524 m?.g™!, volume de poro de 0,43 cm®.g"
! ¢ diametro de poro de 3,29 nm. Os autores observaram que a incorporagdo do agente
porogénico e hidrofilico PEG contribuiu para o aumento da hidrofilicidade e porosidade das
membranas produzidas. Além disso, foi constatado que a presenga de PEG nas membranas
fabricadas contribuiu para a redugdo da resisténcia intrinseca das membranas ao transporte de
massa. Por fim, a adi¢do de 0,25% em massa de carvdo ativado permitiu a obtencdo de

membranas compostas com um fluxo de permeado de 184 L.m?2h! e uma eficiéncia de

remogao de 80% para o acido htimico.
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Por sua vez, Hosseini et al. (2018) investigaram a incorporagdo de nanoparticulas
esféricas de carvao ativado na matriz polimérica de membranas de polietersulfona de
nanofiltragdo para a remogao de cobre e sulfato durante o tratamento de agua. As nanoparticulas
de carvao ativado foram adquiridas da empresa US Research Nanomaterials e apresentavam
uma area superficial especifica superior a 1000 m?.g"!, com um tamanho médio de particula
inferior a 100 nm. Foi observado que a adi¢do das nanoparticulas resultou no estreitamento dos
canais ¢ na reducao do tamanho dos poros da membrana, assim como na diminui¢ao da
rugosidade de sua superficie. Como resultado, verificou-se um aumento no fluxo de permeado
para teores de 0,05 a 0,1% em massa de carvao ativado. Além disso, o angulo de contato da
dgua com a superficie da membrana diminuiu com o aumento da concentragdo de carvao
ativado, conferindo a superficie uma maior hidrofilicidade. Esse fendmeno foi atribuido a uma
reducdo da rugosidade da superficie da membrana, devido a migragdo das nanoparticulas de

carvao para a superficie da membrana durante o seu processo de produgdo.

3.9 PIROLISE E ATIVACAO FiSICA DO CARVAO

O carvao ativado, comumente obtido do carvao mineral, pode também ser produzido a
partir de outras fontes ricas em carbono, como a biomassa. Devido a natureza renovavel da
biomassa, sua ampla disponibilidade e custo reduzido, o carvao resultante se destaca como um

material acessivel e atrativo para pesquisas e desenvolvimento (RANZ et al., 2024).

Virios estudos demostram a viabilidade do uso da biomassa como precursora na
producdo de carvao ativado, alcangando resultados positivos em termos de melhoria das
propriedades em comparagdo com métodos tradicionais de obten¢do de carvao ativado

(PALLARES et al., 2018; RANZ et al., 2024).

Dentre os métodos empregados para a producdo de carvdao a partir da biomassa
encontra-se a pirélise, também conhecida como carbonizacdo ou destilagdo a seco. A pirolise €
um processo fisico-quimico realizado em atmosfera inerte, na auséncia ou na presenga
controlada de Oz, no qual a biomassa ¢ aquecida a temperaturas entre 300 e 800 °C,
convertendo-se em um residuo so6lido (biocarvao), uma fragao volatil composta de gases e uma
fragdo rica em vapores organicos condensaveis, o bio-6leo (CORTEZ et al., 2008; GABRIEL,
2022).

A pir6lise de residuos agroindustriais lignoceluldsicos envolve um complexo conjunto

de reagdes quimicas acompanhadas de processos de transferéncia de calor e de massa. Essas
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reacdes podem atuar diretamente sobre o substrato lignocelulésico, sendo designadas reagdes
primarias, ou resultar na decomposicdo dos produtos intermedidrios, incluindo vapores
organicos ¢ levoglucosan, conhecidas como reacdes secundarias (Figura 3-12). Essas reacoes
ocorrem durante a degradagdo dos principais componentes da biomassa: a hemicelulose, a

celulose e a lignina (NEVES et al., 2011; CORTEZ et al., 2008).

Figura 3-12: Pir6lise em uma particula de biomassa.
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Fonte: Adaptado de Gabriel (2022).

O processo em si compreende trés etapas distintas de degradacdo da biomassa. A
primeira ocorre entre a temperatura ambiente e 180 °C, sendo fortemente endotérmica, na qual
a biomassa absorve calor e libera umidade na forma de vapor d'agua. Entre 110 e 180 °C,
ocorrem as reacdes de desidratagdo que envolvem os grupos OH das moléculas de

polissacarideos (NEVES et al., 2011).

Na segunda etapa, que se estende de 180 a 370 °C, ocorrem as reagdes especificas do
processo de pirdlise. Na faixa de 180 a 290 °C, tem-se a degradag@o da hemicelulose, enquanto
a celulose e a lignina sdo parcialmente degradadas. Nesse intervalo, ocorre a formacao de
levoglucosan e quantidades moderadas de CO, CO; e 4&cido acético. A partir de 250 °C, as
reagdes tornam-se predominantemente exotérmicas. Entre 290 e 370 °C, a celulose ¢

completamente degradada, ocorrendo a quebra das ligagdes glicosidicas dos polissacarideos,
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liberando volateis e vapores organicos como CO, Ha, CH4, CO», 4cido acético, metanol e

acetona (CORTEZ et al., 2008; NEVES et al., 2011).

Por fim, na terceira etapa, a partir de 370 °C, completa-se a degradagdo da lignina,
formando-se alcatrdo pesado e alguns hidrocarbonetos. Nessa etapa, a degradagao da lignina
corresponde a 50% do carbono fixo no biocarvao produzido. Esse produto pode, também, conter
proporcdes significativas dos inorganicos originalmente presentes na biomassa (GABRIEL,

2022).

O tipo de biomassa e pardmetros do processo, como temperatura, tempo de residéncia,
taxa de aquecimento e uso de catalisadores, tém importancia decisiva nos produtos resultantes

da pirolise.

A temperatura ¢ um dos parametros operacionais que mais impacta na composicao
quimica dos produtos resultantes. A medida que a temperatura de pirdlise aumenta, o teor de
carbono do carvao gerado aumenta proporcionalmente e os teores de oxigénio e hidrogénio
diminuem progressivamente. Com isso, quanto maior for a temperatura de operagdo, menor
sera o rendimento da fracao sélida resultante do processo, alcangando rendimentos de até 30%
em temperaturas de até 450 °C. Por outro lado, o poder calorifico superior (PCS) aumenta
substancialmente a medida que a concentragdo de carbono aumenta na composi¢ao do solido.
Na tabela 3-3, ¢ apresentada a influéncia da temperatura na fracao sélida da pirélise da madeira
de eucalipto (PALLARES etal., 2018; RANZ et al., 2024; CORTEZ et al., 2008).

Tabela 3-3: Influéncia da temperatura na composic¢io do biocarvao obtido da pirdlise da madeira de eucalipto.

Temperatura C (%) H (%) N (%) O (%) Cinzas Rendimento PCS

(°C) (%) (%) (kJ.kg™)
100 44,63 5,81 0,22 48,84 0,50 - 17439,00
250 53,87 547 0,17 39,89 0,60 81,50 20617,00
300 61,96 4,17 0,70 32,17 1,00 67,00 22847,00
450 86,41 2,99 0,61 9,19 0,80 27,00 31087,00

Fonte: Cortez et al. (2008).

Em relacdo a taxa de aquecimento, hd uma forte influéncia na propor¢ao entre as fragdes
solidas e volateis (gases e condensaveis). Quando o processo ocorre com uma taxa muito alta

de aquecimento, as reacdes quimicas favorecem a formacao das fracdes volateis (gases e
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condensaveis), enquanto se o aquecimento for mais lento e gradual, as reacdes vao favorecer a

formacgao das fragdes solidas (RANZ et al., 2024; CORTEZ et al., 2008).

Outro fator importante sdo as propriedades fisico-quimicas da biomassa utilizada. Como
as fragOes volateis sao formadas, principalmente, a partir da celulose e da hemicelulose ¢ a
fragao solida depende, principalmente, da degradacdo da lignina, as caracteristicas finais dos
produtos resultantes vao depender fortemente da composi¢do inicial da matéria-prima. Com
isso, se o objetivo for produzir um biocarvao com alta concentracdo de carbono fixo, biomassas
com alto teor de lignina sdo preferiveis (PALLARES et al., 2018; RANZ et al., 2024; CORTEZ
et al., 2008).

Ao fim do processo, o biocarvao obtido ¢ um residuo enriquecido em anéis aromaticos
que possui uma estrutura porosa rudimentar. Isso porque, parte dos produtos liberados durante
a degradagdo térmica, principalmente os alcatrdes, repolimerizam e se condensam na superficie
da particula, preenchendo e bloqueando seus poros. Com isso, uma etapa de ativagdo desse
biocarvao € necessaria para eliminar estes depositos de alcatrao e tornar os poros presentes na

particula acessiveis (PALLARES et al., 2018; RANZ et al., 2024).

Além disso, a estrutura do carvdao obtido pode conter grupos funcionais, como
carboxilas, carbonilas, fendis, lactonas e quinonas que funcionam como sitios ativos de
adsor¢do no material. Oxigénio, nitrogénio, hidrogénio e enxofre podem, ainda, estar presente
na forma de grupos funcionais ou dtomos. A propor¢do presente no carvao de cada uma das
espécies citadas depende de qual processo de ativacdo que foi utilizado, da temperatura
utilizada, do material precursor e do processo de degradagdo térmica utilizado

(HEIDARINEJAD et al., 2020).

Hé dois tipos de processos para a ativagdo do carvao: a ativacao fisica e a ativagao
quimica. A ativacao fisica ¢ a mais empregada, j4 que ndo utiliza produtos quimicos e, assim,
evita a contamina¢do do carvao ativado por impurezas quimica (COLOMBA, BERRUT e

BRIENS, 2022).

Na ativagao fisica, o biocarvao obtido da pir6lise ¢ submetido a um tratamento térmico
utilizando CO> ou vapor. Ambos sdo oxidantes leves na faixa de 800 a 950 °C e eliminam
atomos de carbono na forma de CO ou CO + H; através da gaseificagdo parcial do biocarvao,
favorecendo a geracdo de um carvao altamente microporoso € o aumento da sua area superficial

especifica. Além disso, o CO2, em especial, pode ser aplicado em processos de pirolise em uma
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etapa unica ou em duas etapas, seguido da carbonizacdo da biomassa em atmosfera inerte (LI

et al., 2023; RODRIGUES-REINOSO, MOLINA-SABIO ¢ GONZALEZ, 1995).

O uso de CO; ¢ preferivel quando comparado com o vapor devido a sua menor
reatividade em altas temperaturas, o que torna o controle do processo de ativagao mais facil.
Além disso, a ativagao com didéxido de carbono favorece a formagao de microporos, enquanto

a ativagio com vapor favorece a formagdo de macro e mesoporos (PALLARES et al., 2018).

3.10 CONSIDERACOES FINAIS

O residuo da casca de abacaxi contém diversas enzimas de interesse industrial, sendo a
bromelina a mais relevante. A recuperacdo dessa enzima a partir de residuos agroindustriais
apresenta grande interesse tanto no ambito comercial quanto cientifico, devido ao seu elevado
valor agregado e as suas propriedades terapéuticas reconhecidas pela industria farmacéutica
(CHAKRABORTY et al., 2021; SHARMA e VIMAL, 2023). Além disso, do ponto de vista
sustentavel, a recuperag¢ao da bromelina se alinha com os principios de valorizagdo e tratamento

de residuos, promovendo o aproveitamento de subprodutos gerados pela industria alimenticia.

A ultrafiltracdo se destaca como uma técnica promissora para a purificagdo da
bromelina, uma vez que ¢ amplamente utilizada no fracionamento e concentracdo de
macromoléculas (BAKER, 2004). Entretanto, um dos principais desafios associados a
ultrafiltracdo ¢ a sua elevada suscetibilidade ao fendmeno de incrustacao, que reduz a eficiéncia
do processo e ¢ uma das principais barreiras técnicas discutidas na literatura (LEMOS et al.

2021, DOLATKHAH et al. 2022; MUQEET et al., 2020).

O trabalho apresenta a originalidade de modificar a estrutura de membranas de
ultrafiltracdo com carvao ativado, uma abordagem relativamente nova, permitindo o ajuste fino
da massa molar de corte das membranas, com o objetivo de melhorar a seletividade e o fluxo
de permeado na purificagdo de proteinas como a bromelina (MUQEET et al., 2020;
SHERUGAR et al., 2022; HOSSEINI et al., 2018; ZHAO et al., 2019; HWANG et al., 2013;
ZHANG et al. 2020). Além disso, esta pesquisa contribui diretamente para a promogao da
circularidade ao reutilizar residuos do abacaxi para criar carvao ativado, utilizado na melhoria
de membranas de ultrafiltracdo. Isso ¢ um exemplo claro de como a economia circular pode ser

implementada no setor quimico e de biotecnologia.
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Do ponto de vista da sustentabilidade, o trabalho desempenha um papel central ao
promover a integracdo de processos circulares, utilizando residuos agroindustriais, como o0s
gerados pela produgdo de abacaxi, para a producao de carvao ativado. Esse enfoque se alinha
diretamente aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS), oferecendo uma alternativa
ambientalmente responsavel e economicamente viavel ao transformar residuos em insumos de
valor agregado (AWASTHI et al., 2022). A valorizagdo de residuos agroindustriais, ao ser
aplicada em um contexto de desenvolvimento de tecnologias limpas, contribui para a redugao
de impactos ambientais e para a promog¢ao de uma economia circular, um conceito cada vez

mais presente nas praticas industriais contemporaneas.

Em suma, esta revisdo bibliografica evidencia importantes contribuicdes para a
literatura e para o avanco da circularidade no contexto de processos industriais sustentaveis. A
inovacao no desenvolvimento de membranas de ultrafiltragdo modificadas com carvao ativado,
obtido de residuos agroindustriais de abacaxi, oferece uma alternativa valiosa para a purificacao
de bromelina, com ganhos em seletividade e recuperacao de fluxo. Além de mitigar problemas
como incrustagdo nas membranas, o trabalho propde uma solugdo alinhada a economia circular,
ao transformar residuos em materiais de alto valor agregado. Assim, ao integrar principios de
sustentabilidade e eficiéncia tecnologica, esta pesquisa se destaca por fornecer solucdes
promissoras tanto para o campo cientifico quanto para o industrial, consolidando sua relevancia

dentro dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS).
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4. METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS E REAGENTES

O abacaxi (Ananas comosus) utilizado para o preparo do extrato da casca foi obtido em
um mercado local de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil. Além disso, os seguintes materiais
foram utilizados: membrana de microfiltragao de éster de celulose de 0,22 um (Millipore), papel
de filtro qualitativo de 28 ¢ 14 um JProlab, polissulfona (Sigma Aldrich Chemistry, 35000
g/mol) polivinilpirrolidona K-90 (PVP; ACS Cientifica, 360 g/mol), dimetilacetamida
(DMACc), albumina de soro bovino (BSA, Sigma aldrich, 66.000 g/mol), dextrana (Sigma
Aldich, 10.000 g/mol), bromelina comercial (Sigma Aldrich), membranas de seringa (FilterPro,
membranas de PVDF 0,45 mm), azul de Coomassie Brilliant Blue G-2, alcool etilico absoluto
P. A. (Synth, 99,5%), acido ortofosforico P. A. (Synth, 85%), acido tricloroacético P.A. (Exodo
Cientifica, 163,39 g/mol, 98%), caseina (Synth), cloridrato de L-cisteina anidra P.A. (Synth,
157,61 g/mol, 99%), L-tirosina P.A. (Synth, 181,19, 99%), tris (hidroximetil) aminometano
P.A. (Neon, 121,14 g/mol), acido cloridrico P.A. (Exodo Cientifica, 36,46 g/mol, 38%), 4cido
sulfurico P.A. (Vetec, 98,08 g/mo, 99%), fenol solido P.A. (Neon, 94,11 g/mol), EDTA
dissodico P.A. (Cinética Quimica, 372,24 g/mol), hexano P.A. (Exodo Cientifica), 1-butanol
P.A. (Exodo Cientifica), fosfato de potassio dibasico anidro P.A. (NEON), fosfato de potéssio
monobdsico P.A. (NEON).

4.1.1 Caracteriza¢io da bromelina comercial por espectrometria de massa

Como a bromelina comercial utilizada ndo possui especificacdo de massa molar, foi
realizada a espectrometria de massa para determinar este(s) valor(es). Foi utilizado 1,0 mg de
bromelina comercial solubilizada em agua destilada, 0,7 uL. da amostra foi adicionada em uma
placa polished steel usando a—ciano como matriz ionizante. Para a calibracdo dos espectros
obtidos, foi utilizado um calibrante antipeptideos. Além disso, foi utilizado o método linear
para calcular a massa média das proteinas presentes na amostra. Por fim, o laser de nitrogénio
com emissdo em 337 nm foi utilizado para a ionizagdo das moléculas de bromelina. O ensaio
foi realizado em equipamento Autoflex Il Smartbean da frabricante Bruker Daltonics, usando

o método de dessor¢ao/ionizacdo a laser assistida por matriz (MALDI).
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4.2 ETAPAS PARA O PROCESSAMENTO DE EXTRACAO E CONCENTRACAO DA
BROMELINA

O diagrama de blocos, apresentado na Figura 4-1, esquematiza as etapas de extracao,
separacao e concentracdo da bromelina a partir do residuo da casca de abacaxi. Apos a
lixiviagdo, o residuo sélido da biomassa sera submetido a pir6lise e ativagdo fisica com CO>
com o objetivo de produzir um carvao ativado que sera, entdo, usado como carga para a
producao de membranas de matriz mista de ultrafiltracdo. As correntes de concentrado e
permeado da microfiltragdo e da ultrafiltracio foram caracterizadas quanto ao indice de
refragdo, pH, teor de proteinas totais e de agucares totais e atividade enzimatica. Todos os testes

foram realizados em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C).

Figura 4-1: Diagrama de blocos desde o preparo do extrato até a ultrafiltracdo para concentra¢ao da bromelina.

Casca do abacaxi

J' Residuo =olido
Lixiviagao + Pirdlize
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Filtragem a
vacuo

Extrato filirado

L4
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Extrato esterilizado

L

Ultrafiltra¢io ——— Concentrado

l

Permeado

Fonte: Elaboragao propria.

4.2.1 indice de refraciio e pH

Para a determinagdo do indice de refragdo, um refratdmetro Abbe de bancada foi
empregado utilizando aliquotas de 0,05 mL das amostras coletadas em cada corrente. O pH de
cada amostra, por sua vez, foi determinado utilizando pHmetro de bancada (BEL Engineering

PHS3-BW).
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4.2.2 Teor de proteinas totais

O método de Bradford foi empregado nesta etapa para obtencdo do teor de proteinas
totais em cada corrente (BRADFORD, 1976). O reagente de Bradford ¢ obtido inicialmente
dissolvendo-se 0,05 g de azul de Coomassie Brilliant Blue G-250 em 25 mL de etanol P. A.,
apos dissolucdo total do corante, sera adicionado 50 mL de acido ortofosforico P. A. e agua
destilada, até completar o volume de 500 mL de solugdo. Para a realizagdo dos ensaios ¢

necessario filtrar a solugao obtida duas vezes em papel de filtro.

Para o levantamento da curva de calibragdo, aliquotas de 100 pL de BSA foram
adicionadas a 2,5 mL de reagente de Bradford em tubos numerados de 1 a 7, segundo a Tabela
4-1. Apds aguardar 5 minutos, a absorbancia de cada amostra foi medida a 595 nm em
espectrofotometro UV-Vis (BEL Photonics UV-MS51) para obtengdo da equagdo que

correlaciona a concentracdo de BSA com a medida de absorbancia da amostra.

Tabela 4-1: Quantidade de BSA e de reagente de Bradford, em mL, para o levantamento da curva de calibragéo.

Concentragdo de BSA Aliquota de BSA Quantidade de reagente

Tubo (mg.mL") adicionada (L) de Bradford adicionada
(mL)
1 0 100 2,5
2 0,25 100 2,5
3 0,30 100 2,5
4 0,35 100 2,5
5 0,40 100 2,5
6 0,45 100 2,5
7 0,50 100 2,5

Fonte: Elaboragao propria.

Em posse da curva de calibragio e da equagio da reta, R? de 0,9918, apresentadas na
Figura 4-2 e Equagdo 4, respectivamente, onde y ¢ a absorbancia e x ¢ a concentragdo de
proteinas totais em mg.mL™!. As amostras coletadas em cada corrente foram diluidas de modo
que a concentragdo estivesse na faixa usada na construcao da curva de calibracao e tiveram 100
uL adicionados em 2,5 mL de reagente de Bradford. Apds 5 minutos, fez-se a leitura da
absorbancia a 595 nm e obtencao da concentracao de proteinas totais em cada uma das correntes

do sistema.
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Figura 4-2: Curva de calibragfo para a concentragdo de BSA em mg.mL™!, a 595 nm.
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Fonte: Elaboragéo propria.
y = 1,7484x 4)
4.2.3 Teor de acuicares totais

O teor de agucares totais foi determinado segundo o procedimento de Dubois (1976).
Também chamado de método fenol-sulfurico, o método de Dubois consiste na desidratagido do
acucar pela adi¢do de acido sulfurico, formando produtos que em contato com o fenol adimitem
a coloragdo amarelo-alaranjado de intensidade proporcional a quantidade de agucar presente na
amostra. Para a quantificacdo, em 1 mL de amostra foi adicionado 1 mL de fenol 5% m/m e 5
mL de acido sulfarico concentrado. A solug¢do foi mantida em descanso por 10 minutos até
atingir a temperatura ambiente para posterior leitura da absorbancia a 480 nm. A concentragio
de agticares em mg.mL"' foi determinada a partir de uma curva de calibracdo previamente
levantada utilizando concentragdes de dextrana entre 0 e 0,03 mg.mL"!, Figura 4-3, a equagio
da reta (Equacdo 5) relaciona a absorbancia (y) com a concentra¢do de agtcares totais (x), R?

de 0,9918.
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Figura 4-3: Curva de calibragfo para a concentra¢io de dextrana em mg.mL"', a 480 nm.
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Fonte: Elaboragéo propria.

y = 13,364x &)
4.2.4 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica para todas as amostras foi determinada em func¢do da hidrolise
da caseina, segundo procedimento desenvolvido por Murachi (1970). Para tal, em um tubo de
ensaio foi adicionada uma solugdo de 0,5% m/v de caseina preparada em tampao de TRIS-HCl
0,05 mol.L™!, pH 9,0, em contato com a amostra contendo o extrato enzimético, juntamente com
os ativadores: cloridrato de L-cisteina 102 mol.L™! e EDTA dissédico 4x10~° mol.L™!. O tubo
foi incubado em banho-maria a 37 °C durante 30 minutos. Ao fim desse periodo, a reacdo foi
interrompida pela adi¢do de acido tricloroacético 10% m/v e as solugdes obtidas foram
resfriadas em geladeira por 30 minutos. Apds o resfriamento foi feita a microfiltragdo das
solugdes usando seringa e membranas de seringa (FilterPro, membranas de PVDF de 0,45 um)
e o sobrenadante obtido, contendo a tirosina, produto da hidrélise/digestdo da caseina, teve a
absorbancia lida em espectrofotdometro UV-Vis a 275 nm. As quantidades adicionadas para a
digestdo da caseina sdo apresentadas na Tabela 4-2, onde o valor do branco deve ser descontado
na absorbancia das amostras. A curva de calibragdo foi levantada previamente para
concentragdes de L-tirosina variando de 0 a 100 ug.mL! e est4 apresentada na Figura 4-4, a
equagdo da reta com R? de 0,9994 (Equagdo 6), por sua vez relaciona a absorbancia (y) com a

atividade enzimatica da proteina (x).
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Tabela 4-2: Quantidade de caseina, extrato enzimatico, agua destilada e ativadores, em mL, para a digestdo da
caseina.

Caseina (mL) Extrato enzimatico Agua destilada Ativadores (mL)
(mL) (mL)
Amostra 1,5 0,750 - 0,150
Branco 3,0 - 1,5 0,300

Fonte: Elaboragéo propria.

Figura 4-4: Curva de calibragfio para a tirosina em ug.mL"!, a 275 nm.
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Fonte: Elaboragéo propria.
y =0,0103x (6)

A atividade proteolitica em U/ml € calculada a partir da Equagdo 7:

Ctirosina Vf (7)

U/mL =
/m Vati

onde Ciirosina € a concentragio de tirosina em pgmL™!, V¢ é o volume total da analise em mL,
igual a 3,75 mL (os ativadores ndo contam), V, € o volume da amostra do extrato enzimatico

em mL, igual a 0,750 mL, e t; é o tempo de incuba¢do em minutos.

A atividade enzimitica é expressa em pg.mL.min"! e ¢ definida como a quantidade de

enzima que produz o equivalente a 1 pg de tirosina por minuto em pH 9,0 e 37 °C, a 275 nm.

Por fim, a atividade especifica em U.mg! proteina, pode ser determinada por:

U/mlL (8)

t

U/mg proteina =
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onde U.mL! é o valor encontrado para a atividade enzimatica na Equacdo 7 e P é a quantidade

de proteinas totais, em mg.mL"!, no extrato enzimético.
4.3 PREPARO DO EXTRATO

O preparo do extrato foi adaptado a partir da metodologia desenvolvida em Simdes et
al. (2019). Para isso, a casca de abacaxi, previamente esterilizada em solu¢ao de hipoclorito de
sodio 10% v/v, foi lixiviada em liquidificador de 550 W com 4gua destilada a 4 °C em uma
propor¢ao de 1:1 em massa. A mistura obtida foi passada por algodao para remocao dos
residuos sélidos. Em seguida, o liquido coletado foi filtrado a 298,15 K em papeis de filtro de
28 um e de 14 um utilizando um sistema de filtracdo frontal composto de um frasco kitasato,
um funil de Buchner e uma bomba a vacuo Edwards E2MO.7 de 1350 rpm. Por fim, o filtrado
obtido foi microfiltrado, também a 298,15 K, usando membranas de microfiltragao de 0,22 um

com area de permeacdo igual a 28 cm?
4.4 PREPARO DO CARVAO ATIVADO

O residuo s6lido da lixiviagdo da casca de abacaxi, cerca de 110 g, previamente seco em
estufa por 24 horas a 110 °C e triturado em almofariz e pistilo, foi submetido a um processo
simultaneo de pirdlise e ativagao fisica por CO». Para isso, a biomassa foi alimentada em um
reator, no qual CO; foi utilizado em uma vazio de 4 L.h"! e taxa de aquecimento de 30 °C.min"
I, O processo foi realizado por 60 minutos apds o reator atingir a temperatura de 400 °C. O
biocarvao ativado resultante foi entdo cominuido em moinho de bolas por 60 minutos. Além

disso, uma amostra da biomassa (residuo da lixiviacao) seca foi separada para caracterizagao.

O carvao ativado foi caracterizado quanto a sua morfologia e composi¢ao quimica. A
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier no modo de Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR, bruker alpha) foi empregada para determinar a presenga de grupos
funcionais no biocarvao obtido e na biomassa utilizada para a producdo do carvao ativado. As
amostras foram posicionadas no equipamento e uma sonda com ponta de diamante foi
posicionada sobre as suas superficies, os espectros foram obtidos na faixa de 500 a 4000 cm™.
Foi realizado, ainda, o ensaio de adsor¢ao/dessor¢ao de nitrogénio a 77 K, para determinar a
sua area superficial especifica. Espalhamento de Luz Dinamico (DLS) foi empregado, ainda,
para obter uma estatistica da distribuicdo de tamanho de particula no carvao ativado, no qual a

amostra foi dispersada em agua destilada. O carvao também foi submetido a uma analise de
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Espectroscopia de Energia Dispersiva de raios-X (EDS) integrada a Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) para determinagdo da porcentagem de elementos atdmicos presentes na

amostra.

4.5 PREPARO DAS MEMBRANAS

Para o preparo das membranas contendo carvao ativado, a polissulfona foi solubilizada
primeiramente em dimetilacetamida (DMAc), em seguida o carvao ativado foi disperso na
solugdo polimérica utilizando agitacdo magnética por 1 hora. A solugdo foi, entdo, refrigerada
a 4 °C. Para realizar a inversdo de fases, foi utilizado como ndo-solvente uma solug¢do aquosa
1% m/m de PVP que também foi refrigerada a 4 °C. A escolha do PVP deve-se, principalmente,
a sua propriedade porogénica (KALLEM et al., 2022).

Ap6s a refrigeragdo, a solugdo polimérica foi espalhada em uma placa de vidro que foi,
entdo, imersa no banho de nao-solvente (PVP a 1% m/m) para formacgdo da matriz polimérica
da membrana. Para comparacao, foi preparada a membrana utilizando dgua destilada como nao-
solvente, identificada como M0. As membranas preparadas com suas respectivas propor¢oes

de polimero e de carvao ativado sdo apresentadas na Tabela 4-3.

Tabela 4-3: Membranas preparadas e seus respectivos percentuais em massa de polimero e carvao ativado.

Membrana Polissulfona (% m/m) Carvao ativado (% m/m)

MO* 15 0
M1 15 0
M2 17 0
M3 17 1
M4 16 0,5
M5 15 1

*Produzida usando 4dgua destilada no banho de inversdo de fases, as demais utilizaram uma solugdo de PVP 1%
m/m.

Fonte: Elaboragao propria.

4.6 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS

As membranas foram caracterizadas quanto a permeabilidade hidraulica, 4 massa molar
de corte, ao angulo de contato e por FTIR em modo de Reflectancia Total Atenuada (ATR),

usando célula de germanio com 32 varreduras.

Para o ensaio de angulo de contato e FTIR as membranas, armazenadas em recipiente
com agua destilada desde a produgdo, foram submetidas a uma troca de solvente para a

secagem, sem comprometer sua estrutura de poros. Para isso, as membranas foram mergulhadas
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por cerca de 20 minutos em soluc¢des aquosas de etanol 50% em volume e de etanol 75% v/v,
em seguida as respectivas membranas foram mergulhadas, também por 20 minutos, em etanol
99,5%, butanol e hexano. Por fim, as membranas foram transferidas para placas de petri e secas
por convecgao natural por ar em temperatura ambiente. Para a medi¢ao do angulo de contato,
uma gota de 3 uL de 4gua destilada foi posicionada sobre uma amostra de 2 cm x 2 cm da
membrana seca. Foram feitas 7 medidas do angulo em 2 regides diferentes de cada membrana,

de forma a obter uma média do angulo de contato.
4.6.1 Ensaio de Permeabilidade Hidraulica

O ensaio de permeabilidade hidraulica foi conduzido em um sistema semibatelada com
escoamento tangencial & membrana em temperatura ambiente de 298,15 K. A Figura 4.5
apresenta a esquematizacdo do sistema, onde 1 é o tanque de alimentag¢do, 2 é a bomba
hidraulica com vazio constante de 5 L.min™!, 3 ¢ o regulador de pressio, 4 é o médulo com a

membrana ¢ em 5 tem-se a coleta do permeado que foi realizada em uma proveta.

Figura 4-5: Esquema de montagem para o sistema de permeagao.

S——0—{___]

Fonte: Elaboragdo propria.

Para o ensaio de permeabilidade hidraulica, cerca de 250 mL de dgua destilada foram
adicionados ao tanque de alimentacdo e bombeado através do sistema por uma bomba
hidraulica com uma vazao de 5 L.min"!. A pressdo no sistema foi controlada por um regulador
de pressdao e mantida em 1,4 bar. Os fluxos de permeado foram calculados segundo a Equacao

9:
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onde, J ¢ o fluxo de permeado (L.m™2.h™!), dV/dt ¢ a variagio de volume do permeado em funcio
do tempo (L.h") e A é a area de permeacdo da membrana (m?). Por fim, a permeabilidade foi

obtida divindo o fluxo pela pressao de operagao de 1,4 bar.

4.6.2 Curva de Retencao

As membranas de UF preparadas foram caracterizadas quanto as suas massas molares
de corte. Tais valores foram determinados permeando diversas solucdes pelas membranas:
albumina de soro bovino (BSA, Sigma aldrich, 66.000 g.mol!), dextrana (Sigma Aldich, 10.000
g.mol ') e bromelina comercial (Sigma Aldrich) em tampao fosfato, pH 6,85 (Tabela 4-4).

Tabela 4-4: Concentracdo e massa molar dos solutos permeados pelas membranas produzidas.

Soluto Massa molar (kDa) Concentra¢io (mg.mL")
BSA 66 0,3
Dextrana 10 0,03
Bromelina comercial 18 0,3

Fonte: Elaboragao propria.
A rejei¢ao de cada soluto, R, foi determinada, entdo, pela Equagdo 10.

Cp = Cp (10)

onde Cy é a concentragio na alimentagdo, em mg.mL™"! e C, é a concentragdo no permeado, em

mg/mL.

As concentragcdes de bromelina e BSA foram determinadas segundo o método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Ja a concentragdo de dextrana foi determinada segundo a

metodologia desenvolvida por Dubois et al. (1956).

Por fim, a massa molar de corte de cada membrana serd a massa molar para a qual a

membrana apresenta 95% de rejeicao (BAKER, 2004).

4.6.3 Estudo das resisténcias ao transporte nas membranas produzidas

A avaliagdo das resisténcias ao transporte de massa nas membranas produzidas foi
avaliada usando uma solug¢do de BSA 0,3 mg/mL, permeada através das membranas em uma

diferenca de pressdo de 1,4 bar. Inicialmente, o fluxo de agua pura foi medido (Jn,1) € entdo a
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solugdo de BSA foi permeada, tendo seu fluxo também mensurado (Jgsa). Apds a permeagao
da solug¢ao de BSA, as membranas e o sistema de permeagdo foram lavados com 4gua corrente.

Apos a limpeza, o fluxo de dgua pura (Jn2) foi novamente medido para cada membrana.

O estudo das resisténcias para cada membrana foi entdo determinado a partir de quatro
fatores: 1) Fator de recuperagao do fluxo de permeado (FRF); ii) fator de incrustacao total (Flr);
iii) fator de incrustacdo reversivel (FIr) e; iv) fator de incrusta¢do irreversivel (FIr)
(SHERUGAR et al., 2022). O calculo de cada fator ¢ feito segundo as equagoes 11, 12, 13 e
14.

FRF (%) = (j”—z> x100 (11)
Jna

Fl-(%) = (1 —]ﬂ> x100 (12)

Ina

FIp(%) = <M> x100 (13)
Jna

FIp(%) = <M> x100 (14)
Jn1

4.7 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O planejamento de experimentos fatorial 2> com ponto central foi escolhido para
prosseguir com os testes de ultrafiltragdo, com o objetivo de determinar como as concentragoes
de polissulfona e de carvao ativado impactam sobre o fluxo e seletividade das membranas
produzidas. Os fatores investigados foram as concentragdes de polissulfona e de carvao ativado.
Os niveis alto e baixo de PSF foram escolhidos com base na literatura (BAKER, 2004;
KALLEM et al., 2022; ALMANASSRA et al., 2023; MUKHERJEE e DE, 2016). Como
variaveis de resposta, teve-se a porcentagem de recuperagdo de bromelina e o fluxo de
permeado. O software Minitab foi utilizado para a andlise das respostas. Para todos os

experimentos foi empregado um nivel de confianga de 95%.

A Tabela 4-5 mostra o planejamento de experimentos com 3 repeti¢cdes no ponto central:
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Tabela 4-5: Planejamento de experimentos para os ensaios de ultrafiltracdo.

Experimento Fatores

X1 X2
1 -1 -1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 +1 +1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Fonte: Elaboracéo propria.

O quadro 4-1 apresenta os niveis alto (+1), baixo (-1) e central (0) para os fatores

avaliados:
Quadro 4-1: Niveis dos fatores utilizados no planejamento de experimentos.
Niveis
Fatores
+1 0 -1
Porcentagem em massa de
X1 &€ 17 16 15
polissulfona
Proporcao de carvao ativado em
x2 oty ; 1 0,5 0
massa de polimero

Fonte: Elaboragao propria.

Cada experimento foi realizado a 1,4 bar e temperatura ambiente, utilizando o sistema
de permeacdo apresentado na secdo 4.1. Foram utilizados 200 mL do extrato preparado a partir
da casca de abacaxi e ja microfiltrado. O experimento foi conduzido até que se coletassem 50
mL de permeado, em uma razdo de recuperagdo de 1:4 em volume. Ao fim da operagdo, o
concentrado e o permeado foram coletados e armazenados sob refrigeracdo para analises
analiticas. Além disso, ao fim de cada corrida o sistema e a membrana foram submetidos a uma

limpeza com agua corrente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DO EXTRATO

As propriedades fisico-quimicas do extrato da casca de abacaxi, especificamente das
correntes de permeado e de concentrado da microfiltragdo, sdo apresentadas na Tabela 5-1. Os
teores de proteinas totais e de aclicares totais, em mg.mL™!, o pH e o indice de refragio estio

apresentados.

Tabela 5-1: Propriedades fisico-quimicas das correntes de permeado e concentrado da microfiltracdo do extrato
da casca de abacaxi.

Propriedade Unidade Permeado Concentrado
Teor de proteinas totais mg.mL! 0,316 + 0,03 0,314 £ 0,026
Teor de actcares totais mg.mL! 71+1 46 + 14
pH - 4,08 £0,03 4,17 £0,09
Indice de refracdo a 24 °C - 1,3390 1,3380

Fonte: Elaboracado propria.

O teor de proteinas totais e actcares totais no extrato obtido foram altos se comparado
com a literatura e com trabalhos prévios do grupo de pesquisa, o que representa um avango
positivo no aprimoramento da metodologia empregada nas etapas de extracao e lixiviacdo. A
utilizagdo da casca de abacaxi e a propor¢cdo em massa de 1:1 de residuo:agua demonstraram
ser fatores determinantes para a obten¢do de um extrato mais rico em proteinas. Essa melhoria
foi permitida pelos resultados obtidos por Almeida, Nogueira e Figueiredo (2023), no qual os
autores destacaram uma maior concentragao de proteinas totais no extrato da casca de abacaxi
em comparacdo com o talo e a coroa, obtendo um teor de 0,141 mg/mL na casca utilizando a
proporcao de 1:3. Por outro lado, Simdes et al. (2021) reportaram um teor de 0,124 mg/mL para

a mistura dos residuos, empregando uma proporcao de 1:1.

O presente estudo empregou o teste de Dubois para determinar o teor de acticares totais
no extrato da casca de abacaxi apos a microfiltracdo. Comparando com resultados prévios da
literatura, Nor et al. (2015) encontraram um teor de aglicares totais de 24,70 mg.mL™! na casca
de abacaxi, em contraste com valores mais elevados no talo e polpa da fruta, de 51,03 mg.mL"
e de 52,74 mg.mL"!, respectivamente. A variacdo no teor de aglicares totais pode ser atribuida

a fatores como clima, tipo de solo, cultivo e maturacao do fruto (COLLETTI et al., 2021).
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Quanto ao teor de proteinas, a comparacdo direta com outros estudos foi dificultada
devido aos diferentes métodos de determinagao utilizados. Neste estudo, foi encontrado um teor
de 0,316 mg.mL"! de proteinas totais no extrato da casca de abacaxi pelo método de Bradford.
Nor et al. (2015) obtiveram um teor de 1,37 mg.mL" de proteinas utilizando um método
comparavel ao de Kjeldahl. Observou-se também uma distribui¢ao diferenciada de proteinas na
coroa, casca, polpa e talo da fruta. A baixa concentragdo de proteinas totais neste estudo em
comparagao com a literatura pode ser devido as variagdes nos abacaxis utilizados ou a eficiéncia
dos processos de extracdo adotados. A recuperacdo da bromelina mantendo sua atividade
enzimatica foi estabelecida como objetivo principal, limitando a otimiza¢ao dos processos de
extragdo devido a temperatura e solventes empregados. Com isso, a utilizagdo de temperaturas
elevadas como estratégia para aumentar o rendimento do processo de extracdo foi restringida

devido a susceptibilidade das proteinas a desnaturagao (NOVAES et al., 2016).

A analise do pH sugere que as bromelinas presentes no extrato podem estar em um
ambiente que favorece sua atividade enzimatica. A proximidade do pH em relagdo ao ponto
isoelétrico das bromelinas, que varia de 4,6 a 9,0, indica que a interagdo entre as moléculas no
extrato pode potencialmente favorecer a atividade enzimatica. Portanto, um pH de 4,08 pode
contribuir para a manutencdo de uma carga liquida positiva sobre essas moléculas, o que, por
sua vez, pode influenciar a interag¢@o entre as macromoléculas presentes no extrato, promovendo

um efeito de repulsdo entre elas (COLLETTI et al., 2021).

5.2 CARACTERIZACAO DO CARVAO ATIVADO

O carvao ativado produzido obteve um rendimento percentual de 28,86% apds o
processo de pirdlise e ativagdo simultdneas com CO». Este valor estd em concordancia com a
literatura, a qual prevé rendimentos de até 30% para operacdes realizadas em temperaturas de
até 450 °C (PALLARES et al., 2018; CORTEZ et al., 2008). A caracteriza¢do do material foi
conduzida por meio das técnicas de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR), Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Area Superficial Especifica

(BET) e Espalhamento Dinamico de Luz (DLS), as quais serdo discutidas nas proximas segoes.

5.2.1 Espectroscopia de absorc¢ido na regiio do infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR) para o carvao ativado

Sao apresentados na Figura 5-1, os espectros de FTIR da biomassa (casca de abacaxi

lixiviada), do carvao ativado obtido da pirdlise da casca a 400°C com CO»> e do carvao vegetal
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produzido por Coelho et al. (2022), um trabalho prévio do grupo de pesquisa, obtido da casca,

coroa e talo do abacaxi pirolisado a 550°C sob fluxo de N».

Figura 5-1: Espectros de FTIR para a biomassa (casca de abacaxi), para o carvao ativado pirolisado a 400 °C
com CO; e para o carvao vegetal pirolisado a 550°C com No.
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Fonte: Elaboragao propria.

Observa-se nos espectros apresentados na Figura 5-1 que tanto no carvao pirolisado com
CO: quanto no carvdo pirolisado com Nz, ocorreu a eliminacdo de grupos funcionais
inicialmente presentes na biomassa. E possivel perceber uma leve diferenca entre os carvdes
pirolisados devido a diferenga entre as temperaturas empregadas no processo de pirdlise. No
carvio pirolisado a 400 °C tem-se a presenca de picos mais intensos em 1570 cm™ e 1062 cm’
I que correspondem aos estiramentos C=C de anéis aromaticos e C-O de ésteres aromaticos.
Sugere-se, entdo, que o aumento da temperatura resultou em um aumento no teor de carbono

no carvao, ao mesmo tempo que reduziu os teores de oxigénio e hidrogénio no biocarvao

produzido.
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O desaparecimento de grupos funcionais na superficie de ambos os carvdes produzidos,
em relagdo a biomassa, ilustra as mudancas quimicas que ocorreram no residuo de abacaxi
durante o processo de pirdlise. A auséncia da banda larga observada na faixa de 3000-3500 cm”
!, atribuida ao estiramento OH de 4lcoois com ligagdo de hidrogénio, e da banda em 2920 cm’
!, relacionada ao estiramento CH de alifaticos, sugere a eliminag¢io de grupos hidroxilas em
decorréncia da decomposi¢ao da hemicelulose e celulose em temperaturas superiores a 400 °C,
bem como o incremento da aromaticidade na estrutura molecular do biocarvao obtido

(SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2007; PALLARES et al., 2018).

Em ambos os carvoes, embora com intensidades varidveis, ha a presenca de picos em
1572 cm! devido ao estiramento C=C de grupos arométicos e em 1206 ¢ 1080 cm™ devido ao
estiramento C-O de éteres aromaticos. Por fim, os picos presentes entre 700 e 900 cm™ sdo
referentes as vibracdes C-H de aromaticos (AL-MAHBASHI et al. 2024; PALLARES et al.,
2018, SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2007).

5.2.2 Microscopia eletronica de varredura para o carvao ativado

O MEV, em conjunto com o0 MAPA-EDS, foi realizado para verificar a morfologia e a
composi¢ao do carvao ativado produzido. Pela Figura 5-2, observa-se que a amostra contém
particulas com diferentes tamanhos e formatos, configurando uma estrutura heterogénea com
uma superficie porosa. Na Figura 5-3, nota-se, ainda, a presenca de aglomerados na amostra
analisada, mostrando a tendéncia das particulas de reduzirem a tensdo superficial por meio da
aglomeragdo. Também pode-se observar na Figura 5-4 a presenga de ferro em toda a amostra
analisada. Este ferro aparenta estar separado do carvao ativado, indicando ser um contaminante
proveniente do processo de moagem anterior. Esta contaminacdo pode estar relacionada ao

proprio recipiente do moinho de bolas utilizado na cominui¢ao da amostra.



Fonte: Elaboragdo propria.
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Figura 5-3: MEV do carvao ativado, vista macroscdpica da amostra.

HY spot WD |magc det | HFW tit ————— 1mm————
15.0kV 7.0 10.2 mm| 120 x BSED 249 mm 0® Centro de Microscopia da UFMG

Fonte: Elaboragao propria.

Figura 5-4: Imagens de MEV/EDS do carviao ativado, indicando contaminacéo por ferro.

BSE MAG: 400x HV:15kV WD: 10,2 mm

g 20 um
BSE MAG: 1250x HV:15kV  WD: 10,2 mm BSE MAG: 1250x HW: 15 kV "WD: 10,2 mm

Fonte: Elaboragao propria.

No Mapeamento por Energia Dispersiva de Raios-X (EDS) realizado em conjunto com

a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), conforme apresentado na Tabela 5-2, foi
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observada a presenca de diversos elementos, sendo que o carbono e o oxigénio estdo presentes
em maiores teores. A presenca de potassio, calcio, silicio e magnésio sdo esperadas no produto
solido da pirolise, uma vez que ele pode conter uma variedade de elementos inorganicos,

dependendo da composi¢ao da biomassa utilizada (CORTEZ et al., 2008).

O teor de cloro na biomassa pode ser atribuido ao uso de fertilizantes no cultivo de
abacaxi ou mesmo a lixiviag@o do solo pela chuva. Com isso, a sua presenca no carvao ativado
produzido pode ser explicada pela presenga de sais que ndo foram completamente solubilizados
durante a etapa de extragdo/lixiviagdo da casca de abacaxi e que, portanto, nao foram removidos
durante a pirdlise devido a utilizagdo de uma temperatura abaixo de seu ponto de ebuligao,
aproximadamente 700 °C para o NaCl. Além disso, hipoclorito de sdédio foi utilizado para
promover a esterilizagdo do residuo da casca de abacaxi para em seguida prosseguir com as
etapas de extragdo e lixiviag@o, dessa forma a presenca de cloro pode, também estar relacionada

com este pré-tratamento (BJORKMAN e STROMBERG, 1997; USHIMA e FRANCA, 2018).

Tabela 5-2: Percentual normalizado de elementos presentes no carvao ativado obtidos a partir do mapa de
distribuicdo de elementos quimicos (EDS/MEV).

Percentual em massa

Elemento Numero atomico normalizado (%)
Carbono 6 50,719
Oxigénio 8 38,703
Silicio 14 2,955
Potassio 19 2,745
Calcio 20 2,013
Ferro 26 2,064
Magnésio 12 0,407
Cloro 17 0,395

100,000

Fonte: Elaboragao propria.

5.2.3 Distribuicao de Tamanho de Particula

A curva de distribui¢do de tamanho médio de particula para o carvao ativado cominuido
em moinho de bolas, conforme mostrado na Figura 5-5, indicou um tamanho de particula de 19
+ 3 um, um valor préximo ao encontrado na literatura. Em trabalho anterior do grupo de
pesquisa, Coelho e colaboradores (2022) moeram o carvao vegetal pirolisado em almofariz e
pistilo e o peneiraram em malha 7yler com abertura de 400 mesh, obtendo um carvao com

tamanho médio de particula de 24,40 pum.
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Figura 5-5: Curva de distribuicdo de tamanho de particula para o carvao ativado utilizando 4gua como solvente.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Durante a realizagdo do DLS, foi observado, ainda, que parte do carvao ativado se
dispersou na dgua, enquanto o restante formou aglomerados que contribuiram para que a curva
obtida apresentasse uma polidispersao alta. Essa polidispersao pode ser atribuida a cominuigao
do carvao ativado que aumentou a energia superficial das particulas menores criadas durante a
sua moagem. Em principio, a energia superficial de uma particula ¢ definida como sendo a
quantidade de energia que surge a partir da ruptura de ligagdes intermoleculares em um corpo
durante a criagdo de uma nova superficie. Como consequéncia, hd um desbalanceamento de
forcas na interface dessas particulas, fazendo com que elas tendam a se aglomerarem com o
objetivo de reduzir esse excesso de energia e estabilizarem-se (BUTT, GRAF e KAPPL, 2003).
Esse comportamento pode ser observado nas imagens de MEV, nas quais ha a presenca de
aglomerados de particulas de carvao ativado. No entanto, vale ressaltar que foi observado que
embora tenha ocorrido a presenca de aglomerados durante a realizacdo do ensaio, houve uma
certa dispersdo das particulas em agua, o que pode indicar a presenga de grupos hidrofilicos na

superficie do carvao.

5.2.4 Isoterma de adsorc¢io de nitrogénio

A Figura 5-6 mostra o ajuste do modelo BET para os dados de fisissor¢do de N2 no
carvao ativado resultante da pirdlise. A curva indica a adsor¢do de nitrogénio pelo carvao

ativado em funcao da pressao relativa do sistema (p/po).
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Figura 5-6: Isoterma de adsor¢do de N, a 77 K em carvao ativado.
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Fonte: Elaboracao propria.

Pelo grafico, ¢ possivel observar que a adsorcdo de nitrogénio no carvao ativado
aumenta significativamente em baixas pressoes relativas de N2, o que sugere a presenca de
microporos com diametros de poros inferiores a 2 nm, segundos as recomendacgdes da [IUPAC,
Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, (ROUQUEROL, 1994). No entanto, ao
considerar que a isoterma de adsorc¢ao ¢ do tipo I, nota-se que nao foi atingida a satura¢do no
ensaio realizado, indicando que a area superficial especifica do material possa ser maior do que
a determinada neste trabalho. Os resultados de area superficial especifica, diametro médio de
poro e volume total de poros para o carvao ativado produzido sdo apresentados na Tabela 5-3.

Figura 5-3: Resultados para o teste de fisissor¢do de N no carvao ativado produzido.
ager (m2.g™) dm poro (nm) Volume total de poros (cm3.g™)

220 + 65 1,43 +£0,03 0,08 = 0,02

Fonte: Elaboragéo propria.

Como resultado foi encontrado um tamanho médio de poros de 1,43 nm, indicando que
o carvao ativado produzido apresenta uma estrutura microporosa. A area superficial especifica,
determinada pelo ajuste da equagio de Brunauer—Emmett—Teller (BET), foi de 220 + 65 m%.g"
!, O elevado valor do desvio padrio pode ser atribuido a propria heterogeneidade da matriz

organica da casca de abacaxi que foi pirolisada. Na Tabela 5-4, sdo apresentados os valores da
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area superficial especifica obtidos neste estudo, juntamente com dados encontrados na literatura

para referéncia.

Tabela 5-4: Condigoes de pirdlise e area superficial especifica dos carvdes obtidos, determinadas neste trabalho e
na literatura.

Biomassa Gas Temperatura  aper (m?/g) Referéncia
(9]
Casca de abacaxi CO3, 30 °C/min 400 220 £ 58 Este trabalho
Casca, coroa ¢ talo N2, 30 °C/min 550 4 Coelho et al.
de abacaxi (2022)
Palha de cevada CO2, 10°C/min 700 789 Pallarés et al.
(2018)

Carvao ativado - - 855 Gongalves
comercial (Merk) (2021)

Fonte: Elaboragdo propria

A ativagdo fisica da biomassa com CO; promove o aumento da area superficial
especifica do produto so6lido da pir6lise, viabilizando a abertura de poros que possam ter sido
bloqueados por subprodutos resultantes da degradacao térmica da biomassa, os quais podem ter
se condensado na superficie das particulas de carvao (CORTEZ et al., 2008). Isso ¢ corroborado
pela comparagdo entre os resultados obtidos neste trabalho com os encontrados por Coelho e
colaboradores (2022). Para o residuo de abacaxi pirolisado sob fluxo de nitrogénio a 550 °C,
foi encontrada uma 4rea superficial especifica de 4 m?/g (COELHO et al., 2022), enquanto a
biomassa ativada com dioxido de carbono a 400 °C apresentou uma area superficial especifica
foi de 220 £+ 65 m?/g, evidenciando, assim, a efetividade do uso de CO2 no aumento da area

superficial do carvao produzido.

Por outro lado, ao comparar com os resultados obtidos por Pallarés e colaboradores
(2018), observa-se que o carvao ativado produzido neste trabalho apresenta um menor valor de
area superficial especifica. Isso pode ser explicado por diferengas de composi¢do entre as
biomassas usadas nos dois trabalhos ou pela temperatura e taxa de aquecimento utilizadas no

processo de pir6lise.

Ao comparar os dados previamente apresentados referentes aos biocarvdes resultantes
da pirolise de biomassas com a érea superficial especifica de 855 m?.g"' do carvio ativado
comercial, observa-se uma disparidade em relagdo aos resultados encontrados neste estudo. Em
primeiro lugar, € importante reforcar que o carvao ativado utilizado neste estudo exibe uma area
superficial superior a do carvao ndo ativado e inferior & do carvao ativado comercial. Essa

diferenca ressalta a importancia de considerar as possiveis variagdes no processo de producao
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do carvao ativado e suas influéncias nas propriedades do biocarvao gerado, com o intuito de

obter um produto s6lido com uma area superficial especifica mais elevada.

5.3 CARACTERIZACAO DAS MEMBRANAS CONTENDO CARVAO ATIVADO

5.3.1 Espectroscopia de absorcio na regido do infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR) para as membranas produzidas

Os ensaios de FTIR foram realizados nas membranas poliméricas com e sem a adigdo
de carvao ativado com o objetivo de investigar se o carvao inserido esta presente ou nao na
superficie das membranas preparadas. As Figura 5-7 e 5-8, apresentam os espectros de FTIR

obtidos.

Figura 5-7: Espectros de FTIR para as membranas M0, M1 e M2.
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Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 5-8: Espectros de FTIR para as membranas M3, M4 ¢ MS5.
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Verifica-se a impossibilidade de deteccdo da presenga de carvao ativado nas amostras,
uma vez que todas exibem quase o mesmo padrdo de picos em seus espectros. Tal observacao
sugere que a quantidade de carvao adicionada seja minima, o que poderia resultar em uma
concentracdo mais acentuada internamente nas membranas, de modo que a sua presenga foi

encoberta pelos picos do polimero da membrana.

A composicdo quimica das membranas elaboradas foi analisada por meio de seus
respectivos espectros de FTIR. As bandas caracteristicas da polissulfona foram identificadas
nos espectros em 690, 1150, 1250, 1290 e 2970 cm™!, associadas aos estiramentos C-S-C,
estiramento simétrico S=0, estiramento simétrico C-O-C de éteres aromaticos, estiramento
assimétrico S=0 e estiramento CH, respectivamente. Constata-se que os espectros das
membranas preparadas sao semelhantes entre si, sugerindo que a estrutura quimica da matriz

polimérica permanece inalterada com a inclusao de carvao ativado, sem evidéncia de interagdes
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nio-covalentes entre a PSF e o carvio ativado. A banda ampla em 3500-3200 cm™!, relacionada
ao estiramento OH de alcoois com ligacdes de hidrogénio, ¢ tipicamente atribuida a presenca
de umidade na amostra analisada (KHAN et al., 2018; SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE,
2007).

Por fim, em todas as membranas foram observados sinais entre 1750 e 1650 cm™,
embora nas membranas M4 e M1 estes sinais sejam mais intensos. Na membrana M4, este sinal
aparece em 1750 cm™ e é comumente associado ao estiramento C=0 de carbonilas de 4lcoois,
¢ésteres, cetonas e aldeidos. J4 nas membranas M0, M1, M2, M3 e M5, este pico ¢ observavel
nos comprimentos de onda de 1648, 1660, 1640, 1643 e 1650 cm™', respectivamente. Pode-se
assumir que estes sinais sdo referentes ao estiramento C=0, ja detalhado para a membrana M4,
que se encontram deslocados. Pode-se supor que essa carbonila esteja associada a moléculas de
PVP, cuja presenca residual pode ter se mantido retida nos poros das membranas apos a

inversao de fases.

5.3.2 Angulo de contato

Os resultados dos angulos de contato medidos para cada membrana estdo apresentados
na Tabela 5-5. As variagdes observadas nos valores dos angulos podem ser atribuidas a possivel
heterogeneidade da superficie das membranas, considerando que as medi¢des foram realizadas

em duas regides distintas, e a média desses valores esta indicada na tabela.
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Tabela 5-5: Angulo de contato para as membranas produzidas usando diferentes concentragdes de
polissulfona e carvao ativado.

Membrana % PSF % CA Foto Angulo de contato

MO* 15 0 64+3
Ml 15 0 78 £2
M2 17 0 46+ 3
M3 17 1 82+3
M4 16 0,5 60+ 3
M5 15 1 65+3

*Produzida usando agua destilada no banho de inversdo de fases, as demais utilizaram uma solu¢do de PVP 1%
em massa.
Fonte: Elaboragao propria.

A andlise dos resultados das membranas M0, M1 e M5 revela o impacto do PVP e do
carvao ativado na hidrofilicidade das referidas membranas. As membranas MO e MI
distinguem-se pelo uso de dgua destilada e de uma solu¢do de PVP a 1% em massa no banho
de nao-solvente, respectivamente. Neste contexto, a presenga de PVP pode ter influenciado a
cinética de formagdao da membrana M1 devido ao aumento da viscosidade do banho de ndo-
solvente. Esta possivel reducao na velocidade de precipitagdo da membrana pode ter afetado a
organiza¢ao da matriz polimérica, permitindo um maior tempo para a acomodacdo das cadeias
poliméricas da polissulfona. Dessa forma, € possivel que os grupos hidrofobicos do polimero
tenham se organizado de modo a se exporem na superficie da membrana, enquanto os grupos
hidrofilicos tenham se orientado para o interior, resultando em um angulo de contato maior para

a membrana M1.
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Ao empregar tanto o PVP quanto o carvao ativado no preparo da membrana M5,
observa-se que a presenc¢a de carvao ativado influencia a cinética de precipitacdo da membrana.
E possivel sugerir que ocorra uma competicio entre os efeitos da viscosidade do banho de no-
solvente e do aumento da viscosidade na solu¢ao polimérica com a adigdo de carvao ativado
durante a formagdo da membrana. E plausivel supor, entdo, que o carvdo ativado possa ter
migrado para a superficie da membrana. Dado que o carvao ativado possui uma estrutura
heterogénea, como evidenciado pelas imagens de MEV, ¢é provavel que ele apresente regioes
hidrofobicas e hidrofilicas em uma mesma particula, conferindo-o um carater surfactante. Dessa
maneira, o carvao ativado pode ter se orientado de modo a expor seus grupos hidrofilicos na
superficie da membrana, resultando em uma reducao do angulo de contato da membrana M5

quando comparada a membrana M1.

Por outro lado, ao comparar as membranas M2 e M3, nas quais foram utilizadas
concentragdes de polissulfona de 17% m/m, a adi¢ao de carvao ativado na solug¢ao polimérica
resultou na formacdo de uma membrana mais hidrofébica, com um angulo de contato de 82°
para a membrana M3. Esse valor ¢ semelhante aos encontrados na literatura para membranas
de polissulfona, de 85° (PARVEEN, RAFIQUE e AKHTAR, 2022; LEO et al., 2012). Isso
sugere que a incorporagdo de carvao ativado atua aumentando a hidrofobicidade das membranas
produzidas ou que a quantidade de polimero empregada na preparacdo das membranas exerce
um impacto significativo em suas hidrofilicidades. Isso porque, uma solugdo polimérica mais
concentrada € mais viscosa, o que pode ter dificultado a migra¢do do carvao para a superficie
da membrana durante a precipitagdo, prevalecendo, assim, o carater hidrofoébico da polissulfona

sobre o angulo de contato.

Ao comparar as membranas M3 e M5, observam-se efeitos opostos devido ao carater
surfactante do carvao ativado. Em concentragdes de polimero de 17% m/m, a viscosidade da
solucdo polimérica pode influenciar a orientagdo dos grupos hidrofobicos do carvao ativado,
resultando em maior hidrofobicidade na membrana M3. Ja4 a membrana M5 apresenta um
equilibrio entre polissulfona (15% m/m) e carvao ativado (1% m/m), permitindo que o carvao
ativado migre para a superficie da membrana e exponha seus grupos hidrofilicos, reduzindo o

angulo de contato.

Pode-se supor, portanto, que a presenca de carvao ativado nas membranas pode atuar de
duas formas distintas: aumentando ou diminuindo o angulo de contato. Ao comparar as

membranas M3 e M5, observam-se efeitos opostos devido ao carater surfactante do carvao
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ativado. Em concentrac¢des de polimero de 17% m/m, a viscosidade da solugao polimérica pode
influenciar a orientacdo dos grupos hidrofébicos do carvdo ativado, resultando em maior
hidrofobicidade na membrana M3. J4 a membrana M5 apresenta um bom balanceamento entre
a concentragdo de polissulfona (15% m/m) e de carvao ativado (1% m/m) que pode ter
permitido que o carvao ativado tenha migrado para a superficie da membrana e, ainda, se
orientado de forma que seus grupos hidrofilicos tenham ficado em maior evidéncia, diminuindo

o angulo de contato da membrana.

No contexto da membrana M4, que apresenta concentragdes intermediarias de
polissulfona e carvao ativado, constata-se que ndo houve uma disparidade significativa no
angulo de contato em comparagdo com a membrana M5. Observa-se que ao incrementar a
quantidade de polimero enquanto reduz-se a quantidade de carvao ativado, ndo se verificam
alteragdes significativas na hidrofilicidade da membrana, considerando a margem de erro, o que

sugere que as membranas M4 e M5 possuem caracteristicas semelhantes.

Em sintese, as membranas investigadas podem ser categorizadas em trés grupos
distintos segundo suas propriedades de hidrofilicidade: 1) a membrana M2, caracterizada pela
maior hidrofilicidade observada; ii) as membranas M1 e M3, que apresentam niveis inferiores
de hidrofilicidade em comparacdo com as demais; e iii) as membranas M4, M5 e MO, que
exibem hidrofilicidades intermediarias. Essa classificagdo ¢é reflexo das distintas influéncias
exercidas pelo polivinilpirrolidona (PVP), carvdo ativado e concentragcdes de polimero

empregadas sobre as propriedades hidrofilicas e hidrofébicas das membranas fabricadas.

5.3.3 Permeabilidade hidraulica

O fluxo de agua pura, a espessura ¢ a permeabilidade hidraulica das membranas
preparadas sdo apresentados na tabela 5-6. Os ensaios de permeagdo foram realizados em

temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) e com uma diferenga de pressao de 1,4 bar.

Tabela 5-6: Fluxo hidraulico, espessura e permeabilidade hidraulica para as membranas produzidas.
Fluxo de agua pura Permeabilidade hidraulica

Membrana (L.m2h) Espessura (mm) (L.m2.h" bar-)
M1 150+ 6 0,042 + 0,001 107+ 4
M2 40+ 5 0,046 + 0,001 29 + 4
M3 150+ 6 0,041 £ 0,001 107+5
M4 45+ 20 0,043 £ 0,002 32+10
M35 135+£5 0,048 £ 0,001 96 + 4

Fonte: Elaboragéo propria.
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A andlise realizada evidenciou que tanto o fluxo de 4gua pura quanto a permeabilidade
hidraulica da membrana M5 foram inferiores em comparagdo a membrana M1, que ndo contava
com a adi¢do de carvao ativado. Essa disparidade pode ser atribuida a espessura ligeiramente
maior da membrana M5 em relagdo @ membrana M1. Com base na equacao de fluxo, na qual J
representa o fluxo, AP a diferenca de pressdo e | a espessura da membrana, constata-se que o
fluxo ¢ inversamente proporcional a espessura do material. Isso sugere que o carvao ativado
pode exercer um efeito porogénico na estrutura da membrana durante o processo de inversao
de fases. Isso porque o carvao ativado pode conter de grupos hidrofilicos em suas particulas, os
quais podem aumentar a taxa de transferéncia de massa entre o solvente e o nio-solvente,
ocasionando em uma separacao de fases mais rapida e resultando na formacgao de poros de
dimensdes ampliadas na estrutura da membrana (SHERUGAR et al., 2022). No entanto, ¢
importante ressaltar que essas sao hipoteses levantadas com base nos dados obtidos e nos
calculos realizados. Mais estudos e analises sdo necessarios para confirmar e validar essas

suposigoes.

Para as membranas M2 e M3, que possuem o maior teor de polissulfona de 17% em
massa, foi constatado um incremento de 375% no fluxo de dgua pura com a adi¢do de carvao
ativado. Conforme discutido na se¢do anterior, o elevado teor de polimero pode ter dificultado
a migracdo do carvao ativado em dire¢@o a superficie da membrana, resultando em uma menor
exposicao dele, o que por sua vez aumentou o angulo de contato e conferiu um carater
hidrofobico a superficie da membrana. Entretanto, ¢ observado que a incorporacao de carvao
ativado aumentou tanto o fluxo quanto a permeabilidade da membrana M3. Dessa forma, pode-
se inferir que, embora o polimero tenha possivelmente criado barreiras a transferéncia de massa
em relagdo as membranas com menor teor de polissulfona (15% e 16%), a adicao de carvao
ativado parece ter contribuido para a formacao de uma estrutura mais porosa, facilitando a troca
de massa entre o solvente e o ndo-solvente durante a inversao de fases. Isso pode ter resultado

em um aumento no fluxo e na permeabilidade hidraulica da membrana M3.

5.3.4 Caracterizacao da bromelina comercial

Foi realizada a espectroscopia de massa da bromelina comercial com o objetivo de
determinar a sua massa molar. SA Figura 5-9 ilustra o espectro obtido, no qual a intensidade do

sinal esta em fun¢do da razao entre a massa e a carga da proteina.
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Figura 5-9: Espectroscopia de massa da bromelina comercial obtida do caule de abacaxi.
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Fonte: Elaboragao propria.

Na espectroscopia de massa de proteinas ¢ comum ocorrer a detecgdo de multiplas
cargas na molécula devido a presenca de diferentes conformagdes da proteina o que reflete a
complexidade estrutural e quimica dessas macromoléculas (HOFFMANN e STROOBANT,
2007). A bromelina, uma enzima presente em abacaxis, ¢ composta por uma sequéncia de
aminoacidos que contém grupos funcionais que podem interagir com protons durante a
ionizacao na espectrometria de massa. Caso a estrutura da bromelina possua locais favoraveis

para interagdes com protons, a protonagdo multipla pode ocorrer (YOW et al., 2023).

Nesse contexto, € possivel considerar a possibilidade de tripla protonagdo da bromelina
durante a andlise por espectrometria de massas MALDI-MS. Entretanto, ¢ fundamental

enfatizar a complexidade das interagdes moleculares envolvidas e a importincia de conduzir
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analises adicionais para confirmar tal suposi¢do, como a eletroforese, visando determinar com

confian¢a a massa molar da bromelina.

Supondo, entdo, a tripla protonagdo das moléculas de bromelinas presentes na amostra,
as suas massas molares médias sao de 18.099 e de 19.500 Da, considerando os picos de maiores
intensidades em 6033 e em 6500 Da. Além disso, foram identificados outros picos de menor

intensidade, como ilustrado na Figura 5-10, sugerindo a presenca de bromelinas com massas

molares de 26.964 ¢ 36.207 Da.

Figura 5-10: Janela de ampliag@o do espectro de massa da bromelina comercial entre 6000 e 35000 m/z.
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Fonte: Elaboragdo propria.

As proteases presentes no caule de abacaxi encontram-se em multiplas formas
enzimdticas com diferentes massas molares (SHARMA e VIMAL, 2023). Nos trabalhos
realizados por Ota et al. (1985) e por Harrach et al. (1995) foram determinadas fra¢cdes com
massas molares entre 15 kDa e 24 kDa em amostras de bromelina do caule de abacaxi

comercialmente disponiveis. Posteriormente, Matagne et al. (2017) determinaram a
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predominancia de fragdes com massas molares de 24 kDa, valor caracteristico de enzimas
pertencentes a familia das proteases semelhantes a papaina. Neste trabalho, embora haja a
presenca de proteases com massas de 27 e 36 kDa, a predominancia foi de bromelinas com

massa molar média de 18 kDa.

5.3.5 Determinacio da massa molar de corte

Para a determinagdo da massa molar de corte (MMC), foram permeadas pelas
membranas solu¢des modelo de BSA (66 kDa), bromelina comercial (18 kDa) e de dextrana
(10 kDa). Os graficos de barras para o fluxo e a rejeicdo de cada soluto estdo ilustrados na

Figura 5-11.
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Figura 5-11: Fluxo e rejei¢do de bromelina, BSA e dextrana para as membranas M1, M2, M3, M4 e M5, em uma
pressdo de operagdo de 1,4 bar.
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Fonte: Elaboragéo propria.

Considerando que a massa molar de corte para cada membrana sera aquela para a qual
ela apresenta 95% de rejeicdo, tem-se, na Tabela 5-7, a caracterizagdo para cada membrana

produzida.
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Tabela 5-7: Massa molar de corte para as membranas M1, M2, M3, M4 e M5.

Membrana PSF (%) CA (%) Massa Molar de Corte (kDa)
M1 15 0 10 <MMC <18
M2 17 0 <10
M3 17 1 18
M4 16 0,5 10
M5 15 1 18 <MMC < 66

Fonte: Elaboracao Propria.

Em relacdo a todas as membranas preparadas, houve uma rejeicao acima de 91% para a
bromelina. Para as membranas M3 e M4, foi possivel determinar suas respectivas massas
molares de corte. No caso da membrana M1, sua massa molar de corte situa-se entre 10 e 18
kDa. E relevante destacar que, especificamente para a bromelina, a membrana M1 demonstrou
uma rejeicdo superior a 98%, evidenciando sua seletividade para a proteina alvo. Por outro lado,
torna-se necessario conduzir a permeacdo de um soluto com massa molar intermediaria (entre
66 e 18 kDa) na membrana M5 a fim de determinar sua massa molar de corte. Contudo, quando
submetida a solugdo-modelo de bromelina, a membrana M5 apresentou uma rejei¢ao de 91,8%,
representando uma leve diminui¢do em sua seletividade em comparagdo com a membrana
padrdo M1. Este resultado sugere que ha um efeito porogénico na adigdo de carvao ativado na

matriz polimérica da membrana.

5.3.6 Estudo das resisténcias ao transporte nas membranas produzidas

Para a avaliagdo das resisténcias ao transporte das membranas produzidas, foram
calculados os fatores de recuperagdo do fluxo (FRF), de incrustagdo total (Flr), de incrustacao
reversivel (FIrR) e de incrustagdo irreversivel (FIr), uma metodologia adaptada de Sherugar et
al. (2022) e Meng et al. (2021). Nessa metodologia, os autores buscaram estudar a capacidade
anti-incrustante das membranas apos os procedimento de limpeza quimica. Isso porque,
compreende-se que o fendmeno de incrustacio € sempre irreversivel a menos que seja adotada
uma limpeza quimica, com o obtivo de regenerar a membrana (AL-NAJAR et al., 2020;
SHERUGAR et al., 2022; DI BELLA e DI TRAPANI, 2019; MENG et al., 2021). Como neste
trabalho, foi realizado apenas uma limpeza fisica da membrana e do sistema de permeagao com
agua corrente, este estudo foi realizado para obter um parecer sobre as resisténcias ao transporte
durante o processo de ultrafiltracdo que puderam ser revertidos apds a passagem de dgua

corrente, obtendo uma certa recuperagao do fluxo de dgua pura.
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A Figura 5-12 ilustra o grafico de barras dos fatores analisados para cada membrana
apos a permeagio de uma solucdo de BSA 0,3 mg.mL™! em uma pressdo constante de 1,4 bar.
Ja a Figura 5-13 mostra o fluxo de 4gua pura das membranas, o fluxo de permeado da solucao
modelo de BSA e o fluxo de agua pura apds a ultrafiltragdo da solugdo de BSA e da limpeza

das membranas com agua corrente.

Figura 5-12: Parametros de incrustagdo para as membranas produzidas, obtidos através da permeacgdo de BSA.
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Fonte: Elaboragao propria.

Figura 5-13: Fluxo de BSA e fluxos hidraulicos antes e apos a passagem de BSA pelas membranas.
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Fonte: Elaboragdo propria.

O fluxo baixo de BSA pelas membranas, quando comparado ao fluxo de dgua pura antes
da passagem do soluto, demonstra a tendéncia a incrustacao de todas as membranas produzidas.
Ap6s a limpeza das membranas houve a recuperacdo do fluxo permeado de agua pura, exceto
para a membrana M2, sugerindo que todas as demais possuem uma reversibilidade da queda de

fluxo apds o emprego de uma limpeza fisica.
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Comparando as membranas M2 e M3, observa-se que a adi¢do de carvao ativado
aumentou o fluxo de permeado para a solucdo de BSA, aumentou a recuperagdo do fluxo e
converteu quase toda a incrustacdo irreversivel em reversivel, além de diminuir a razao de
incrustacao total. Esses resultados indicam que a presen¢a de carvao ativado na estrutura da
membrana tende a diminuir a interagdo entre a molécula de proteina e a superficie da membrana.
Ademais, a abordagem deste estudo sugere que uma limpeza fisica mais rigorosa pode
promover a remocao do depodsito superficial de torta que nao ¢ eliminado durante operacdes
convencionais, reduzindo a resisténcia ao transporte devido a formagdo de uma camada

gelatinosa.

Por outro lado, ao comparar M1 e M5, tem-se um comportamento contrario, no qual a
presenga de carvao ativado diminiu o fluxo da solu¢do de BSA pela membrana e a recuperagao
do fluxo de agua pura. No entanto, uma parte da resisténcia ao transporte irreversivel foi
convertida em reversivel, evidenciando um efeito, ainda que sutil, na redugdo da interagao da

proteina com a superficie da membrana na presenca de carvao ativado.

Em resumo, a maioria das membranas apresentou recuperacgdes de fluxo acima de 60%
em comparagdo com agua pura, com exce¢ao da membrana M2, que registrou os menores
fluxos e recuperacdo de fluxo entre todas as membranas avaliadas. Em um estudo conduzido
por Sherugar et al. (2022), foi realizado um procedimento de limpeza semelhante ao empregado
neste trabalho, onde 4gua destilada foi permeada pela membrana duas vezes durante 90
minutos. Posteriormente, a 4gua destilada foi novamente permeada e o seu fluxo foi medido.
Os autores observaram percentuais de recuperacao de fluxo de 4gua pura acima de 60% apds
esse processo, indicando que a adicdo de carvdo ativado em membranas de polissulfona ¢

benéfico para reduzir a resisténcia ao transporte de massa nas membranas modificadas.

5.4 ENSAIOS DE ULTRAFILTRACAO COM O EXTRATO DA CASCA DE ABACAXI

O estudo empregou um planejamento fatorial na condugao dos ensaios de ultrafiltracao,
cujos resultados resumidos sdo apresentados na Tabela 5-8. A escolha desse planejamento se
deu com o propdsito de possibilitar a avaliagdo tanto dos efeitos individuais de cada fator quanto
das interagdes entre eles. Essa abordagem serd detalhadamente discutida na proxima se¢ao do

trabalho.
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Tabela 5-8: Resultados de fluxo, recuperacdo de bromelina, atividade, perda de atividade e recuperacao do fluxo
hidraulico para cada experimento do planejamento.

Fluxo ~ Atividade Perda de Recuperacao
Recuperacao de . ..
Membrana  permeado b lina (%) especifica atividade do fluxo
(Lm2hty  Promenatio)l g mgty (%) hidraulico (%)
Ml 28,19 89,28 34,57 38,71 81,38
M2 7,57 96,62 42,49 51,97 69,79
M5 14,29 91,75 47,65 15,52 95,00
M3 20,22 81,24 44,27 21,53 70,00
7,65 89,05 57,32 35,21 75,00
M4 13,23 105,15 54,42 10,00 46,15
15,90 94,64 42,50 16,09 90,91

Fonte: Elaboragao propria.

A observagdo comparativa entre a membrana M5 e a membrana M1 revelou resultados
que destacam a melhoria alcangada para a membrana M5, tendo uma recuperagao de bromelina
acima de 91%, uma perda de atividade de 15,52% e uma recuperagdo de fluxo de dgua pura de
95%. Este estudo também destacou um contraste com relacdo ao desempenho da membrana M1
no estudo das resisténcias ao transporte com solugdes modelo de BSA, nos quais a membrana
registrou uma recuperacao de fluxo de apenas 60%. Além disso, esses resultados indicam uma
melhoria no desemprenho da membrana ao adicionar 1% de carvao ativado em membranas com
teores de polimero de 15% m/m. Tal adi¢do favoreceu o aumento da seletividade da membrana,
conferindo-lhe uma capacidade aprimorada de recuperacao do fluxo de 4gua pura, revertendo
a queda de fluxo ocasionada pela passagem do extrato da casca de abacaxi. Em comparagdo
com a literatura, no trabalho realizado por Hwang et al. (2013) foram encontrados valores
semelhantes de recuperagdo para o dcido humico adicionando 0,25% em massa de carvao
ativado. No entanto, verifica-se que esse beneficio vem acompanhado de uma redugado de 50%
no fluxo de permeado, evidenciando o compromisso existente entre a seletividade e o fluxo em

membranas modificadas com carvao ativado.

A conducdo de experimentos por meio de um planejamento adequado pode proporcionar
uma melhor compreensdo do compromisso existente entre a seletividade e o fluxo em processos
envolvendo membranas. Esta abordagem experimental possibilita a avaliacao da interagdo entre
o carvao ativado e a matriz polimérica da membrana, o que pode ocasionar alteragdes na
estrutura porosa e nas propriedades de incrustacdo da membrana, impactando diretamente na
reten¢do de solutos indesejados e, por conseguinte, no fluxo de permeado. A capacidade de

manter um fluxo adequado, em conjunto com a obtengdo de uma separagdo seletiva eficaz,
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revela-se como um aspecto essencial para garantir a eficicia e a viabilidade dos processos de

purificacdo e separacao.

A membrana M4, com 0,5% de carvao ativado e 16% de polissulfona, apresentou bons
resultados quanto a recuperagao de bromelina e fluxo. A recuperagao de bromelina foi de (96
+ 7)%, com um fluxo de permeado de (12 £+ 3) L.m?2.h"!, uma perda de atividade de (20 + 10)%,
e uma recuperacao de fluxo de dgua pura de (70 + 19)%, ao filtrar o extrato da casca de abacaxi.
Testes de caracterizagdo prévios indicaram que a membrana M4 possui a menor massa molar
de corte entre as membranas produzidas, de 10 kDa, e uma alta seletividade para a proteina de

interesse acima de 99%, mantendo-se em 96% ao filtrar o extrato da casca.

Ao comparar as membranas M4 e M5, € possivel perceber o controle que a inser¢ao de
carvao ativado apresenta nas propriedades da membrana produzida e seu efeito no fluxo e
seletividade. Ambas as membranas possuem angulos de contato de 60° e 62°, respectivamente.
As recuperagoes de bromelina, a partir de uma solu¢do padrao, foram de 99% e de 91%. Os
fluxos de 4gua pura foram de 45 e de 135 L.m™2.h"!, respectivamente. Além de uma recuperacio
de fluxo, apds a passagem de uma solucdo padrdo de BSA, ser de 85% e 61% para as
membranas M4 e M5. Por fim, as membranas apresentaram uma massa molar de corte de 10

kDa e de 18 kDa, respectivamente.

Embora a membrana M4 virgem apresente um fluxo de dgua pura menor que a
membrana M5, o fluxo de permeado praticamente se iguala ao filtrar o extrato da casca de
abacaxi, indicando a possibilidade de obter um fluxo semelhante, a0 mesmo tempo que se
aumenta a seletividade do processo. Além disso, com 16% de polissulfona e 0,5% de carvao
ativado foi possivel produzir uma membrana com uma massa molar de corte de 10 kDa,
contrastando com a membrana M5 que foi de 18 kDa. Isso mostra que a metodologia foi eficaz
em permitir um ajuste fino das propriedades das membranas produzidas. Revelando o potencial

de uma gama de aplicacdes para os materiais desenvolvidos.

Diante do elevado custo de aquisicdo dos polimeros utilizados na fabricagdo de
membranas, estimado em 1200 US$/kg para a polissulfona (SIGMA-ALDRICH, 2024), torna-
se vantajoso buscar estratégias que visem reduzir a quantidade de polissulfona empregada, ao
mesmo tempo em que se alcance uma maior seletividade para a aplicagdo especifica, mesmo
com a possivel diminui¢ao do fluxo de permeado. Nesse contexto, a adi¢do de 1 a 0,5% m/m

de carvao ativado demonstrou-se benéfica para a producao de membranas contendo 15 e 16%
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m/m de polissulfona. A obtengdo de uma recuperagdo acima de 91% de bromelina se equipara
aos resultados obtidos por Simdes et al. (2022), que conseguiram uma recuperagao de 93% da
bromelina utilizando uma membrana comercial de celulose com uma massa molar de corte de

100 kDa.

Quanto a recuperagdo do fluxo de agua pura, Meng et al. (2021) conseguiram uma
recuperacdo de fluxo de 82% com uma reten¢do de 94% de BSA, ao adicionar uma mistura de
nitreto de carbono grafitico e molibdato de bismuto em membranas de polissulfona e realizar
um tratamento com luz visivel por 2 horas para remover proteinas fortemente ligadas a
superficie da membrana. Em comparagdo com o resultado da membrana M5, na qual foi
adicionado 1% de carvao ativado em massa e realizado um procedimento de limpeza fisica com
fluxo de agua, foi possivel obter uma recuperagdo de 95% do fluxo de dgua pura com uma

recuperacao de 91% da bromelina.

No que diz respeito a atividade especifica, os valores encontrados entre 34 ¢ 57 U.mg"!
estdo abaixo dos reportados por Nor et al. (2016) de 73 U.mg'. Essa diferenca pode ser atribuida
a espécie de abacaxi utilizada no estudo (Arnanas comosus) ou as variagdes no cultivo, solo e
clima, que impactam diretamente o metabolismo da fruta, bem como ao grau de maturagao do

fruto utilizado (SILVESTRE et al., 2012).

5.5 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O planejamento de experimentos foi realizado com o extrato microfiltrado da casca de
abacaxi, variando os fatores propor¢do de polissulfona e propor¢do de carvdo ativado, em
massa, utilizados para a produgdo das membranas. Os niveis alto e baixo da propor¢do de
polissulfona foram de 17 e 15 % m/m, respectivamente. Os niveis de propor¢do de carvao

ativado foram de 1 e 0 % em massa, respectivamente.

5.5.1 Analise de variancia - ANOVA

Neste estudo foi empregado o planejamento fatorial 2X com ponto central como
ferramenta para avaliar simultaneamente os efeitos individuais dos fatores (teor de carvao
ativado e polissulfona) e suas interagdes através da variagdo dos niveis dos fatores, sobre as
respostas de fluxo e recuperacdo de bromelina, principalmente. Estudos tradicionais
envolvendo membranas sdo conduzidos analisando o efeito de cada variavel individualmente

(enquanto as demais sdo mantidas constantes). No entanto, essa abordagem implica em muitos
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experimentos e muitas vezes no uso ineficiente dos recursos disponiveis no laboratério. Dessa
forma, a realizacdo de planejamentos fatoriais pode ser de grande interesse, ja que podem
reduzir o namero total de experimentos, o que simplifica a analise e otimiza o uso de recursos
e tempo de pesquisa. Além disso, essa abordagem estatistica apresenta a vantagem de analisar
interagdes entre os fatores de maneira mais abrangente, permitindo uma melhor avaliacdo do
desempenho das membranas e das influéncias combinadas de diferentes fatores

(RAJENDAREN, SAUFI e ZAHARI, 2024; RODRIGUEZ-SAEZ et al., 2021).

Em pesquisas envolvendo membranas, as principais varidveis de interesse e fontes de
otimizagao sdo o fluxo ¢ a seletividade. Em uma revisao da literatura foram encontrados poucos
estudos que utilizam o planejamento de experimentos para avaliar os fatores sobre estas
principais variaveis de resposta (SOUZA et al., 2020; RAJENDAREN, SAUFI ¢ ZAHARI,
2024; RODRIGUEZ-SAEZ et al., 2021; SHAHABADI e REYHANT, 2014). Um dos motivos
para isso € que o preparo de membranas em laboratorio pelo método de inversao de fases por
banho de ndo-solvente envolve diversas variabilidades que podem impactar na
reprodutibilidade e na andlise do planejamento fatorial. Variaveis como temperatura, tempo de
imersdo da solucdo polimérica no banho de ndo-solvente e dispersdo do carvao ativado na
membrana formada sdao fontes importantes de variabilidade na membrana. Por isso, ¢
importante abordar e controlar essas varidveis, a fim de garantir a reprodutibilidade dos
resultados e obter materiais com maior reprodutibilidade em termos de propriedades fisico-

quimicas e de desempenho (KAHRS e SCWELLENBACH, 2020; RAHIMPOUR et al., 2024).

Nas Tabelas 5-9 e 5-10 sdo apresentadas as andlises estatisticas, em especial o valor-p e

o valor-F, sobre as respostas recuperagdo de bromelina e fluxo.

Tabela 5-9: Andlise de variancia sobre a resposta recuperacao de bromelina.

Fonte GL SQ (Aj.) QM (Aj.) Valor F Valor-P
Modelo 4 164,007 41,002 1,37 0,464
Linear 2 44,179 22,090 0,74 0,576
PSF 1 2,512 2,512 0,08 0,799
CA 1 41,667 41,667 1,39 0,360
Interacdes de 2 1 79,656 79,656 2,66 0,245
fatores
PSF*CA 1 79,656 79,656 2,66 0,245
Curvatura 1 40,172 40,172 1,34 0,367
Erro 2 59,960 29,980
Total 6 223,967

Fonte: Elaboragéo propria.
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Tabela 5-10: Analise de variancia sobre a resposta fluxo de permeado.

Fonte GL SQ (Aj.) QM (Aj.) Valor F Valor-P
Modelo 3 230,565 76,855 2,75 0,214
Linear 2 54,340 27,170 0,97 0,472
PSF 1 53,949 53,949 1,93 0,259
CA 1 0,391 0,391 0,01 0,913
Interagdes de 2 1 176,226 176,226 6,31 0,087
fatores
PSF*CA 1 176,226 176,226 6,31 0,087
Erro 3 83,733 27,911
Curvatura 1 48,291 48,291 2,73 0,241
Erro Puro 2 35,443 17,721
Total 6 314,299

Fonte: Elaboragao propria.

Pelo valor F, observa-se que o efeito de interagdo entre os fatores teor de polissulfona e
teor de carvao ativado sdo mais significativos sobre as respostas fluxo e recuperacdo de
bromelina. Por outro lado, com um nivel de significancia de 0,05, percebe-se que o valor-p para
todas as membranas apresenta valores de p > 0,05. O valor-p mede a evidéncia contra a hipdtese
nula, ou seja, se 0 modelo de regressao explica a varia¢ao sobre determinada resposta, caso essa
estatistica seja maior do que o nivel de significancia o modelo ndo ¢ representativo. Isso ndo
necessariamente aponta que a abordagem adotada neste trabalho seja falha, mas que nao foi
possivel encontrar evidéncia estatisticamente robustas que apoiem a hipdtese nula

(ALBERTON, 2010).

Este estudo apresenta limitagdes que podem apontar potenciais fontes de variabilidade,
como a variabilidade e a complexidade de reprodutibilidade das membranas produzidas por
inversdo de fases em laboratorio. Diversos fatores podem ter contribuido para tais resultados,
incluindo limitagdes metodoldgicas e a influéncia de fatores externos nao controlados durante
a realizagdo do experimento. Estratégias para aprimorar o poder estatistico da andlise em
trabalhos futuros podem ser adotadas, como o aumento do tamanho da amostra e a inclusao de
replicatas, considerando que a auséncia de replicatas pode comprometer a robustez dos
resultados e a validade estatistica das conclusdes. Ressalta-se a importancia de utilizar mais de
2 niveis para cada fator, a fim de abordar os efeitos de curvatura no ponto central e facilitar a

analise de curvaturas e efeitos nao lineares (ALBERTON, 2010).

Em suma, o ponto central em um experimento fatorial ¢ comumente utilizado para
avaliar a variabilidade dos fatores e estimar erros experimentais. A nao reprodutibilidade das
membranas produzidas pode ser verificada na Tabela 5-8 da secdo anterior, na qual foram

realizadas triplicatas utilizando trés membranas do mesmo tipo (M4) no ponto central. O erro
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associado a essas medidas sugere a possibilidade da ndo representatividade do modelo.
Portanto, uma estratégia para aprimorar a metodologia deste estudo seria adotar um
experimento fatorial completo com um maior nimero de niveis, a fim de considerar o efeito da
curvatura e ajustar um modelo estatisticamente representativo, bem como realizar triplicatas

para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos.

Outro aspecto relevante a ser destacado ¢ o comportamento dinamico das membranas
em processos de separagdo. Propriedades como fluxo, permeabilidade e a morfologia das
membranas podem sofrer alteragdes ao longo de cada ensaio, devido a questdes como
incrustacdo ou polarizagdo de concentracdo (WANG et al., 2015; LEE et al., 2012). Essas
variacoes ilustram o carater desafiador da aplicagdo de experimentos fatoriais em processos

envolvendo membranas.

Por outro lado, a ado¢do de experimentos fatoriais ¢ benéfica como uma ferramenta para
lidar com a complexidade do comportamento dinamico das membranas. Isso porque, apesar
dos desafios mencionados, o método fatorial permanece como uma abordagem pertinente em
estudos futuros relacionados a processos de separacdo com membranas. Esta metodologia
possibilita a avaliacdo de um conjunto diversificado de condi¢des experimentais em um numero
relativamente reduzido de ensaios, o que pode ampliar a compreensdo dos efeitos dos fatores

investigados e facilitar a identificagcdo de condi¢des otimas.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, foi proposta uma metodologia para preparar membranas de ultrafiltragao
com matriz mista, adicionando carvao ativado em sua estrutura com o intuito de produzir
membranas com fluxo aprimorado e alta seletividade para a bromelina. O carvao ativado foi
derivado da pirdlise com CO2 do residuo sélido da casca de abacaxi, do qual, ainda, foi extraido
o extrato contendo a bromelina, o soluto de interesse. As principais conclusdes obtidas a partir

dos resultados deste estudo foram:

— A ativacdo fisica com CO; foi eficaz para aumentar a microporosidade ¢ a area
superficial especifica do carvao ativado produzido, tendo um didmetro de poro de 1,43
nm e uma area de 220 m*.g™!.

— Anadlises de DLS e imagens MEV sugerem que o carvado ativado produzido tende a
formar aglomerados, possivelmente devido ao aumento da energia superficial das
particulas resultante do processo de moagem em moinho de bolas.

— Os espectros de FTIR das membranas preparadas demonstram uma similaridade entre
si, indicando que a estrutura quimica da matriz polimérica permaneceu inalterada com
a adi¢do de carvao ativado, sem evidéncias de interagoes entre a PSF ¢ o carvao ativado.

— A presen¢a de PVP durante o preparo das membranas aumenta a viscosidade do banho
de ndo-solvente, impactando a cinética de formac¢do da membrana, enquanto o carvao
ativado tende a migrar para a superficie da membrana, resultando em uma redugao do
angulo de contato.

— O aumento da concentracdo de polissulfona na solucdo polimérica resulta em
membranas mais hidrofobicas.

— A inclusdo de carvao ativado resultou em um aumento no fluxo e permeabilidade das
membranas, devido ao incremento em sua porosidade.

— A adi¢do de 1% de carvao ativado levou a um aumento da massa molar de corte das
membranas estudadas, passando de faixas inferiores a 10 kDa para acima de 18 kDa.

— Quanto ao estudo de resisténcia ao transporte de massa, o baixo fluxo de BSA através
das membranas, em comparagdo com o fluxo de 4gua pura antes da presenc¢a do soluto,
indica a tendéncia a incrustagdo de todas as membranas produzidas. No entanto, apos a
limpeza das membranas, houve a recuperacao do fluxo de 4gua pura, com excec¢do da
membrana M2, sugerindo que as demais membranas puderam ter suas resisténcias ao

transporte de massa reduzidas apos a limpeza fisica.
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— A comparagdo entre as membranas M2 e M3 revelou que a adi¢do de carvao ativado
resultou em um aumento do fluxo de permeado para a solugdo de BSA, melhorou a
recuperagdo do fluxo. Isso indica que o carvao ativado presente na estrutura da
membrana tende a reduzir a interagdo entre a molécula de proteina e a superficie da
membrana.

— Nos ensaios realizados, nos quais o extrato da casca de abacaxi foi permeado através
das membranas, observou-se que as membranas demonstraram alta seletividade para a
bromelina, com recuperagdes superiores a 89%. Além disso, a recuperacdo do fluxo de
agua pura foi superior a 70% para todas as membranas produzidas. Esses resultados
indicam que as membranas foram eficazes na reten¢ao da bromelina, soluto de interesse,
enquanto mantinham um fluxo de permeado adequado, evidenciando sua capacidade de
separacao seletiva no processo de ultrafiltragao.

— Para a membrana M5, observou-se uma recuperacdo da enzima bromelina superior a
91%, acompanhada por uma perda de atividade de 15,52% e uma recuperacao do fluxo
hidraulico de 95%.

— A adicdo de 1% de carvao ativado em membranas com um teor de polimero de 15%
m/m melhorou a seletividade e a recuperagdo da membrana durante o processo de
ultrafiltracdo do extrato de abacaxi.

— A membrana M4, com 16% de polissulfona e 0,5% de carvdo ativado, apresentou
resultados comparaveis com a membrana M5 em termos de recuperacdo de bromelina e
fluxo. A recuperacdo de bromelina foi de (96 + 7)%, com um fluxo de permeado de (12
+3) L. m2h'! e uma perda de atividade de (20 £+ 10)%. Além disso, a recuperagio do
fluxo de 4gua pura foi de (70 £ 19)% ap0s filtrar o extrato da casca de abacaxi.

— Testes de caracterizagdo indicaram que a membrana M4 possui a menor massa molar
de corte entre as membranas produzidas, de 10 kDa, e uma alta seletividade para a
bromelina acima de 99%, mantendo-se em 96% ao filtrar o extrato da casca de abacaxi.

— Ao comparar as membranas M4 e M5 quanto ao fluxo e seletividade, sugere-se que a
membrana M4 pode oferecer um desempenho semelhante a M5, enquanto aumenta a
seletividade do processo.

— A metodologia foi eficaz em permitir um ajuste fino das propriedades das membranas
produzidas. Revelando um potencial de uma gama de aplicagdes para os materiais

desenvolvidos.
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