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

APLICACAO DA ENZIMA HORSERADISH PEROXIDASE (HRP)
EM ALGINATO DE CALCIO PARA DESCOLORACAO DE AZUL
DE METILENO

Aline Bastos
Fevereiro, 2014

Orientadores: Prof?. Eliana Mossé Alhadeff, D.Sc.
André Rodrigues Pereira, M.Sc.

O presente trabalho avaliou o potencial da enzima horseradish peroxidase
(HRP), imobilizada em gel de alginato de célcio, na remocao de cor do corante téxtil
azul de metileno. Os experimentos para a remog¢do de cor foram conduzidos a 30°C e
pH 5,0; sob agitacdo constante a 100 rpm. Foram realizados ensaios preliminares com
tempos de imobiliza¢do de 60 minutos, 120 minutos e 24 horas; concentragdo de enzima
imobilizada de 25 e 50 U/mL; reutilizacdo das esferas de HRP em alginato de célcio em
reacOes sequenciais e em reacdes conduzidas com 24 horas de diferenca. O maior
percentual de remocdo de cor foi cerca de 23% e foi obtido com concentracdo de
enzima de 50 U/mL, concentracdo de H,O, de 6 mg/L e concentragdo do corante de 15
mg/L em ensaios preliminares. Nas condi¢des estudadas, foi possivel realizar dois ciclos
de reutilizacdo da enzima imobilizada, com intervalos de 24 horas entre cada ciclo. Para
os testes de reutilizacdo sequencial foi possivel realizar apenas um ciclo. A viabilidade
de utilizacdo da HRP imobilizada, em gel de alginato de célcio, para a descoloragéo do
azul de metileno foi verificada através dos percentuais de remocéo obtidos, comparados

aos observados para os testes de controle (sem peroxido de hidrogénio e sem enzima).
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CAPITULO I - INTRODUCAO

A importancia dos corantes para a civilizacdo humana é evidente e bem
documentada. Os corantes sintéticos sdo extensivamente utilizados na industria téxtil,
gréfica, fotografica e como aditivos em derivados de petréleo. Um nimero aproximado
de 10.000 diferentes corantes e pigmentos sdo usados industrialmente, o que representa
um consumo anual de cerca de 7 x 10° tons no mundo e 26.500 tons somente no Brasil
[1]. Por serem de origem sintética e conterem estruturas moleculares aromaticas
complexas, sao inertes e de dificil biodegradacdo quando lan¢ados no ambiente. Alguns

sdo prejudiciais a vida aquatica [2], podendo ser cancerigenos e toxicos [3].

Assim, a descoloracdo de efluentes derivados de tingimentos, da fabricacdo de
corantes, dos processos de acabamento na industria téxtil e de industrias semelhantes
tornou-se um aspecto importante e desafiador no tratamento de aguas residuais. Esses
efluentes sdo conhecidos por conterem cor, grandes quantidades de surfactantes, sélidos
dissolvidos e, possivelmente, metais pesados como cromo, niquel e cobre fundidos na
interface estrutural dos corantes [4, 5]. Seu lancamento no ecossistema gera poluicao,

eutrofizacdo e perturbac6es a fauna e ao ambiente aquatico [6].

O azul de metileno é um dos corantes mais utilizados na industria téxtil e apesar
de ndo ser extremamente perigoso, pode ser prejudicial a humanos e animais, se
ingerido ou inalado [7], por isso é essencial seu tratamento de residuos, antes de serem
lancados no meio ambiente. Devido as propriedades do azul de metileno, como a
capacidade de reagir com substratos diversos, o tratamento de efluentes contendo este
corante nem sempre é facil. Além disso, os métodos tradicionais como adsorcao,
coagulacdo seguida de sedimentacdo e processos degradativos bioldgicos sdo pouco

eficientes e exigem muito tempo de reacédo[8].

O uso de enzimas tem revelado uma importante aplicacdo na engenharia
ambiental. As enzimas tém capacidade de acdo em poluentes recalcitrantes especificos
para remové-los por precipitacdo ou transformagdo em outros tipos de produtos. As
vantagens do tratamento enzimatico, comparadas ao convencional, sdo diversas e,
portanto, pesquisas recentes tém focado no desenvolvimento de processos enzimaticos

para o tratamento de solos, aguas residuais, residuos solidos e residuos perigosos [9].



CAPITULO 11 - OBJETIVOS

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de verificar a viabilidade de
aplicacdo da enzima horseradish peroxidase (HRP) imobilizada em gel de alginato de

calcio para ensaios preliminares de descoloracdo do corante azul de metileno.

Essa pesquisa foi realizada em prosseguimento ao trabalho de Costa (2013), que
efetuou a otimizacdo das condigOes de reacdo para a descoloracdo do azul de metileno,
utilizando HRP livre em solucdo. As condi¢des Otimas obtidas para a HRP livre — tais
como concentracdo de corante, de H,O,, de HRP, pH e temperatura — foram utilizadas
neste trabalho como ponto de partida para os ensaios preliminares realizados com a

HRP imobilizada em gel de alginato de célcio.
Os objetivos especificos deste trabalho foram:

— Avaliar o percentual de descoloracdo de solu¢des com diferentes concentragdes
de azul de metileno.

— Avaliar o percentual de descoloracdo de solugdes de azul de metileno em
diferentes concentragdes de perdxido de hidrogénio.

— Avaliar a influéncia do tempo de imobilizacdo da enzima na descoloracdo de
solucgdes de azul de metileno.

— Avaliar a influéncia da concentracdo de enzima na descoloracao de solucdes de
azul de metileno.

— Verificar a viabilidade de reutilizagdo das enzimas imobilizadas para a

descoloracéo de solugbes de azul de metileno.



CAPITULO 11l - REVISAO BIBLIOGRAFICA

I11.1 A InduUstria de corantes no Brasil

Desde o descobrimento do Brasil, sua histdria tem estado relacionada a producédo
de corantes. A comecar pelo nome do pais, uma vez que este é proveniente da madeira
“Pau-Brasil”, fonte natural de corante avermelhado. Durante grande parte do século
XIX, o Brasil também foi fonte principal do indigo natural (extraidoda Indigofera
tinctoria). A producdo industrial de corantes sintéticos no pais foi introduzida logo ap6s
a Primeira Guerra Mundial e atualmente supre 60% da sua demanda domestica [10].

A utilizacdo de corantes no Brasil concentra-se principalmente nos corantes
reativos para fibras celul6sicas, que hoje respondem por 57% do mercado, seguidos
pelos corantes dispersos com 35%; poliamida com 3% e acrilico com 2% do mercado
brasileiro. Os corantes sintéticos representam um consumo brasileiro per capita de
aproximadamente 350 gramas de corantes por ano e o consumo brasileiro de fibra téxtil
é estimado em 7,0 kg, por ano, por habitante, sendo ligeiramente maior do que a média
mundial [10, 11].

Nos ultimos anos, a importagdo de corantes no Brasil (Figura 1) tem apresentado
aumentos anuais em torno de 20%, com excecdo do ano de 2009. As exportacdes
apresentam indices mais instaveis, com crescimento acentuado em 2010 e 2011, de
acordo com a balanca comercial® para o setor de corantes e pigmentos do Brasil, nos
anos de 2006 a 2011 [11].

BALANCA COMERCIAL DO SETOR DE CORANTES E PIGMENTOS DO BRASIL
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Figura 1 - Balanca comercial do setor de corantes e pigmentos do Brasil [11].

1 . . . ~ ~ .
A balanga comercial registra as importagdes e as exportacdes de bens e servigos.



Com pequenas excecOes, as industrias brasileiras fabricantes de corantes
localizam-se basicamente no eixo Rio — S&o Paulo e a maioria depende de produtos
intermediérios importados tais como: derivados de benzeno, naftaleno, tolueno, etc [10,

11]. A Tabela 1 ilustra as principais empresas produtoras de corantes no Brasil [12].

Tabela 1 - Produtores de corantes no Brasil [12].

EMPRESA TIPO DE PRODUTO
A CHIMICAL Corantes acidos, cqrantes basicos, corantes
diretos.
BANN Corantes a tina.
BASF Corantes basicos.
BELA VISTA Corantes naturais.
Corantes &cidos, corantes diretos, corantes
CLARIANT ao enxofre, corantes pr_é-metalizados,
corantes reativos.
DYNATECH Corantes élciFiOS, corantes az_oicos, corantes
béasicos, corantes diretos.
EPA QUIMICA Corantes naturais.
FOSMIX Corantes naturais.
GRIFFITH Corantes naturais.
INGREDION Corantes naturais.
STAHL Corantes solventes.
TEXPAL Corantes reativos.

Para uma andlise mais profunda das relacdes mercadologicas dos corantes no
Brasil, € importante que se compreenda as bases de estrutura do parque industrial desse
setor no pais. Para tanto, pode-se afirmar que persistem como suas principais

caracteristicas [11]:

— Acentuada competitividade;

— Producdo de varios corantes e pigmentos em unidades fabris que possuem
grande flexibilidade de producao;

— Grande dependéncia de matérias-primas e tecnologias importadas.

Seguindo uma tendéncia mundial, a industria de corantes no Brasil, responsavel
por pelo menos 5.000 empregos e alto rendimento financeiro, tem dedicado grande

esforco para atender as regras de protecdo ambiental, embora a aplicagdo destes



corantes no processo de tintura constitua efetivamente um grande problema, ja que a
maior parte destas industrias sdo pequenas empresas, tornando dificil a atividade de
fiscalizacéo [10].

I11.2  Os Corantes e suas Propriedades

E classificada como corante ou pigmento toda substancia quimica que absorve
radiacdo na faixa da luz visivel (380-780 nm) e a reflete em um determinado
comprimento de onda, ou seja, em uma cor especifica. Os corantes podem ser
inorganicos ou organicos, obtidos de fontes naturais ou sintetizados quimicamente e
podem ser classificados de acordo com diversos parametros: estrutura quimica
(antraquinona, azo e etc.); pelo modo que é fixado a fibra téxtil; solidez em geral; tipo
de excitacdo eletrénica quando exposto a luz, dentre outros. A seguir, sdo apresentados

0s grupos classificados, segundo os parametros mais utilizados [8, 10, 13].

Pelo Colour Index, os corantes e pigmentos podem ser classificados em 26 tipos,
segundo os critérios das classes quimicas; e em 20 tipos, além de algumas subdivises,

do ponto de vista das aplicacGes, conforme apresentado nas tabelas 2 e 3 [11].

Tabela 2 - Classificacdo dos corantes, segundo a utilizagéo por substrato [11].

CLASSIFICACAO SEGUNDO A UTILIZACAO POR SUBSTRATO

Classe Principais campos de aplicacdo

Branqueadores | Detergentes, fibras naturais, fibras artificiais, fibraz sintéticas, éleos,

Spticos plastices, sabdes, tintas e papel

Corantes

:;:uclf‘ijbr:dos Fibras naturais e fibras artificiais

A Tina Fibras naturais

Acidos Alimentos, couro, fibras naturais, fibras sintéticas, |13 e papel
Ao Enxocfre Fibras naturais

Azdicos Fibras naturais e fibras sintéticas

Basicos Couro, fibras sintéticas, |13, madeira e papel

Diretos Couro, fibras naturais, fibras artificiais e papel

Dispersos Fibras artificizis e fibras sintéticas

Mordentes Aluminic anodizade, |3, fibras naturais e fibras sintéticas
Reatives Couro, fibras naturais, fibras artificizis e papel

Ceras, cosmeticos, gasclina, madeira, plastices, solventes organicos,

Solventes : 3
tintas de escrever e vernizes

Pigmentos Tintas graficas, tintas e vernizes, estamparia téxtil e plasticos

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




Tabela 3 - Classificagdo dos corantes, segundo as classes quimicas [11].

CLASSIFICACADO SEGUNDO AS CLASSES QUIMICAS

Classe Classificacdo por aplicacdo
Acridina Easicos, pigmentos organicos
Aminocetona A tina, mordentes

Acidos, mordentes, & tina, dispersos, azdicos, basicos, diretos,

Antraguinona S _ P
reativos, pigmentos organicos

Ao enxofre Enxofre, & cuba

Azina Acidos, basicos, solventes, pigmentos orgénicos

Azo Acidos, diretos, dispersos, basicos, mordentes, reativos
Azdico Basicos, naftdis

Bases ée Corantes especiais para tingimente de pele, pelegos, cabeles
oxidacdo

Difenilmetano Acidos, basicos, mordentes

Estilbeno Diretos, reativos, branqueadores Spticos

Pigmentos organicos, acidos, diretos, azdicos, 8 cuba, reativos,

Ftalocianina
soclventes

Indamina e

Indofenol Basicos, solventes

Indigdide A tina, pigmentos orgénicos

Meatina e

Polimetina Basicos, dispersos

Mitro Aridos, dispersos, mordentes

Mitroso Aridos, dispersos, mordentes

Oxazina Basicos, mordentes, pigmentos organicos

Quinolina Aridos, basicos

Tiazina Basicos, mordentes

Tiazol Branqueadores opticos, basicos, diretos

Triarilmetano Acidos, basicos, mordentes

Xanteno Acidos, basicos, mordentes, brangueadores 4pticos, solventes

111.2.1 Classificacdo quanto a estrutura quimica

Os corantes naturais sdo obtidos a partir de substancias vegetais ou animais, com
pouco ou nenhum processamento quimico. Sdo principalmente, do tipo mordente,
embora existam alguns do tipo a tina, solventes, pigmentos, diretos e &cidos [14]. N&o
existem corantes naturais dispersos, azdicos ou ao enxofre. Entre as principais fontes
para obtencdo de corantes naturais estdo as plantas (folhas, flores e frutos), animais
(insetos) e micro-organismos (fungos e bactérias). Os corantes naturais podem ser

divididos nos seguintes grupos principais, de acordo com sua estrutura quimica [15]:



Compostos tetrapirrolicos: Compreendem as clorofilas presentes em vegetais;
0 grupo Heme (sangue) e o grupo Bile (algas e cianobactérias), que apresentam
em seu nucleo, a presenca e o estado de oxidacdo de um ion metalico,
importante no componente croméforo. Estes compostos tém uma estrutura com

anéis pirrélicos em disposicdes lineares ou ciclicas [15].

Compostos isoprenoides: Também chamados de terpendides, constituem uma
grande familia de compostos naturais, representados pelos carotenoides. Os
carotenodides tém a estrutura basica de um tetraterpeno de quarenta carbonos,
formado por oito unidades isoprendides de cinco carbonos, ligados de tal forma
que a molécula é linear e simétrica, com a ordem invertida no centro. Este
esqueleto bésico pode ser modificado de diversas formas, como reacGes de
hidrogenagédo, desidrogenacdo, ciclizagdo, migracdo de dupla ligacéo,
encurtamento ou extensdo da cadeia, rearranjo, isomerizacdo, introducdo de

substituintes e oxidacéo [15].

Os carotendides hidrocarbonetos (contendo apenas carbono e hidrogénio) sdo
chamados de carotenos, representados pelos a, ¢ y-caroteno, licopeno e bixina;
e os derivados oxigenados, de xantofilas, representados pela capsorubina,
capsantina criptoxantina, zeaxantina, xantofila e luteina. O sistema de duplas
ligacGes conjugadas serve como cromoéforo, ou seja, confere a habilidade de
absorver luz na regido do visivel. Sdo necessarias, aproximadamente, sete
ligacdes duplas conjugadas para que o carotenoOide apresente coloracdo. O
sistema de duplas ligacBes conjugadas também confere a estes pigmentos alta

reatividade quimica, podendo ser facilmente isomerizados e oxidados [15].

Derivados benzopiranos: Derivados benzopiranos sdo metabdlitos secundarios
heterociclicos contendo oxigénio. Incluem as antocianinas, que sdo pigmentos
encontrados apenas em vegetais e sdo dominantes em muitas frutas e flores.
Pertencem ao grupo de compostos organicos denominados flavondides. Sé&o
capazes de absorver fortemente a luz na regido do espectro visivel, conferindo
uma infinidade de cores entre o laranja, o vermelho, o plrpura e o azul,
dependendo do pH do meio em que se encontram. A estrutura quimica béasica

das antocianinas € baseada em uma estrutura policiclica de quinze carbonos,



derivada do céation 2-fenilbenzopirilio ou, mais simplificadamente, cation
flavilio. Em solugéo aquosa, as antocianinas se encontram comumente na forma
de uma mistura de diferentes estruturas quimicas em equilibrio: cétion flavilium
(vermelho), base anidra quinoidal (azul), pseudo-base carbitol (incolor), e

chalcona (incolor ou levemente amarela) [15].

e Compostos N-heterociclicos: Os compostos N-heterociclicos, diferentes dos
tetrapirrdis, sdo metabdlitos secundarios das plantas e sdo representados pelas
betalainas, presentes unicamente em vegetais. S&0 um grupo de pigmentos
amarelos, vermelhos e purpuras, que incluem as betacianinas e as betaxantinas.
As betalainas sdo compostos N-heterociclicos soltveis em agua, localizados nos
vacuolos das plantas. As betalainas ndo pertencem ao grupo dos alcaloides, pois
na natureza se apresentam na forma &cida, devido a presenca de varios grupos
carboxilas. Produzem coloracdo vermelha, amarela, pink e laranja em flores e
frutas [15].

A estrutura geral das betalainas contém o acido betalamico acompanhado de
um radical R1 ou R2. Estes radicais sd0 uma representacdo geral para os
possiveis substituintes desse ponto da estrutura, que podem ser de um simples
hidrogénio a um complexo substituinte. A variacdo desses grupos é em funcéo
das diferentes fontes de onde podem ser obtidos esses pigmentos e determinam
sua tonalidade e estabilidade. Desta forma, as betalainas podem ser divididas em
dois grupos estruturais: as betacianinas (vermelho ao vermelho violeta) e as

betaxantinas (amarelo) [15].

Os corantes sintéticos sdo obtidos via sintese quimica e podem ser divididos em
20-30 grupos diferentes a respeito de seus cromdforos, que sdo tipicamente grupos de
remocao de elétrons, responsaveis por conferir cor aos compostos. Também possuem o
grupo auxocromo, que € um substituinte doador de elétrons e é responsavel por
intensificar a cor do cromoforo e proporcionar a solubilidade e aderéncia do corante
para a fibra, tendo como grupos de maior destaque: NH», -NR3, -NHR, - COOH, -SO3H,
-OH e -OCHg3 [13, 16].



Os corantes sintéticos sdo em sua maioria xenobidticos, ou seja, microrganismos
em rios e lagos ndo contém enzimas especificas para degradacdo deste tipo de
composto, sob condi¢bes na presenca de ar e, mesmo sob condi¢cdes anaerdbicas, a

degradacéo do corante se processa muito lentamente [8].

Os principais grupos de corantes sintéticos, quanto a estrutura quimica, s&o:
corantes azoéicos (grupo cromoégrafo azo: -N=N-), largamente utilizados na inddstria;
corantes nitrados e nitrosos (grupo cromoégrafo -NO2 ou -NO); corantes do
difenilmetano e do trifenilmetano (derivados aminados ou hidroxilados destes
compostos); corantes antraquinénicos (derivam da antraquinona); corantes acridinicos,
azidicos, oxazinicos e tiazinicos (derivam da acrinina, azinas, oxazinas e tiazinas);
corantes xanténicos (derivam do xanteno); corantes indigoides e tio-indigdides (derivam
do indigo e da puarpura-de-tiro) e corantes quinoleinicos (derivam da quinoleina) [13,
16].

e O grupo trifenilmetano ou triarilmetano é caracterizado por conter um atomo de
carbono central e trés radicais arila, que geralmente sdo grupos fendlicos. Sua
estrutura é encontrada em diversos corantes como a fenolftaleina (resultante da
condensacéo entre o fenol e o anidrido ftalico), o verde de bromocresol e o verde
malaquita, etc [13, 16].

e A antraquinona é um composto de formula (C14HgO>), obtido pela condensagédo
do anidrido ftalico com o benzeno. A introducdo dos radicais OH, NH,, NR,

fornece intermediarios para a sintese dos corantes antraquinénicos [13, 16].

e O xanteno € um composto organico amarelo heterociclico. Sua férmula quimica
é C13H100. O xanteno é a base de uma classe de corantes, como a fluoresceina,
as eosinas, e as rodaminas. Corantes de xanteno tendem a ser fluorescentes,

dando corantes brilhantes, de amarelos rosados a vermelhos azulados [13, 16].

e A substancia precursora do indigo, o indoxil, ou 3-hidroxindol, esta presente nas
plantas e é oxidado pelo oxigénio atmosférico ao indigo, provavelmente por
dimerizagdo de um intermediario radicalar, o indol. Entre outros usos tornou-se

famoso por dar a cor as calgas "Jeans™ [13, 16].



e Os azo corantes sdo uma classe de corantes organicos sintéticos que apresentam
uma vasta variedade de cores. Além de ser constituida por compostos
aromaticos, esta classe é caracterizada por apresentar uma ou mais ligagdes azo
(N=N), designando os corantes como monoazo, reconhecidos por conferir
tonalidades mais vivas, os diazo, triazo e ainda os poliazo. Em geral a fabricacao
dos corantes azo é feita com acopulacdo de sais de diazénio com aminas, fendis
e outras substancias gerando compostos hidroxiazo ou aminoazo. Os azo
corantes apresentam uma vasta gama de tonalidades, das quais pode-se citar o
amarelo, varias tonalidades de laranja, vermelho, marinho, azul, violeta e preto.
Como exemplo de azo corantes tem-se 0 amaranto, Ponceau 4R, vermelho 40,

azorrubina, tartrazina, amarelo crepusculo, etc [13, 16].

Os corantes azo constituem a classe mais importante de substancias que
promovem cor. A versatilidade desta classe deve-se a facilidade com que os compostos
azo podem ser sintetizados, e de fato quase todas as aminas aromaticas diazotizadas
podem ser acopladas com qualquer sistema nucleofilico insaturado para fornecer o
produto azo colorido. Se o composto resultante contiver uma amina primaria, esta
também pode ser diazotizada e acoplada, fornecendo um sistema de maior conjugacao.
Estendendo a conjugacdo, ou adicionando sistemas ciclicos maiores ou diferentes
grupos doadores de elétrons, uma larga faixa espectral de cores pode ser obtida, com

quase qualquer propriedade fisica ou quimica desejavel [16].

111.2.2 Formas de fixacao do corante a fibra téxtil

A forma de fixacdo da molécula do corante a fibra geralmente é feita em solucéo
aquosa e pode envolver basicamente 4 tipos de interagGes [10]:

e InteracgBes ldnicas - Sdo baseadas em interagdes matuas entre o centro
positivo dos grupos amino e carboxilatos presentes na fibra e a carga
ibnica da molécula do corante ou vice-versa. Exemplos caracteristicos

deste tipo de interacdo sdo encontrados na tintura da |&, seda e poliamida.
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Interagdes de Van der Waals - Sdo tingimentos baseados na interagéo
proveniente da aproximacdo maxima entre orbitais do corante e da
molécula da fibra, de tal modo que as moléculas do corante séo
“ancoradas” firmemente sobre a fibra por um processo de afinidade, sem
formar uma ligacdo propriamente dita. Esta atracdo é especialmente
efetiva quando a molécula do corante € linear/longa e/ou achatada, e
pode se aproximar 0 maximo possivel da molécula da fibra. Exemplos
caracteristicos deste tipo de interacdo sdo encontrados na tintura de I1a e
poliéster e em corantes com alta afinidade por celulose.

Interaces de Hidrogénio - Séo tinturas provenientes da ligagéo entre
atomos de hidrogénio covalentemente ligados no corante, e pares de
elétrons livres de atomos doadores em centros presentes na fibra.
Exemplos caracteristicos deste tipo de interagdo sdo encontrados na
tintura de 1, seda e fibras sintéticas como acetato de celulose.

InteracOes Covalentes - Sdo provenientes da formacdo de uma ligacao
covalente entre a molécula do corante contendo grupo reativo (grupo
eletrofilico) e residuos nucleofilicos da fibra. Exemplos caracteristicos

deste tipo de interacdo sdo tinturas de fibra de algodao.

111.2.3 Classificacdo quanto ao modo de fixacdo a fibra téxtil

Os principais grupos de corantes classificados pelo modo de fixacdo s&o

apresentados a seguir.

Corantes reativos: sdo corantes contendo um grupo eletrofilico capaz de formar
ligacdo covalente com grupos hidroxila das fibras celul6sicas, com grupos
amino, hidroxila e tidis das fibras protéicas e também com grupos amino das
poliamidas. Existem numerosos tipos de corantes reativos, porém os principais
contém a funcdo azo e antraquinona como grupos cromoéforos e 0s grupos
clorotriazinila e sulfatoetilsulfonila como grupos reativos. Este grupo de
corantes apresenta como caracteristica uma alta solubilidade em &gua e o

estabelecimento de uma ligacéo covalente entre o corante e a fibra [10].
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Corantes diretos: este grupo de corantes caracteriza-se como compostos
solGveis em &gua, capazes de tingir fibras de celulose (algodéo, viscose, etc)
através de interacGes de Van der Waals. A afinidade do corante é aumentada
pelo uso de eletrolitos, pela pela planaridade na configuracdo da molécula do
corante ou a dupla ligacdo conjugada que aumenta a adsor¢éo do corante sobre a
fibra. Esta classe de corantes é constituida principalmente por corantes contendo
mais de um grupo azo (diazo, triazo e etc.) ou pré-transformados em complexos

metalicos [10].

Corantes azoicos: sdao compostos coloridos, insollveis em &gua, que Ssao
sintetizados sobre a fibra, durante o processo de tingimento. Nesse processo, a
fibra é impregnada com um composto soltvel em agua, conhecido como agente
de acoplamento, que apresenta alta afinidade por celulose. A adicdo de um sal de
diazénio provoca uma rea¢do com o agente de acoplamento ja fixado na fibra e

produz um corante insolGvel em agua [10].

Corantes acidos: o termo corante acido corresponde a um grande grupo de
corantes anionicos portadores de um a trés grupos sulfonicos. Estes grupos
substituintes ionizaveis tornam o corante sollvel em &gua, e tém vital
importancia no método de aplicacdo do corante em fibras proteicas (1&, seda) e
em fibras de poliamida sintética. No processo de tintura, o corante previamente
neutralizado (solucdo contendo cloreto, acetato, etc.) se liga a fibra através de
uma troca idnica envolvendo o par de elétrons livres dos grupos amino e

carboxilato das fibras proteicas, na forma ndo protonada [10].

Corantes basicos ou catidnicos (basicos modificados): os corantes basicos
dividem-se em diversas classes quimicas: azo, antraquinona, triarilmetano,
triazina, oxima, acridina e quinolina. S&o sollveis em &gua e produzem solucGes
coloridas catibnicas, devido a presenca de grupamento amino (NH;). Suas
aplicacdes sdo direcionadas principalmente para as fibras acrilicas e, em casos
especiais, para a I, seda e acetato de celulose. Fornecem cores bastante vivas e

algumas até mesmo fluorescentes de boa solidez [14, 17].

Ja os antigos corantes basicos (catibnicos ndo modificados), devido a sua pouca

solidez (principalmente a luz), hoje em dia, possuem utilizacdo téxtil bastante
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reduzida, tendo sofrido forte pressdo do mercado quanto a seguranca de seu
manuseio, visto que grande parte dos mesmos utiliza a benzidina (CAS-92-87-
5)? como matéria-prima, produto reconhecidamente carcinogénico [14].

e Corantes a tina (VAT DYES): é uma grande e importante classe de corantes
baseada nos indigos, tioindigoides e antraquinoides. Todos eles possuem, como
caracteristica quimica, a presenga de um grupo cetdnico (C=0) e séo aplicados
praticamente insolUveis em agua. Porém, durante o processo de tintura eles séo
reduzidos com ditionito, em solucdo alcalina, transformando-se em um
composto soltvel (forma leuco). O grupo ceténico toma a forma reduzida (C-
OH), solavel em agua, e o corante passa a ter afinidade quimica com a fibra
celulésica. O corante original, insolivel, é recuperado por uma oxidacéo
posterior [14, 17].

e Corantes de enxofre: € uma classe de corantes que apds a aplicacdo se
caracterizam por compostos macromoleculares com pontes de polissulfetos, os
quais sdo altamente insollveis em agua. Em principio séo aplicados apds pré-
reducdo em banho de ditionito de sddio, que lhes confere a forma solGvel, sdo

reoxidados subsequentemente sobre a fibra pelo contato com ar [10].

e Corantes dispersivos: constitui uma classe de corantes insolGveis em agua,
aplicados em fibras de celulose e outras fibras hidrofébicas, através de
suspensdo (particulas entre 1 a 4 micra). Durante o processo de tintura, o corante
sofre hidrélise e a forma originalmente insoltel é lentamente precipitada na

forma dispersa sobre o acetato de celulose [10].

e Corantes pré-metalizados: sdo Uteis principalmente para tintura de fibras
protéicas e poliamida. Os corantes sdo caracterizados pela presenca de um grupo
hidroxila ou carboxila na posi¢do ortho em relacdo ao cromdforo azo. Neste tipo
de tintura, explora-se a capacidade de interacdo entre o metal e os grupamentos
funcionais portadores de pares de elétrons livres, como aqueles presentes nas

fibras protéicas [10].

’0 numero CAS ou registro CAS (CAS number ou CAS registry number) de um composto quimico é um
namero de registro Unico no banco de dados do Chemical Abstracts Service.

13



e Corantes branqueadores: as fibras téxteis no estado bruto por serem
compostas primariamente de matérias organicos, apresentam como caracteristica
um aparéncia amarelada, por absorver luz particularmente na faixa de baixo
comprimento de onda. A diminui¢do dessa tonalidade tem sido realizada na
industria ou na lavanderia pela oxidacdo da fibra com alvejantes quimicos ou
utilizando os corantes brancos também denominados de branqueadores Opticos
ou mesmo branqueadores fluorescentes. Estes corantes apresentam grupos
carboxilicos, azometino (N=CH) ou etilénicos (-CH=CH-), aliados a sistemas
benzénicos, naftalénicos, pirénicos e anéis arométicos que proporcionam
reflexdo por fluorescéncia na regido de 430 a 440 nm quando excitados por luz

ultravioleta [10].

e Mordentes: no grupo incluem-se muitos corantes naturais e sintéticos. O
corante mordente se liga a fibra téxtil por meio de um mordente, que € uma
substancia associada ao tingimento com a funcdo especifica de manter a
durabilidade da cor, conferindo maior resisténcia as lavagens e exposi¢do ao sol
[17].

111.3  Azul de Metileno: Propriedades e Aplicagdes

O azul de metileno é um dos mais comuns dentre 0s corantes comerciais
utilizados no processo de tingimento das indstrias téxteis [18]. E um corante basico,
pertencente & classe das fenotiazinas. E organico, aromatico, heterociclico e soltvel em
agua ou alcool [8, 19]. Os corantes basicos sdo soluveis em agua e produzem céations
coloridos em solugdo. Por isso, frequentemente, refere-se a eles como corantes
catibnicos. Pelas caracteristicas apresentadas, o azul de metileno torna-se um residuo
dificil de se tratar e, sendo cationico, tem alta reatividade e capacidade de reagir com

quase qualquer substrato [8].

O corante azul de metileno possui vastas aplicagdes, como a coloragéo de papel,
tintura de cabelo temporaria, tingimento de algoddes, |&s, poliésteres, nylons, etc [7, 8].
Possui massa molar de 373,9 Da, que corresponde ao cloridrato de azul de metileno

com trés grupos de agua [20] e sua estrutura esta representada na Figura 4.
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Figura 2 - A estrutura do azul de metileno [20].

O azul de metileno pode ser prejudicial, apesar de ndo ser extremamente
perigoso [7]. Seu aquecimento pode gerar 0xido de enxofre e Oxido nitrico, além de
causar efeitos toxicoldgicos em organismos aquaticos e na qualidade da &gua [8]. A
exposicdo aguda ao corante pode causar aumento dos batimentos cardiacos, choque,
formacdo de corpos de Heinz, cianose, ictericia e, em casos graves, quadriplegia e
necrose tecidual em seres humanos [7]. Pode provocar queimaduras nos olhos, causando
danos permanentes aos olhos de humanos e animais [21]. Se inalado, pode dar origem a
curtos periodos de respiracdo rapida ou dificil e sua ingestdo produz uma sensacgdo de
qgueimacdo, podendo causar nauseas, vomitos, diarréia e gastrite. A ingestdo de uma
superdosagem causa dor abdominal e no peito, dor de cabeca intensa, sudorese
excessiva, confusdo mental, micgdo dolorosa e meta-hemoglobinemia [22].

Devido a tais caracteristicas e as graves consequencias ambientais, citadas
anteriormente, se torna essencial o tratamento de residuos para a remoc¢do do azul de

metileno do processo efluente.

I11.4 Tratamentos de Residuos e Efluentes de Corantes Quimicos

Os efluentes provenientes da industria de corantes ou de processos envolvendo
tingimento téxtil, ndo tratados convenientemente, sdo uma das preocupacdes ecoldgicas
mais emergentes. Deste modo, corantes altamente insolUveis — que requerem uma baixa
solubilidade no processo de aplicagédo — apresentam menor biodisponibilidade do que
corantes contendo grupos sulfénicos, os quais sdo mais sollveis, embora apresentem

residuos toxicos na agua de lavagem devido a baixa fixagéo [10].
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Efluentes contendo corantes, normalmente, ndo sdo passiveis de tratamentos
bioldgicos convencionais, devido a sua natureza recalcitrante e efeitos inibitérios [23].
Além disso, as cores fortes transmitidas para 0s ecossistemas aquaticos causam
problemas estéticos, bem como problemas ecologicos sérios, tais como
carcinogenicidade e inibicdo da fotossintese bentdnica. Por esses motivos, diversas
técnicas — que serdo apresentadas adiante — tém sido desenvolvidas para a remocao
preferencial de corantes de &guas residuais [24-27].

O grupo que atrai maior atencdo € o de corantes contendo a funcdo azo-
aromatico como cromoforo, os quais constituem o maior grupo de corantes organicos
produzidos mundialmente. A biotransformacdo destes corantes pode ser responsével
pela formagcdo de aminas, benzidinas e outros intermediarios com potencialidade

carcinogénica [10].

A liberacdo de corantes no ambiente constitui apenas uma pequena proporc¢édo da
poluicdo da dgua, mas os corantes sdo visiveis em pequenas quantidades, devido a sua
luminosidade. Legislacfes governamentais mais severas tém forcado as inddstrias
téxteis a tratar seus efluentes com um padrdo de qualidade cada vez maior, alem de
reduzir a quantidade e toxicidade das emissOes; realizar a reciclagem e reGso de
residuos; promover a adaptagdo e otimizacdo de processos de producao; e a substituicdo

de matérias-primas toxicas [14, 26].

111.4.1 Legislacdo Ambiental aplicada ao retso de 4gua e ao lancamento de efluentes
em recursos hidricos

Numa perspectiva de protecdo da saude humana, a Diretiva 2002/61/CE do
Parlamento e Conselho Europeu da Unido Européia, proibe a utilizacdo de corantes
azdicos perigosos e a comercializacdo de alguns artigos téxteis e de couro tingidos com
aquelas substancias. Esta Diretiva altera pela décima nona vez a Diretiva 76/769/CEE
do Conselho, relativa as disposic¢des legislativas, regulamentares e administrativas dos
Estados-Membros respeitantes a limitacdo da coloca¢do no mercado e da utilizacdo de

algumas substancias e preparagdes perigosas [14, 28, 29].

16



A Diretriz de controle de carga organica em efluentes liquidos de origem
industrial, instituida pelo Instituto Estadual do Ambiente (INEA), abrange os efluentes
liquidos industriais, bem como os esgotos sanitarios gerados pelas industrias, quando
tratados em conjunto com os efluentes industriais e estabelece, como parte integrante
do Sistema de Licenciamento de Atividades Poluidoras — SLAP, exigéncias de controle

de poluicéo das aguas que resultem na redugéo de [30]:

— Matéria organica biodegradavel de origem industrial;

— Matéria organica nao biodegradavel de origem industrial;

— Compostos organicos de origem industrial que interferem nos
mecanismos ecologicos dos corpos d’agua e na operagao de sistemas
bioldgicos de tratamento implantados pelas industrias e pelas operadoras

de servicos de esgoto.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), juntamente com o
Conselho Nacional de Recursos Hidricos (CNRH) e a Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), aprovaram dispositivos que dispdem sobre o descarte de efluentes

em corpos d’agua, assim como o reuso de agua, dentre 0s quais destacam-se [14, 31]:

e Resolugdo CONAMA n° 357/2005: dispde sobre a classificagdo dos corpos de
agua e diretrizes ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as

condicdes e padrdes de lancamento de efluentes, e da outras providéncias.

e Resolucdo CONAMA n° 430/2011: dispde sobre condicdes, parametros, padroes
e diretrizes para gestdo do lancamento de efluentes em corpos de &gua
receptores, alterando parcialmente e complementando a Resolu¢do CONAMA n°
357/ 2005.

e Resolugdo CNRH n° 54/2005: estabelece modalidades, diretrizes e critérios
gerais para a pratica de relso direto ndo potavel de agua, e da& outras

providéncias.

e Resolugdo CONAMA n° 396/2008 — Dispde sobre a classificacdo e diretrizes
ambientais para 0 enquadramento das &guas subterraneas e da outras

providéncias. No que se refere a disposicéo de efluentes, o art. 27 diz o seguinte:
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“Art. 27. A aplicagdo e disposi¢do de efluentes e de residuos no solo deverao
observar os critérios e exigéncias definidos pelos érgdos competentes e nédo
poderdo conferir as dguas subterrdneas caracteristicas em desacordo com o seu

enquadramento.”

111.4.2 Tratamento de efluentes industriais

De acordo com a NBR 9800:1987, efluente liquido industrial é o despejo liquido
proveniente do estabelecimento industrial, compreendendo emanacfes de processo
industrial, aguas de refrigeracdo poluidas, aguas pluviais poluidas e esgoto doméstico
[14, 32].

O gerenciamento adequado dos efluentes é importante para minimizar impactos
ambientais, 0 que exige a adocdo de procedimentos especificos de coleta e tratamento.
A escolha da tecnologia mais adequada para o tratamento de um efluente depende da
analise detalhada dos tipos e caracteristicas dos contaminantes que deverdo ser
eliminados ou minimizados, j& que a maioria dos processos e operacdes unitarias de
tratamento, com pequenas excec¢des, sdo aplicaveis para classes muito especificas de
contaminantes. A opgdo por uma determinada técnica de tratamento ou por uma
combinacdo entre duas ou mais técnicas é o que define um sistema de tratamento e deve
fundar-se no conhecimento do potencial de cada técnica e dos mecanismos envolvidos
na reducdo do contaminante de interesse [14]. Os processos de tratamento sdo reunidos

em grupos distintos, apresentados a seguir .

e Processos fisicos: sdo assim chamados em razdo dos fendmenos fisicos que
ocorrem na remoc¢do ou na transformacdo de poluentes das aguas residuarias.
Geralmente 0os mesmos sao utilizados para separar sélidos em suspensdo nas
aguas residudrias, mas também podem ser utilizados para equalizar e
homogeneizar um efluente. Dentre os processos fisicos destacam-se: a remogédo
de solidos grosseiros, sedimentaveis e flutuantes; remocao da umidade de lodo;

homogeneizacao e equalizacdo de efluentes; diluicdo de aguas residuarias [14].

e Processos quimicos: sdo processos em que a utilizacdo de produtos quimicos é

necessaria para aumentar a eficiéncia da remocdo de um elemento ou substancia,
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modificar seu estado ou estrutura, ou simplesmente alterar suas caracteristicas
quimicas. A acidificacdo de um efluente visando a quebra de emulsdo de certos
6leos e graxas e o ajuste do pH de uma solucédo para a precipitacdo de metais na
forma de Oxidos e hidroxidos sdo exemplos de processos quimicos de tratamento
de &guas residudarias. Quase sempre sdo utilizados conjugados a processos fisicos
e algumas vezes a processos bioldgicos. Os principais sdo: coagulagdo -
floculacdo; precipitacdo quimica; oxidacgdo; cloragdo; neutralizacdo ou correcado
do pH [14].

e Processos bioldgicos: sdo assim denominados por dependerem da agdo de
microrganismos aerébios ou anaerobios. Os fenémenos inerentes a respiracéo e
a alimentacdo desses microrganismos sdo predominantes na transformacdo da
matéria orgénica, sob a forma de solidos dissolvidos e em suspensdo, em
compostos simples como sais minerais, gas carbbnico, dgua e outros. Os mais
conhecidos sdo: lodos ativados e suas variacdes; filtros bioldgicos anaerébios ou
aerobios; lagoas aeradas; lagoas de estabilizacdo facultativas e anaerdbias;

digestores anaerdbios de fluxo ascendente [14].

A maior parte das remogdes de corantes ocorre por meios fisico-quimicos, como
a coagulacdo quimica e a adsor¢do em carvao ativado. Tais métodos geralmente séo
muito caros e, ainda que 0s corantes sejam removidos, a acumulacdo de lamas
concentradas cria um problema de eliminacdo. As técnicas de tratamento
fundamentadas em processos de coagulacdo, seguidos deseparacdo por flotacdo ou
sedimentacdo, apresentam uma elevada eficiéncia na remocao dematerial particulado.
No entanto, a remoc¢édo de cor em compostos organicos dissolvidos mostra-se deficiente.
Tratamentos baseados em processos biologicos sdo frequentemente utilizados, ja que
permitem a transformacdo de compostos organicos toxicos em CO, e H,0O, nos
processos aerdbios, ou CH4 e CO, nos anaerobios, com custos relativamente baixos.
Contudo, sdo procedimentos que requerem longo tempo de operacdo para que o efluente
atinja os padrdes exigidos. Existe a necessidade de encontrar tratamentos alternativos
que sejam eficazes na remoc¢éo de corantes de grandes volumes de efluents e que sejam
de baixo custo, tais como sistemas biologicos ou de combinagéo dos sistemas [8, 25-27,
33, 34].
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Os processos oxidativos merecem destaque, pois a oxidacdo quimica € um
processo que demonstra grande potencial no tratamento de efluentes contendo
compostos toxicos ndo biodegradaveis. Através de rea¢fes quimicas de oxidacdo pode-
se degradar componentes organicos toxicos, diminuir a intensidade de cor dos efluentes
e ainda tem como vantagem o fato de destrui-los e ndo somente transferi-los de fase,
como ocorre, por exemplo, com 0s métodos de precipitacdo, coagulacdo, floculagéo,
sedimentacdo, dentre outros, que resultam em duas fases: uma composta pela &dgua
limpa e outra pelo residuo contaminante concentrado. A mineralizacdo do poluente por
processos oxidativos convencionais pode ocorrer por métodos quimicos e bioldgicos,
por exemplo, com o uso de oxigénio, oz6nio, cloro, hipoclorito de sédio, dioxido de
cloro, permanganato de potéssio, peréxido de hidrogénio e bactérias, porém, os
processos oxidativos convencionais mais utilizados, sdo a incineracdo e o tratamento
bioldgico [35-37].

111.4.3 Processos Oxidativos Avancados (POA)

Os processos oxidativos avangados (POA) tém sido extensivamente estudados
devido ao seu potencial como alternativas ou complementos aos processos
convencionais de tratamento de efluentes. Nestes estudos, tém se evidenciado a sua
potencialidade, que se estabelece cada vez mais como uma tecnologia aplicavel no
tratamento de residuos, dguas industriais € na remediacdo de solos contaminados [36,
37].

Em geral, os processos oxidativos avancados sdo caracterizados pela formacéo
de radicais hidroxilas ('OH) no meio reacional que atuam como oxidantes principais.
Esses radicais apresentam um potencial de oxidagdo bastante elevado e sdo poucos
seletivos, sendo capazes de reagir com praticamente todas as classes de compostos
orgénicos, por mecanismos distintos, dependendo da estrutura do “composto-alvo”,
permitindo a completa degradacdo destas substancias, com taxas de mineralizacdo da
ordem de 10° a 10° M*s™, pois o potencial padrdo de reducéo do radical hidroxila é de
E%=2,8 V, sendo muito superior ao dos oxidantes convencionais. Portanto, 0s processos
oxidativos avangados se destacam pela possibilidade efetiva de serem utilizados na

completa mineralizacdo de componentes toxicos e danosos [38-40].
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Os processos oxidativos avancados podem ser classificados em dois grandes
grupos: os sistemas homogéneos e os sistemas heterogéneos. Os homogéneos ocorrem
em uma fase e envolvem reagdes com oz6nio: O3/UV; com perdxido de hidrogénio:
H,0,/UV; e com H,0,/Fe?* (Fenton). N&o necessariamente a radiacdo UV é aplicada
nestes sistemas, podendo-se utiliza-la ou ndo. Os sistemas heterogéneos se diferenciam
dos homogéneos devido a presenca de catalisadores semicondutores como, por
exemplo, o didxido de titnio (TiO;). Os principais métodos deste sistema sdo
TiO,/03/UV; TiO,/H,0,/UV e Eletro-Fenton. Os sistemas combinados TiO,/UV/H,0, e
Fe*?/UV/H,0, sdo considerados um dos mais promissores para a remediacdo de aguas

contaminadas [35, 36].

A utilizagdo da radiagdo UV e as propriedades semicondutoras do catalisador
permitem a formacdo dos radicais hidroxilas e a consequente oxidacdo do efluente.
Nesses sistemas homogénios e heterogénios, o peroxido de hidrogénio (H,0,) ¢ a fonte
mais comum de radicais ‘OH, seja por sua decomposi¢do catalitica na presenca de ions
metalicos ou de éxidos semicondutores, ou ainda, por irradiacdo com luz ultravioleta
(UV). O uso de peroxido de hidrogénio em processos industriais e em tratamento de
efluentes ndo deixa residuo e, por estas vantagens, é mais utilizado que o 0z6nio (O3) na
degradacdo ou mineralizacdo de produtos tdxicos, revelando-se de extrema importancia

[41]. Os processos oxidativos avancados apresentam as seguintes vantagens [35]:

— A érea necesséria para o sistema bioldgico pode ser reduzida e em alguns
casos, eliminada;

— O peroxido de hidrogénio quando utilizado, se dissocia e ndo produz
residuo nocivo (“reagente limpo”);

— O processo é de facil operacgdo e de grande estabilidade.

E as desvantagens sao as seguintes [35]:

— O peroxido de hidrogénio ndo é seletivo;

— Intermediarios de reacdo podem ser mais toxicos que o contaminante a
ser tratado;

— A taxa de oxidacdo quimica é limitada pela taxa de formagao dos radicais
hidroxila e é dependente da matéria organica presente e da quantidade de
oxidante adicionado ao sistema;

— Custo elevado do perédxido de hidrogénio.

21



Processos Oxidativos em Corantes Téxteis:

S&o diversas as pesquisas na literatura sobre a degradacdo de corantes téxteis,
com elevada eficiéncia de remocdo de cor. Por exemplo, no estudo da degradacéo do
corante reativo indigo carmim, utilizando o sistema heterogéneo TiO2/UV, obteve-se
100% de remocédo de cor [42]. No estudo da degradacdo do corante reativo orange 16
utilizando UV, foi obtido 100% de remocdo de cor, em 100 minutos [43]. Na
degradacdo do corante vermelho congo, utilizando o sistema homogénio UV/H202,

obteve-se 97% de remocao de cor em 5 minutos de reacao [40].

Pode-se observar que a literatura descreve diversos processos de oxidacdo
avancados que sdo bastante eficientes na remocdo de cor dos efluentes da industria
téxtil, de forma répida e eficiente [17, 40, 42, 43].

Processos Oxidativos Utilizando Enzimas:

Os processos oxidativos enzimaticos envolvem reacdes de transferéncia de
elétrons, ou seja, reaces de oxidacdo-reducdo e, por isso, as enzimas envolvidas neste
processo oxidativo sd@o as chamadas oxidorredutases [44]. Essas enzimas sdo
classificadas em subclasses, pois atuam em diferentes grupos doadores ou receptores,

sendo 22 subgrupos e as desidrogenases, redutases e oxidases sdo as mais comuns [45].

As peroxidases, que sd8o um tipo de oxidorredutases, sdo utilizadas pelas
indUstrias para diversos fins. Por exemplo, no tratamento de diversos compostos
organicos, incluindo corantes, nos quais podem catalisar a degradacdo dos tipos
aromaticos, tanto por precipitacdo, quanto pela ruptura do anel aromatico. As reacdes

que compdem o ciclo catalitico da enzima sdo [46] :
Peroxidase + H,0, — Composto | + H,0 (D
Composto | + AH, —» Composto 1 + A® (2)
Composto Il + AH, — Peroxidase + AH* + H,0 (3)

No primeiro estagio do processo catalitico, ocorre a reagdo do sitio ativo com 0
peréxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio é reduzido, produzindo &gua e o

composto I, uma forma intermediéria reativa, que apresenta um estado de oxidacao mais
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alto em comparagdo com a enzima nativa. No segundo estagio, o composto | oxida uma
molécula de substrato (AH,), neste caso o0 corante aromatico, gerando um substrato
radicalar e o composto Il. Finalmente, o composto Il é reduzido por uma segunda
molécula de substrato, fazendo com que a enzima retorne a sua forma inicial. Os
radicais livres formados durante o ciclo (AH") difundem-se do sitio ativo da enzima para
0 meio da solug&o. Os radicais livres s&o reativos e tendem a iniciar uma reagdo onde as
moléculas arométicas sdo ligadas, formando um produto poliaromatico com
solubilidade reduzida (2AH* — A,Hy | ), 0 que explicaria a precipitacdo do corante

pela agcéo das peroxidases [46].

Na literatura, sdo encontrados diversos trabalhos realizados com as
oxidorredutases, seja esta proveniente de microrganismos, do extrato bruto da enzima
Ou mesmo com a enzima pura, evidenciando a 6tima eficiéncia das oxidorredutases. Por
exemplo, no estudo da oxidagédo de azo corantes pela enzima peroxidase, proveniente do
fungo Phanerochaete chrysosporium, foi obtida uma eficiéncia de 99% na remocéo do

contaminante [1].

No estudo da oxidacdo de nove corantes téxteis, dos grupos reativos e dispersos,
utilizando as enzimas lacases e peroxidases, provenientes dos fungos Pleurotus
osteatrus e Pleurotus sajor-caju, obteve-se eficiéncia de 98% na remocdo de cor [47].
Na oxidacdo do corante Azul Lanaset 2R, utilizando a enzima horseradish peroxidase
(HRP), foram obtidos 94% de remocéo do poluente [44] e na oxidacdo de diferentes
corantes téxteis pela enzima HRP, obteve-se remocdo de 97% do corante Azul
Drimaren CL-R [48].

I11.5 Tratamento Enzimatico de Residuos e Efluentes de Corantes Quimicos

O uso de enzimas tem revelado uma importante aplicacdo na engenharia
ambiental. Enzimas de diversas fontes (fungos e plantas) tém sido utilizadas no
tratamento de compostos a base de corantes [34]. A fonte e a natureza da enzima
selecionada, juntamente com as condi¢bes do sistema, mostraram ter influéncia

significativa sobre a performance geral na remocéo de poluentes [49].
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As enzimas tém capacidade de acdo em poluentes recalcitrantes especificos para
remové-los por precipitagdo ou transformagdo em outros tipos de produtos. Tambem
sdo capazes de modificar as caracteristicas de determinados residuos para torna-los mais
favoraveis ao tratamento ou auxiliar na conversdo do material residual em produtos de

valor agregado [9].

Um numero consideravel de pesquisas tém sido realizadas durante as Gltimas
duas décadas para investigar as novas possibilidades oferecidas pelas enzimas no

tratamento de residuos. As raz0es para esse interesse sdo as seguintes [9]:

1) A taxa de introducdo de xenobioticos e poluentes organicos recalcitrantes
no meio ambiente estd em ascensdo, e esta se tornando cada vez mais
dificil alcancar o grau necessario de remocdao destes poluentes, utilizando
a quimica convencional e o0s processos biologicos.Portanto, existe a
necessidade de desenvolvimento de métodos alternativos de tratamento
que sejam mais rapidos, mais baratos econfiaveis e de mais simples

implementacdo do que 0s processos atuais.

2) Existe um reconhecimento crescente de que as enzimas podem ser

utilizadas para focar poluentes especificos como alvos para o tratamento.

3) Avangos biotecnoldgicos recentes permitiram a producdo mais barata e
mais acessivel de enzimas, através de melhores procedimentos de

isolamento e purificacdo.

A maioria dos processos de tratamentos de efluentes podem ser caracterizados
como fisico-quimicos ou bioldgicos. O tratamento enzimatico se encontra entre essas
duas categorias tradicionais, pois envolve processos quimicos baseados na acdo de
catalisadores bioldgicos. As vantagens potenciais do tratamento enzimaético, quando

comparado com o convencional, incluem [9]:

— Aplicacdo a compostos biorefratarios.

— Operacdo sob concentragdes altas e baixas de contaminantes.
— Operacdo em ampla faixa de pH, temperatura e salinidade.

— Ausencia de efeitos de choque de carga.

— Ausencia de atrasos associados a aclimatizacéo da biomassa.
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— Reducéo no volume de lama (ndo ha geracéo de biomassa).

— Facilidade e simplicidade no controle dos processos.

Diante dessas potenciais vantagens, diversas pesquisas tém focado no
desenvolvimento de processos enzimaticos para o tratamento de solos, dguas residuais,

residuos solidos e residuos perigosos [9].

A acdo catalitica das enzimas é extremamente eficiente e seletiva, se comparada
a catalise quimica, devido a taxas reacionais mais elevadas, condi¢cdes de reacdo mais
suaves e maior estereoespecificidade. Sdo capazes de catalisar reacdes a temperaturas
relativamente baixas e em toda a faixa de pH da fase aquosa. Apesar dos
biocatalisadores serem largamente utilizados em diversas areas, seu papel na solucao de
problemas ambientais foi evidenciado a pouco tempo. A combinacdo da catalise
enzimatica com a geracdo eletroquimica pelo peréxido de hidrogénio (H,O,) mostrou

ser uma alternativa em potencial para processos tradicionais [4].

Foi demonstrado que enzimas extracelulares de fungos de raizes brancas como
as peroxidases (lignin peroxidase (LiP), horseradish peroxidase (HRP) e manganese
peroxidase (MnP)) e pHenoloxidase (laccase) podem ser utilizadas para degradar e
desintoxicar hidrocarbonetos poliaromaticos, bifenilos policlorados e certos corantes.
As peroxidases parecem ser oxidantes superiores, catalisando a descoloragdo de

corantes sintéticos [50].

I11.6 Horseradish peroxidase (HRP)

A horseradish peroxidase (HRP) é, sem divida uma das enzimas mais estudadas
no campo recente do tratamento enzimatico de residuos [9]. A HRP contém um
grupamento heme (grupo prostético que consiste de um atomo de ferro contido no
centro de um largo anel organico heterociclico chamado porfirina) e utiliza peroxido de
hidrogénio para oxidar uma ampla variedade de compostos aromaticos tdxicos, como
fendis, bifendis, anilinas, benzidinas e compostos heteroaromaticos relacionados [9, 51].
Os produtos de reacdo sdo polimerizados através de um processo ndo enzimatico, que
leva a formacéo de precipitados insollveis em agua, podendo ser facilmente removidos

de aguas residuais por sedimentacao ou filtracdo [9].
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HOOC COOH

Figura 3 - Grupo prostético heme das peroxidases [17].

Figura 4 - Estrutura tridimensional da HRP mostrando o grupo heme (de cor vermelha) no
sitio ativo da molécula entre dois atomos de calcio (esferas azuis) [17].

A HRP pertence a classe Il (peroxidases classicas de plantas secretoras) da
superfamilia de peroxidases, que inclui peroxidases de bactérias, fungos e plantas [52].
Sua atividade enzimatica é uma reducéo ciclica e oxidacdo do atomo de ferro do grupo
hematina em meio adequado [4]. A maioria das reacOes catalisadas pela HRP pode ser

expressa pela equacdo 4:

HRP C
H,0, + 2AH, — 2H,0 + 2AH" (4)

Na qual AH; e AH’ representam o substrato de reducdo e seu produto radical,
respectivamente. Substratos de reducdo tipicos incluem fenois aromaéticos, acidos

fendlicos, indodis, aminas e sulfonatos [51].

A horseradish peroxidase é particularmente adequada para o tratamento de
aguas residuais, pois mantém sua atividade ao longo de uma ampla faixa de pH e

temperatura [53]. Seu mecanismo de acdo é relativamente bem compreendido e foi
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modelado matematicamente [54]. A maioria das aplicagdes da HRP tem foco no
tratamento de contaminantes fenolicos [53, 55, 56], mas seu uso no tratamento de
anilinas, hidroxiquinolinas e arilaminas cancerigenas, como as benzidinas e

naftilaminas, também tem sido demonstrado [55, 57].

Além disso, a HRP tem capacidade de coprecipitar certos contaminantes dificeis
de remover, incluindo seus ndo-substratos, juntamente com compostos de mais facil
remocdo, por induzir a formagdo de polimeros mistos, que se comportam de forma
semelhante aos produtos poliméricos de compostos mais facilmente removiveis. Este
fendmeno tem uma importante implicacao pratica para aguas residuais que normalmente

contém poluentes diferentes [55].

A horseradish peroxidase vem sendo estudada h& mais de um século e, nos
ultimos anos, foram descobertas novas informacdes sobre sua estrutura tridimensional,
seus intermediarios cataliticos, mecanismos de catalise e as funcBGes de residuos de
aminoacidos especificos. A mutagénese sitio-especifica e técnicas de evolucao dirigida
de proteinas sdo utilizadas rotineiramente para investigar a estrutura e funcdo da HRP e
oferecem a oportunidade de desenvolver enzimas projetadas para aplicacdes praticas em
produtos naturais, sintese de produtos da quimica fina, diagnosticos médicos e

biorremediagéo [51].

I11.7 Técnicas de Imobilizacdo de Enzimas

Apesar de serem capazes de catalisar uma grande variedade de compostos
aromaticos na presenca de peroxido de hidrogénio, algumas limitagdes impedem o uso
da forma liquida ou livre dessas enzimas, pois sua estabilidade e capacidade catalitica
diminui conforme a natureza complexa dos efluentes. Algumas dessas limita¢cbes podem
ser contornadas com o uso de enzimas imobilizadas que podem ser utilizadas repetida e
continuamente, como catalisadores de vida Gtil mais longa [58]. Uma das definicfes
mais abrangentes de enzimas imobilizadas ¢ a que considera imobilizadas “enzimas que
estdo fisicamente confinadas, ou localizadas em certa regido definida do espaco, com
retencdo de suas atividades cataliticas, e que podem ser usadas repetidamente e

continuamente” [59].
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A forma imobilizada das enzimas possui diversas vantagens sobre as enzimas
solubilizadas, como maior estabilidade, menor custo quando reutilizada, facilidade na
recuperacdo e purificagdo do produto, reciclabilidade, protecdo da enzima contra
desnaturantes, proteolises e suscetibilidade reduzida a contaminantes [58]. Essa
metodologia tornou-se uma das estratégias para aumentar a estabilidade enzimatica
contra a inativacdo causada por diversos tipos de desnaturantes e aumentar a
reutilizacdo atraveés de processos continuos e em batelada. Outra vantagem é a

facilidade de separacdo dos produtos solUveis de reacdo e do substrato nao tratado [60].
Véarios métodos de imobilizacao sdo conhecidos, sendo os mais classicos:

e Métodos para imobilizacdo de enzimas solUveis: nestes métodos, as enzimas
mantém sua solubilidade inalterada e sdo separadas do restante da solucdo por
membranas semipermeaveis, fibras porosas ou membranas de ultrafiltracdo. De
modo geral, neste processo ocorre a contencdo da enzima livre em uma camara
ou compartimento, atraves do qual o substrato (reagente) passa e é convertido
em produto. Deste modo, é possivel utilizar continuamente a enzima, na sua
forma nativa, por periodos prolongados de tempo. As membranas utilizadas
neste tipo de imobilizagdo variam muito em sua composi¢do quimica e tamanho
de poro, podendo ser de natureza quimica bem simples como as de
policarbonato (Figura 5) ou mais complexas como as de compasitos de 6xido de
aluminio/polietilenoimina/polianilina [59].

A J.?r e B
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5

Figura 5 - Membrana de Policarbonato fazendo a separacdo de compartimento —
Compartimento A: Enzima e substrato; Compartimento B: saida do produto [59].

e Imobilizagdo sem modificacdo quimica da enzima: neste método a enzima
nativa é aprisionada em uma camara por uma membrana ou fibra, que séo
impermeéveis a molécula de enzima, mas sdo amplamente permeaveis as

moléculas de substrato ou produto. Trata-se de uma técnica extremamente
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simples, em que a enzima nédo sofre qualquer alteracdo em seu micro-ambiente.
No entanto, h& algumas restrices a sua ampla aplicacdo, uma vez que 0s
produtos da reacdo devem ser moléculas pequenas, capazes de passar através dos

poros do sistema [59].

Imobilizacdo com modificagdo quimica da enzima: este método consiste
primariamente em modificar quimicamente a molécula de enzima, através da
ligagdo de compostos de massa molar variada sem, no entanto, alterar a
solubilidade da enzima nativa ou sua atividade catalitica. Deste modo, a enzima
modificada adquire massa molar e diametro maior, permitindo a sua retencao
com o uso de membranas com porosidade elevada, as quais facilitam o processo

de difusdo entre os ambientes, seja do substrato, seja do produto [59].

Meétodos para a preparacdo de enzimas insolUveis: nos métodos de enzima
insoltvel, a enzima sofrerd modificacdo em sua solubilidade, passando a operar
em fase diferente daquela do solvente, onde estardo presentes os substratos e
para onde, via de regra, deverdo retornar os produtos da reacao. Nestes métodos,
a molécula de enzima sofre tanto modificacdo quimica como no seu

microambiente [59].

Aprisionamento: o método de aprisionamento consiste em aprisionar ou
enclausurar a molécula de enzima dentro de uma matriz polimérica, de forma
que seja possivel a entrada do substrato e saida do produto, mas ndo da enzima.
O método se subdivide, de acordo com o material utilizado, em aprisionamento
em gel (Figura 6), no qual sdo utilizados materiais tais como o &gar,
poliacrilamida, gelatina e alginato; e aprisionamento em fibra (Figura 7), em que
0 acetato de celulose € um exemplo tipico. Uma terceira subdivisdo diz respeito
ao aprisionamento em nano/microcapsulas (Figura 8), no qual as enzimas séo
retidas dentro de membranas poliméricas, preparadas a partir de material semi-

permeavel que permitem a difusdo do substrato e do produto [59].
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Figura 6 - Formacgdo do gel de alginato de calcio: (a) homopolimeros de unidade de acido
gulurénico em solucdo; (b) ligagdo entre as cadeias homopoliméricas através dos ions calcio
situados entre 0s grupos com carga negativa aprisionando a enzima no interior da matriz; (c)
formacédo da rede de gel com cadeias homopoliméricas com enzimas aprisionadas [59].

Figura 7 - Aprisionamento em fibras [59].

Luz UV (365 nm)

Solugdn de PEG-DA Foto-polimerizagao
Nanoparticulas de PEG-DA

Figura 8 - Preparacao de nanoparticulas de hidrogel. Nanoparticulas contendo solugdo
de Poli(etileno glicol) - Diacrilato (PEG-DA) [59].
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A imobilizacdo com diferentes materiais poliméricos tem sido estudada,
juntamente com sua aplicagdo no tratamento de diversos poluentes [58]. Os
alginatos aparentam ser um dos polimeros mais adequados a tecnologia de
imobilizacdo por aprisionamento, devido as suas propriedade hidrofilicas,
origem natural e estabilidade diante de condicdes experimentais extremas [60].
Entretanto, a selecdo apropriada do material de encapsulamento especifico para
cada enzima e a otimizacdo das condi¢fes de processos ainda estdo em estagios

iniciais de desenvolvimento [61].

Ligacdo ao suporte: o método consiste na ligacdo da enzima a suportes
insollveis, gerando assim uma segunda fase diferente do meio reacional, onde a
enzima se encontra fixada, e pode ser subclassificado de acordo com o tipo de

ligacdo da enzima com o suporte [59].

Ligacdo ao suporte por adsorcdo: neste método de imobilizacdo, grupos
superficiais do suporte interagem com grupos de superficie da enzima, através
de atracOes eletrostaticas ou dipolares (forcas de van der Waals) ou ainda pontes
de hidrogéniol8. O tipo predominante de interacdo depende da natureza quimica

e propriedades superficiais do suporte e da enzima em questéo [59].

Ligacdo I6nica: no método de imobilizacdo por forca idnica, o suporte possui
grupos funcionais ioniz&veis caracteristicos, 0s quais irdo interagir
especificamente com grupos da enzima (Figura 9). No processo, é possivel que
algum tipo de adsorcdo ocorra simultaneamente. Entretanto, a forca da interacéo

ibnica é maior do que a de adsorcao e, portanto, prevalece [59].

o o

Figura 9 - Imobilizagdo por interagdo i6bnica em polianilina negativamente carregada [59].

Ligacdo covalente ao suporte: a imobilizacdo de enzimas através da formacao
de ligagBes covalentes entre um grupo ligante da enzima e o suporte insoltvel é
um dos métodos mais largamente utilizados e investigados. Este método

emprega 0s mais variados tipos de ligacdo, sendo possivel imobilizar uma
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enzima atraves de qualquer um de seus grupos superficiais reativos. Assim
sendo, h4& uma gama imensa de reacGes que podem ser utilizadas para
imobilizacéo via ligagdo covalente. Um dos métodos mais largamente utilizados
para imobilizacdo por ligacdo covalente é o uso de vidro ou materiais derivados
de silica. Nestes materiais € comum o tratamento para ampliacdo da quantidade
de grupos reativos através de silanizagcdo, seguida de introducdo do brago
espacador de glutaraldeido que atuara como ponto de ligacdo para e enzima
(Figura 10) [59].

Figura 10 - Imobilizac&o covalente de Xerogel Organicamente Modificado (OMX) por multipontos [59].

e Ligacdo Cruzada ou Cross-linking: a insolubilizacdo de enzimas por este
método envolve a formacdo de ligacdo covalente entre moléculas de enzima e
reagentes bifuncionais de baixa massa molar, formando agregados unidos por
ligagdes intermoleculares. Varios meios distintos sdo disponiveis para o preparo
de derivados insollveis de enzimas por ligacdo cruzada, usando reagentes
bifuncionais de baixa massa molar. Um aspecto importante a ser ressaltado € o
fato de que o método de ligacdo cruzada, tal qual descrito aqui, ndo envolve a
associacdao da enzima com um suporte sélido. O produto da ligacdo de vérias
moléculas de enzimas através de reagentes bifuncionais é que se torna insoltvel

e precipita, formando um agregado sélido cataliticamente ativo (Figura 11) [59].

Figura 11 - Imobilizagio por ligagéo cruzada “Cross-linking” [59].
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CAPITULO IV - METODOLOGIA

IV.1 Purificacdo da horseradish peroxidase (HRP) — Método adaptado da Toyobo
do Brasil

A enzima utilizada foi a horseradish peroxidase (HRP) (EC 1.11.17), que foi

gentilmente cedida pela Toyobo Do Brasil em sua forma liofilizada.

A enzima veio misturada com terra diatomécea e foi solubilizada, filtrada e
tratada, antes do procedimento de medida da atividade enzimatica. Pesou-se uma
determinada massa de HRP, que foi solubilizada em tampdo fosfato pH 7,0. A solucéo
obtida foi filtrada em papel de filtro grau qualitativo (INLAB) com porosidade de 6 pum.
O filtrado recolhido foi submetido ao processo de tratamento por didlise em membrana
de celulose [62].

Foi utilizada uma membrana de dialise SPECTRUM® (Spectra/Por molecular
porous membrane tube com espessura de parede de 25 mm, 16mm de diametro, faixa de
massa molar 12000 — 14000 kDa). Apds fechadas as extremidades, a membrana foi
colocada em um becker de 2 litros, imersa em &gua deionizada, na geladeira por 24
horas. Ao final, a solugédo de enzima foi recolhida da membrana, colocada em tubos de
polipropileno de 15 mL e armazenada em freezer. O descongelamento foi feito somente
no momento da medicdo da atividade enzimatica e utilizacdo nas reagdes com o corante
[62].

IV.2 Avaliacdo da atividade enzimatica da HRP

A atividade enzimatica foi avaliada pelo método da 4-aminoantipirina [63]. Em
uma cubeta para DQO, foram adicionados 300 pL do reagente fendlico (fenol 0,2 M),
4,5 mL de tampéo pH 7,0, 300 pL de 4-aminoantipirina e 600 pL de H,O, (60 mg/L).
Com esses reagentes, foi feita a leitura como o zero ou branco no espectrofotometro.
Em seguida foram adicionados 300 L da solugdo de HRP, diluida 400 vezes, e feita a

leitura no espectrofotdmetro, por 1 minuto, a 510 nm [63].

Para o célculo da atividade enzimatica, considerou-se uma unidade de atividade
enzimdtica como sendo a taxa de consumo de perdxido de hidrogénio (em pmol)

durante 1,0 minuto de reacdo. A taxa de consumo foi acompanhada pela absorbancia do
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complexo vermelho formado pela reacdo entre o radical hidroxila do fenol e a 4-
aminoantipirina. Este complexo tem absorcdo em 510 nm e a coloracdo formada é
proporcional ao consumo de peroxido de hidrogénio [63]. A Figura 12 mostra o
complexo vermelho apdés 1,0 minuto de reacdo. A absorbancia foi medida com o
espectrofotdbmetro da HACH modelo DR 2800.

Figura 12 - Andlise da atividade enzimatica — (1) Inicio da reacéo e (2) Complexo Vermelho Formado [17].

IV.3 Calculo da concentracdo de HRP para imobilizacéo e reacdo com o corante

Primeiramente, foi definido o valor da massa de enzima imobilizada a ser
adicionada em cada reacdo. Em seguida, multiplicou-se esse valor pela quantidade de
reacOes necessarias, para se obter a massa total de esferas a serem preparadas. Como a
densidade das esferas é 1g/cm®, a massa total de esferas foi igual ao volume de alginato
preparado. Depois, definiu-se o valor de atividade da enzima a ser utilizada em cada
reagdo e multiplicou-se esse valor pelo nimero de reagbes necessérias, obtendo-se a
atividade total a ser preparada no alginato, que posteriormente foi dividida por cada
meio reacional, através da adicdo da massa de esferas previamente definida. O célculo
do volume de enzima concentrada necessario para a obtencdo da atividade total a ser

imobilizada, foi realizado por meio da equacgéo 5 [63].

Volume de enz. conc.

Atividade enz.conc. X - = atividade total imobilizada (5)
Volume de alginato

Por exemplo, para 5 g de esferas em cada reacdo e para 4 reagdes, foram
preparadas no total 20 g de esferas, através da imobilizacdo em 20 mL de alginato de
calcio. A atividade enzimatica definida para cada meio reacional foi de 25 U/mL, que

34



multiplicada por 4 reacdes, resultou em um valor de atividade total de 100 U/mL. Como
foram preparadas 20 g de esferas contendo no total 100 U/mL, sendo devidamente
homogeneizadas, cada 5 g de esferas continha no total 25 U/mL e assim foi obtida a
atividade enzimatica estipulada para cada meio reacional. Ainda nesse exemplo, se a
atividade da HRP concentrada — calculada pelo método da 4-aminoantipirina — foi de
2.000 U/mL, o volume de enzima concentrada a ser utilizado foi de 1 mL, calculado
pelas equacOes X e x da seguinte forma:

Volume de enz. conc.
20 mL

2.000 U/mL X =100 U/mL (6)

Vol _100><20_1 L (7
ol enz.conc.= 5000~ mL (7)

IV.4  Imobilizacdo da HRP: aprisionamento em gel de alginato de célcio

Para o preparo do gel de alginato de célcio foi dissolvida, de acordo com a
concentracdo desejada, determinada massa em agua destilada, até a formacdo de um gel
homogéneo. Entdo, a HRP concentrada (volume previamente calculado) foi adicionada
ao gel de alginato de célcio, homogeneizada e a solucao de gel e HRP foi gotejada em
100 mL de cloreto de calcio (0,1 M), por meio de uma seringa (Figura 13). O sistema
permaneceu em repouso por tempo determinado (de acordo com cada experimento) e ao

final, as capsulas foram retiradas e utilizadas nas rea¢6es com o azul de metileno [4].

Figura 13 - Imobilizacdo da HRP por aprisionamento em alginato de calcio
(Proprio autor, 2014).
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Figura 14 - Esferas contendo HRP apds 120 minutos de imobilizagéo
(Proprio autor, 2014).

IV.5 Reac0es de descoloracéo do azul de metileno

No presente trabalho foi utilizada uma solucédo sintética de corante bésico azul
de metileno adquirido na VETEC Quimica Fina. O peroxido de hidrogénio utilizado nas
reacOes foi preparado a partir de uma solugdo comercial com concentracdo de 50% (v/v)
ou 600 g/L.

Em um tubo de polipropileno de 50 mL, foram adicionados 20 mL de azul de
metileno (15 mg/L), diluido em tampéao fosfato pH 5,0; 200 uL de H,O, (6 mg/L) e as
capsulas de HRP foram adicionadas, pesando-se por diferenca, de modo que a atividade
inicial do meio reacional fosse de 25 ou 50 U/mL, dependendo do experimento. Em
seguida, a reacdo permaneceu em agitacio, em um orbital shaker (“Nova Etica” modelo
430/RDBP), a 30°C por tempo e velocidade de agitacdo determinados de acordo com
cada experimento e a cada 60 minutos foram retiradas aliquotas para analise da remocéo

de cor, por meio da leitura em espectrofotometro [17].
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Figura 15 - Solucéo de corante azul de metileno com concentracdo de 15 mg/L
em tampéo fosfato pH 5,0 [17].

S

Figura 16 - Amostras durante a reacdo entre a HRP aprisionada e o azul de metileno
(Proprio autor, 2014).

4 L MNOEA
Figura 17 - Esferas de HRP imobilizada, ap6s 240 minutos de reacéo com o azul de metileno
(Proprio autor, 2014).

37



IV.6 Determinacéo do percentual (ou indice) de descoloracéo

A andlise da descoloracdo do azul de metileno foi realizada através da medida da
absorbancia em 660 nm antes e ap6s o término da reacdo. O pico em 660 nm do azul de
metileno € o de maior absorcdo de luz, sendo proporcional a cor do corante. A Figura 11
mostra o espectro de absorcdo de uma solucdo sintética do corante azul de metileno com
uma concentracdo de 15 mg/L [17]. As leituras da absorbancia foram realizadas no
espectrofotometro UV (SHIMADZU — Modelo UV MINI 1240).
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Figura 18 - Espectro de absorc¢éo do azul de metileno a 20 mg/L [17].

O percentual de descoloracdo foi calculado de acordo com a equacédo 8, na qual
“Ai” corresponde a absorbancia da solu¢do do corante, no inicio da reacdo e “Af”

representa o valor da absorbancia no final da reacao.

(Ai — Af)x100
Ai

% descoloragdo = (8)

IV.7 Avaliacéo da descoloracéo de solu¢es com diferentes concentragdes de azul
de metileno

Foram conduzidas reacOes para avaliar a descoloracdo de solucbes de azul de
metileno com concentracGes de 5, 10, 15 e 20 mg/L. A solucéo do corante foi preparada
pela diluicdo em tampdo fosfato pH 5,0. A HRP foi imobilizada em alginato de célcio

(1%) e a concentracdo inicial de enzima no meio reacional foi de 25 U/mL. O tempo de
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repouso em cloreto de calcio para a imobilizacdo da HRP foi de 24 horas. A reacdo de
descoloracéo foi mantida a 30 °C, por 60 minutos, e a velocidade de agitacéo foi de 200

rotagOes por minuto (rpm). Foram utilizados 6 mg/L de H,0,.

IV.8 Avaliacdo da descoloracgdo de azul de metileno em diferentes concentracdes de
H,0,

Foram conduzidas reagOes para avaliar a descoloracdo do azul de metileno (15
mg/L) em concentragOes de 0, 6, 9 e 12 mg/L de H,O,. A HRP foi imobilizada em
alginato de célcio (1%) e a concentracdo inicial de enzima no meio reacional foi de 50
U/mL. O tempo de repouso em cloreto de calcio para a imobilizacdo da HRP foi de 24
horas. A reacéo de descoloragéo foi mantida a 30 °C, por 180 minutos, e a velocidade de

agitacédo foi de 200 rotagdes por minuto (rpm).

Além disso, foi realizado um experimento de controle, nas mesmas condicdes,
porém com esferas de alginato de calcio, sem enzimas, para avaliar o quanto de cor é

removido somente por processos de adsorcdo do corante as esferas de alginato.

IV.9 Avaliagdo da descoloracgédo de azul de metileno em diferentes tempos de
imobilizacédo enzimatica

Foram conduzidos experimentos para avaliar a descoloracdo do azul de metileno
(15 mg/L) atraves da reacdo com esferas de HRP aprisionada em alginato de calcio
(2%) e tempos de repouso de 60 e 120 minutos em cloreto de céalcio para a
imobilizacdo. A concentracdo inicial de enzima no meio reacional foi de 25 U/mL. A
reacao de descoloracdo foi mantida a 30 °C, por 240 minutos, e a velocidade de agitacao
foi de 100 rpm. Foram utilizados 6 mg/L de H,0,. As reagdes de controle foram
conduzidas sem a adicdo de perdxido de hidrogénio, com todas as outras condi¢des

mantidas.

Em um experimento posterior, foi adicionada uma etapa de lavagem das esferas
de HRP imobilizada, em agua destilada, imediatamente antes da reacdo com o corante.

No mesmo experimento, foi realizada uma etapa de centrifugacdo, a 5.000 rpm, por 10
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minutos, ao final da reacdo. A imobilizacdo foi feita em alginato de célcio (2%), com
tempos de repouso de 60 e 120 minutos em cloreto de célcio para a imobilizagéo e
concentragcdes de enzima de 25 e 50 U/ml. A reacdo de descoloracdo foi mantida a
30°C, por 240 minutos, e a velocidade de agitacdo foi de 100 rpm. Foram utilizados 6
mg/L de H,0,. As reacdes de controle foram conduzidas sem a adicdo de peroxido de

hidrogénio, com todas as outras condi¢cdes mantidas.

IV.10 Avaliacdo da descoloracao de azul de metileno com reutilizacdo da enzima
HRP imobilizada

Foram conduzidos experimentos para avaliar a descoloracdo do azul de metileno
(15 mg/L) através da reacdo com esferas reutilizadas de HRP aprisionada em alginato
de calcio (2%) e tempos de repouso de 60 e 120 minutos em cloreto de célcio para a
imobilizacdo. Foi realizada uma etapa de armazenamento das esferas em agua destilada,
a 4°C, por 5 dias, antes da primeira reacdo com o azul de metileno. Além disso, as
mesmas esferas foram lavadas ao final de cada reacdo e armazenadas em &gua destilada,
a 4°C, por 24 horas para a reutilizagdo. A concentracdo inicial de enzima no meio
reacional foi de 50 U/mL. As reacOes de descoloracdo foram mantidas a 30 °C, por 240
minutos e a velocidade de agitacdo foi de 100 rpm. Foram utilizados 6 mg/L de H,0..
As reacles de controle foram conduzidas sem a adi¢cdo de peroxido de hidrogénio, com

todas as outras condi¢des mantidas.

Em um experimento posterior, foi avaliada a reutilizacdo das esferas de HRP
aprisionada em alginato de célcio (2%), para a descoloracdo do azul de metileno, em
ciclos de reacbes conduzidas no mesmo dia. A concentracao inicial de enzima no meio
reacional foi de 50 U/mL e o tempo de repouso em cloreto de célcio para a imobilizagdo
foi de 120 minutos. As reacdes de descoloracdo foram mantidas a 30 °C, por 180
minutos e a velocidade de agitacdo foi de 100 rpm. As esferas foram lavadas em tampéo
fosfato pH 5,0 antes de cada reacdo. Foram utilizados 6 mg/L de H,O, e as reacOes de
controle foram realizadas sem a adi¢do de perdxido de hidrogénio, com todas as outras

condig¢des mantidas.
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CAPITULO V - RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1  Avaliacdo da descoloracado de diferentes concentracGes de azul de metileno

Os percentuais de remocdo de cor apresentaram valores proximos para as
solugdes com concentragdes de 5, 10, 15 e 20 mg/L de azul de metileno, sendo 13,0%;
12,5%; 11,9% e 8,8%, respectivamente. Como as concentracdes intermediarias (10 e 15
mg/L) resultaram em indices de descoloracdo muito proximos, a maior delas (15 mg/L)
passou a ser utilizada como padrdo nos experimentos posteriores. A maior concentracao
avaliada (20 mg/L) ndo foi utilizada como padrdo, pois apresentou percentual de

remocao de cor inferior a de 15 mg/L. Os resultados estéo representados na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados da descoloracdo de diferentes concentracfes de azul de metileno.

Concentragdo do | Descoloragdo
corante (mg/L) (%)
5 13,0
10 12,5
15 11,9
20 8,8

Os percentuais de remocdo de cor obtidos nesse experimento foram inferiores
aos obtidos no estudo de otimizacdo da descoloracdo do azul de metileno, utilizando
HRP livre no meio reacional (20 a 27%), em condicdes similares [17]. Esses resultados
sugerem a ocorréncia de uma diminuicdo da atividade enzimatica no meio reacional,
com a utilizacdo de enzimas imobilizadas, devendo ser investigadas outras condic¢des de

reacao para melhorias na performance de aplicacdo da HRP imobilizada.
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V.2  Avaliacdo da descoloracdo de azul de metileno em diferentes concentracdes de
H,0,

Neste experimento, a concentracdo de 50 U/mL de HRP apresentou 10% de
remocdo de cor, em 60 minutos de reacdo e 6 mg/L de H,O, Essa concentragéo de
enzima foi utilizada para a comparagdo com o experimento anterior, no qual foi
utilizado 25 U/mL, nas mesmas condi¢des de reacdo e obtidos 12% de descoloracdo do
azul de metileno. Ao contrério do esperado, ndo foram obtidos percentuais superiores de
remocdo de cor neste experimento. Esse resultado sugere que deve-se continuar
investigando as condigdes da reagéo de descoloracdo do azul de metileno, para entender

a dindamica de atuacdo da HRP imobilizada.

As concentracdes de 0, 6, 9 e 12 mg/L peroxido de hidrogénio, apresentaram
como maiores percentuais de remocdo de cor 6,5%; 10,7%; 8,4% e 6,3%,
respectivamente. A reacdo com 6 mg/L de H,O, apresentou valores de remocao de cor
superiores as outras concentracGes avaliadas e portanto, passou a ser adotada como
padrdo nos experimentos posteriores. Esse resultado sugere que concentra¢fes maiores
de peréxido de hidrogénio podem diminuir a atividade enzimatica, gerando percentuais

menores de remocao de cor do azul de metileno.

Os indices de descoloracédo de 5,6%; 6,5% e 4,3% obtidos nas rea¢cdes sem H,0,
(concentracéo igual a zero) e o indice médio de 5,0% obtido nas reagdes com esferas de
alginato de célcio, sem enzimas, sugerem a ocorréncia de remocdo de cor da solucédo de
azul de metileno por adsor¢do do corante as esferas e ndo somente pela reacdo de
catalise enzimatica. Em relacdo ao tempo de reacdo, ao contrario do esperado, ndo
foram obtidos maiores indices de descoloracdo, conforme aumentou-se o tempo. Esse
resultado também sugere a ocorréncia de remocao de cor por adsor¢do do corante as
esferas de enzimas imobilizadas. Os resultados estao representados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Resultados da descoloracéo de azul de metileno em diferentes concentracdes de H,0,.

Descoloragdo (%)

Concentragao . . .
60 min 120 min 180 min
H,0, (mg/L)
0 5,6 6,5 4,3
6 10,0 10,7 9,5
9 7,6 7,8 8,4
12 6,2 5,6 6,3

Os percentuais de remocdo de cor obtidos nesse experimento foram inferiores
aos obtidos no estudo de otimizacdo da descoloracdo do azul de metileno, utilizando
HRP livre no meio reacional (13% a 16%), em condicGes similares [17]. Esses
resultados sugerem a ocorréncia de uma diminuicdo da atividade enzimatica no meio
reacional, com a utilizagcdo de enzimas imobilizadas, devendo ser investigadas outras

condicdes de reacdo para melhorias na performance de aplicacdo da HRP imobilizada.

V.3  Avaliacdo da descoloracdo do azul de metileno em diferentes tempos de
imobilizacdo enzimética

Neste experimento foi utilizada concentracdo de enzima de 25 U/mL e,
conforme observado na Tabela 6, os maiores percentuais de remogdo de cor foram
obtidos com 240 minutos de reacdo, sendo respectivamente 16,9% e 16,2% para as
esferas produzidas com 60 e 120 minutos de repouso em cloreto de célcio para a
imobilizacdo. Esses resultados sdo superiores aos obtidos nas condi¢Ges dos
experimentos anteriores (11% e 12%), indicando que os tempos de imobilizacéo de 60 e
120 minutos, concentracdo de alginato de calcio de 2% e velocidade de agitacdo de 100
rpm sdo mais adequados para a remocao de cor por este método do que o tempo de
imobilizacdo de 24 horas, com 1% de alginato de calcio e 200 rpm de velocidade de
agitacao.

Nos experimentos de controle (sem H,0,), foram obtidos indices de
descoloracdo entre 8% e 10%, sendo inferiores aos obtidos nas reagdes com H,0;

indicando que ocorreu remocao de cor por reacoes de catalise enzimatica e ndo somente
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por difusdo e adsorcdo do corante as esferas de alginato de célcio. O valor de 11%
obtido com 240 minutos do teste de controle das esferas preparadas com 60 minutos de
imobilizacdo foi considerado discrepante em relacdo aos obtidos nos demais tempos de
reacao (entre 8,3% e 9,6% de remocéo de cor em 60 a 180 minutos de reacéo) e por isso

as condicdes deste teste foram refeitas no experimento posterior.

Tabela 6 - Resultados da descoloracéo de azul de metileno em diferentes tempos de imobilizacéo
enzimatica.

Descoloragao (%)

Tempo de H,0, . ) ) )
e 60 min 120 min 180 min 240 min
Imobilizagdo | (mg/L)
0 8,3 9,6 8,7 11,2
60 min
6 12,7 15,6 15,9 16,9
0 8,2 9,1 9,6 8,6
120 min
6 12,9 14,6 14,6 16,2

O experimento seguinte foi realizado com 25 U/mL de enzima e 60 minutos de
imobilizacdo para comparacdo com o teste de controle que apresentou um valor
discrepante no experimento anterior. Também foram conduzidas rea¢cdes com 50 U/mL
de enzima para avaliar se o percentual de remoc¢éo de cor aumentaria com o dobro da
concentracdo enzimatica. Além disso, foi adicionada uma etapa de lavagem das esferas
em agua destilada, antes da reacdo com o corante, para avaliar se a retirada dos residuos
de cloreto de calcio geraria um aumento dos percentuais de remocao de cor. Também
foi realizada uma etapa de centrifugacéo ao final da reacdo com o corante, para avaliar

se ocorreria remogdo de cor por processos mecanicos resultantes da centrifugacao.

Os resultados observados na Tabela 7 mostram valores uniformes para o teste de
controle de 25 U/mL (1,1% de 120 a 240 minutos de reacéo), sem a ocorréncia de um
valor discrepante, como obtido no experimento anterior. Além disso, 0 maior percentual
de remocdo de cor obtido com essa concentracdo de enzima (11,4% apds a

centrifugacdo) foi inferior aos obtidos no experimento anterior com a mesma
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concentracdo (de 12,7% a 16,9%), indicando que a etapa de lavagem das esferas com
agua destilada pode ter removido enzimas das esferas de alginato de célcio, gerando

indices menores de descoloragéo.

Para a concentracdo de 50 U/mL de enzima e 60 minutos de imobilizacdo, 0s
maiores percentuais de remocao de cor obtidos foram 14,6% com 60 minutos de reacao
e 17,4% apds a centrifugacdo. Para as esferas preparadas com 120 minutos de
imobilizacdo, os maiores percentuais de remogéo de cor obtidos foram 14,6% com 240
minutos de reacdo e 13,4% apods a centrifugacdo. Esses valores sao superiores ao obtido
com 25 U/mL de enzima (11,4%) nas condicGes desse experimento, indicando
conforme era esperado, que é possivel obter indices maiores de descoloragdo com o
aumento da concentragdo enzimatica. Porém, esses valores sdo inferiores aos obtidos no
experimento anterior (16,9% e 16,2%), no qual utilizou-se a metade da concentracdo
enzimatica (25 U/mL) e néo foi realizada a lavagem das esferas antes da reacdo com o
corante. Esse resultado sugere que a lavagem com agua destilada pode ter removido
enzimas das esferas de alginato de célcio.

A etapa de centrifugacdo gerou percentuais de remocao de cor ligeiramente
maiores em duas das trés reacGes conduzidas. Em uma das reacGes o percentual obtido
apos a centrifugacdo foi menor (13,4%) do que o obtido com 240 minutos de reacao
(14,6%), indicando que n&o ocorre remog&o de cor por processos mecanicos decorrentes
da centrifugacdo. Portanto, os percentuais ligeiramente maiores obtidos apds essa etapa,
para duas das trés reacdes, pode ser explicado pela ocorréncia de adsorcdo do corante as

esferas de alginato de calcio. A Tabela 7 resume os resultados descritos.

Tabela 7 - Resultados da descoloracéo de azul de metileno com etapas de lavagem das esferas antes
da reacao e centrifugacéao ao final da reacéo.

Descoloragdo (%)

Tempo de |Concentragdao| H202 60 min 120 min 180 min 240 min Apoés
Imobilizagado de HRP (mg/L) centrifugagdo
0 0,0 1,1 1,1 1,1 2,2
60 min 25 U/mL
6 7,5 9,1 9,1 9,9 11,4
0 4,6 4,6 3,6 3,6 6,6
60 min 50 U/mL
6 14,6 13,4 14,0 14,0 17,4
0 5,4 4.4 6,3 5,4 6,3
120 min 50 U/mL
6 12,7 12,7 14,0 14,6 13,4
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As mudancas nos tempos de imobilizacdo, concentracdo de alginato de calcio e
velocidade de agitacdo, assim como as etapas de lavagem e centrifugacdo foram
realizadas com base em estudos académicos que obtiveram indices mais elevados de

remocao de cor, utilizando HRP imobilizada [4, 64, 65].

O estudo de degradacéo do corante azo Amarelo-12, utilizando HRP imobilizada
em gel de alginato de calcio, em condicBes similares as deste experimento, obteve
percentual de degradacdo de 52% [4]. Os estudos de degradagéo dos corantes azo C.I.
Acid blue 113 e Acid Black 10 BX também utilizaram HRP imobilizada em gel de
alginato de calcio, em condicdes similares as deste experimento e obtiveram 76% e 54%
de degradacdo de corante, respectivamente [64, 65]. Esses resultados sdo superiores aos
obtidos neste trabalho, sugerindo que as condicOes de reacdo utilizadas ainda ndo séo
adequadas a remocdo de cor do azul de metileno e, portanto, devem continuar sendo

investigadas.

V.4  Avaliacdo da descoloracéo do azul de metileno com reutilizacdo da HRP
imobilizada

As esferas de HRP imobilizada utilizadas nesse experimento foram preparadas
com 120 minutos de repouso em cloreto de célcio (tempo de imobilizacdo) e em seguida
foram armazenadas em agua destilada a 4°C, por 4 dias, antes da primeira reagdo com o
corante. A concentracdo de enzima utilizada foi de 50 U/mL e os maiores percentuais de
remocao de cor obtidos (Tabela 8) foram 25,1% com 120 minutos de reacdo e 24,5%
apos a centrifugacdo, no primeiro ciclo de reacdo (as esferas ainda ndo haviam sido
utilizadas em reagGes com o corante). Esses resultados sdo superiores aos obtidos nos
experimentos anteriores com a mesma concentracao de enzima e as mesmas condicdes
de reacdo e imobilizacdo, indicando que a etapa de armazenagem em agua destilada a
4°C, antes da reacdo com o corante, influencia positivamente a atuacdo da HRP

imobilizada na remocdao de cor do azul de metileno.

Apo6s o primeiro ciclo de reacdo com o corante (240 minutos de reacdo e
centrifugacdo) as esferas foram lavadas e armazenadas em agua destilada a 4°C, por 24
horas, antes do segundo ciclo, que foi conduzido no dia seguinte ao primeiro. Os

maiores percentuais de remocéo de cor obtidos no segundo ciclo foram 8,2% com 180 e
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240 minutos de reacdo e 9,7% apds a centrifugacdo. Esses valores sdo bastante
inferiores aos obtidos no primeiro ciclo, indicando que a atividade enzimatica diminuiu
muito com a reutilizagdo das enzimas imobilizadas, nas condi¢es desse experimento.
Apbs o segundo ciclo, as esferas foram lavadas e armazenadas em agua destilada a 4°C,
por 24 horas, antes do terceiro ciclo de reacdo, que foi conduzido no dia seguinte ao
segundo. No terceiro ciclo, ndo houve diferenca entre os indices de descoloragdo
obtidos nos testes de controle sem H,O, e nos obtidos com a utilizagdo do H,0,,
indicando que a enzima ja havia perdido sua atividade. Os percentuais de remocéao de
cor obtidos no terceiro ciclo podem ser explicados pela ocorréncia de adsorcdo do

corante as esferas de alginato de célcio. A Tabela 8 resume os resultados descritos.

Tabela 8 - Resultados da descoloracéo de azul de metileno com reutilizacéo das esferas de HRP com
24 horas de diferenca.

Descoloracao (%)
. . . ] Apoés
H,0, (mg/L) | 60 min 120 min 180 min 240 min . "
centrifugacao
0 13,2 14,2 12,9 12,6 13,2
12 ciclo 6 21,9 251 237 23,5 24,5
Diferenga
entre o 8,6 10,9 10,8 11,0 11,3
controle
0 2,3 3,2 3,6 3,2 4,4
20 ciclo 6 6,2 7,4 8,2 8,2 9,7
Diferenga
entre o 3,9 4,2 4,6 50 5,3
controle
0 5,3 8,7 5,3 10,9 7,9
30 ciclo 6 6,1 61 6,5 67 7,4
Diferenga
entre o 0,8 -2,6 1,2 -4,2 -0,5
controle
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Foi realizada uma tentativa de reutilizar esferas de HRP imobilizada preparadas
com 60 minutos de repouso em cloreto de célcio (tempo de imobiliza¢do), porém essas
esferas se romperam ao serem armazenadas em &gua destilada a 4°C, por 24 horas, ap6s
o primeiro ciclo de reacdo com o corante, 0 que inviabilizou a sua reutilizacdo (Figura
19B). O mesmo ndo ocorreu com as esferas preparadas com 120 minutos de
imobilizacdo, que mantiveram sua estrutura inteira, mesmo apoés trés ciclos de reacdo
com o corante (Figura 19A).

reacdo — (A) Tempo de imobilizagédo de 120 minutos — (B) Tempo de imobilizacao de 60 minutos
(Proprio autor, 2014).

Figura 19 - Esferas de HRP imobilizada, apés o 3° ciclo de reacdo com o azul de metileno
(Préprio autor, 2014).
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Por fim, foram realizados experimentos para avaliar a eficiéncia da reutilizacéo
das esferas de HRP imobilizada em ciclos de reagdo com o corante, realizados no
mesmo dia, subsequentes um ao outro. O tempo de repouso das esferas em cloreto de
calcio para a imobilizacdo foi de 120 minutos e a concentracdo de enzima utilizada foi
50 U/mL. No primeiro ciclo, o maior percentual de remocao de cor obtido foi 14,7%
com 180 minutos de reacdo. Esse valor é inferior ao obtido no primeiro ciclo do
experimento anterior (25,1%), que foi realizado nas mesmas condigdes de reagédo e
imobilizacéo, exceto pela etapa de armazenamento das esferas em agua destilada a 4°C,
por 5 dias, antes da primeira reagdo com o corante, que ndo foi realizada nesse
experimento, ja que as esferas foram utilizadas na reacdo logo em seguida ao término da
imobilizacdo. Esse é mais um indicio de que essa etapa de armazenagem influencia

positivamente a atuacdo da HRP imobilizada na remocao de cor do azul de metileno.

Apds o primeiro ciclo de reacdo com o corante, as esferas foram lavadas em
tampéo fosfato pH 5,0 e logo em seguida inseridas na reagdo com uma nova solucéo de
azul de metileno. Porém, no segundo ciclo ndo houve diferenca entre os indices de
descoloracdo obtidos nos testes de controle sem H,O, e nos obtidos com a utilizacdo do
H,O, indicando que a enzima ja havia perdido sua atividade. Os percentuais de remogao
de cor obtidos no segundo ciclo podem ser explicados pela ocorréncia de adsorcéo do
corante as esferas de alginato de calcio. A Tabela 9 resume os resultados descritos.

Tabela 9 - Resultados da descoloracao de azul de metileno, com reutilizacdo das esferas de HRP
no mesmo dia.

Descoloracao (%)

H202 (mg/L)| 60 min 120 min 180 min

0 8,0 7,5 7,0

12 Ciclo 6 12,9 14,4 14,7
Dif

iferenca 5.0 70 77

entre o branco

0 6,5 4,4 3,8

22 Ciclo 6 2,1 2,7 3,2
Diferenca

-4,4 -1,7 -0,6

entre o branco

49



De acordo com os resultados obtidos nos experimentos de reutilizagdo das
enzimas imobilizadas, a conducéo de ciclos de reutilizagdo em dias diferentes (2 ciclos
de remogdo de cor por catalise enzimética, com 24 horas de diferenca entre um ciclo e o
outro) é mais eficiente do que a conducéo de ciclos de reutilizacdo no mesmo dia (ciclos
subsequentes, mas s6 houve remocao de cor por catalise enzimatica no primeiro ciclo).
As condicOes de reacdo, imobilizagdo e armazenagem das esferas para a reutilizacdo da
HRP imobilizada foram baseadas em estudos académicos que obtiveram indices mais
elevados de remocéo de cor, utilizando a mesma enzima para a degradacdo de corantes
azo. Porém esses estudos nao especificam se a conducédo dos ciclos de reutilizacdo das

esferas foram realizados no mesmo dia ou com 24 horas de diferenga [4, 64, 65].

O estudo de degradacgéo do corante azo Amarelo-12, utilizando HRP imobilizada
em gel de alginato de calcio, em condi¢des similares as deste experimento, obteve
percentual de degradacdo de 52% e realizou 3 ciclos de reutilizacdo das esferas, com

perda de eficiéncia na remocéo de cor [4].

O estudo de degradagdo do corante azo C.I. Acid blue 113, utilizando HRP
imobilizada em gel de alginato de calcio, em condic¢des similares as deste experimento
obteve percentual de degradacdo de 76% e realizou 5 ciclos de reutilizacdo das esferas,

com perda de eficiéncia na remogéo de cor [64, 65].

O estudo de degradacdo do corante azo Acid Black 10 BX, utilizando HRP
imobilizada em gel de alginato de calcio, em condi¢des similares as deste experimento
obteve percentual de degradacdo de 54% e realizou 3 ciclos de reutilizacdo das esferas,

sem perdas significativas na eficiéncia da remocdao de cor [64, 65].

Esses resultados sdo superiores aos obtidos neste trabalho, sugerindo que as
condicdes de reacdo utilizadas ainda ndo sdo adequadas a remogdo de cor do azul de

metileno.
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CAPITULO VI - CONCLUSOES

A viabilidade técnica de aplicacdo dessa metodologia foi verificada, pois foram
observados indices de descoloracdo do azul de metileno, nas reacdes de HRP
aprisionada em alginato de calcio. Esses indices foram maiores do que os obtidos nos
ensaios de controle (sem H;0O,), indicando a ocorréncia de reag0es de descoloragao por

catalise enzimatica.

A partir dos ensaios com 6, 9 e 12 mg/L de H,0,, a concentracdo de 6 mg/L
apresentou indices de descoloracdo maiores do que as de 9 e 12 mg/L, indicando ser
mais adequada do que estas, para as rea¢des de remocao de cor do azul de metileno com

HRP aprisionada em alginato de célcio.

Os ensaios com concentracfes de 25 e 50 U/mL de HRP imobilizada, indicam
que ha indices de descoloracdo maiores, conforme aumenta-se a concentracdo de
enzima imobilizada na reagdo, diferentemente do que ocorre com o aumento da

concentracdo de H,0..

As esferas de HRP armazenadas durante alguns dias, em agua destilada, a 4°C,
apos a imobilizacdo e antes da reacdo com azul de metileno, apresentaram indices de
descoloragcdo maiores do que as que sdo utilizadas no mesmo dia em que ocorre a
imobilizacdo. Esss resultados sugerem que essa etapa de armazenagem influencia

positivamente a atuacdo da HRP imobilizada na remocéo de cor do azul de metileno.

Também conclui-se, a partir dos experimentos realizados, que capsulas de HRP
formadas com tempos de imobilizacdo mais curtos (60 e 120 minutos) apresentam
indices de descoloracdo maiores do que as formadas em tempos mais longos (24 horas),
indicando serem mais adequados para 0s ensaios de remocdo de cor do azul de

metileno.

Para propositos de reutilizacdo das capsulas de HRP em novas reac6es, o tempo
de imobilizacdo de 120 minutos mostrou ser mais adequado que o de 60 minutos, pois
as esferas formadas com 60 minutos de imobilizagdo se romperam, quando armazenadas
a 4°C, em &gua destilada, 24 horas apds o primeiro ciclo de reacdo. Até o final do

terceiro ciclo, ndo houve rompimento das capsulas formadas com 120 minutos de
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imobilizacdo, porém os indices de descoloracdo diminuem, conforme novos ciclos de

reacdo séo realizados.

Dos ensaios de reciclagem das cépsulas de HRP, conclui-se ainda que os ciclos
de reacdo conduzidos com 24 horas de diferenca, permitem maior frequéncia de
reutilizacéo (2 ciclos), do que os ciclos de reacdo conduzidos no mesmo dia (1 ciclo),
podendo ser mais um indicio de que a etapa de armazenagem em agua destilada a 4°C
influencia positivamente a atuacdo da HRP imobilizada na remocdo de cor do azul de

metileno.

VI.1 Propostas para continuacao do trabalho

e Conduzir ensaios de otimizacdo das condi¢cbes de reacdo, tais como pH,
temperatura, concentracdo de HRP, concentracdo de H,O,, e concentracdo do
corante, para a descoloracdo da solucdo de azul de metileno, utilizando HRP

imobilizada em gel de alginato de calcio.

e Avaliar o efeito do aumento da concentracdo do gel de alginato de calcio na

descoloracdo do azul de metileno.

e Auvaliar a performance de outros métodos e materiais de imobilizacdo de enzimas

na descoloracdo do azul de metileno.

e Utilizar outros métodos de andlise do produto das reacGes de descoloracdo, tais
como HPLC, para verificar quais substancias e subprodutos estdo sendo formados e

se realmente ocorre degradacao do corante.

e Realizar experimentos para verificar a viabilidade do uso da HRP imobilizada na

degradacédo do azul de metileno em modo de opera¢do continuo.
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