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TITULO “Oxido de Tithnio(1V) Hidratado Disperse nn Superficie da o-Celulose:

Preparacito, Caracterizagfio ¢ Aplicaces”,

RESUMO

A interagdo do cloreto de titdnio com a superficie da celulose e as decorrentes
modificagdes na sua  morfologia, Joram estudadas por microcopia eletrénica e
varredura (MEV) e espectroscopia de energn dispersiva de raios-X (1D5S). As andlises
quimicas das superficies foram realizadas ctravés de espectroscopia foiocletronica de
ratos-X (XPS), e as mu. fangas na crisialinidade, devido ao ratamento quimico, foram
determinadas por difragdo de raios-X, A inferagdo do fitdnio com a superficie do
celulose ocorrew somentc na superficie ¢ a reducdo de sua cristalinidade  estd
relacionada com o aumento na quantidade de oxido do titgnio incorporado na matriz
solida, "

Solugdes aquosas de Cr(Vl com concentragdes variando entre 10 ¢ 50 ppb foram
analisadas usando uma coluna empacotada com o compdsito obtido, em linha com um
sistema de injecdo em fluxo (FIA). A presenga de outros fons, tais como, Cr(lll), Cu(ll),
Mn(ii), Hg(l) e Fe(lll), ¢ os anions VOi, MoOS, PO ¢ SO, néio causaram
Interferéncia significativa nas andlises.

A enzima peroxidade de raiz forie (HRP) imobilizada na superficie do compdsito
Joi usada para estudar a oxidagdo catalitica do pirogalol a purpurogaling em um
sistema de injecdo em fluxo, As constantes de Michaclis-Menten para a enzima
imobilizada sdo, K,=47 mM e V,5.~22 pmolmin’'. Para a enzima livre os valores
obtidos foram, K,=11 mM and V,,.~53 pnol.min’'. A atividade da enzima imobilizada
sofre reducdo presumivelmente, em razéo da interagdo com a superficie do composito.
Emiretanto, a retengdo da atividade da fase imobilizada no sofren diminuicdo com o

fempo.



TITLE: “Hydrous Titanivn(1V) Oxlde Conted on a-Cellulose Fibers: Preparntion,

Characterization and Applications”.

ABYTRACT

The interation of titamium  chioride with —a-cellulose  surface and  the
modifications introduced on the morphology were studied by means of scanning eleciron
microscopy (SEM) and energy dispersive spectroscopy (El 28). The chepsical analysis of

the surface was carried out by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) and changes in

the cristallinity upon chemical freafment was studied by X-ray diffraction (XRD)
technique. Interaction of titanium with cellulose ocenrs only at the surface. The decrease
of ecrystallinity was observed and was correlated with the amount of metal oxide
incorporated into the solid matrix,

Aquecus Cr(VI) solution in a concentration range between 10 and 50 b was
analised using a column packed with the composite material in line with a_flow injection
analysis (T'1A). The presence of other jons such as Cu(ll), Mn@l), He(l) and Fe(tll), and
the anions VOi", MoO, PO and SO/ did not interfere significantly in the separation
process.

Horseradish perovidase (HRP) immobilized on the matrix surface was used fo
study in a flow injection spstem the oxidation of pyrogallol 1o purpurogalline. The
Michaelis-Menten constants Jor the enzymatic oxidation were determined: K, =47 mM
and V=22 pmol mint”. For Jree enzyme, K,=11 mM and Vipar =353 ,wml.min"’ were
obtained. The activity of the immobilized enzyme is reduced presumably due 1o its
miteraction with the oxide surface. However, the level of activity of the innmobilized Pphase

did not decrease with time.
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L INTRODUCAQ

1. Caracteristicas estriturais da celulose

A celulose @ o principal componente da parede celular dos vegetais
superiores ¢ corresponde a cerca de 50% de toda a biomassa vegetal
existente[1-3]. Trata-se de um polissacarideo de cadeia linear formada pela
unido de monossacarideos de B-D-glucose que se ligam através dos carbonos
nas posiches 1 e 4 do anél glicosidico. Sua molécula pertence a fungdo guimica
dos glicideos{4-8].

As sucessivas reacies entre as hidroxilas dos carbonos acima citados,
570 responsavels pela origem da estrutura polimérica que pode chegar a possuir
um GP{grau de polimerizacdo) de 1000 a 15000 unidades de p-D-glucose. Como
este mondmero tem peso molecular de 162, o polimero tera um peso final
variando entre 162.000 a 2.430.000. A macroestrulura da celulose, & consliluida
por agrupamentos de fibras que se posicionam paralelamente, resultando em
regides cristalinas e amorfas(5], como mostra a Figura 1.

As propriedades fisicas da celulose so delerminadas pela possibilidade
de rotagio dos grupos hidroxilas e oximetil com relagdo a forma estavel dos
anéis glicosidicos nas cadeias macromoleculares. Isto esla associado com as
ligacoes intramoleculares e intermolecular[4,9-13] que so formadas pelos
grupos hidroxilas do anel glicosidico. Estas ligages sdo fundamentais no
processo de formagéo da parede celular dos vegelais.

lvanova e colaboradores[14] investigaram o sistema de ligagbes de
hidrogénio da regido ordenada da celulose pela técnica de FT-IR e identificaram
a existéncia de duas pontes de hidrogénio intramoleculares ();_»——M---H(,.OG' e
04-H..Og e uma intermolecular Og-—H...03", como mostra a Figura 2. Os
numeros arabicos indicam as posictes dos oxigénios dentro do anel glicosidico,

e 0s algarismos | e ll, referem-se aos aneis glicosidicos.
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Figura 1 - Arranjo estrutural das fibras de celulose.

Uma outra caracleristica de grande importancia ¢ o grau de

cristalinidade(CG), que esta relacionado com as caracteristicas moleculares, tais

como as ligagdes de hidrogéniof4,10-12] .

32133 em

A

Figura 2 - (A) Estrutura cristalina da cela unitaria da celulose. (B) Pontes de

hidrogénio inramomeculares e intermolecular.



Conforme  mostrado na Figura 2, existem trés lipos de ligagtes
responsaveis pela formagio das estruluras finais da celulose. Dentre elas estio
as ligagoes covalentes, cujo valor médio das energias das ligagtes C-C, C-O, C-
OH e C-H, & de 225 Klmol Eslas ligagdes desempenham um papel
fundamental, pois sdo as  responsaveis pela  formacdo dos  anéis
glicosidicos]2,5,8,13-16].  Outro tipo de ligagdo muito comum, como ja
mencionado, sdo as ligacdes de hidrogénio, cujo valor médio das energias da
ligagGes pontes intramoleculares e intermoleculares sfo da ordem de 67,5

Kd/mol. £ um terceiro tipo de ligagdo que participa da formaciio das fibras de

celulose sdo as lracas forcas de van der Waals, com eslabilidade muito menor,
cerca de 36 Kd/mol. Estas caracleristicas atribuem & celulose reatividade, tanto
do ponto de visla da sua composigdo quimica, quanto com relacio a estrutura

cristatinal2,5,8,14,15].

i.2. Reatividade da celulose

As propriedades guimicas da celulose sfo responsaveis pelas reactes
entre as hidroxilas e agentes de adicdo, substiluicBo e oxidagdo, além da
hidrolise de grupos acetais. Em decorréneia do arranjo estrutural das microlibras
da celulose, o acesso de reagentes ou de solventes ocorre de maneira dislinta
nas regibes cristalinas e amorlas, em virtude dos espacos entre as microfibras
nas regides amorfas serem maiores do que 0% espacoes nas regides cristalinas.

Esta caracteristica torna a celulose insolivel em agualb,8,17-20].

1.2.1. Reagbes de adicdo

As reagbes de adicdo ocorrem alravés de agentes entumecedores que

penetram nas fibras de celulose causando o alastamento enlre as mesmas. Isto’
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provoca a ruplura das pontes de hidrogénio inlermoleculares, que  sio
subslituidas por oulras entre o agenle de adigdo e a celulosel]5,8].

A presenga desses entumecedores toma o polimero mais realivo, fazendo
com que sejam possiveis quatro tipos de modificactes: alcalina, acida, amoniacal
ou aminada e salina. A existéncia desses tipos de celuloses s6 sera possivel se
esta for mantida em excesso de agente entumecedor, caso conlrdrio, ela volta a
5@ regenerar.

Um dos processos mais importantes que leva & oblencio da forma
alcaling ¢ a mercerizacio, que consiste no tralamento de fibras de algoddo com
soda caustica em concentractes que variam de 12 a 18 % m/v. Este processo
resulta em um intermedirio extremamente importanie na obtengdo de muitos
derivados, como por exemplo, carboximetilcelulose, nitrato de celulose, xantato
de celulose, celofane e outros]s,7,8].

Alravés do tralamenio da celulose com acido nilrico 61% v/v, thém—ss@ a
forma acida, cujo composio mais conhecido € 0 CeHygOs.HNO38,13]. Ja a forma
amoniacal ¢ um composlo de adicdo formado pela amonia ou pelas alquil
aminas. O lralamento com solugbes concentradas de clorelo de zinco e
tiocianato  de fitio, dentre oufros, causam entumecimento intracrisialino,

resultando na completa dissolucao da celulose|21,22],

1.2.2. Reagdes de substituicdo

As reages de substituicdo dependem da acessibilidade que um
determinado reagente terd com relagdo as hidroxilas das macromoléculas de
celulose,  Porfanto, esle processo  esta inlimamente relacionado com o
entumecimento. Os processos de substituicdo ndo séo uniformes, pois as tés
hidroxilas  da unidade monomérica, D-glucose{Cs, Cy e Cg), apresentam
realividades diferentes que resultam em dois possiveis processos, a esterificagio

¢ a eterificagio[4,5,8].
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1.2.3. Reagdes de degracéo

Entende-se por reactes de degradagdo aquelas que implicam na cisdo
das ligagtes dos carbonos nas posigoes 1, 4 do anel glicosidico. E como
resultado, ocorre a diminuigdo da cadeia, levando a uma modificagdo completa
das propriedades fisicas (viscosidade e resisténcia mecanica) do polimero|8,22].

S&d0 quatro os tipos de processos de degradacdo: a degradagio
hidrolitica, que consiste na cisdo das cadeias moleculares com a eliminagio de
agua; a degradacio oxidativa que ocorre mais laciimente com 0s grupos

hidroxilas e os aldeidos, e consiste na oxidagdo em diversas posi¢ies da cadeia

molecular da celulose, e que portanto, as reagbes de oxidag@o serdo, mais ou
menos intensas, dependendo das condicdes nas quais forem realizadas. Alguns
processos no entanto, sdo especificos, e ocorrem quando sdo utilizados
reagenies como o hipoiodito, o clorito e o periodato. Os dois primeigos‘ abrem o
anel de glucose, gerando grupos carboxilicos. Enguanto que com periodalo
resulta na formagéo de diaideidos nas posiges 2 e 3 do anel glicosidico.

Qutro lipo de processo degradativo é o microbiolégico, que consisle na
acio de microorganismos sobre as fibras de celulose que alravés da celulase
(degradacéo enzimatica), néo altera muito o grau de polimerizagéo, em virtuda do
seu grande tamanho[8). E por (llimo, existem as degradagdes que néo envolvem

reaches quimica ou enzimdlicas, sdo portanto de nalureza  fisical8,23].

1.3, Caracteristicas estruiurais e reatividade do dxido de titAnio(lV)
hidratado
e
O elemento titAnio apresenta qualro elétrons de valéncia, com a
configuragdo eletronica 3d® 4s”, sendo o Ti(IV) o eslado de oxidag@o mais
estavel, e conseqientemente o mais comum. Como a energia requerida para a
jonizagdo do titanio na formagéo da espécie Ti*" & extremamente elevada, a

existéncia desse ion é incomum, @ por essa razéo, 0s compostos de Ti(IV) sao
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geratmente covalentes]20]. Os dois nimeros de coordenacdo mais comuns para
o Ti{V) sfio 4 e 6, com geomelrias telraédrica e  oclaédrica,
respectivamente|15,24-281.

O dxido de titanio apresenta trés modificagtes cristalinas; rutilo, anatase e
brookita, e em todas elas o atomo de titAnio cenlral estd coordenado
oclaedricamente.

As formas rutilo e anatase sdo importantes pigmentos brances na
fabriagio de tintas[15,26], enquanio que a brookita é pouco comum, € SO é

obtida sob condigbes hidrotérmicas na presenga de hidroxido de sodiof15,25,26].

em forte atracdo eletrostatica na superficie do mesmof15,26,27]

A forma hidratada do oxido de titanio(IV) (Figura 3), que pode ser obtido
conforme mostrado nas equactes quimicas a seguir, lem alraido consideravel
atencdo come trocador i6nico, em funcdo de sua elevada c;apgcidade em

adsorver seletivamente certos fons metalicos[15,29-34].

TGl + HaQ — TIOCl, + 2HCI
TiOGH -+ ZHCE + ANH,OH sy T!O(OH)Q + ANHCE + 24,0

O - oxigénio
e - Hi1Anio

Figura 3 - Clivagem no plano (001) do oxido de titanio(lV), na forma cristalina
anatase. a) superlicie anidra; b) superficie hidratada; ¢) superlicie

hidroxilada.



Oxido de Titdnio (V) Disperso na Superficie da a-Celulose: Preparagdo, Caracteriz. e Aplicagaes 7

Em muitos trabalhos s8o descritas as caracteristicas basicas das
propriedades de adsorgio desse material [15,29,35,36]. Os metais que tém
atraido maior atencdo sdo os fons Cr(lV), Hg(ll} e Pb(ll}, por serem
freqiientemente encontrados em sistemas de aguas em regides industriais e de
mineragdof30,37].

L4. Propriedades quimicas e realividade do cromio nos estados e

oxidacdo Ml e VI e seus efeitos sobre o meio ambiente e 0s sistemas

biologicos

O crémio € uma espécie freqiientemente encontrada em  efluentes
industriais, destacando-se na indistria de curtume, tintas e galvonoplastial26].

A sua presenga pode representar $érios riscos ao meio ambiente, pois
rata-se de um metal pesado, que apresenta propriedades de bioacumulagao e
persisténcia no meio ambiente, além de seus composlos serem extremamente
reativos, e que portanto, provocam distirbios nos processos metabdlicos dos
seres vivos[37-41].

Os efgitos que o0s compostos de crOmio causam aos ecossistemas
depederdo  do estado de oxidagdo e da concentragdo em que forem
encontrados. O Cr(Vl) & a forma toxica ¢ a sua presenca esta atrelada ao pH, ao
teor de oxigénio e também, & presenca de matéria organica, sendo portanto,
estas condicbes que irdo determinar a distribuicio dos estados de oxida¢ao mais
comuns que sdo, Cr(lll) e Cr(V1) [40,42,43].

Sala e colaboradores{4i] fazem uma descrigdo detalhada da agdo
intracelular  exercida pelo orbmio, destacando a toxidez dessa especie,
principalmente, por ser um oxidante muito importante para a industria[25,26].

O esquema da Figura 4 mostra a redugéo do Cr{Vl) no interior da celula.
O interior das celulas dispde de muitas moléculas com elevado potencial redutor,
que poderiam reduzir o crémio. Para tanto, & necessario que estas moléculas
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apresentem um potencial de reducdo de 0,62 V, que corresponde ao processo

Cr(Vh - Cr(lil), em pH 7.4. Portanto, qualguer molécula que apresente um
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Figura 4 - Mecanismo de agéo intracelutar do Cr(VI)[41].

potencial de redugdo menor que este, se oxidara frenle ao Cr(VI). A cisteina, por
exemplo, € um aminoécido que possui grupos (-SH) que séo facilmente oxidados
pelo Cr(V1), formando o complexo mostrado na Figura 5. Gomo a cisteina faz

parie da composicio das cadeias polipeptidicas do DNA, que é o responsavel
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pelas informacbes genéticas, conclui-se que o cromio apresenta um forte carater
carcinogénico.
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Figura 5 - Estrutura do complexo Cr(ill)-cisteinal41].

1.8, Peroxidases

A Comisséo Internacional em Enzimas classificou as enzimas em seis
classes distintas, cujo critério foi o lipo de compostos sobre os guais elas
apresentavam atividade catalitica. Dentre as seis classes, destacam-se as oxido-
redutases, tais como as enzimas lignoliticas, por serem muito importantes para a
indistria e o meip ambiente[44-48], pois devido a alta especificidade e
capacidade oxidativa, s&o capazes de agir em reaghes que envolvem radicais
fendlicos [48). Por essa razéio tem sido largamente usadas na deslignificagdo de
efluentes da indistria de papel e celulose [45,46,49].

1.5.1. Estrutura e mecanismos de acdo da peroxidase de raiz forte

Uma caracteristica particular das peroxidases, é a existéncia do grupo
prostético ferriprotoporfirina [X (Figura 6), que exerce um papel fundamental
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como coenzima responsavel pela mediacio de elélrons no ciclo catalitico dessa
enzimal49-60].

rf{)OCCH:CHx CHCH, COOH
Figura 6 - Estrutura da ferriprotoporfirina IX]50].
A HRP(Peroxidase de Raiz Forle), € um exemplo de peroxidase que

apresenta aminoacidos estruturais igualmenie importanies, pois participam do
mecanismo de acldo dessa enzima. Um desses residuos é a hislidina (His-42)

presa a g-hélice da cadeia de proteina responsével pela formagdo da estrutura
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Figura 7 - (A) Cavidade na estrutura proteica da peroxidase de raiz forle
mostrando a histidina-42. (B) Mecanismo de agéo da peroxidase na

formagéo dos compostos | e [1[62].
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bste  aminoacido, encontra-se  estralegicamente posicionado  proximo 4
ferriprotoporfirina IX denira da cavidade catalitica mosirada na Figura 7A[61,62].

Outro aspeclo relalive a este aminodacido, é que ele pode controlar a
ligagdo do doador aromético (fendis) com a coenzima dentro da cavidade, além
de eslar envolvido na formagéo dos compostos | e 1, e de regular o fluxo de
elétrons da ligagdo doadora dos intermediarios cataliticos durante a oxidagéo do
substrato, como mostra a Figura 7B[62].

1.5.2, Atividade enzimatica da HRP na conversio de pirogalol

A catdlise enzimdatica tem sido largamente empregada tendo em vista que
os calalisadores biolégices ou modelos biomiméticos sfo capazes de reagir em
condigbes especiais, permilem a oblengdo de sub-produtos, que requerem
elevada especificidade e grande sensibilidade, que somente este tipo de
catalisaclor apresenta|63-67].

Como a peroxidase apresenta alividade catalitica na presenga de perdxido
de hidrogénio, sendo conhecidas também, como enzimas de peroxidagdo, a
reacio de oxidagio de pirogalol a purpurogalina tem sido usada na determinacéo
de sua cinélica. Segundo McCarthy e White[68], a estequiometria dessa reagéo
indica que a parlir de duas moléculas de pirogalol é oblida wma molécula de
purpurogaling, com a participacéo de rés pares de elélrons, que no processo
catalitico s&o transferidos como mostrado no mecanismo da Figura 8.
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Figura 8 - Mecanismo de transferenma de elétrons no processo calalilica da

peroxidase.
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Qutro aspecto importante, & a participagio do peroxido nesse processo,
pois a sua concenlragdo regula a velocidade da reagéo, que é de pseudo
primeira ordem.

Mahanti[69] apresenia o mecanismo para a oxidagdo biocatalitica do
pirogalol, utilizando a peroxidase, como mostrado na Figura 9.

Tal mecanismo mostra, inicialmente, a formagio de um radical livre fenoxi,
como 0 primeiro  intermedidrio  comum  em reagfes nas quais  existem
acoplamentos de fenois. Um radical desse tipo, obtido a partir do pirogalol,
apresenta reatividade nos oxigénios das posicoes 1 e 5. De acordo com o
esquema da Figura 9, o pirogalol (), pode ser oxidado para formar um par

radicalar em equilibrio (I, " IA). A'ligacdo entre dois radicais (IA), resulta na
formagao do dimero (1) que sofre rapida lautomerizago na posigio meta, sendo

em seguida oxidado para formar o produto final, purpurogalina (1V).
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Figura 9 - Mecanismo de oxidagfdo do pirogalol (estrutura 1) a purpurogalina
{estrutura IV)[69].
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Neste processo, além da purpurogalina, nenhum outro produto pode ser
obtido, Isio indica que a peroxidase apresenta

aspecificidade com relagido aos fendis.

1.6. Imobilizacéo de enzimas

O alto custo das enzimas muitas vezes ¢ compensado por meio de
processos de imobilizactes, pois diante de uma hoa escolha do suporte e do
metodo de imobilizagéo, as enzimas passardo a apresentar algumas vantagens
em relagdo ao uso em solucio, tais como, a reutilizacdo, que permite a redugdo
dos cuslos, maior estabilidade, adguirida em fungdo das caracteristicas do
suporte e pouca interferéneia a que estardo sujeitas frente a ativadores e
inibidores[40,44,70-73]. Estas vantagens, no enlanto, ndo impedem que as
enzimas, ac serem imoebilizadas, sofram redugio em suas atividades[73].

Dentre os suportes insoltvels mais usados estédo os polimeros {(celulose
sefarose, dextrana, colageno, elc) e maleriais inorganicos (Oxidos melalicos e
perotas de vidro com porosidade controlada){74-76].

Os métodos de imobilizagdo, podem ser esquematizados da seguinte
maneira:

Fnzima hmobilizada

|

Oclusédo Ligagtes quimicas
Matriz Microencapsulamento Adsorgao Ligacdo covalente
l l
e Suporte Enzima
e \u,_(
W

" \
i ui;
Destes destaca-se a ligagdo covalente em suporte, como mosira a

Figura 10,
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Para obter este lipp de imobilizagdo, quase sempre € necessario a
funcionalizag@o da superficie, ‘Qu seja, @ preciso ancorar subsiancias que
apresentem grupos realivos, tais como: hidroxilas, carbonilas, aminas, fendlicos,
imidazolicos e liois, que sde capazes de interagir com o©s residuos de
aminoacidos da estruiura proteica da enzima, tais como: 0s grupos carboxilicos
dos acidos aspartico e glutdmico; as hidroxilas fendlicas e alcoélicas da tirosina e

serina, respectivamente, além dos grupos aminas terminais da lisina.
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Figura 10 - Tipos mais importantes de imobilizagdes envolvendo ligacoes
covalentes enire 0 suporte funcionalizado e a enzima|74].
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Os processos de imobilizaglo deixaram de ser uma allernativa para se
tornarem uma necessidade][75-88]. Davis e Burns{44], em 1990, obtiveram por
meio do método de oclusido, lacase e HRP em bolas de alginato, verilicando que
esias eram eficientes no brangueamento de efluenies fendlicos. Porém, néo
respresentou um método estavel, pois as enzimas desprendiam-se rapidamente,
impedindo o reuso.

Kennedy e colaboradores[20,87-89], também vém estudando 0s
processos de imobilizacdo, para os quais tem utilizarado alguns suportes, dentre
gles, a celulose modilicada com sais de metais de transigio e a silica gel
arganofuncionalizada, que penmniliram com que fossem imobilizadas enzimas (ex.
glicose oxidase, invertase) através de quelagdo com glularaldeido, e através de
processo de diazotizagdo, sendo que estes procedimentos resuliaram em grande
estabilidade das enzimas imobilizadas.

Kurokawa, Ohmori e colaboradores[90-92], tambeém uiiiizaram este

méioda, obtendo bons resultados.
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. OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo apresentar os resullados da preparacdo de
compositos obtidos a partir da disperséo de oxido de titAnio(1V) na superficie da
celulose em varias concentragfes de dxido, bem como, a caracterizagio dos
mesmos através das técnicas de andlise termica(iGA e DSC), dilragdo de raios
X(DRX), microscopia  eletrdnica  de  varredura(MEV),  espectioscopia
fotocletrbnica de raios X (XPS) e area superlicial (BET).

Os compdsitos  oblidos serfo  utilizadas na separagéo e analise
espectrofotométrica de Cr(VI), que inclui o estudo dos efeitos do pH e da
concentragdo dessa especie,

Qutro aspecto a ser abordado é a interferéncia nas analises de Cr{Vl},
causada por espécies catibnica [Cr(lll), Cu(i), Mn(ll}, Hg(l), Fe(l), V{V} e
Mo(VI)] e anidnica | SO.° e PO, .

Devido a importancia que o Cr{Vl) representa para o meio ambiente, serfio

i

efetuadas delerminagtes dessa espécie em aguas de ambientes naturais. Eslas
andlises serdo realizadas uiilizando uma microcoluna empacotada com um dos
compositos, em linha com um sistema de andlise por inje¢do em fluxo.

Serédo apresentados e disculidos também, os resuftados da imebilizagdo
de peroxidase de raiz forte(HRP) na superficie de um dos compositos
preparados. Além de realizar estudo cinélico da atividade catalitica dessa enzima

alravés de analises por injecdo em fluxo.
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L EXPERIMENTAL
1. METODOLOGIA

HEL 1.1, Andlise de area superficial pelo método de B.E.T.

Uma das caracteristicas de grande importancia nos materiais adsorventes
e suportes de catalisadores quimicos e biolégicos é a drea superficiall93,94].

A determinag8o experimental da drea superficial baseia-se no mélodo
BET, que consiste em medir 0 volume de Ny(qg) adsorvido na temperalura do
hitrogeénio liquido. Como os processos de adorgio e dessorcio sio proporcionais
a area dos picos no registrador, a cquacdo ulilizada deriva da equacio de
Langmuir para a condensacdo polimolecular, PIV(P, - P) = 1/C.Vy + (C -1y
C.Vm.P/P,, onde V & o volume de No(g) adsorvido & presséo parcial P/Py: Vi 0
volume de Na(g) que cobre o adsorbato com uma monocamada: P, é a pPressao
de saturagdo de No(l), e C é uma constante que envolve a_energia de
condensagdo. Esta equagdo permile a partir de algumas experiéneias,
determinar o volume de Ny{(g), V. necessério para formar uma monocamada

sobre o adsorbato, ocorrendo através de adsorgéo fisica ndo especifical93].

HL1.2. Andlise térmica na caracterizaciio da celulose e suas formas

modificadas

A analise termica (DSC e TG) tem sido muilo usada para determinar
alteracbes fisicas e qguimica em maleriais lignoceluldsicos[23,95-98]. Algumas
das alteragGes fisicas que tem sido determinadas por meio de DSC (calorimetria
de varredura diferencial) séo: a cristalizacio, o ponlo de fusfo, a capacidade
calorifica, bem como o calor de reagiio. Ja as mudancas quimicas de interesse
sa0: a oxidagdo, a polimerizagio e as degradacfes térmicas e oxidativas[23,98].

Quanto ao TG (termogravimetria) os estudos de maior interesse sao
agueles relativos & eslabilidade térmica, aos adilivos e aos fendémenos de

adsorgdo e dessorg&o[98-101].
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Alem dessas possibilidades, a analise térmica ém encontrado extensa
aplicagdo em estudos cinélicos associados com as reagbes guimicas que
ccorrem sob aguecimentol95,97].

Destaca-se a aplicagio desses metodos no estudo da celulose, que
conforme as caracteristicas descritas no inicio desle trabaltho, sugere uma ampla
mvestigacdo envolvendo as pontes de hidrogénio e as caracleristicas estruiurais
da celulose. Chama-se a atencdo para o falo desse material apresentar regides
altamente ordenadas que sdo interrompidas por regides amorfas. Com isso, a
termodecomposicao da celulose constitui um fendmeno que lem gerado muilas
investigacoes]23,98).

A pirdlise da celulose tem sido assurmida como cinética de primeira-ordem,
descrita pela equacdo -dm/di=K.m, onde m é a massa num tempo {, e K ¢ a

consiante de velocidade. Esta constante pode ser entendida através da equagio

gases, T a temperatura absoluta e Z o [ator pré-exponencial[97].

It.1.3. Difragdo de raios X aplicada ao estudo da celulose

A delinicdo que é alribuida a celulose na atualidade, decorre de muitas
investigacdes que tiveram inicio com Nageli, em 1858 [cilagéo de Labaki{102)]. A
parlir dai, sucederam-se uma série de estudos, até que em 1913, Nishikawa e
Onolcitacao de Labaki{102}], contirmaram pela técnica de Laue, que o diagrama
de difragio de raios-X da celulose apresentava anéis de difragdo bem definidos,
indicando que a mesma possuia uma estrutura tridimensional que se aproximava
do estado cristalino [102].

Alguns anos mais tarde, se verificou que a celulose apresentava apenas
uma parte das fibras com crisialinidade bem definida, surgindo a partir dai a idéia
de regides “cristalinas” ao longo dos conjuntos de fibras[102]. Outro fato
verificado, € que, qualquer que fosse a fonle de origem, a celulose sempre

exibiria 0 mesmo padrdo de  difragio[10,102-104}.
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Com o desenvolvimento da quimica dos carbohidratos e polissacarideos,
nos anos 30, reconhecia-se que a celulose era constiluida por leixes de
macromoléculas lineares formadas por unidades glicosidicas policondensadas,
ligadas através dos carbonos 1 e 4 dos anéis glicosidicos. Nessa mesma época,
Mark e colaboradores{t02] postularam que a celulose apresentava uma cela
unitaria monoclinica cujas dimensfes eram a=8,35 A; b=10,3 A({periodicidade ao
longo da fibra); c=7,9 A & [1=84°,

Um refinamento nas investigagbes por difracdo de raios-X, levaram a
descoberta de que haviam pequenas variages nas dimensdes da cela, que
esldo relacionadas com a fonte de origein(algodao, linho, rami, etc)[102]. Com

isso, adota-se atualmente 0s seguintes valores para os pardmelros de rede da
celulose nativa: a=8,17 A; b=10,34 A; ¢=7,85 A e 3=83,6°,

Como essas variagies decorrem da origem desse polimero, é provavel
que os valores esltimados para a celulose de algodio, por exemplo, sejam
valores medios, ja que ndo & possivel obler um cristal de celulose, nio

permitindo com isso, uma delinicdo exala destes parametros.

iH.1.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e a caracterizacgéo

morfologica de superiicies poliméricas

Q principio da microscopia eletronica de varredura consiste na emisséo de
um feixe de elétrons que € colimado por um conjunto de lentes magnéticas,
produzindo um feixe fino que rastreia a superficie da amostra com ¢ auxilio de
um anteparo de deflex&o colocado antes das lentes finais, resultando na emisséo
de elétrons de vadas nalurezas, sendo os elélrons secundarios os mais
comumente usados. Além  desses, sdo emitidos também, elétrons
refroespalhados, auge, & oulros, como mostra a Figura 1. O sinal de um
detector de elétrons secundarios modula a area que forma a imagem na tela de
um {ubo de raios catddicos.  Essa imagem € formada devido a varredura

sincronizada entre o tubo de raios calodicos e o feixe de elétrons colimado 105].
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A microscopia de varredura apresenta ampla faixa de conlrasite e
profundidade de foco, que permilem observagbes detathadas de uma amostra.

Um importanie aspecto que dislingue a microscopia  elelrénica das
demais, & que dentro de uma resolucfo adequada sdo possiveis observagtes
direlas do tamanho de particulas com dimensoes inferiores a 10um, da
morfologia e da textura, que faz com que, tanto a microscopia de varredura(MEV)
quanto a de transmissdo(MET) sejam largamente utifizadas no estudo de
polimeros  naturais, como por exemplo, a celulose e suas formas

modificadas]106].
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Figura 11 - Tipos de elélrons e a formaglo de imagens em um microscépio
eletrdnico de varredura(MEV)[105].



Ovido de Titdaio (IV) Disperso no Supcrficie do a-Celilose: Preparagdio, Caracteriz. o Aplicagies 21

H.1.5. Espectroscopia fotoeletronica de rains-X (XPS) e a caracterizagfio de

polimeros

A técnica de XPS baseia-se no principio do eleito foto-elétrico de Eisntein,
através do gual é possivel deferminar as energias de ligacio dos elétrons em
niveis internos de atomos de superficies de uma grande variedade de
materiais{catalisadores, polimeros, melais, ligas, semi-condutores, eletrodos,
filmes de dxidos, etc). Através dessa técnica, € possivel detectar todos os
elementos com excesséo do hidrogénio, com um limite de 0,1-1%. Sio diversas
as informagdes que podem ser oblidas: determinagao percentual de impurezas ¢
a composigdo quimica de materiais; identificacdo do eslade de oxidacdo do
alomo ceniral em compostos de coordenacdo; dedugio da estrutura eletrbnica
de moléculas; estudo de mecanismos de reagdo; andlise de interfaces de
sistemas binarios, determinacio da espessura de camadas d;—g "materials
compositos, etc[107-116].

Essa técnica se destaca na analise de superficies através da medida dos
desiocamentos nas energias dos eletrons ejetados, que sio da ordemde 1 a 10
eV. Este fendmeno resulta da interagédo néo destrutiva de uma superficie com
fotons de energia E=hv, que s&o absorvidos pelos elélrons ejetadas, como
mostra a Figura 12.

A energia de ligagdo do folon-elétron da superficie pode ser determinada
pela expressao Ep=hv - Ex - ¢y, onde s, € uma constante de valor conhecido, B,
a energia cinetica com a qual o foton-eléiron é ejetado e E, a energia de ligacao
do elétron em um determinado orbital. Portanto, depende da nalureza de cada
superficie, da concentragide atdmica, do estado de oxidagdo e da densidade

eletrénica em torno do alomo analisado[110].



Lindomar Roberto Damasceno da Silva 22

\> <d efector
S hy o o N @
roim—)?\ % olon- ~

7 elétron m> L

{ amostra i T e

Fspreciio

Figura 12 - Eleito folo-elélrico e a analise por XPS[109].

1.8, Principios e Aplicagdes da Analise por injegdo em Fluxo(FIA)

A andlise por injegdo em fluxo(FIA) consiste na injecéo repetida de um
pequeno volume de amostra em um liguido transportador que em condigdes
hidrodindmicamente controladas, se desloca continuamente sem segmenlagio
alé ser delectada. No percurso essa amosira poderda ser submetida a uma
grande variedade de processos quimicos, fisicos ou fisico-quimicos(kx.: diluicdo,
reagfes quimicas, didlise, extragdo liquido-liquido), permitindo também, que
outros liquidos transportadores, reativos ou ndo, possam juntar-se em qualquer
ponto entre a inje¢do ¢ a delecgo[117-119].

Devido a simplicidade, elegancia, rapidez, economia de reagentes,
possibilidade de automagfo e maior quantidade de informagfes, a técnica de FIA
& hoje largamente utilizada|120-133].

Um fator importante na analise por FIA @ o coeficiente de dispersdo da

amostra, . Este esta relacionado com a forma de montagem do sistema, sendo
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portanto, um  critério de  classificacdo  da  téenica, quanto  ac  seu
uso[ 118,121,125
Quando em um experimento simples sdo medidas as absorbancias de

uma dada substancia colorida, que obedega a fef de Lambert-Beer, a altura do
pico maxima, Haoa, Observada & diretamente proporcional a concenlragdo da
substancia analisada. Medindo-se a absorbancia dessa mesma substancia, ndo
diluida, em fase estacionaria, a razéo enlre Ho(altura de pico neste dltimo caso) e
Hax, COrrespondera ao coeliciente de disperséo, D= Hy/ Hyaf118].

Com base nesses principios pode-se delerminar com colunas de pré-

concentragdo em linha com um sistema de injegdo em fluxo, as quantidades de

um sem numero de substancias em nivels reduzidos, ppb(parte por bithdo) ou
pol{parte por trithdo), de concentragdo. Com isso, ela é especialmente apropriada
para  a especiacdo de metais pesados em  efluentes de diversas
procedéncias|123,127-1291.

Q método de analise em fluxo também pode ser aplicado ao"estud() de
enzimas imobilizadas[125,126,132-134]. Tem-se constatado que esse método é
comumente usado no estudo do comporlamento cinélico de sensores
enzimaticos[82,135-142].
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H.2. PROCEDIMENTOS
.21, Solugdes

(a) Solugio estoque 5x10° M de dicromato de potassio foi preparada pela
dissolugao de 0,1476 ¢ deste reagente, previamente secado em estufa a 413
K, com solugdo de dcido nitrico 0,1 M em baldo de 100 mL. Para delerminar a
cinética de adsorgdo do cromio, foi preparada também, solugdo com acido
cloridrico 0,1 M como diluente.

A solugdo estoque de Cr(Vi) para a determinacio em sistema com injecio em
fluxo foi de 1000 ppm. Preparada pela dissolucfo de 2,829 g de dicromalo de
petzﬁgsio,'previamer'xte secado, em 1000 ml. de solugéo de &cido nitrico 0,1 M.
As solugles estoque dos interferentes foram preparadas pela dissolucio de
quantidades apropriadas dos respeclivos sais em 100 mL de #égua

desmineralizada de maneira que fossem obtidas solugtes de 1000 ppmi.

{b} Solucdo de 1,5-difenilcarbazida(DFC) 0,05 % m/v, foi obtida pesando-se
cerca de 0,05 g e dissolvendo em 5 ml. de acetona, e completando o volume

com agua bidestilada em baldo de 100 mL.

(c) Soluglo de 1,5-difenilcarbazida(DFC) 0,25% miv, preparada dissolvendo-se
0,25 g em 50 ml de acetona, em baldo de 100 mL., e completando-se o volume

com agua bidestilada.

(dy A solucdo estoque de tampio PIPES(Acido piperazinatetraacético) foi
preparada pela solubilizacdo em agua desmineralizada, com adigao de

solugdo de hidrdxide de sodio, até total solubilizagdo, ajusiando-se,
concomitantemente, o pH da solugio. Finalmente transferiu-se a solugdo para
um baldo volumétrico completando o volume com agua desmineralizada. As
demais solugdes foram preparadas por simples diluigdo de quantidades
adequadas da solugdo eslogue.
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(e) As solugbes de pirogalol foram obtidas através da simples solubilizagio deste
em agua desmineraliza, para concentragtes variando de 10 a 80 mM, em
baldes ambar, em virlude da lolossensibilidade deste reagenie. Portanto,
devido a impossibilidade de esloca-las, em cada experimento foram

preparadas novas soluges.

{f) As solugbes de perdxido de hidrogénio foram preparadas com 0s mesmos
cuidados dispensados ao pirogalol, a partir de uma solugdo padréo, sendo que

as concentracfes dessas solugtes variaram de 3,75 a 60 mi.

i1.2.2. Obtencio do compdsito celulose-dxido de titdnio(IV) hidratado

Foram realizadas 4 preparagées. Nas trés primeiras foram pe;a;sa’dos 5,0
g de celulose de algoddoe (Sigma 99,5%) e colocados em um baldo de reagio em
atmosfera de nitrogénio, acrescenteo em seguida, 250 mbL de CCls. Foram
adicionados cerca de 0,25 mL, 0,50 mb e 1,00 mL de TiCl; em cada preparagdo.
A mistura reacional ficou refluxeo sob agitagdo e aquecimento de 343 K durante
5 horas. Em seguida fillrou-se o sdlido oblido sob pressédo reduzida e em
atmosfera de nitrogénio, seguido de sucessivas lavagens com CCly. O sdlido
obtido foi imerso em efanol anidro, borbulhando-se amdnia durantie 1 hora, com
agitacdo constanle, visando neutralizar o &cido cloridrico formado durante a
sintese. A celulose modificada foi fillrada ao ar, e lavada exaustivamente,
primeiro com etanol anidro, depois com etanol/agua (1:1), e finalmente com agua
desmineralizada, obtendo-se no final um material totalmente hidrolisado. Apds
secagem, foram realizados iestes qualitativos com peroxido de hidrogénio, que
em contalo com a superficie do composito adquire uma coloragio amarelada,
que serd mais intensa, quanto mais litanio hidratado estiver presente.

Na Gltima preparacao foram ulilizados 20,0 g de celulose e cerca de 5,0
mb. de TiCl,. Ao final foram obtidos os compositos CEL1/TIO,, CEL2/TIO,,
CELS/TIO, e CEL4A/TIO, respeclivamenie, na forma de pos.
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1.2.3. Caracterizaciio dos composilos de celulose-oxido de titanio(iV)

hicdratado

Antes da caracterizagdo, os compositos foram secados em estufaa 353
K por 16 horas e em vacuo de 10 Torr por um periodo de 4 horas.

As analises gravimélricas para determinar o teor de oOxido de titanio
incorporado em cada uma das amosiras consistiu em pesar 0,2 ¢ de cada,
calcinando a 1173 K por 2 horas alé peso constante.

Nas medidas de &rea superficial, foi empregado o método de BET
multipontos, utilizando o equipamento Micrometrics modelo Flowsorb 1 2300.

Foram usados cerca de 0,4 g de malerial em cada analise.

O comportamento térmico dos materiais foi determinado aquecendo-se
cerca de 4 mg de cada um, sob atmosfera de oxigénio, a uma velocidade de 5
°C/min. O equipamento ulilizado nas medidas foi o termoanalisador da Dupont
modelo 1090. ’

Os difratogramas da celulose e do composito foram oblidos empregando
um difratdmetro Shimadzu XD-3A, usando radiagdo CuKo com A=154023 A, e
aplicando uma tenséo de 30 kV e uma corrente de 20 mA, com varreduras de
19/min.

Os difratogramas obtidos foram corrigidos segundo d fator de Lorentz e de
polarizagfio[143], e desdobrados em duas regides, como moslra a Figura 13. As
regides cristalinas do espectro da Figura 13, estdo representadas por um
conjunto de cinco picos estreitos, enquanto gue o amorfo corresponde ao largo
halo sob a curva experimental. As distancias interplanares da cela unitaria da
celulose determinadas pelos picos do difratograma  sdo mostrados na Figura
inserida, através da qual sdo vistos 0s Endices. de Miller (hkl) correspondentes,
para cada plano de difragdo da cela unilaria. As cristalinidades relativas das
cinco amostras foram obtidas pelo ajuste dos difratogramas, aplicando a
expressdo malemética 1(20) = 3Gi(20) + AM(20) + B(20), onde Gy(20) é uma

funcdo de distribuicdo gaussiana para os planos cristalinos; AM(20) ¢ a fungao
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gaussiana para o halo do espectro referente a parte amorfa, com maximo em 20

graus, e B(20) representa a linha base.

207

-
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Figura 13 - Difratograma tipico do composito CEL3/TIO,. (a)difratogramas
observados; (b) Gaussiana dos picos resolvidos correspondendo a
fase cristalina; ¢) Gaussiana do pico resolvido correspondendo a fase

amorfa.

Os ajusles das curvas experimentais e tedrica foram realizados com base
no algoritmo  de minimos  quadrados  propostos  por  Marquardt-
Levenberg(102,143-146].
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Os espectros de XPS foram oblidos em um espectrdmetro  McPherson-
36, usando um anodo de aluminio (AIKa=1486,6 eV), e uma Dressiao menor gue
2x107 Torr. As razdes atomicas foram eslimadas através das areas sob 0s picos
e a seccio de choque de Scolield[147]. A energia de ligacio de referéncia foi a
do carbono 1s de hidrocarboneto em 284,6 eV[115].

Nas analises morfoldgicas, a celulose e 0s compositos foram inicialmente
dispersados em suporte de latde ou aluminio contendo uma fita dupla face da
dM, possibilitando dessa forma a fixagdo dos pos. Apos a relirada de excessos
das amostras, foram feitos recobrimentos com vapores de uma liga ouro/patadio
(método de Sputter), e para as amosiras conlendo a HREP, ulilizou-se
recobrimento com carbono, em um Sputter Low Vollage LVC76 da Plasma
Science. As andlises foram realizadas por meio de um microscopio eletrénico de
varredura JEOL JSM T-300, contendo detector de elétrons secundérios (SEl) e
refroespalhados (BED, além do detector de raios-X (EDS) Northerrj com modo

andlise e imagem (mapeamento).

I.2.4. Adsorcéio de Cr(Vi)

As isotermas de adsorgio de Cr(Vi) foram obtidas de solugbes aquosas a
298 K, alravés da técnica de batelada, utilizando o compdsito CEL/TIO,.

As quantidades de Cr(Vl) adsorvidas pelos sélidos foram calculadas
através da equacio: Ny = (N, - Ny)/m, onde N, & o numero de moles de Cr(Vi} da
solucdo de partida; N, ¢ o nimero de moles no sobrenadante apds o equilibrio
com a fase solida; e m a massa do compésito, em gramas. Os valores foram
determinados espectrofotometricamente com  leiluras em 390 nim em um

espectrofoidmetro Micronal B380, utilizando cubeta de 1 cm de caminho 6tico.
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2.5, Pré-concentracéo de Cr{Vl)

A pré-concentragio de Cr(Vl) em sistemas de andlise convencional
(leituras manuais), constitui um outro método que normalmente & utilizado como
forma de comparacdo com métodos de FIA, com o objetivo de verificar a
eliciéneia deste Gltimo. No presente trabalho a pré-concentracdo foi realizada
usando-se 0s seguintes recursos: bomba peristaltica ajustada para bombear 1.4
mL.min’ de solucdo; coluna de vidro com 9 cm de comprimento e 0,4 cm de
diimelro contendo ¢. a. 500 mg de celulose modificada.

Inicialmente foram percolados alravés da coluna 30 mi. de HNO; 0,1 M,

para a ativagdo dos silios de adsorgdo da superficie do malerial, seguido de
lavagem com 30 mL de dgua desmineralizada, para refirada do excesso de
acido. Logo em seguida foram percolados 200 mL de solu¢do 0,174 ppm de
Crtvh em pH 1 e mais 30 mL de HNOs. O Cr(Vl) adsorvido na s'uperfi{:ie foi
eluido com NaOH 0.1 M, em fiuxo reverso, sendo recothidos em baldo de 50
ml., contendo 5 mL de HNO3 1 M e 2 mbL de DFC 0,25 % m/v, completando-se o
volume com Agua desmineralizada. As concentragfes das solugbes eluidas
foram determinadas através de curva analitica para solugbes de Cr(Vl) de

concentracgbes variando entre 0 e 4,5 ppm.

111.2.6. Cinética de Adsorgéo de Cr{VI)

Esta etapa consistiv em determinar o tempo necessdario para que
ocorresse a maxima adsorcio, e consequentemente a salurago da supertficie do
compdsite pelo Cr(V1); para tanto foram colocados cerca de 0,1 g de CEL/TIO;
em frascos de agitagdo e adicionados 50 ml de solugdo 5x1 0" M em pH 1,
iniciando imediatamente a cronometragem. Este experimento foi conduzido por
um periodo de 3 horas e 25 minutos, e acompanhado com leiluras
espectrofotomeétricas em 390 nm, e infervalos de 5 minutos na primeira meia-
hora. O mesmo procedimento foi usado para o acido cloridrico como diluente.
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H.2.7. Determinacio de Cr(Vl) em funcéo do pH

Foram pesados 0,1 g de CEL/TIO, para cada valor de pH e colocados em
frascos de agitagéo com a adigéo logo em seguida de 50 ml de solugdo 5x107" M
de Cr(VD), gue tiveram seus pH ajustados pela adicdo de acido nitrico ou
hidroxido de sddio; de tal maneira que ao final fossem oblidos 50 mbL no pH
desejado, cujos valores variaram de 1 a 8. Apds mistura-las, os frascos de
agitacdo foram submetidos a conslanle agilacdo durante 30 minutos. Ao Final
desse tempo, Toram medidos os pH's das solugdes em equilibrio com a fase
solida, e apos centrifugacio foram retiradas de cada, aliquotas do sobrenadante;

dessas aligquotas foram retirados 5 mL e colocados separadamente em baloes
volumétricos de 10 ml, seguido da adicdo de 2 ml de tampdo acelato, e
completando 0s volumes. Finalmente foram {eitas as leituras em 390 nm.

HL.2.8. Adsorcdo de Cr{Vl) em funcfo da concentraciio de equilibrio do

sobrenadante

A partir da solugdo 5x107 de Cr{VI), foram obtidas as demais: 2x10™ M;
Ax10™ M; 5x10™ M; 6x10° M; 8x107" M e 10° M, usando solugdo 0,1 M de dcido
nitrico, como diluente.

Aliguotas de 50 mlL de cada concentragéo foram acrescentadas a 0,1g de
CEL/TIO, em frascos de agitagdo, sob agitagdo por um periodo de 30 minutos,
seguido de centrifugagéo e retirada de aliquotas dos sobrenadantes para leituras
gspectrofotometricas em 390 nm.
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1#.2.9, Pré-concentracdo e determinagio espectrofotomeétrica de Cr(Vi) em

Hinha com um sistema de analise por injecdo em fluxo (FIA)

A injecdo em Huxo wtilizada para o esludo de pré-concentragdo e analise
de Cr{Vl) apresenta uma configuragfo como mostrado na Figuras 14. Portanio,
foram utilizados dois injetores, um para o Cr(VI) e o outro para o eluente NaOH,
com tempos de injecAo controlados.

A microcoluna (2 cm de comprimento; 0,3 cm de didmetro) foi empacotada
com cerca de 30 mg do composito. O sistema foi operado em qualro etapas,
descritas a seguir.

1. Ativagdo: 0,1 M de HNOj foi injetada na microcoluna a uma vazdo de 2,8
mi/min durante10 segundos.

2. Injecdo de Cr(Vl): Uma solugdo écida (pH 1) de Cr(Vl) foi conduzida atraves
da microcoluna em tempos pré-determinados (10-100 s) 'sob uma
vazae de 3,2 ml/min.

3. Lavagem: Apo6s a pre-concentragéo a microcotuna foi lavada com HNO3z 0,1 M
durante 10 s na mesma vazdo que a da ativagio.

4, Fluigdo e detecgdo: Esta ltima elapa consistiu em eluir 0 Cr(Vl) adsorvido na
microcoluna com solugéo de NaOH 0,1 mol.L”" sob vazio de 3,2
mi/min. Ao mesmo tempo a solugdo de DFC (0,05 % miv) se
misturott a uma solucio de HNO; 0.8 mol. L', e finaimente com a
solugao de Cr(Vi) proveniente da pré-concentragdo. O conlalo enlre
essas soluctes resuliou na complexagéo do crébmio com a DFC,
cuja absorbincia foi lida a 540 nm, e o sinal foi obtido no registrador

R. Todas as determinagbes de Cr(VI) foram realizadas em um
espectrofoidmetro Micronal B380.
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Figura 14 - Configuracio do sistema de inje¢io em fluxo para a pré-concentragao
e analise de Cr(Vl): a) Ativagdo; b) Injegdo; ¢) Lavagem e d)
Fluicdo. D = Descarte; BM = bobina de mistura; BR = bobina de
reagdo; P = Espectrofotdmetro e R = Registrador; W = Descarte.
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210, Determinacio de cromio(Vl) em aguas naturais por mélodo

convencional e por inje¢céo em fluxo

As aguas coletadas nas lagoas do Taquaral e da Unicamp foram
aciduladas com HNO3; e apods serem filiradas com papel de filtro Whatman 40
para eliminacdo da maléria orgénica em suspensdo, foram analisadas por FIA
como descrito no item HL2.9. Como ndo foi detectado a presenga de cromio em
nenhuma das amostras, ambas foram dopadas com 5 mbL de uma solugdo 10
ppm de Cr(Vl) e 0,61 mb de acido nitrico P.A., completando os volumes com as
respeclivas aguas, até atingir 100 mL. Os valores de absorbancia encontrados
foram avaliados usando-se como referéneia uma solugédo de Cr(Vl) 100 ppb, para
consirugdo da curva analitica, fazendo-se injegbes nos tempos de 10, 20, 30

segundos.

Hi.2.11. Imobilizagdo da HRP e determinacdo da retencio de atividade

A HRPEC 1.11.1.7, Sigma, tipo VI foi imobilizada sobre a celulose
modificada através de um método de imobilizagc8o que se baseia na interagdo
covalente entre a enzima e o suporie [74).

Partindo de 10 mL de uma solugédo contendo 0,19 mg/mbL(19,1 U) de HRP
em tampédo PIPES (pH 6), foi retirada uma aliquota de 8 mL(15,3 U) e colocada
em um erlenmayer contendo 100 mg de CEL/TIO,, fechando o recipiente e
colocando em banhe de gelo num agitador orbital durante 3 horas. Em seguida, o
contetido foi transferido para um tubo de centrifuga de polietileno e centrifugado
a 3000 mom para separacdo das particulas em suspensdo, seguido da
determinagdo da atlividade enzimética do sobrenadante, bem como dos 2 mi
inicialmente separados, & que foram utilizados como controle. A fase sdlida foi
lavada 3 vezes com tampdo. E de cada lavagem, foi retirada uma aliguota para

verificar se haveria alividade enzimatica.
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A diferenca de atividade estabelecida entre a solugao de controle e a
somatoria das atividades das aliquolas das solugbes de lavagem e do
sobrenadante, resullou na quantidade de enzima imobilizada, que foi de 5,7 U ou
0,057 U.mg“ de CEL/TIO. Este rendimenio foi oblido através de leiluras
espectrofotométricas em um espectrofotdmetro Beckman DU 640 em cubela de
quartzo de 1 em de caminho Glico em 420 nm, para a cinélica de oxidagdao
enzimatica do pirogalol na presenca de perdxido de hidrogénio, conforme a

equacio guimica abaixol{68].

2 Pirogalol + 3 HpOs- > Purpurogalina + CO, + 5H;0
(Ces03) (C1iHgOx)

Todas as leituras seguiram as instrugbes conlidas no folheto fornecido
pela Sigma Chemical Company. A imobilizagio resultou no biocatalisador
HRP/CEL/TIO,. ‘

1.2.12. Determinacio espectrofotomética da atividade catalitica em

selucio

A atividade catalitica da HRP foi determinada usando-se pirogalol e
perdxido de hidrogénio(30 mM) como substralos em solugdo de tampdo PIPES
em pH 6. Todas as solugbes de pirogalol(10, 20, 30, 40, e 50 mM) foram
preparadas pela solubilizagdo de quantidades apropriadas com agua

desmineralizada. As medidas espectrofotométricas  foram  conduzidas em

comprimento de ondas de 420 nm num espectrofotdmetro DU 640 da Beckman.
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111.2.13. Determinacio espectrofotométrica em linha com um sistema de

injecdo em fluxo da atividade catalitica da HRP/CEL/TIO,

Para o estudo cinélico da peroxidase foi ulilizado o sistema FIA
apresentado na Figura 15. As amosiras de peroxidase imobilizada na superficie
de CEL/TIOs, foram colocados em um reator de acrilico com 2 cm de
comprimento € 0,3 cm de diimetro, com capacidade volumetrica de 0,14 cm’. A
guantidade de biocatalisador utilizada nos ensaios variou entre 3 e  mg. O
funcionamento do sistema FIA consiste basicamente em dois passos: 1 -

corresponde a posigio do injelor (valvula de comulagdo manual), na qual a

solugdo de tampdo passa continuamente atraveés do reator 1, proporcionando um
constante acandicionamento do biocatalisador, em condigbes de fluxo e de pi
adequados, indo finalmente para o recipiente de descarle; 2 - Nesta POSIGAS ©
injetor permile que a mistura reagente (pirogalol + HyO5), contido no loop de
volume fixo, seja transportada pela tampéo (fluido Iransportador) até o leito
catalitico. A purpurogalina produzida no reator r, passa por um sistema
semelhante ao de detecgio do crémio. As medidas espectrofolomeétricas foram
obtidas em comprimento de ondas de 420 nm. Em ambos os casos foi utilizada
uma bomba peristaltica WIZ e um espectrofotdmetro Micronal B380.

Segundo Kubota e colaboradores[148], a inleragio do peroxido de
hidrogénio com o titnio resulta na formagfo de tragos de radicais livres. Por
isso, foram, realizadas medidas cinélicas na auséncia de enzima, para se
certificar se haveria a formacdo de espécies capazes de provocar alteragbes nas
medidas da atividade peroxidésica da HRP. Para essa finalidade foram utilizadas
respectivamento, 20 mM de pirogalol e 7,5 mM de HxOy.

As medidas para a selegio do volume mais adequado para o fluxo de 0,9
mL.min" foram realizadas fixeo-se a concentragdo dos substratos e variando o0s
volumes injetados desde 10 até 80 pl. As concentragdes de pirogalol e de HpO»

utilizadas foram respectivamente, 40 mM e 15 mM. A massa de catalisador

utilizada neste experimento foi de ¢.a 4 mg.
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Figura 15 - Configuracdo do sistema de injegdo em fluxo para a determinagao da
atividade catalitica da peroxidase: 1) posi¢éo de lavagem do reator
com soluciio de tampao PIPES em pH 6; 2) Posigio de injegao do
substrato no reator. W = Descarle.

Qutro ensaio realizado foi a variagdo da concentragdo de HpOp de

3,75 mM a 30 mM, fixando a concentragdo de pirogalol em 40 mM com tamp@o
pH 6. Todas as medidas foram realizadas a 298 K.
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v, GARAC“[‘ER!ZAQRQ 00 COMPOSITO CELULOSE-OXIDO DF THTANEQ(W)
HIDRATADO
V.1, Besullados e Discussio

IV.1.1. Obtenco do composito

SIHTOLA e NEIMO[2] descrevem a reatividade da celulose como uma
funcdo de sua solubilidade em determinados solventes. Porem, ela soO sera
efetivamente dissolvida se as interagbes com 0s solvemtes ocorrerem atraves
das ligagBes ponles de hidrogénio da sua estrulura. E esta interagiio é definida
por SPANGE e colaboradores[149] como a propriedade doador-aceplor em
decorréncia da polaridade das moléeulas do solvente, resultando em dissolugdo
ndo degradativa. Este tipo de dissolugdo tem encontrado aplicagdes,
principalmente, na oblengéo de limes de celulose[21,22].

No presente trabalho, tem-se ulilizado solvente apolar, GCly, por ndo
solubilizar a celulose, pois pretendia-se modilicar apenas a superficie desse
polimero pela agéo de TiCly, sem perda das propriedades mecanicas.

LEE[150] tem demonstrado através de dessorgdo de gases, que para
processos adsortivos semethantes ao que se tem oblido, estdo envolvidas
propriedades energéticas superficiais que determinam uma interagdo do tipo
hidrofdbica entre as macromoléculas de celulose e o CCla.

SERIBAEVA e colaboradores{151] discutem a interagdo da celulose com
Acidos de Lewis do tipo MCly (Ti, 8b, Sn e Al), como resultado de processos de
degragiio termocatalitica. Estes diferem dos processos relacionados com as
propriedades termomecénicas da celulose.

Através de analises de infravermelho, AFANASEV e colaboradores|15Z]
demonstraram que degractes termocataliticas séo afribuidas a formagéo inicial
de um complexo acido de Lewis-celulose, resultando no aparecimento de bandas
de absorgdo em 1100-1000 em™ na regido do infravermelho, que séo atribuidas &
formagéo de figagbes do tipo C-O-Ti.

Quiro aspeclo descrito anteriormente, refere-se a reatividade da celulose,

que esta relacionada com a presenga de grupos hidroxilas estruturais[5,20,21].
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Ao reagir a celulose com 0 tetracloreto de titanio, verifica-se a ocorréncia
de uma reaciio acido-base com liberagéo de acido cloridrico e formagéo de um
composto intermediario, oxiclorelo de litanio-celulose, que sofre hidrdlise com
muita facilidade, através de uma reago similar a apresentada no item 1.3. Nestas
condicbes a matriz celulose solre um processo de degradagéo superficial que
sera maior ou menor, dependendo da quanlidade dos reagentes empregados. A
evidéncia para este falo contraria 08 resultados  de  AFANAGEV e
colaboradores[152], pois ndo se verificou degradacgfies com cisdes hidroliticas,
visto que isso acarretaria na fragmentagao das fibras.

Observou-se também, que as preparagfes nao 530 esleguiomelricas

(Tabela 1), pois o rendimento em cada preparagio ndo apresenta uma relagac

molar com os percentuais de titdnio incorporado & celulose.

IV.1.2. Caracterizagido do oxido de titanio disperso na superficie da

celulose

As quantidades de oxido de litanio depositadas na superficie da celulose
foram determinadas como descrito no item 111.2.3.

O rendimento da incorporacio de Ti nas fibras de celulose sofre uma
sensivel redugdo nas amosiras CEL3/TIO, e CEL4A/TIO, coma mosira &
Tabela 1. Tal comportamento pode ser explicado pelo falo de que até 0,91 mmol
de Ti. ndo ha um completo recobrimento das fibras pelo Oxido de titnio. Este
fato & evidenciado iambém, alravés dos resultados de XPS, que serao
apresentados.

A curva de TG da celuiose (Figura 16a), obtida em atmosfera oxidante,
concorda com os dados apresentados por PATAKY e colabordores[23]. Ambos
indicam que a estabilidade 1ermica da celulose vai até c.a. 473 K, havendo
apenas uma pequena perda de massa, 3 %, que é alribuida a agua fisicamente

adsorvida.
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Tabela 1 - Rendimento do TiO, disperso na superficie da celulose

s T SRR £ TR Pl f R

CeEL1/TIO, 5,0 0,45 0,16(34)
CEL2/TIO, 5,0 0,91 0,69(98)
CELI/MTIO, 5,0 1,80 1,25(69)
CEL4/TIO, 20,0 9,06 3,24(36)

A partir dai, ocorre uma répida e assintotica perda de massa, decompondo-se
totalmente em 692 K. Ja nas curvas dos compdsitos CEL/TIO, (Figura 16b-e),
observa-se um feor de umidade um pouco maior, ¢.a 5%, para as amosiras,
CEL2/TIO,, CELI/TIO, e CELA/TIO,.

Esta caracteristica esla relacionada com a capacidade de a}:fsorc;éo do
dxido de titanio disperso na superficie da celulose, que ¢ citada por KENNEDY e
CABRAL[20] como uma propriedade das formas rulilo e anatase. Qutra
caracteristica observada na curva e, € uma redugdo mais lenta da massa, na
qual somente em 749 K a fase organica, celulose, é totalmente pirolisada,
ficando apenas o Oxido de titdnio que equivale a aproximadamente 18%. Muilo
proximo, portanio, dos 16% oblides com a calcinagdo a 1173 K.

No entanto, ndo se deve atribuir a este falo uma maior eslabilidade
térmica do composito, visto gque, tanto nas amostras de celulose modificada,
quanto na de celulose pura, as perdas de massa comecam a ocorrer em ¢.a. 473
K. A diferenca mais marcante estd no intervalo de temperatura que vai de 573 a
693 K. Nesta faixa, enquanio a celulose se decompde, desaparecendo
tolaimente, a massa residual dos compésitos, segue um processo de mudanga
estrutural que foi acompanhado por difragdo de raios-X, através de sucessivas
calcinacoes de uma amostra da CEL4/TIO,, desde 373 K a 973 K, como mostra
a Figura 17A-F.
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Os resultados das analises por DSC para as amostras de celulose
modificada (Figura 18b-e), indicam que no intervalo de temperatura acima citado,
as amoslras passam por un processo exolérmico que € alribuido & cristalizagdo
do 6xido de titnio (Figura 17A-F).

Os dados de DSC para a celulose de algodéo (Figura 18a), mostram dois
picos endotérmicos, que segundo NGUYEN e colaboradores[98], sdo devidos a
formagao de L-glicose. De acordo com esses mesmos autores, a partir das areas
dos picos endotérmicos podem ser estimados os percentuais de cristalindade da

celulose.
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Figura 16. Curvas termogravimétricas (TG) : a) Celulose; b) CELA/TIOg;
o) CEL2/TIO,; d) CELI/MIO,; e) CELA/TIO,.

Porém, os calculos sdo dificullados pela existéncia de um pico exotérmico
que nédo pode ser faciimente distiguido dos demais, e que aparece entre 08 picos
endotérmicos das curvas de DSC (Figura 17). De acordo com BASCH e
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LEWIN[100], isto ocorre porque a L-glicose ndo sofre uma decomposigéo rapida,
devido ao fato desta depender da espessura e da geometria das macromoléculas
de celulose, e também em razdo da existéncia de regides estruturais
intermediarias, citadas como ‘regibes paracristalinas’{153]. Portanto, os dois
picos endotérmicos caracteristicos da celulose poderiam ser atribuidos as duas
regites estruturais distintas, ou seja, as cristalinas e as amorfas.

Com base nas consideragtes feitas, as energias correspondentes a estes

e ao pico exolérmico sdo estimados trag@ndo-se uma sendide como linha base.

— enado

EXO  fom

Fo o e g o e

e et o e 6 e e et <. o 1 oo e e o]
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Figura 17. Curvas de Calorimetria Diferencial de Varredura(DSC): A) Celulose;
B) CEL1/TiOg; C) CEL2/TIO,; D) CEL3/TIOy; E) CELA/MTIO:.

Os valores encontrados através da curva de DSC da amosira de celulose
pura (Figura 17a), para os picos endotérmicos em 587 K e 713 K, 580
respectivamente, 674 KJ.mol' e 374 Kd.mol' de glicose. Considerando toda a

area sob 0s picos a energia obtida fol de 1559 KJ.mol' de glicose. Portanto,
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subtraindo desta a soma das duas anteriores, o resultado é 511 KJ.mol', que
corresponde a energia aproximada do pico exotérmico.

A energia total oblida para as amostras CEL1/TIO, CEL2/TIO;,
CEL3/TIO, e CELA/TIO, (Figura 17b-e), foram respectivamente, 1070 KJ.mol ™,
1034 KJ.mol™, 1031 Kd.mol " e 1288 KJ.mol" de glicose. Esses valores menos 0s
1559 %(J.mc:a!”‘, resultam respectivamente, em 488 K‘}.mc_)E“v 525 KJ.mol™,
528 KJ.mol" e 271 Kdmol" de glicose, os quais séo atribuidos a entalpia de
interacéo da celulose com o TiOy, e devido também, & contribuicdo da energia de
cristalizagdo.

Na Figura 17, observa-se também, que nas curvas b, ¢, dee, 0 segundo

pico endotérmico praticamente desaparece. Comparando esle fenomeno com o
ocorrido com a celulose pura {(curva a), conclui-se que parte da L-glicose se
decompBe ao mesmo tempo em que ocorre a cristalizagdo da fase inorganica,
TiO». Em termos de entalpias de reagfio, verifica-se que a quantidade de calor
remanescente, para a amostra CEL4A/TIO, por  exemplo, r"eferen’re a
decomposicio, é de 103 KJ.mol™ de glicose.

Os resultados de dilragdo, mostrados na Figura 18, revelam que a fase
cristalina do composite CEL4/TIO,, devida ao Oxido de litdnio, comega a se
manifestar ja a partir de 473 ¥, apresentando os paramelros de difragdo da forma
cristalina rutifo, com os valores de d(hkl) em 3,24(110), 1,68(211), 2,47(101),
1.62(227), 2,18(111), 2,29(200). No entanto, a medida que aumenia a
temperatura de calcinagdo, 773 K, comecam a aparecer oulros picos ¢om 0s
valores de d(hkl) em 2,33(112), 2,37(004) e 3,52(101), que s&o caracleristicos da
anatase. A partir dessa temperatura, a intensidade desses picos aumenta e com
isso, a forma cristalina do rutifo, comega a dar lugar a forma analase, e esse

processo prossegue até que em 973 K, predomina a fase anatase .
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Figura 18 - Difratograma da cristalizagdo do oxido de titanio amorfo pela
eliminagdo da fase orgénica, celulose. Queima de amostras do

compdsito CEL4/TIO, nas seguintes temperaturas: A) 473 K; B) 573 K;
C)673 K, DY 773 K, E) 873 K e FF) 973 K. (o) rutilo e (0) anatase.
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As areas superficiais, Sper, da celulose e do TiO» sdo muito baixas, como
mosira a Tabela 2. Porém, ao modificar a celulose com o cloreto de titanio, as
arcas dos compositos obtlidos aumentaram consideravelmente a parlir da adigdo
de 0,91 mmol de Ti. O valor da area superficial da amostra com 1,2% m/m de
Oxido de titanio é um pouco maior que as areas da celulose e do TiO,, e isso se
deve provavelmente, a pouca guantidade de TiCl, utitizada, tendo com isso,

provocado pouca modificacdo na superficie da celulose.

Tabela 2 - Medidas de area superficial

tlose

I

Cel 2

TiOs 7)
CEL1/TIO, )
CEL2/TIO 19
CEL3/TIOx 27
CELA/TIO, 46

A relaco existente entre o aumento da quantidade de titdnio adsorvido e
os valores crescentes de &reas superliciais refletem o caracter amorfo da
estrutura do dxido depositado sobre a celulose, e concordam com os graus de
cristalinidade apresentados na Tabela 3.

As redugdes nas areas superliciais dos compdsitos séo provenientes de
alieraches das regides amorfas e cristainas da celulose, bem como do carater
amorfo apresentado pelo dxido de titAnio depositado sobre a mesma. Ja que a
calcinacdc dos referidos compositos, como visto anteriormente (Figura 17),
provoca a cristalizagio do oxido residual.

Varios métodos para determinacfo da cristalinidade de celulose obtida de
diversas  fontes como  algoddo, rayon, & e elc, sdo muilo
conhecidos{10,13,146,153-158]. Contudo, devido ao fato da celulose apresentar
espacamentos interatdmicos da ordem do comprimento de ondas da radiagdo X,

a difragdo é hoje a técnica mais utilizada para este fim[127].
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CLARK e TERFORD[154] determinaram através da lel de Bragg os
parametros de difragio da fase amorfa da celulose, conseguindo com isso,
estabelecer 0s angulos que delimitam a regido do difratograma correspondente
ao alo amorfo, enconirando assim, o intervalo que vai de 17,4° a 21,0°. ksta
determinaco explica satisfatoriamente o background observado entre 0s picos
(101) e (002) dos difratogramas experimentais mostrados na Figura 19.

Os difratogramas obtidos para as amostras A, B, C, D e E (Figura 19),
revelam alteractes na cristalinidacle, que foram estimadas pelo desdobramento
dos espectros, como descrito no item HL2.3.

Somando-se as areas dos picos cristalinos e dividindo pela area total dos

difralogramas obleve-se as cristalinidades que séo apresentadas na Tabela 3.
De acordo com os valores apresentados, observa-se uma reducéo de c.a. 18%
e 33% para as amostras D e E, respectivamente, em relagdo a celulose pura.
Portanto, a partir de 10% m/m de dxido de titanio (amostra D), a cgﬁsi"alinidade

sofre uma sensivel redugéo.

Tabela 3 - Grau de cristalinidade da celulose pura e modificada

A Celulose 4913
B | CELY/TIO 50+ 3
C | CELZ/TIO, 49 13
D | CEL3/TIO 40 +3
E | CEL4/TIO, a3+ 3
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Figura 19. Difratogramas de raios-X: A) a-celulose; B) CEL1/TiOg; C)CEL2/TIO,;
DICEL3/ TiO, e £E)CELA/ TiO,.
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As andlises dos especiros de XPS da celulose pura mostrados na
Figura 20, revelam que a energia de ligagdo do oxigénio Ols da
celutose(designade Q) ¢ de 532,11 eV. Ja os espectros dos composilos indicam
o aparecimento de wum segundo sinal(designado Oy em 5305 eV, que
corresponde a energia de ligagdo do oxigénio com ¢ dtome de titanio. O sinal do
Oy aumenta de intensidade & medida que a quantidade de Oxido aumenta., e a
posicdo deste pico é similar ao observado para 0 TiOganamse, para o qual a
energia de ligagdo € 530,5 eV[139]. Porlanto, o oxigénio Oy é atribuido ao oxido,
e esta ligado somenle ao titdnio, visto que, a interagdo desle com oulra espécie,
por exemplo o carbono, acarrelaria numa mudanca da densidade elelrbnica

sobre 0 medgmo, e como consequéncia, haveria um deslocamento na energia de
ligagao dos elétrons Ots.

Com relacdo as razbes alémicas, os resultados obtidos dos espectros de
XPS mostrados na Tabela 4, indicam que OyTi para as amostras CEL2/TIO;,
CELYTIO e CELATIO,, ndo sofreram  alterages. Parém, o " falo delas
apresentarem razdo atdmica trés, implica na possivel interagéo =-C-O-Ti(OH)s.
Acredila-se que a razdo atbmica Oy/Ti=4,0 para a amostra CEL1/TIO; se deve,
presumivelmente, a interages do tipo =Ti-O-H...0-T-(OH);. Os resullados da
Tabela 4 mostram também, que a diminuigdo das razdes aldmicas, a partir de
7% m/m de dxido incorporade, ou seja, amosira CEL2/TIO,, indicam que desse
valor em diante ocorre a formacgio de uma espessa camada de Oxido sobre as
libras, que & evidenciada atraveés de microscopia eletronica de varredura.

A presenca de Ti(p, se caracleriza pelo aparecimento dos picos com
energia de 458,5 e 464,3 eV atribuidos, respectivamente, aos eletron 2pap € 2pis
do titanio. MURATA e colaboradores[158] realizaram estudos do efeito de
polarizacdo e deslocamento quimico por XPS em Perovskita e compostos
correlalos, e observaram que tanio para rutilo quanto para a anatase as energias
de ligacio dos elétrons TiZpse sdo idénticas e iguais a 459,0 eV, enquanio que
para compostos do fipo MTIOs (M=Ca®, $r™*, Ba™, Pb™) os deslocamentos nas
energias de ligacio desses elélrons variam de -0,3 a -0,6 eV. Esta diminuigéo de

energia decorre de um aumento no comprimento da ligagéo Ti-O.
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O mesmo verifica-se nos compasitos. Porém, nestes ocorre uma diminuigéo de
0,5 eV para CEL1/TIO., & de até 1,0 eV para CEL4/TIO,, em relagéo a anatase.
O espectro para os elétrons do carbono nos subniveis Cts, Figura 20,
moslra a presenca de trés lipos distintos de carbono, onde o de maior energia
corresponde aos carbones dos grupos, -C-OH e -C-O-C; o de energia
intermediaria aos carbono éster, O-C-O, e o pico de menor energia é devido a '

presenca de hidrocarbonetos]159].

Tabela 4 - Dados de XPS para a celulose modilicada

o
CEL1/TIOs| 1.2

CEL2/TIO, | 7.0 47 3.1
CEL3/TIO, | 10,0 |458.8 103| 4.2 3,0
CEL4/TIO | 16,0 1458,0 £ 0,3 5,3 2.9

*energia de ligagdo
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As analises microscopicas da celulose foram feitas usando imagens
geradas por elétrons secundarios(SED, que apresentam rigueza de detalhes
morfoldgicos da superficie desse polimero. A imagem vista na Figura 21A indica
que este material é fibroso, porém com formas retorcidas e de tamanhos
bastante variados. Aspectos morfolégicos mais detathados da superficie sdo

vistos na Figura 21B, que mostra a rugosidade da superficie.

Figura 21 - Microgralias de varredura da celulose. A) imagem SEI (500X},
B) imagem SE! (3500X).

As amostras de celulose modificada, também foram analisadas por
microscopia de varredura (Figuras 22A-D), através da qual verilica-se que elas
se distinguem basicamente na espessura da camada de Oxido depositado sobre
as fibras. Na CEL1/TiQ, (Figura 22A), ndo se observou, atraves de imagem de
elétrons secundarios(SED, a deposicdo em camada de Oxido de titanio. No
entanto, sdo vistas depresstes tipicas de ataque acido degradativo. Na
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Figura 22B & vista a formagéo de uma camada de Oxido que se extende por toda
a superficie da celulose. A partir dessa amostra visualizou-se um fendmento de
deposicio, que condiz com ¢ previsto nas analises de XPS. Isto se tornma
evidente quando é feita a comparaglo entre as imagens SEl da  Figura 22B-D,
pois em todas sfo vistos aumentos gradativos na espessura da camada de 6xido

depositado.

Figura 22 - Micrografias de varredura da celulose modificada. A) CEL1/TiO;
B) CEL2/TiQ0; C) CEL3/TIO, ; D) CELA/TIO,
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Fazendo-se o mapeamento da regido mostrada nas Figuras 23A e B da
amostra CEL4/TIO,, com microssonda de raios-X(EDS), obteve-se a imagem da
Figura 23C e o espectro correspondente (Figura 24), na faixa de energia das
linhas de emissdo TiKe e TiKB, que apresentam 452 e 4,93 keV,

respectivamente.

Figura 23 - Micrografias de varredura da CEL4/TIO.. A) imagem SEI (3500X);
B} imagem SE! (500X); C) mapeamento do titAnio por EDS, modo
imagem (500X}.
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Figura 24. Espectro de EDS do compdsito GEL4/TIO,. O pico para o Al refere-se
ao suporle utilizada, que é constituido por esla espécie, e 0s que ndo

esido indicados correspondem a metalizagdo com ouro.
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V. PRE-CONCENTRACAQ E ANALISE DE CROMIO(V)
V.1, Hesultados e discusséo

V.1.1. Isoterma de adsorcio de Cr(V1) pelo compdsito em pH 1

Os valores de N: determinados pela isoterma de adsorglo (Figura 25),
demonsiram que a utilizagdo de Acido nitrico (curva A) apresenta melhores
resuftados do que quando se uliliza &cido cloridrico, apesar do equilibrio neste
ultimo caso ter sido atingido mais rapidamente (curva B).

Informagbes da literalural29-31] sugerem que este fendmeno decorre de

compeligio entre as espécies G e HCrOy pelos sitios =Ti ' sendo que © mesmo

nio ocorre com o NO;.

0- H v ! T T v T v U T ¥
5 10 15 20 20 30 35

i/ min.

Figura 25 - Isoterma de adsorgiio de Cr{V1) sobre CELA4/TIO, em fungdo do
tempo, em pH 1. A) HNO; e B)HCI.
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Andlises através do microscopio eletrbnico de varredura (Figura 26),
revelam a distribuicéo da espécie Cr(VI) nos sitios =Ti" da superficie, reforcando
a seletividade do dxido de titAnio em relacio ao Cr(VI). A presenca de cromio na
superficie foi confirmada através de analise por EDS, como mostra a Figura £6C,

e o espectro de energia dispersiva para 0 CrKka 5,43 keV (Figura 27).

W

Figura 26 - Micrografias de varredura. A) Imagem SEI do Cr(VI) adsorvido na
superficie da CEL/TIO, (75X); B) Imagem SEl {3500X), os pontos
claros indicam a presenga de particulas de Cr(V1) adsorvido; C)
Mapeamento por EDS(75X).

Entre os fatores que afetam a velocidade de adsorgéo do Cr(Vl) estdo a
forca idnica(/) e a constante de equilibrio(K)[160-162]. A espécie dicromato em

s0lugao aguosa apresenta o equilibrio;

HCIOL 7 Cra0s% + H0
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Segundo TANDON e colaboradores[161], para | < 0,022 M o valor da
constante de equilibrio a 25 °C sera 33,3. Como o experimento realizado para
verificar a velocidade com gue a adsorgdo atinge o equilibrio, ocorreu em pH < 1,

deslocando o equilibrio no sentido de formagao da espécie HCrO4 .

Au
i
Al
Ti
Au
i, 1
W
M
i a1 [ !
0.00 L50 1,76 2,16 4,52 4,86 5,43 ’ 9,17
E/KaV

Figura 27 - Espectro do Gr(Vl) obtido através de mapeamento por EDS(modo
andlise). Os picos do Al e do Au, relerem-se respeclivamente, ao

suporte e a metalizagao.
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As condigbes estabelecidas nas medidas do presente trabalho
favoreceram a adsorcdo de Cr(VI), que atingiu o equilibrio em um tempo
relativamento curto, c.a. 10 minutos, para o Acido cloridrico ¢ c.a. 15 minutos
para o acido nitrico (Figura 25). Quando se compara esses resultados com
valores da literatura[29,30], constata-se que em muilas reagdes sdo necessarias
entre 24-96 h para o TiO; hidratado alcangar o equilibrio na adsorgéo de
Cr{Vl). Esta caracteristica faz com que 0s composites obtidos possam ser

utilizados em microcolunas emt linha com sistema A,

Vv.1.2. Influéneia do pH

O processo de adsorgdo de Cr(Vl) ¢ dependente do ‘pH, como
apresentado na Figura 28, que mostra o grafico de Ny em fung@o do pH das
soluches. Abaixo de pH 2, esle processo estd associado a formagédo de sitios
acidos na superficie do compdsito[26]. Isto ocorre através da dissociagdo dos
grupos =TIOH pela acio dos cations hidronios provenientes dos acidos nitrico e

cloridrico distintamente, e que podem ser ilustrado da seguinte forma:
STIOH 4 ' =TI+ HyO

Esta dependéncia se deve ao efeilo do pH das solugbes aquosas de
K,Cro0; ., que na faixa de pH 1-8, estdo presenie as seguinles
especies{161,163}]: CrOL7, CraQ,, HCrOy, HaCrOy4, e que foram observadas em
irés regides de pH, nas quais predomina uma ou outra espécie, com 0 seguinte
comportamento: (i) pH < 0, HoCrQ4 € a espécie predominante; (i) pH 2 a 6,
sd0 encontradas as espécies HCrO4 e Crs0;% (iil) pH > 6, a espécie CrOs” ¢ a
que predomina.

Fazendo-se uma andlise na faixa que inclui a concentragdo 5x10™ M de

Cr(VI), verifica-se as seguintes proporgfes molares nos pH's 1 e 2 para (Crgoyg",
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HCrO., HoCrOs): pH=1, 109 M (1 : 16,7 1 9,2) e 10" M (1 : 160 : 89). Para pH=2,
10° M (1,6 0183 : 1) e 107 (1 : 94 : 5). A espécie CrO4” ndo exisle nesses
valores de pH, e a abundancia da espécie Cra(; @ muito baixa[161]. Com isso,
a variagdo de Ny com o pH da solugio, mostrada na Figura 28, pode ser

representada pela seguinle equagao:

=TIOH + HCrOy + H' s =TiI'HCIO, + HO

sor

40

30¢

Nelumol. g

Figura 28 - Adsogéo de Cr(Vl) vs pH.

onde, =TiOH corresponde ao Oxido de titdnio hidratado disperso na superficie da

celulose. Nestas condicies a reagfo € deslocada para a direita com a formagdo
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da espécie idnica =Ti'HCIO4 . E em ca pH 5, ndo ocorre mais nenhuma

adsorcao.

V.1.3. Isotermas de adsorgio de Cr(Vl) em funcdo da conceniragdo de

equilibrio no sobrenadante

A capacidade de adsorclo desse material, delerminada em pH 1 foi de
40 ||¥noi.g"', Figura 29, curva A. A adsorgéo de Cr(V1) pela celulose pura, curva
B, nas mesmas condigtes, & muito inferior, ndo ultrapassando 5 ;mwohg"*.

Analisando a curva B, verifica-se desvios aleatorios nos valores de
adsorcdo, que indica provéveis reactes de oxidagao, embora muito reduzidas,
da celulose pelo dicromato de potassio. Portanto, o valor 5 wmol.g”’, ndo significa

que tenha ocorrido um fendmeno de adsorgao.

5071
40
“h
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E 30}
i
S
B
< 20
10}k /
B S B
) jiul i s 1 ] 3 §
o 5 10

[Cr{Vi].104 / mol . dm™3

Figura 29 - Isotermas de adsorgdo de A) CEL4/TIO, e B) Celulose pura, em pH
1.
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V.1.4. Determinacfo de Cr(Vl) em analise por injecéo em fhuxo

A andlise por injecdo em Hluxo na determinagdo de cromio, é atualmente
muito utilizada[121-123,127,130,164].

Em vista dos sucessivos resultados posa‘itévos alcancados por esta técnica
na determinacao de crémio, procurou-se conciliar suas muitas vantagens com as
propriedades fisicas e quimicas do compésito obtido. Conforme discutido
anteriormente, CEL/TIOp apresenta caracteristicas que sdo adequadas a
determinagdo de Cr(Vl), pois em meio acido moslrou-se eficiente na sua
adsorgdo, além de ser seletivo nessas condigbes.

A Tabela 5 apresenta os resultados oblidos do diagrama FIA, (Figura 30),
para a calibragio da adsorgéo de Cr{VI) pela CEL3/TiO; utilizada como carga na
coluna de pre-concentragdo.

Os resultados mostram qgue para todos os tempos de injegdo, 10,40, 70 e
100 s, houve excelente reprodutibilidade. Este experimento {oi reaiizaéo numa so
elapa, sem haver troca da amostra contida na coluna. Isso levou a concluir que
este material suportaria varios ciclos de operagao.

S80 encontradas muitas citacfes na literatura sobre a determinagéo de
crémio em nivels de tragos{165,166]. Ocorre no entanto, que para a
determinagio dessa espécie em concentragbes muilo reduzidas, torna-se
necessario a ulilizagio de técnicas muito sensiveis[120,167-169] e de métodos
de complexagao[147,151,152]. Ellecuel e colaboradores[168] apresentaram
recentemente, resultados da especiagéo de Cr(VI), para a qual utilizaram metodo
eletroguimico  que  incluiu a complexagdo do  cobmio  com
1, 4-difenilcarbazida(DFG).
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(Equacgao 1)

(- NHNH) (- NHENH).
SHCrO4 + 3 /(;::O + 8HY o+ 3 “G=0 + 8H.O
(p—NH-NH) (p—-N=N)
(Equagéo 1)
{p—NH-NH) {¢p—-NH-N} {th— NH-N),\
) R RN
/\: C=0 SCOH 7 C-O + H'
(h—N=N) 7 (p—N=N) (—N=n)

¢ = radical fenila

Em meio acido Cr(Vi) oxida difenilcarbazida a difenilcarbazona, que
devido a suas propriedades &cidas (pKy; = 9,2) sofre taulomerizacido, como
indicado nas equagbes | e l. Estes processos, sé&o portanto, allamente
dependentes do pH da solugdo e da concentragio de Cr{VI).

Construindo-se um grafico, a parlir dos resullados da Tabela 5, foi oblida
a equagdo A = 1,304m + 0,002, cujo coeliciente de correlagéo linear é 0,999. Ja
a precisdo do metodo em diferentes concentractes de Cr{Vi), foi obtido através
de medidas em replicata, 10 vezes, de solugbes distintas, de concentragtes 10,
30 e 50 ppb, que foram injetadas na coluna com fluxo de 3,2 mb.min”. Os
valores de dpr{desvic padréo relativo), mostrados na Tabela 5, foram obtidos
através da expressao dpr={{2(X; - X)Q]"’Q/n . 100)/X, onde, X=valores de
absorbéncia oblidos, X=média aritmética dos valores oblidos e n=numero de
dados. Os resultados foram avaliados comparando com os resultados oblidos na
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separacio e pré-concentragio de Cr{Vl) em uma microcoluna empacotada com
silica gel modificada com ZrO, em linha com o sistema FIA[127]. Verificou-se que
a solugdo de NaOH wtilizada como eluenie ndo atacou a celulose, ao conlrario do

que ocorreu com a silica gel.
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Figura 30 - Determinagdo de Cr(Vl) usando o sistema da Figura 4. Da direita
para a esquerda: replicatas de qualro injegbes de solugdo Cr(Vi) 50
ppb, com os tempos de injegdo de 10, 40, 70, 100, 70, 40 e 10

segundos.
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Tabela 5 - Dados da curva de calibragao da adsorgdo de Cr(Vl) pela
CELS/TIO,, e o desvio padréo relativo{dpr}

gy

10 T 0,53 0.027 0.019

40 2,12 0,106 0,080
70 3,71 0,186 0,140
100 5,30 0,265 0,202
20 50 3.37
33 30 2,44
100 10 6,44

velocidade de fluxo: 3,2 mb/min

V.1.5. Seletividade do compaosito na adsorgéo de Cr(Vi

Com a finalidade de estudar a seletividade do presente malerial para
separar e determinar Cr{VI), foram realizados estudos de interferentes alraves da
passagem de misluras bindrias de 0,1 ppm de Cr(Vl) e o ion interlerente em
varias concentragbes, em uma coluna contendo o compasito. Os valores oblidos
para as medidas de inlerferénecia sdo apresentados na Tabela 6. O falor de
interferéncia foi calculado através da razdo da absorbancia de Cr{VI) na solugao
bindria e da solugdo de Cr{Vl) 0,1 ppm. |

A interferéncia devida aos cations Cr(il), Cu(lh), Mn(ll), Hg(h) e Fe(lll} sb
foi observada a partir da razéo de concentragao {interterente}/[Cr(VI)] = 50/1. Néo
foram observadas interferéncias significativas para a razdo 10/1. Com excessao
do Fe(lll), pois devido a sua forle tendéncia em sofrer hidrblise, apresentou
interferéncia bastante elevada em comparagfio com os demais cations, para a
razao H0/1[170].
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Tabela 6 - Dados da interferéncia de ions na adsorgdo de Cr(V)* pela
CELI/TIO,

cull CuClo 50 1,01
Ml MnClo 50 0,85
1€ 1,13

i 1,10

Hg!! HgClo 50 0,83
10 1.08

1 0,99

Falll FeCly | 10 0,94
1 100

yV NH4VO7 50 1,28
10 1,10

1 1,00

Mo V! NapMoOy4 10 1,16
1 0,99

5043 HoS04 10 0,85
1 1,00

POy3- NaoHPOg4 10 0,76
1 0,99

“1erVi= 0,1 ppm

As observag¢bes feitas com relacdo aos énions, ¢ que estes interterem
mais que 0s cations, em virlude da superficie do composito ser posilivamente
carregado em pH 1, ja que isto provoca competicdo destes com o HCrO,4 . Foram

observadas lorles interferéncias das especies, SO e PO, sendo



Ovirder de TitanioglV) Dispersa va Supeificie da o-Celidose: Preparagio, Caracteriz, ¢ Aplicagdes 65

respectivamente, 0,85 e 0,76 para a razdo molar [interferentel/[Cr(V)] = 10/1. No

entanto, ndo se verificou inlerferéncia para a razdo 1/1.

V.1.6. Determinagéo de Cr(V]) em dguas naturais

Visando verificar a ulilidade deste material como adsorvente especifico
para Cr(V1}, foram coleladas amostras de aguas da lagoa do Taquaral (amostra
A) e da lagoa da Unicamp (amostra B), com ajuste dos pH's. As analises destas
amostras usando o método descrito amteriormenief127], indicaram a auséncia da

espécie Cr(Vl). Eslas foram entéo, dopadas com Cr(Vl) e em seguida analisadas

alravés da tecnica de injecdo em fluxo, cujas resposias séo apresentadas no
diagrama FIA da Figwa 31. As amoslras também foram analisadas
especirofotometricamente usando a 1,5-difenilcarbazida. Os resullados séo

mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Comparagio entre os resullados das
analises de 4guas naturais dopadas com
cromio( Vi

i At E ey ’g\“. Nl

5§

{ 0,076 0,072

0,028 | 0,027
A - lagoa do Taquaral; B- lagoa da Unicamp

A comparagdo entre 0s resultados obtidos pelos dois meétodos indica que
este material pode ser usado com vantagens na analise de Cr(VIl) em aguas

naturais,
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Figura 31 - Diagrama FIA para a determinagdo seletiva de Cr(Vi) em agua de
lagoas. (A) lagoa do Taquaral; (B) lago do campus universitério.

Os valores expressos na Tabela 7, indicam uma grande reducéo na
concentragdo do Cr(Vl), adicionado nas amostras de aguas nalurais em
guantidade suficiente para se obter 500 ppb dessa espécie. Porém, apos ajustar
o pH para valores inferiores a dois, e dopa-las com solucfdo de dicromato de
potassio, verificou-se que as concentragbes sofreram  redugbes em
aproximadamente 85% e 95%, para as amostras A e B, respectivamente. Eslas
excessivas reducbes sdo devidas, provavelmenie, ao elevado teor de matéria

organica presente nas aguas analisadas.
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VI IMOBILIZACAO DE PEROXIDASE DE RAIZ FORTE NA SUPERFICIE DO
COMPOSITO CELULOSE/OXIDO DE TITANIOGV) HIDRATADO
VL1, Hesullados e discussio

Vi.1.1, Caracteristicas da Enzima mobilizada

A imobilizagdo da HRP na superficie da CEL2/TIO», foi faciimente obtida,
em virtude da pronla adsorgdo pela fase solida. E ocorreu, provavelmente, pela
interagio dos grupos aminc e carboxilatos terminais dos aminodcidos,
responsaveis pela formagio da cadeia polipeptidica, com os silios acidos de
Bronsted represenlados pelos grupos =TiOH da superficie da matriz.

A quantidade de enzima imobilizada foi de ¢. a. 37%. Porém, a retencao
de atividade foi de 17%, ou seja, apenas 0,0097 U.mg" apresentaram atividade
catalitica. S&o diversas as possiveis razdes para essa drastica redugio de
atividade. No entanto, as mais cabiveis seriam: efetiva interagfio enfre a enzima
e a maltriz, fazendo com gue os sitios cataliticos mais proximos da superficie
ficassem inacessiveis ao pirogalol e ao peroxido de hidrogénio; aglomeracéo de
enzima em regides iregulares da superficie, como as jungbes entre as fibras e
grandes fragmentos de CEL2/TIO,.

Embora tenha sido observada redugfo da alividade em relagio &
quantidade de enzima imobilizada, ndo se verificou (Figura 32), além dos ¢. a.
13% de queda na alividade nos primeiros cinco dias, qualquer outra perda da
atividade retida no decorrer de 60 dias.

Analises microscopicas de varredura revelaram através de imagens
topograficas (Figura 33A eB), a formagdo de aglomerados enzima-matriz, que
indicam grande concenlragdo de sitios de Ferriproloporfirina 1X. A varredura de
oulras regides da superlicie da mesma amostra de CEL2/TIO, (Figura 34B),
mostra a enzima mais dispersa, formando finos novelos. Ampliando o campo
visual (Figura 34A), e mapeando com energia dispersiva de raios X (EDS), na
regido de fluorescéncia do FeKa, que é de 6,45 keV, obteve-se uma imagem
(Figura 34C) que mostra alta dispersdo da enzima, recobrindo toda a superlicie

da malriz.
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Figura 32 - Atividade relativa de HRP/ CEL2/TiO:

Figura 33 - Micrografias de varredura de um fragmento de CEL2/TiO; contendo a
HRP imobilizada (A} Imagem SEI (ampliagdo de 1500X); (B) Imagem
BE] (ampliacdo de 1500X). Os pontos claros vistos na imagem da B

indicam a presenga de ferriprotoporfirina IX.
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O resultado analitico desse mapeamento esta retratado no espectro da

Figura 35.

LR

Figura 34 - Micrografias de varredura de CEL2/TIO; contendo a HRP imobilizada.
(A} Imagem SEi (ampliagdo de 75X); (B) imagem SEI (ampliagdo
1500X); (C) mapeamento EDS modo imagem (ampliagao de 75X).

Al
Zn AL T Fe Zn
e T s ~7 ne N TN
0,0 LO1L50 2,17 4,55 6,45 8,68
E/ KeV

Figura 35 - Espectro de energia dispersiva de raios X do FeKoa da
ferriprotoporfirina IX. Com excessdo dos picos das especies Ti e
Fe, a demais sdo referéntes aos constituintes do suporte utilizado.
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A resposta espactrofotométrica fol inicialmente testada na auséncia de
enzima, ndo se verificando nenhuma resposta catalilica que pudesse ser
atribuida & interagio do perdxido com o titanio. Com isso, pode-se concluir que
nas condictes de Huxo e concentracio de pirogalol e perdxido ulilizadas, nédo se
espera nenhuma inlerferéncia no processo enzimatico.

Fazendo-se testes pela injecdo de volumes fixos, de 10 a 80 L, de
pirogalol 40 mM e pertxido de hidrogénio 15 mM, com registro da absorbancia e
do tempo, simultaneamenie (Figura 36A), foram oblidos os diagramas de injecéo
em fuxo para os respectivos volumes de loop. Integrando as areas dos picos e
construindo um grafico em fungéo dos volumes foi oblida a curva da Figura 368,
gue mostra ndo haver proporcionalidade entre as respostas espectrofolométricas
e as quantidades de substrato injetadas no reator, pois a quantidade relativa de
produto formado, diagrama FIA, diminui com o aumento da quantidade de
substrato. Nesse experimento verificou-se gue o loop com 60 ul. de capacidade
volumétrica, nas condigbes de fluxo e concentracdes empregados, indicou a
saturaglo da capacidade de converséo, definindo este como o volume mais
adequado.

Calculos dos desvios padries para os volumes de todos 0s loops
utilizados, sfo apresentados na Tabela 8, e indicam que para uma série de 10
medidas de atividade catalitica utilizando o mesmo loop, 0s desvios
apresentados sdo considerados bastante razoaveis, lendo em vista as condiges
nas quais foram delerminados. O loop de 60 pl apresentou um dos menores

desvios, que se refletiuv em todas as medidas de alividade catalitica.
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Tabela 8 - Determinacéo dos desvios padrfes relalivos para a série de loops.

Lo 10 20 4,2 0,80 0,119 |50
La 10 29 7,2 1,16 0,145 5,8
Lq 10 40 10,6 1,60 0,165 “7,5
Ls 10 50 10,5 2,00 0,203 3,8
Lg 10 60 12,9 2,40 0,219 3,8
Ly 10 68 18,0 2,72 0.515 5.8
Lg 10 80 17,0 3,20 0,566 3,3

IROGALOL =40 mM; mi=4 mg de HRP/CEL/TIO,
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Figura 36 - Respostas espectrofotométricas para a injecfio do substrato no realor
com 4 mg de HRP/ CEL/TIO.. (A) Volume(em ul): a) 10; b) 20; c) 29;
d) 40, e) 50; ) 60:; g) 68 & h) 80. (B). Grafico das areas em fungio dos
volumes injelados. Concenlragdo dos substralos: [pirogalol]=40 mM,
H,Oy]=15 mM. Solugdes tamponadas com PIPES em pH 6, velocidade

de fluxo 0,9 mL.min",

Em outro experimento considerou-se um aspecto importante da agéo
peroxidasica da HRP na oxidagdo de fendis, a parlicipagio do perdxido de
hidrogéniof{171]. Para isso, foi realizado um experimento onde so se variou a
concentracdo de perdxido. A partir dos resultados (Figura 37) se conclui que, a
congcentragao de perdxido @ um falor delerminante na oxidagio de pirogalol, pois
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a medida que se aumenta a concentragfo, uma quantidade maior de pirogalol e

cataliticamente oxidado.

0.35
0.12- _
= _ .
W B £ ® Jowo
0,10-
i e
" 0084 1025
,% Lo
£ 0,06+ 1020
= D '
0,04
1015
0oz4 B
— S U—— ', o
0 5 10 15 20 25 30
[M,0,] / mi

Figura 37 - Atividade peroxidasica da HRP em condices de
0,9 mbmin™: 4 mg de HRP/ICEUTIOz; volume
[Pirogalol] = 40 mM.
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A etapa seguinte consistiu em verificar 0 comportamento do catalisador,

variando apenas a concentragio do pirogalol de 10 a 70 mM. Como resultado
(Figuras 38), observa-se 100% de converséo até 30 mM, caindo a partir dai, com

o aumento da concentragio de pirogalol, até atingir 60% para 70 mM.
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Figura 38 - Capacidade de converso da enzima imobilizada. Reator com 3,6 mg
de HRP/CEL2/TIO,, em condicbes de fluxo 0,9 mL.min”; volume
60 ul; pH 6 e [Ha05] = 30 mM.

As medidas de capacidade maxida de converso, como mostra a
Figura 39, foram obtidas pela adigio continua de substrato no reator, e indica
aue o catalisador atinge 0 maximo de sua conversao em aproximadamente 1
minuto. O tempo de residéncia estimado, considerando as dimensdes do reator e

o volume injetado, é de ¢. a. 5 segundos.
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Figura 39 - Capacidade maxima de conversdo em fungéio do tempo. Realor com
3,6 mg de HRP/CEL/TIO [Pirogaloll=20 mM; [H0:1=7,5 mM. O
substrato ol adicionado continuamente ao realor em fluxo de

0.9 ml.min .

VI.1.2. Cinética enzimatica para a conversdo do pirogalol pela

HRP/CEL/TIO,

Dentre 0s principais fatores gue afetam a cinética de reages enzimaticas
estdo a concentragdo dos sublratos, a concentragdo da enzima, alivadores,
inibidores, pH e forga ionical73]. Como a cinélica de oxidagao de fenois pela
HERPF tem sido muito éﬂ\f@stigacﬁa{ﬁzﬁ&?ﬁ,??2-175], procurou-se neste trabatho
verificar basicamente o efeilo das concentragtes de pirogalol, tanto da enzima
quanto dos substratos, pirogalol e peroxido de hidrogénio, em virtude das

caracteristicas do suporte.



Lindemar Roberto Damascene do Sihva 76

Aplicando a equacéo de Lineweaver-Burk, que ¢ uma adaplacio da
equacgo de Michaelis[176-179], aos resultados obtidos, verifica-se  um
comportamenlo linear das velocidades iniciais em cada uma das concenlragdes
utilizadas., Esse comportamento demonstra ainda, que a velocidade de
converséao do pirogalol é controlada pela sua difusfo para dentro das cavidades
da enzima, nos quais se encontram os sitios alivos.

A Figura 39 mostra também, gue apo6s a injegdo do substralo no reator, a
velocidade de conversdo méaxima é atingida em 1,3 minutos. Do ponto de vista
analitico, esse fato & muito importanie, pois possibilita um maior numero de
medidas em pouco tempo, e uma melhor reprodutibilidade. Por esta razao foram

realizadas sucessivas injectes em triplicada de varias concentragbes, obtendo-
se o diagrama de FIA mostrado na Figura 40A, onde se vé claramente uma

resposta linear nos valores de absorbéncia.
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Figura 40 - (A) Diagrama de FIA da resposta espectrolotomélrica useo reator
empacotado com 4,8 my de HRP/CEL2/TIOy; Fluxo de 0,9 mL.min™.
(B) Absorbancia versus concentragédo de pirogalol.
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Deste diagrama foi obtida a curva de calibracio de absorbancia versus
concentraglo (Figura 40B), cujo valor de correlagio linear foi de 0,998.

Na cinética de conversio de pirogalol em purpurogalina, foi investigado o
eleito de alta concentragéo de perdxido de hidrogénio, 60 mM, cujo resultado {oi
comparade com o da resposta catalitica utilizando 30 mM (Figura 41). Observa-
se a parlir da curva B, que a velocidade sofre consideravel redugdo, devido a
duas possiveis causas que podem ser identificadas: a) adsorcéo de HO, sobre
CEL2/TIO, formeo uma espécie complexa do tipo =Ti' (H0,)[148] e, b) O TiO, foi
lixiviade da superlicie juntamente com a enzima que se encontrava imobilizada,
No enlanto, nas condigdes experimentais ulilizadas, nado foi observado a
formacédo de um complexo amarelo na superficie da malriz, e nem ¢ turvamenlo

da solugdo do efluente devido a uma possivel lixiviacao desse dxido.
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Figura 41 - Influéneia da concentragdo do substrato sobre a velocidade de
reacao para 3,6 mg de HRP/CEL2/TIOy; Fluxe de 0,9 mlL.min™;
volume injetado 60 pl; (A) [HaO2]=30 mM, (B) [H202]=60 mM.
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Os par@melros cinélicos foram determinados aplicando ¢ modelo
matematico de Lineweaver-Burk © v=V.s/(K, + 5), onde 5 é a concentragéo do
substrato, v a velocidade, e V e K, séo respectivamenie, velocidade maxima e
constante de Michaelis[46,176,177]. A partir do reciproco 1/v versus 1/[pirogalol}
(Figura 42), observa-se neste grafico uma correlacéio linear entre os valores dos
quais sdo obtidas  as seguintes constantes cinéticas:  K,=47 mM e

V=22 umol.min™,

I 1
0.04 0.00 0.04 0.08 0.12
11 PIROGALOL 1/ mM’

Figura 42 - Grafico de 1/v versus 1/[Pirogalol]. Reator contendo 3,6 mg de
HRP/CEL/TIOp; Fluxo de 0,9 mLmin": volume injetado 60 pul;
[H2001=30 mM.

Comparando estes valores com os encontrados para a cinética em
solugdo, cujos resultados sdo mostrados nas Figuras 43 e 44, K,=11 mM e
V=53 pmol.min”, verifica-se gue a enzima livie & mais ativa do que quando se

encontra imobilizada, devido provavelmente, a interagdo da HRP com a
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1 el parag

superficie, que aumenta a dificuldade difusional do substrato até o centro alivo
da enzimal172].
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Figura 43 - Cinélica de velocidade para a enzima em solugéo.
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Figura 44 - Grafico de 1/v versus 1pirogalol], [H202]=30 mM.
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Outra possibilidade seria a mudanca nas eslruturas terndria e quaternaria
da estrutura proteica. Esta desvantagem é compensada por ndo ocorrer a
lixiviagdo da superficie, e pelo fato da atividade nao diminuir com o tempo, nas

condiges usadas no sistema FIA apds varios ciclos.

Vil CONCLUSOES

No processo de disperséo de TiCly na superficie da celulose, a inleracio
do metal com a superficie se dé provavelmente, através do oxigénio da interlace,
como sugerido por dados de XPS. Com o aumento da quantidade de titnio na
superficie da celulose, ocorre o recobrimento total das fibras com razdo atdmica
de ca OYTi=3, para quantidades iguais ou superiores a 7% de Oxido.
Entretanto, de acordo com os dados de XPS medidos em funcdo da fase TiO,, é
provavel que o Oxido hidratade que recobre a superficie, apresente a forma de
interacao =-Ti-O-H,. .O-T-(OH)4 para a razdo aldomica Oy Ti=4.

O oxido de titanio(lV) sobre celulose & muito seletivo na separagdo de
Cr{V1), além de ndo permitir interferéncia significativa das espécies Cr(Hl), Cu(ll),
Fe(llh), V{V) e Mo(Vl). Outra vantagem em comparagdo com outros maleriais,
como por exemplo, a silica gel modificada com oxido de zircGnio e com Oxido de
titdnio, & que além de ser faciimenle preparado, o compdsito apresenta
propriedade fisicas que facililam a sua utilizagdo como carga para colunas de
pre-concentracdo de Cr(Vl) em linha com um sisterma de inje¢éo em fluxo. Oulra
caracteristica bastante relevante, € a sua resisténcia a eluicdo com solugio de

NaOH, ndo ocorrendo a inutilizag&o da columa.
Este composito representa também, um suporie em potencial para a

imobilizagdo de peroxidase, em funcdo de suas caracieristicas. As constantes
cinéticas determinadas, K, e V, indicam que a atividade da enzima ¢ menor em
relagao a sua atividade em solugdo. Em conlra partida, o suporte ndo provoca a
redugao da alividade enzimalica com o lempo de armazenamento.
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