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RESUMO

A capacidade da lacase para promover reacgdes de polimerizacédo a partir de compos-
tos fendlicos tem sido investigada com o objectivo de criar processos de acabamento
ambientalmente aceites. Um dos principais problemas da aplicagdo de enzimas em pro-
cessos téxteis é o facto destes serem processos heterogéneos, nos quais as fibras estéo
no estado solido e as enzimas se encontram no estado liquido. Consequentemente, os
processos téxteis enzimaticos sao lentos devido a problemas de transferéncia de massa.
Sabe-se que a aplicacdo dos ultra-sons nestes processos € capaz de promover um
aumento significativo na transferéncia de massa, aumentando deste modo a velocidade

de catalise da enzima.

Neste trabalho estudou-se o efeito dos ultra-sons na polimerizagao oxidativa da lacase,
a partir de um composto fendlico (catecol), com diferentes objectivos nas fibras de algo-
dao e 13, assim como a polimerizagao deste mesmo composto sem qualquer tipo de subs-

trato.

A polimerizagéo do catecol foi efectuada na fibra de algodao (algodao branqueado, tin-
gido e aminizado), estudando-se o efeito da concentragcado da lacase de Trametes hirsuta

e de diferentes poténcias (W) de ultra-sons, optimizando as condigdes de tratamento.

A formacéao do poli(catecol) foi efectuada nas amostras de 1a, com o objectivo de obter

estampados definidos com coloragao castanha.

Realizaram-se também estudos de polimerizagao do catecol sem substrato, verifican-

do-se a influéncia da distancia do transdutor na formagao do polimero.

Nas fibras de algodao, o melhor tratamento foi obtido a uma temperatura de 50 °C com
uma concentracao de catecol de 2 mM, 0,067 U/mL de lacase de Trametes hirsuta e uma
poténcia de 50 W durante 60 minutos de tratamento. Verificou-se um aumento de polime-
rizacdo com o aumento da intensidade dos ultra-sons até uma concentracdo de

0,067 U/mL de lacase de Trametes hirsuta.

A obtencdo de um estampado na fibra de 1a foi conseguida com aplicagdo de uma
poténcia elevada (50 W), com uma concentragao de catecol de 10 mM e 0,67 U/mL de

lacase de Trametes hirsuta durante 60 minutos de tratamento.

Os melhores resultados de polimerizacdo enzimatica sem qualquer tipo de material
adsorvente foram conseguidos com 2 e 3,5 cm de distancia do transdutor ao fundo do

reactor, obtendo-se uma maior concentragcéo de polimero formado.
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ABSTRACT

The ability of enzymes, like laccase, to promote the polymerization of phenolic com-
pounds has been study with the objective to obtained finishing processes environmentally
accepted. One of the major problems of enzyme application in textiles processes are the
fact that they are heterogeneous processes, since the fabrics are on the solid state and
enzymes are in liquid state. Consequently, the textiles enzymatic processes are slow due
to mass transfer limitations. It is known that the application of ultrasound in these proc-
esses is able to promote a significant increase on mass transfer thus, increases the rate of

enzymes catalyzes.

In this work the effect of ultrasound on the oxidative polymerization of phenolic com-
pounds in the presence of enzymes was studied. Two substrates, namely cotton and wool
fibres, were used and the polymerization was also studied using the same phenolic com-

pounds without any substrate.

It was made also studied the effect of different intensities and laccase from Trametes

hirsuta concentrations to optimize the treatment conditions.

The formation of poly(catechol) on the wool samples was performed with the objective

to print with a brown colour.

Some studies of catechol polymerization without substrates were conducted to verify
the influence of different distances of the transducer to the bottom of reactor, on the poly-

mer obtained.

For cotton the best treatment was obtained when the following conditions were used:
50 °C of temperature, 2 mM of catechol, 0,067 U/mL of laccase from Trametes hirsuta,
50 W of intensity, for 60 minutes of treatment. The result was observed an increase in the
degree of polymerization with an increase of intensity until 0,067 U/mL of laccase from

Trametes hirsuta.

The best printing result on wool fibres was obtained with the application of a higher ul-
trasonic intensity (50 W), 10 mM of catechol and 0,67 U/mL of laccase from Trametes hir-

suta, for 60 minutes of treatment.

Finally, the best results for the enzymatic polymerization of catechol without the use of
an adsorvente substrate was obtained when the distances from the transducer to the bot-
tom of the reactor were 2,0 and 3,5 cm, were an increase in the concentration of the poly-

mer was attained.
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1. APRESENTAGAO DO TRABALHO

O interesse no uso de corantes menos poluentes para a obtengao de cor tem crescido
nos ultimos anos. Isto é o resultado das severas regras ambientais impostas por alguns
paises na resposta as reacg¢des toxicas e alérgicas associadas aos corantes sintéticos.
Convencionalmente, é sensato acreditar que os corantes naturais possuem um impacto

ambiental menor do que os corantes sintéticos.

O uso de polimeros corados sintetizados enzimaticamente, em condi¢cdes apropriadas,
formam uma molécula singular, ndo-poluente que exibe uma melhor bio-degradabilidade e

tem geralmente uma maior compatibilidade com o ambiente.

As lacases (EC 1.10.3.2) pertencem a classe de enzimas oxi-redutases capazes de
catalizar a transformacao de varios compostos aromaticos, especificamente fendis e anili-
nas. Os derivados fendlicos resultam na producdo de agregados poliméricos que sao

usualmente menos soluveis e mais estaveis que os seus compostos semelhantes.

Para aumentar a polimerizagcdo enzimatica € aplicado um sistema de ultra-sons que
promove uma elevada quantidade de radicais, aumentando a polimerizagdo enzimatica do

monomero em questao (catecol).

A intensidade dos ultra-sons favorece processos quimicos e fisicos, provavelmente
devido ao fendmeno conhecido por cavitagdo em meio liquido com a formacéo de bolhas
microscopicas que crescem e explodem. O subito colapso destas bolhas pode provocar
“hot spots”, isto €, locais de alta temperatura, alta pressdo, choque de ondas e forgas

severas, capazes de quebrar ligagbes quimicas.

O objectivo deste trabalho consistiu na combinac&o da lacase de Trametes hirsuta com
sistemas de ultra-sons para aumentar a coloragcao dos materiais adsorventes em estudo

(algodao e 1a), através da polimerizagao radicalar “in situ” do catecol.

A combinagédo da lacase de Trametes hirsuta com sistemas de ultra-sons foi também

estudada na auséncia de materiais adsorventes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao bibliografica apresentada incide sobre aspectos fundamentais das fibras de
algodao e 1a, assim como na enzima aplicada nos diferentes tratamentos. Por ultimo,
mencionam-se as caracteristicas essenciais dos ultra-sons e da polimerizagao enzimatica
de fendis conjugada com a base experimental (ultra-sons) de todo o trabalho desenvolvi-
do.

2.1. SUBSTRATOS TEXTEIS

2.1.1. ALGODAO

2.1.1.1. Estrutura morfolégica da celulose

O algodao é uma forma pura de celulose encontrada na natureza, sendo uma fibra de

origem vegetal proveniente da planta Gossypium (Araujo e Castro 1984).

Muitas espécies cresceram comercialmente mas podem ser convenientemente dividi-
das em trés tipos: tipo 1: fibras com um comprimento que varia entre 25 a 60 mm, incluin-
do alta qualidade de algodao fino, como por exemplo, o algodao proveniente do Egipto;
tipo 2: s&o espécies vulgares com um comprimento usualmente pequeno num intervalo
que se situa entre 13 a 33 mm, como o algod&o oriundo da América; e por fim o tipo 3:
espécies de algoddo com um comprimento ainda mais pequeno num intervalo de 9 a
25 mm, sendo este produzido usualmente em varios paises do Continente Asiatico (Shore
1995).

A espessura da fibra de algodao varia entre 12 a 20 ym. O algodao apresenta “convul-
sdes” que variam entre 4 a 6 por milimetro, sendo reversiveis em cada milimetro ou ao
longo da fibra. Estas caracteristicas permitem um rapido reconhecimento da fibra de algo-
dao ao microscépio 6ptico e electronico. As fibras de algodao tém uma estrutura fibrilar

(Shore 1995). A sua estrutura morfoldgica encontra-se na Figura 2-1.
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Cuticula

Inversao

Figura 2-1: Estrutura morfoldgica da fibra do algodao (Nevell e Zeronian 1985).

A cuticula é a parte mais externa da fibra, ndo celuldsica. E constituida por ceras, gor-
duras, proteinas e pectinas, sendo, por isso, responsavel pelas propriedades hidrofobas
das fibras de algodao no seu estado natural. Antes do algodao poder ser usado como
fibra téxtil, € necessario remover a cuticula para assegurar a absorgao das solugbes de

corante e dos outros reagentes durante os processos téxteis (Guillen et al. 1987).

A parede primaria é constituida por celulose (>50%), mas contém também ceras, pro-
teinas e pectinas. Esta parede esta coberta pelos componentes da cuticula. As fibrilas
exteriores desta camada estdo paralelas ao eixo da fibra e formam com as interiores uma

rede aproximadamente ortogonal (Guillen et al. 1987).

A parede secundaria, a mais espessa e cristalina de todas, € maioritariamente celulési-
ca. E constituida por uma camada exterior denominada S e por uma interior denominada
S,. Na camada Si as fibrilas estdo dispostas em espiral em redor da fibra, formando com
0 seu eixo um angulo de 20-35° (Guillen et al. 1987). O mesmo acontece na camada S,
com a diferenga que os feixes de fibrilas tém inversdes no sentido do enrolamento,
podendo formar um angulo de 20-30°. A camada S, constitui cerca de 95% do peso da
fibra, tem alta cristalinidade e é responsavel pela resisténcia mecanica das fibras (Nevell e
Zeronian 1985).

A parede do lumen sé se observa em fibras de algoddo muito maduras e a disposigcéo
dos feixes de fibrilas € semelhante a camada S4. O lumen é a parte mais interna da fibra,
apresentando-se sob a forma de um canal central. E o que resta da célula inicial que ori-
ginou a fibra e, por isso, contém restos de protoplasma, sais minerais e corantes respon-

saveis pela cor creme do algodao cru (Guillen et al. 1987).
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2.1.1.2. Estrutura molecular da celulose

O algodao é uma fibra tradicional na manufactura de materiais téxteis, sendo composto
quase exclusivamente por celulose. Este € um polissacarideo que por hidrdlise origina
muitos monossacarideos. Se as moléculas de monossacarideo obtidas por hidrélise sao

hexoses, o polimero é designado por hexosano (Solomons 1984).

Na natureza existem dois hexanos importantes, os amidos, que representam o reserva-
torio de energia dos organismos vivos, e a celulose, o material estrutural basico da maior

parte dos vegetais.

A celulose € um polimero de B-D-glucose insoluvel em agua. As propriedades fisicas
deste material resultam do peso molecular muito alto (cerca de 3000 unidades de gluco-
se) e do facto de nao ter ramificagdes. O aspecto estrutural mais importante da celulose &
a ligacao 1,4-p das unidades de glucose. O arranjo linear das unidades de glucose com a
ligacdo B na celulose faz com que haja uma distribuicdo uniforme de grupos OH na
extremidade de cada cadeia. Quando duas ou mais cadeias de celulose entram em con-
tacto, os grupos hidroxilo estdo em posicéo ideal para unir integralmente as cadeias, for-
mando ligagdes de hidrogénio. A ligacdo de muitas cadeias de celulose, por esta razao,

constitui um polimero rigido, fibroso e insoluvel (Solomons 1984).

Assim, a estrutura quimica da celulose deve ser descrita como 1,4-B-D-glucano, sendo

um polimero de condensacéao de -D-glucopiranose com ligagdes 1,4-glucosidicas.

Figura 2-2: Projeccao da formula de celulose de Haworth, n= grau de polimeriza-
¢ao (DP) (Shore 1995).

As unidades fundamentais do polimero de celulose sao essencialmente a sequéncia de
grupos intermédios (l), o grupo terminal ndo-redutor (ll), o grupo terminal redutor (lll) e as

ligacdes glucosidicas (Figura 2-2), (Shore 1995).
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CH,OH CH,OH

O\ N OH

OH CHOH ——— OH CHC

OH OH

Figura 2-3 Estruturas do grupo terminal redutor (Shore 1995).

Cada unidade intermédia possui um grupo alcool primario e dois secundarios. O grupo
terminal ndo redutor possui mais um grupo alcool secundario na posicdo C4, € 0 grupo
terminal redutor (posicéo C4), assim designado porque reduz a solugao de Fehling, € um
hemiacetal ciclico, e sob determinadas condi¢des pode ter caracteristicas de um alcool ou
de um aldeido (Figura 2-3), (Shore 1995).

A cristalinidade corresponde ao arranjo regular das macromoléculas no espaco, for-
mando microcristais. Foram encontradas cinco zonas aloamorfas, mas somente a celulo-
se | e a celulose Il s&do importantes para os processos téxteis. A celulose nativa ocorre na
forma de celulose | e a celulose Il € produzida por tratamento alcalino (mercerizagao) da
celulose | e diferencia-se desta por ter as cadeias numa orientacdo anti-paralela. A con-
versao de celulose | em Il, com inversao da polaridade das moléculas, tem lugar em fase
soélida, de modo nao totalmente compreendido. Admite-se que as microfibrilas da celulose
| adjacentes na estrutura fibrilar apresentam estatisticamente uma disposicéo anti-paralela
e, na presenga de hidroxido de sodio, ha cruzamento de moléculas intermicrofibrilares, de
modo que a conversdo teria lugar sem desagregagcdo da estrutura das fibras (Gama
1996).

Muitos estudos sobre a hidrélise enzimatica consideram simplesmente a existéncia da
celulose nativa em duas formas extremas: amorfa e cristalina. Estudos de microdifracto-
metria, espectroscopia Raman e ressonancia magnética nuclear (RMN) de C indicam
que a celulose | é constituida por dois tipos de malha cristalina. As duas formas ocorrem
em proporc¢des caracteristicas em celuloses de diferentes origens e o ataque enzimatico

pode ser preferencial num dos tipos de estrutura.

A natureza das zonas amorfas da celulose € de dificil definicdo em termos estruturais.
De forma geral, é considerada uma estrutura mais desorganizada com um arranjo irregu-
lar dos residuos glicosil, pelo que, o indice de cristalinidade, determinado por difraccéo de
raios-X ou RMN, é essencialmente uma propriedade relativa. Foram apresentados varios

modelos esquematizando o caracter cristalino/amorfo das microfibrilas (Gama 1996).
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21.2. LA

2.1.2.1. Estrutura morfolégica da la

A industria téxtil usa quantidades substanciais de fibras obtidas de varios animais, sen-

do a |a de carneiro a mais importante comercialmente (Rippon 1992).

A |1a é uma fibra proteica extremamente complexa, produzida no foliculo da fibra na
pele do carneiro. Devido a possibilidade de variacbes multiplas, de dieta, de reproducéo,
do estado de saude, do clima, etc., as fibras de |4 variam muito nas suas propriedades
fisicas, tais como o didmetro, comprimento, frisado, assim como nas suas propriedades

quimicas (Pailthorpe 1992).

Esta fibra consiste num dos membros do grupo de proteinas designadas por queratinas
(Hughes et al. 2001; Fiadeiro et al. 2000; Hogg et al. 1994). As fibras de queratina ndo
sdo quimicamente homogéneas, ja que elas consistem numa mistura complexa de dife-
rentes polipéptidos. Apesar da classificagdo da 1a como queratina, de facto, a |a limpa
contém apenas 82% de proteinas queratinosas, que sao caracterizadas pela sua alta

concentragdo de aminoacido cistina (Rippon 1992).

A 1a é composta por aproximadamente 17% de proteinas que tém a designacao de
ndo-queratinosas, devido a sua baixa concentracao relativa de cistina (Rippon 1992). A
fibra de 1a contém também aproximadamente 1% de massa de material ndo proteico, que
consiste principalmente em ceras lipidicas e uma pequena quantidade de material polis-
sacarideo. As proteinas nao queratinosas e os lipidos n&do estdo distribuidos uniforme-
mente pela fibra mas estdo concentrados em regides especificas da estrutura (Rippon
1992).

A significante proporcéo de cadeias polipéptidicas na |a acredita-se que seja em forma
de a-hélice, sendo este arranjo ordenado responsavel pelas caracteristicas de difraccéo
padrao de raio-X da a-queratina (Hogg et al. 1994). As cadeias individuais de péptidos na
|& estdo ligadas entre si por varios tipos de ligagdes covalentes e interacgbes nao cova-
lentes (Figura 2-4). Em adicao a estas ocorréncias entre as cadeias polipéptidicas sepa-
radas (inter-cadeia), estas ligacbes podem também ocorrer entre diferentes partes da
mesma cadeia (intra-cadeia). No que respeita as propriedades e performance da 13, as

ligagdes inter-cadeias sao as mais importantes (Rippon 1992).
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Figura 2-4: Possiveis ligagoes entre diferentes cadeias de proteinas da la (Rip-
pon 1992).

A 1a é uma fibra natural complexa composta principalmente por proteinas (97%) e lipi-

dos (1%), com uma estrutura morfolégica heterogénea (Heine e Hocher 1995).
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As fibras de |1a tém uma forma aproximadamente eliptica cilindrica com uma variagao
de diametro num intervalo de 15 um a 50 ym e o comprimento é determinado pela veloci-

dade de crescimento da 1a e pela frequéncia da tosquia (Makinson 1979).

A 13 e outras fibras de queratina sdo constituidas por duas partes morfolégicas impor-
tantes: cuticula (usualmente referida como camada de escamas da 1a) que é composta
por células que encaixam a volta do cortex (parte interior da fibra), e o cértex que é for-
mado por células fibrilares que se dispdem ao longo do eixo da fibra de uma forma espira-
lada, sendo estas células formadas por proteinas conhecidas pelo nome de queratinas
(Figura 2-5), (Rippon 1992; Makinson 1979; Negri et al. 1993).

CELL MEMERANE
COMPLEX

4 OUTER,
CUTICLE LAYERS

RIGHT-HLMDED
HELIX

LEFT-HANDED MATRIX
COILED-COIL ROPE

PARA-CELL AND
ORTHO-CELL CORTEX

Figura 2-5: Diagrama da fibra de la de merino, mostrando a estrutura e magnifi-
cacgoes progressivas (Feughelman 1997).

As células da cuticula sdo laminares, com uma estrutura rectangular que forma um
invélucro encaixando nas escamas que envolvem o cortex (Speakman 1985; Naik 1994;
Negri et al. 1993). Estas compreendem 10% do peso total da fibra de 1a (Naik e Speak-
man 1993). Estas células da cuticula sdo compostas por trés camadas distintas, como se
pode ver na Figura 2-6. A camada mais externa € designada epicuticula; a camada
seguinte da superficie das células é a exocuticula, sendo esta dividida em duas sub-
camadas (camada A e B) que diferem essencialmente no seu conteudo de cistina. Final-
mente a endocuticula que é a camada cutilar mais préxima do cortex (Naik 1994; Heine e
Hocher 1995; Rippon 1992; Feughleman 1997).

A sub-estrutura das células da cuticula esta directamente relacionada com os proces-
sos de feltragem, friccdo e permeabilizacdo. A epicuticula, em que a sua constituicao
representa 0,25% da massa total da fibra, € muito inerte quimicamente, sendo resistente a

agentes acidos, oxidativos e redutores, enzimas e alcalis (Makinson 1979; Negri et al.
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1993). Esta membrana nao forma uma camada continua sobre a fibra, mas cobre a super-
ficie externa de cada célula da cuticula (Naik 1994). A epicuticula € conhecida pela sua
hidrofobicidade, provavelmente devido a sua componente lipidica que se encontra a volta
da membrana (Negri et al. 1993). A resisténcia da superficie da membrana é provavel-
mente devida as ligagbes covalentes isopeptidicas que ocorrem naturalmente, assim
como ao ataque covalente lipidico, predominante no acido 18-metileicosanoico (Naik
1994; Negri et al. 1993; Brack et al. 1999; Heine e Hocher 1995). Este acido gordo é cova-
lentemente ligado a matriz da proteina através de residuos cisteina, formando uma cama-
da que pode ser removida com uma solugao alcalina alcodlica ou clorada com o objectivo
de melhorar as suas propriedades téxteis, como a sua hidrofilidade, a sua capacidade de

tingir e a adesao polimérica (Negri et al. 1993; Brack et al. 1999).

Epiculicle (12% cys) Exocuticle-A’
(35% cys)

Exocuticle-'B'
(15% cys)

Endocuficle (3% cys)

Intercellular cement
(1% cys)

Figura 2-6: Estrutura esquematica da cuticula e os seus principais componentes
(Rippon 1992).

As sub-camadas A e B sdo resistentes a ebulicdo em acido hidroclérico diluido e diges-
tdo com tripsina; contudo, podem ser solubilizadas por tratamento com tripsina apds oxi-
dacao e reducdo. A endocuticula é preferencialmente atacada por enzimas proteoliticas e
degradam rapidamente em acido hidroclérico diluido em ebulicdo (Naik 1994). A cuticula
da 1a forma uma barreira de difusdo aos agentes quimicos (Naik 1994; Schafer 1994; Nol-
te et al. 1996). Esta barreira de difusdo (por exemplo devido as moléculas de corante)
deve-se principalmente a hidrofobicidade da sub-camada A da exocuticula, causada pela
larga quantidade de “crosslinks” de ligagoes dissulfidicas e ligacbes do material lipidico.
Consequentemente, os processos de pré-tratamento da 1& modificam principalmente a
composi¢cado e morfologia da sua superficie (Brack et al. 1999; Millington 1998; Pascual e
Julia 2001).
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2.2. TINGIMENTO DE FIBRAS TEXTEIS

O tingimento é um processo de coloracdo que depende essencialmente de dois facto-

res: estrutura dos corantes utilizados e caracteristicas das fibras intervenientes.

Este tema sera abordado no ponto a seguir, mas de uma forma muito abrangente, uma
vez que é uma area extremamente vasta no que se refere a corantes e seus processos de

aplicacao.

2.2.1. PROCESSOS DE TINGIMENTO

Existem dois processos distintos de tingimento: processos descontinuos ou por esgo-

tamento; processos continuos por fulardagem (Araujo e Castro 1984).

Nos processos descontinuos, o movimento do corante em direcgdo ao interior das
fibras é provocado pela substantividade do corante. Podemos, nestes casos, distinguir as
seguintes etapas: desagregacao dos agregados do corante no banho; difusdo no banho;
absorcao superficial na fibra; difusdo na fibra; fixacdo. Para que se processem as etapas
acima referidas € necessaria agitagdo mecanica, temperatura adequada e produtos auxi-

liares adequados ao sistema corante/fibra (Araujo e Castro 1984).

Nos processos continuos (e semi-continuos) utiliza-se uma maquina designada por
“foulard”. O corante, neste processo, ndo podera ser muito substantivo (ter afinidade) para
com a fibra, devido ao risco da sua diminuicdo de concentragao no banho, pois a medida
que o tecido é espremido, e progressivamente menos corante € transferido para a fibra,
com a consequéncia da tonalidade do material se tornar cada vez mais clara (Araujo e
Castro 1984).

Numa operagao destas, as etapas sdo as seguintes: impregnacao das fibras com o
banho de tingir; uniformizacdo do banho nas fibras; tratamentos posteriores adequados

que envolvem a difusdo do corante no interior da fibra; e a sua posterior fixacao.

2.2.2. CORANTES UTILIZADOS PARA FIBRAS TEXTEIS

Os corantes podem ser substancias naturais ou compostos sintéticos. Para o tingimen-
to de fibras téxteis, os corantes sdo na sua grande maioria sintéticos, estando a utilizagcao

dos corantes naturais reservada essencialmente aos produtos alimentares.
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As caracteristicas que um composto deve ter para ter utilidade como corante téxtil
podem resumir-se as seguintes: cor; afinidade para com as fibras a que se destina; soli-
dez aos agentes a que o artigo téxtil ira ser submetido apos o tingimento (luz, lavagem,
etc.) (Rocha Gomes 2001).

O tingimento de fibras celuldsicas foi melhorado com o desenvolvimento de corantes
directos em finais do século XIX, os quais eliminaram a necessidade de recorrer a um tra-
tamento prévio com mordente, podendo ser aplicados directamente no tingimento de arti-
gos de algodao. Os corantes de cuba, sulfurosos e azoicos surgiram nas décadas seguin-

tes a descoberta do primeiro corante directo.

Em 1954, Ratter e Stephen, descobriram que corantes com grupos diclorotriazina rea-
gem com fibras celulésicas em condi¢des alcalinas, assegurando dessa forma tingimentos
com elevada solidez, mesmo em tratamentos a humido, sem enfraquecimento significativo
da fibra (Araujo e Castro 1984).

No ano de 1956, foi introduzida no mercado a gama de corantes Procion para tingimen-
tos em continuo. Esta gama de corantes sofreu um desenvolvimento muito rapido, com o
constante aparecimento de novos corantes, como se permite verificar pela entrada de
mais de 700 corantes para o Colour index no periodo de 1982-1987 (Araljo e Castro
1984).

As vantagens apresentadas por esta classe de corantes, ao conferirem cores brilhantes
e boa solidez aos tratamentos a humido, fazem deles uma das classes mais importantes

para o tingimento de fibras celulésicas.

2.2.21. Classificagao de corantes

Todas as moléculas absorvem radiacéo electromagnética, mas diferem entre si no

comprimento de onda, especifico para cada uma delas.

Algumas moléculas tém capacidade de absorver luz na zona visivel do espectro (400-

800 nm), e por isso, possuem cor.

Os corantes sdo moléculas com sistemas de electrdes deslocalizados conjugados com

ligacdes duplas, contendo dois grupos: croméforo e auxocromo (Rocha Gomes 2001).

Os cromoforos sdo grupos de atomos responsaveis pela cor do corante com grupos
que aceitam electrbes. Os cromdéforos mais importantes sao os grupos -C=C-, -C=N-, -
N=N-, -NO; e -NO. Os auxocromos sao substituintes com dadores electrbes que intensifi-

cam a cor do cromoforo, através da alteragdo da energia total de electrbes do sistema e
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promovem a solubilidade e fixagdo do corante a fibra. Os auxocromos mais importantes
sao os grupos NHy, -NRy, -NHR, -COOH, -SO3H, -OH e -OCHj3; (Rocha Gomes 2001).

Baseados na estrutura quimica dos croméforos (azo (monoazo, diazo, triazo, poliazo),

antraquinona, ftalocianina e os triarilimetano) é possivel a identificagao de 20-30 diferentes

grupos de corantes.

i r A0

— 0 o
|
o 0
Antraquinona Ftalocianina Tri-arilmetano

Azo

Figura 2-7: Croméforos mais importantes.

Os corantes comerciais estao classificados pela sua cor, estrutura e método de aplica-

¢do do Colour index (C.l.) que é editado pela “Society of Dyers and Colourists” e pela

“American Association of Textile Chemists and Colorists” de trés em trés meses. Cada

corante possui um nome C.l., determinado pela sua aplicagdo e cor (Rocha Gomes 2001).

As quinze diferentes classes de aplicacdo do Colour index estdo referenciadas na tabela

que se apresenta a seguir.

Tabela 2-1: Classes de Aplicagdo do Colour index (Christie 2001)

Classe de

Aplicacgao

Caracteristicas

Corantes

Acidos

Sao soluveis devido a presenga de grupos sulfonicos. Formam ligacoes
idnicas entre os grupos funcionais protonados das fibras (-NHs") e os gru-
pos negativos dos corantes. As estruturas mais comuns s&o: azo, antra-

quinona e triariimetano.

Corantes

Reactivos

Formam ligagdes covalentes com os grupos -OH, -NH ou —SH presentes
no algodao, 13, seda e nylon. O problema da utilizacdo destes corantes
esta associado a hidrdlise dos grupos reactivos que ocorre durante o pro-
cesso de tingimento. As estruturas mais comuns sdo: azo, antraquinona e

ftalocianina.
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Tabela: 2-1: Continuagao

Classe de

Aplicacao

Caracteristicas

Corantes

Directos

A planaridade da molécula do corante favorece as ligacbes de Van-der-
Waals, as ligagdes dipolo e as ligagdes de hidrogénio, com as moléculas
de glucose. De 1600 estruturas apenas 30% continuam em produgao,
devido a sua baixa solidez a lavagem. As suas estruturas mais comuns

sdo a base de corantes azo com grupos sulfénicos.

Corantes

Basicos

Os corantes basicos sao aplicados na fibra acrilica devido a forte interac-
¢&o ionica entre o grupo funcional do corante como —-NR3" ou =NR;" e as
cargas negativas do copolimero. As estruturas mais comuns sdo: azo,

diarilmetano, triariimetano, e antraquinona.

Corantes

Mordente

Os mordentes sdo normalmente sais metalicos como o dicromato de
sodio ou de potassio. Eles actuam como “agentes fixadores” para aumen-
tar a solidez da cor. Sao usados na 13, no couro, seda e fibras de celulose

modificada. As estruturas mais comuns sdo: azo, ou triariimetano.

Corantes

Dispersos

Estrutura nao-iénica, com grupos funcionais polares como: -NO, e -CN
que aumentam a solubilidade em agua, forcas de Van der Waals, forgas
dipolo e a cor. Sao normalmente usadas com o poliéster. As estruturas

mais comuns s&o: azo, nitro, antraquinona.

Corantes

Pigmentos

Estes compostos insollveis, ndo-iénicos ou sais, representam 25% dos
nomes de todos os corantes comerciais, mantendo a sua cristalinidade ou
estrutura particular durante a sua aplicagdo. As estruturas mais comuns

sao azo ou ftalocianinas.

Corantes de
Cuba

Os corantes de cuba sao insoluveis em agua, mas tornam-se soluveis por
reducao alcalina (ditionito de sédio na presencga de hidréxido de sédio). A
forma leuco produzida é absorvida pela celulose (forcas de Van der
Waals), sendo posteriormente oxidada com o peroxido de hidrogénio,
convertendo-se numa forma insoluvel. A estrutura comum € a antraquino-

na.

Corantes

“Ingrain”

O termo “ingrain” é aplicado a todos os corantes que se formam “in situ”,
dentro ou a superficie do substrato, pelo desenvolvimento do acoplamen-
to de um ou mais compostos intermediarios e aminas aromaticas diazota-

das.
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Tabela: 2-1: Continuagao

Classe de
Caracteristicas
Aplicacao
Corantes Os corantes sulfurosos sao complexos poliméricos aromaticos contendo
Sulfurosos anéis heterociclicos, representando 15% da produgéao global de corantes.
O tingimento com corantes sulfurosos (principalmente em fibras celulosi-
cas) envolve processos de reducao e oxidacdo semelhantes aos proces-
sos utilizados com os corantes de cuba.
Corantes Corantes nao-iénicos que sado usados nos substratos que podem dissol-
Solventes ver plasticos, vernizes, tintas e ceras. Nao sdo usados nos processos

téxteis. As estruturas mais comuns sdo compostos diazo, triariimetano,

antraquinona e ftalocianina.

Outra classe Os corantes alimentares ndo sdo usados como corantes téxteis. Os co-
de corantes rantes naturais usados nos processos téxteis de tingimentos s&o muito
limitados. N&o estdo listados separadamente na classe do Colour index
muitos corantes complexo-metalicos que podem ser encontrados com
cromio, cobalto ou niquel. Os corantes complexo-metalicos sdo geralmen-

te compostos azo.

2.3. LACASES

As enzimas exibem um numero de caracteristicas que as tornam muito vantajosas
quando comparadas com outros agentes cataliticos convencionais quimicos, pelo seu alto

nivel de eficiéncia catalitica, alto grau de especificidade e auséncia de locais reactivos.

Em adigdo, as enzimas sao facilmente bio-degradaveis, faciimente removidas dos rios
contaminados e facilmente padronizadas em preparagcdes comerciais. Geralmente actuam
em condi¢bes moderadas de temperatura, presséo e pH. Estas caracteristicas promovem
processos de pouca energia e com custos mais reduzidos (Zille 2005). Contudo, a instabi-
lidade é natural nas enzimas, quando removidas do seu ambiente natural. O seu elevado
custo de isolamento e purificagdo continuam a ser desencorajadores para o seu uso
extensivo, especialmente em areas que tém correntemente processos alternativos estabi-
lizados. Para aléem destas desvantagens, o estudo de aplicagdes enzimaticas € de um
interesse constante e os seus problemas tecnoldgicos sdo usualmente dominados (Cha-
plin e Bucke 1990).
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Em contraste com a alta especificidade geral das enzimas, as lacases sédo preferen-
cialmente nao especificas. A lacase foi descoberta em plantas por Yoshida. Yoshida
observou que o latex da laca das arvores (Rhus sp.) provenientes da China ou do Japao
endurecia rapidamente na presenca do ar. A enzima adquiriu 0 nome lacase dez anos
depois da sua descoberta, apos o0 seu isolamento e purificagdo (Bertrand 1894). Estas
enzimas tém sido estudadas desde meados da época de setenta e os seus resultados

foram revistos extensivamente (Mayer e Staples 2002; Claus 2004).

As lacases (EC 1.10.3.2) pertencem ao grupo das oxidases que complexam o cobre e
catalizam a oxidagdo de varios compostos, inorganicos e organicos, particularmente

fendis, com concomitante redugéo do oxigénio com a formacao de agua (Xu et al. 1996).

As lacases nao catalisam s6 a remogao do atomo de hidrogénio proveniente do grupo
hidroxilo dos monofendis substituidos por metoxis, ou os orto e para difendis, mas oxidam
também outras substancias, como as aminas aromaticas e compostos nao fendlicos, de
modo a formar radicais livres. No suceder da reacg¢ao podera haver reacgdes de acopla-
mento entre os produtos de reaccéo e até mesmo polimerizagdo (Bourbonnais et al. 1997;
Li et al. 1999).

As lacases, na sua forma livre ou imobilizada, tém imensas aplicagdes biotecnologicas
€ ambientais, como a analise com bio-sensores para fendis, o desenvolvimento em cato-
dos de oxigénio em células de bio-combustiveis, a degradacdo de corantes téxteis e

demetilagao (Mayer e Staples 2002).

Esta enzima pode ser encontrada na natureza em eucariontes, como fungos, plantas
superiores e insectos (Mayer e Staples 2002). Contudo, nos ultimos anos foi confirmada a
existéncia de proteinas procariontes com caracteristicas de multi-cobre da familia das
oxidases (Claus 2003).

Muito recentemente, a actividade da enzima, como a lacase, foi encontrada em poros

termoestaveis de Bacillus de diferentes origens (Hirose et al. 2003).

2.3.1. PROPRIEDADES MOLECULARES E CENTROS ACTIVOS DA LACASE

A molécula de lacase, na sua forma de haloenzima activa, € uma glicoprotreina, con-
tendo quatro atomos de cobre por mondmero, ligados a trés locais redox (pares do Cu:
T1, T2, T3). A massa molecular dos monémeros varia num intervalo de 50 a 100 kDa.
Uma caracteristica importante € a ligagcao covalente com metade dos carbohidratos (10-

45%), o que podera contribuir para a alta estabilidade da enzima (Duran et al. 2002).
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Os quatro atomos de cobre diferem entre si, apresentando sinais de ressonancia para-
magnética electrénica (EPR) que os caracterizam. Para uma actividade catalitica minima
sao necessarios quatro atomos de cobre por cada unidade de proteina activa. Um perten-
ce ao local cobre T1 “blue” paramagnético que tem uma forte absorvancia electronica a
610 nm; outro pertence ao local cobre T2 “non-blue” paramagnético; e os outros dois per-
tencem ao local tipo 3 par cobre-cobre spin-acoplado diamagnético que tem um pico no
ultravioleta (UV) com uma absorvéncia maxima de 330 nm. Os atomos de cobre T2 e T3
formam um local aglomerado trinuclear. O cobre T2 é coordenado por duas histidinas e o
par de cobre T3 por seis histidinas. O forte acoplamento anti-ferromagnético entre dois
atomos de cobre T3 é mantido por ligagbes com grupos hidréxilo (Claus 2004). A funcao
do local T1 neste tipo de enzima envolve a abstracgdo de um electrao do substrato redu-
tor (doador de electrbes) com a subsequente transferéncia do electrdo ao aglomerado do
cobre T2/T3 (Figura 2-8).

L
H/E His
106 | pon | 422
N

Figura 2-8: Centros de cobre da lacase (Claus 2004).
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Independentemente da pesquisa, a lacase pode ser fortemente inibida por varios
anides, como, a azida, o cianeto, o tiocianeto e o fluoreto, que sao capazes de interactua-
rem com locais de cobre e impedirem a transferéncia electronica interna de um electrao.
Os agentes complexantes removem o cobre dos centros activos, exercendo uma activida-

de de inibigao reversivel (Christenson et al. 2004).

2.3.2. MECANISMO CATALITICO DAS LACASES

O mecanismo de transferéncia de electrdes e 0 mecanismo de redugédo do oxigénio a
agua para a lacase ainda nao estdo bem compreendidos. Contudo, tém sido propostos
esquemas de mecanismos (Figura 2-9) que se basearam na cinética e na estrutura apre-
sentada até a data (Torres et al. 2003). A maior duvida permanece na parte redutiva do

ciclo, onde o mecanismo do agrupamento trinuclear é reduzido.

No ciclo catalitico da lacase, o substrato reduz o local T1, que por sua vez transfere o
electrao ao agregado trinuclear. S&o possiveis dois mecanismos para a redugao do agre-
gado trinuclear. Numa das hipéteses (A na Figura 2-9) o local T1 transfere os seus elec-
trées ao local T2, sendo aquele reduzido novamente por uma segunda molécula do subs-
trato; os locais T1 e T2 transferem os seus electrbes ao local T3. O local T1 é reduzido
por uma terceira molécula de substrato e um electrao é outra vez transferido ao local T2.
Este processo reoxida o local T1, que € entdo reduzido por uma quarta molécula do subs-
trato. Como resultado, obtém-se uma forma completamente reduzida da lacase. Outra
possibilidade (B na Figura 2-9) consiste na redugdo sequencial do agregado trinuclear

pela transferéncia de um electrdo do local T1 (Torres et al. 2003).
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Figura 2-9: Ciclo catalitico da lacase, exibindo o mecanismo de reducao e oxida-
¢ao dos locais do cobre (Torres et al. 2003).

2.3.3. MEDIADORES DA LACASE

Os mediadores sdo moléculas de baixo peso molecular que estado envolvidas na reac-

¢ao enzimatica. Ao permitirem alargar o espectro de substratos em que a enzima actua,

vieram dar um novo aspecto a acgao das enzimas em geral e da lacase em particular

(Majcherczyk et al. 1998).

A funcado dos mediadores numa oxidagao enzimatica da lacase é apresentada na Figu-

ra 2-10. Um mediador € uma pequena molécula que actua como uma espécie de “ponte

de electrdes”. Assim, o mediador oxidado pode desenvolver um mecanismo de oxidagao

nao disponivel a enzima, alargando a oxidagdo a uma série de substratos inacessiveis as

enzimas (Fabbrini et al. 2002).
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Figura 2-10: Ciclo catalitico da lacase (Banci et al. 1999).

Foram descritos mais de cem compostos mediadores, mas os mais utilizados séao o
acido 2,2-azino-bis-(3-etilbenzatiazolina-6-sulfonico) (ABTS) e o N-hidroxibenzotriazole
(HBT).

Varias lacases oxidam rapidamente ABTS, por radicais livres, ao catido radicalar
ABTS™ e a concentracdo do catido radicalar de cor intensa verde-azul pode ser relaciona-

da com a actividade da enzima (Bourbonnais et al. 1997).

O mediador N-hidroxibenzotriazole (HBT) pertence aos compostos N-heterociclicos que
produzem grupos mediadores N-OH. O consumo de oxigénio do HBT é convertido pela
enzima num intermediario activo, que € oxidado a um radical reactivo (R-NO") (Bourbon-
nais et al. 1997).

Em resumo, tanto o ABTS como o HBT formam radicais por reacgdo com a lacase. No
primeiro caso, s&o radicais mais estaveis e selectivos; no caso do HBT sdo mais insta-
veis, por isso mais reactivos e tém a vantagem de ser mais inespecificos. No processo
com ABTS o mediador é reversivel, o que ndao acontece sempre com o HBT, que pode ser

transformado em BT (a ligagao N-O é quebrada) e outros produtos (Li et al. 1999).

2.3.4. IMOBILIZAGAO DA LACASE

As enzimas exibem um numero de caracteristicas que fazem delas catalizadores vanta-
josos quando comparadas com os catalizadores quimicos convencionais. Contudo, existe
um numero de problemas praticos que reduzem o seu tempo de vida operacional, assim
como o seu elevado custo de purificacdo e isolamento, a sua nao-reutilizacéo, a instabili-
dade destas estruturas as condi¢gées do processo. Muitas destas limitagdes indesejaveis

podem ser superadas pelo uso de enzimas imobilizadas (Taylor 1991).

A imobilizagéo é conseguida fixando a enzima em suportes sélidos obtendo-se enzimas

imobilizadas em sistemas heterogéneos.
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As enzimas na sua forma imobilizada sdo mais resistentes as mudancas ambientais,

permitindo a sua facil recuperacao e a sua reutilizacdo multipla.

Comparando com enzimas livres, a enzima imobilizada tem normalmente uma activida-

de mais baixa, mas a sua estabilidade aumenta (Duran et al. 2002).

As enzimas podem ser imobilizadas por varios métodos através de mecanismos quimi-
cos e/ou fisicos. Os métodos para o procedimento de imobilizagao influenciam muito as
propriedades da bio-catalise resultante e a estratégia da imobilizagado determina o proces-

so de especificagdes para a catalise (Hartmeier 1998).

2.3.5. APLICAGOES DA LACASE

As lacases tém inumeras aplicacdes na industria téxtil, nomeadamente:

e Degradacgao de corantes

Os efluentes téxteis possuem uma composicdo extremamente variada, ndo contém
somente corantes, mas também sais e, por vezes com forgas idnicas fortes e valores de
pH extremos, agentes quelantes, percursores e surfactantes que podem inibir a actividade
da enzima e a sua performance na degradagao dos efluentes (Abadulla et al. 2000). Por
consequéncia, a descolorizagao de efluentes téxteis requer escolhas apropriadas do tipo

de enzimas (Wesenberg et al. 2003).

A lacase tem capacidade para actuar em compostos cromoéforos, como os corantes
azo, triariimetano e antraquinona, podendo-se sugerir a sua aplicagdo em processos de

descolorizagdo industrial (Wesenberg et al. 2003).

Estudos recentes propdem alguns mecanismos de degradagao para corantes azo feno-
licos e ndo-fendlicos. No modelo proposto, os corantes azo sdo degradados sem clivagem
directa das ligacbes azo, devido a ndo-especificidade dos radicais livres, havendo forma-
¢ao de compostos do tipo fendlicos, evitando desse modo a formagao de aminas aromati-
cas toxicas, o que podera ser muito util no controlo da poluigdo ambiental (Wong e Yu
1999). Contudo, alguns substratos especificos podem ser encontrados nas reacgdes com
a lacase, o que limita o numero de corantes azo que podem ser degradados. Para resol-
ver este problema sdo normalmente utilizados sistemas lacases/mediadores para alargar
o intervalo de corantes azo e aumentar a velocidade de descolorizagdo (Bourbonnais et
al. 1997).
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No entanto, a capacidade para avaliar o potencial de degradagao da lacase € incomple-
to, uma vez que ndo ha um conhecimento completo do mecanismo de descolorizagao e
mineralizagdo de corantes e a possibilidade de formacdo de produtos intermediarios
potencialmente tdxicos, que limitam a aplicabilidade deste bio-catalizador no tratamento
de efluentes téxteis. Pequenas diferencas na distribuicdo de um electrdao no corante, den-
sidade da carga e factores estéricos podem afectar a descolorizagdo enzimatica (Wesen-
berg et al. 2003).

e Sintese organica

Recentemente, houve um aumento crescente de interesse da aplicagdao da lacase

como novo bio-catalizador organico (Mayer e Staples 2002).

A lacase fornece um processo de produgao de polimeros na presenga de O, sem o
uso de peroxido de hidrogénio (Kobayashi e Higashimura 2003). Foi mencionado que a
lacase promove a polimerizagdo radicalar da acrilamida com ou sem mediador (lkeda et
al. 1998). O “graft” de copolimeros na sintese quimo-enzimatica de lenhina foi também
estudado (Gubitz e Cavaco-Paulo 2003).

As lacases sdo também conhecidas pela capacidade de polimerizacdo de compostos
amina e fendlicos (Aktas e Tanyolag 2003). A capacidade da lacase gerar cor “in situ”, a
partir de substancias nao coloradas e com massa molecular baixa, faz do seu uso uma
alternativa aos processos de tingimento convencionais. A capacidade da lacase para a
sintese de novos compostos pode ser usada para modificacbes da fibra a superficie. A
modificagdo enzimatica e os processos de tingimento podem ser aplicados em varios
substratos naturais como o algodao, o sisal, a 1a, o linho e a madeira (Tzanov et al.
2003b).

e Acabamentos téxteis

O branqueio oxidativo convencional do algodao consiste num tratamento com peréxido
de hidrogénio a temperaturas elevadas. Neste tratamento, sdo necessarias lavagens com
agua para remover o oxidante residual, aumentando consideravelmente a carga dos
efluentes téxteis. O branqueio convencional podera causar danos importantes nas fibras
téxteis. A necessidade de minimizacao dos efeitos adversos sobre a fibra e a reducéo da
quantidade de quimicos e de efluentes levou ao estudo de novos processos onde se veri-
ficou uma importancia acrescida das enzimas. As lacases sdo utilizadas num tratamento

combinado, onde os tecidos de algodao pré-tratados com concentragdes reduzidas de
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lacase, durante intervalos de tempo curtos, sao posteriormente sujeitos a um branqueio
oxidativo convencional. Os resultados mostram que o grau de branco é maior para o tra-
tamento combinado, comparativamente com o tratamento convencional (Tzanov et al.
2003a).

As lacases poderao ter outro tipo de aplicagbes, nomeadamente: bio-remediagao
(Ehlers e Rose 2005); delenhificagdo e branqueamento da polpa (Bourbonnais et al.
1997); estabilizagdo do vinho e da cerveja (Minussi et al. 2002); aperfeicoamento alimen-
tar (Minussi et al. 2002); bio-sensores (Gomes et al. 2004) e aplicagdes médicas (Bauer et
al. 1999).

2.4. ULTRA-SONS

O ultra-som pode ser definido como um som de uma frequéncia que esta para além da
resposta da audi¢do humana, isto €, superior a 16 kHz (16000 ciclos por segundo). O limi-
te superior da frequéncia de ultra-sons é de 5 MHz para gases e 500 MHz para os liqui-
dos e sélidos. A aplicacao dos ultra-sons de acordo com a frequéncia ¢é dividida em duas
areas: alta frequéncia e baixa intensidade (1-10 MkHz), normalmente usadas para fins de
diagndstico em medicina e engenharia; e baixa frequéncia e alta intensidade (20-

100 kHz), usualmente aplicadas em limpezas e reactividade quimica (Shah et al. 1999).

Assim como as ondas electromagnéticas, as ondas ultra-sénicas podem ser reflectidas
e refractadas. No entanto, as ondas electromagnéticas requerem um meio com proprie-

dades elasticas para a sua propagacao (Vajnhandl 2005).

A onda de ultra-som, como todas as ondas de som, consiste em ciclos de compressao
e expansao (rarefaccdo). Os ciclos de compressao exercem uma pressao positiva no
liquido, havendo uma aproximagao entre as moléculas; por sua vez os ciclos de rarefac-
¢ao exercem uma pressao negativa afastando as moléculas umas das outras. Durante o
ciclo de expansao, a onda de som com intensidade suficiente pode provocar a formagao
de cavidades (Suslick 1989).

2.4.1. CAVITAGAO E FORMAGAO DE RADICAIS

A cavitagao é definida como o fendbmeno de formacgao, crescimento e subsequente
colapso de microbolhas ou cavidades que ocorrem em intervalos de tempo muito reduzi-

dos (milissegundos), libertando elevadas quantidades de energia (Suslick 1990).
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A alternancia dos ciclos da onda, a compressao e a rarefaccédo resultam em varias
fases da cavitacdo, como a formacao da bolha/cavidade, a fase de crescimento e a fase

de colapso, libertando-se uma elevada quantidade de energia (Suslick 1990).

A formacéao da bolha ocorre na fase de rarefacgdo sob pressao negativa e reduz o seu
tamanho durante o ciclo de compressao. O seu tamanho diminui e aumenta alternada-
mente de uma forma ciclica até atingir um tamanho critico instavel, verificando-se o
colapso das bolhas no seguimento do ciclo de compresséao (Figura 2-11). O crescimento
da bolha e a implosdo num liquido irradiado com ultra-sons é o fendmeno fisico responsa-

vel pela maioria dos fendmenos sonoquimicos (Suslick 1989).

Rarefagao Compressao

I

Rarefagio Compressio

I

Compressao

Pressio + - + - +
Cavitagao s s o @ @ @ e O . ® _*_ ¢
Tempo

Figura 2-11: Ciclos de compressao e rarefacgao.

A bolha pode crescer durante ciclos de pressao negativa. Quando atinge um tamanho

critico, ha uma imploséo da bolha, gerando altas temperaturas e pressées.

Os fendmenos da cavitagdo ocorrem simultaneamente em pequenas regides do reac-
tor, sendo dificil quantificar o numero de cavidades que ocorrem num determinado perio-
do de tempo. Estas poderdo ser estimadas pelas equagdes tedricas de dindmica das

bolhas desenvolvidas (Naider et al. 1994).

A geracgao de “hot spots”, a libertagdo de radicais livres muito reactivos, o aumento de
transferéncia de massa, a limpeza de superficies sdlidas, sado alguns dos efeitos da cavi-
tagéo (Suslick 1990; Suslick et al. 1986; Pandit e Moholkar 1996).

A sonificagdo aumenta os movimentos moleculares, que promovem a eficiéncia da
transferéncia de massa e a agitagédo. Estes fenbmenos podem proporcionar o aumento do
rendimento das reacgdes quimicas, acelerando as mesmas e reduzindo o numero de pas-

sos intermédios.
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A implosao das cavidades concebe um ambiente pouco usual para as reac¢des quimi-
cas. O vapor e os gases dentro da cavidade sao extremamente comprimidos durante o
colapso cavitacional, gerando um grande aumento na temperatura e presséo. Para além
disso, assume-se que o colapso cavitacional provoca drasticas condi¢des locais: tempera-
tura dentro da bolha é cerca de 5000 K com uma pressao de aproximadamente 1000

atmosferas e de 1900 K no liquido que rodeia a cavidade (Figura 2-12), (Suslick 1989).

Algumas condi¢des s&o limitadas a regides muito pequenas e o calor produzido duran-

te a cavitacao é dissipado muito rapidamente (Vajnhandl 2005).

Volume de solugdo: Temperatura ambiente

Nicleo:
=5000 K
=1000 atm

/

Zona interfacial
=1900 K

Figura 2-12: A sonoquimica das “hot spots” (Suslick 1986).

Os efeitos sonoquimicos dos liquidos dependem essencialmente dos efeitos fisicos do
rapido aquecimento e arrefecimento causados pela implosdo da cavidade. Por exemplo,
quando Peter Riesz e os seus colaboradores do “National Cancer Institute” irradiaram
agua com ultra-sons provaram que o calor proveniente da implosédo da cavidade decom-
pde a agua (H,O) em atomos radicalares extremamente reactivos de hidrogénio (H’) e
hidréxilo (OH') (eq. 1 na Figura 2-13).

Durante a fase de arrefecimento rapido os atomos radicalares de hidrogénio e hidroxilo
recombinam-se para formar peroxido de hidrogénio (H2O2) e hidrogénio molecular (Hy).
Se outros componentes sdo adicionados a agua irradiada com ultra-sons, podera ocorrer
um grande numero de reacgdes secundarias. Os compostos organicos sao facilmente
degradados neste ambiente e os compostos inorganicos podem ser oxidados ou reduzi-
dos (Suslick 1989).
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H,O — > H+OH @
H + O, ——» HO, @
HOy+ HO; ———— H,0,+ 0, (O
OH+OH — » HO, @

Figura 2-13: Equagdes simplificadas de radicais produzidos por sonificagao
(Mason et al. 1994).

O numero de radicais formados depende da energia do sistema. A partir da monitoriza-
¢ao dos radicais produzidos € possivel prever uma estimativa da energia que entra no
meio aquoso sonificado. Ha diferentes métodos de monitorizar a producédo destes radi-
cais, aparecendo trés como especificos na estimagcao das espécies radicalares, nomea-
damente, a ressonancia (Mason et al. 1994); o método de Fricke (Mason et al. 1994; Fang
et al. 1996; Price e Lenz 1993) que consiste na oxidacdo do Fe?* a Fe** em meio acido
(eq. 5 na Figura 2-14). No entanto, esta oxidagdo nao se deve somente aos radicais OH',
mas também aos radicais HOy (eq. 7 na Figura 2-14) e H (eq. 6 na Figura 2-14) e ao
peréxido de hidrogénio (eq. 8 na Figura 2-14). Deste modo, a estimativa da formagao de

radicais hidréxilo por ultra-sons nao é fiavel (Fang et al. 1996).

Fe?*+ ‘OH — > Fe+ OH ®)
e+ H+ H——— Fe¥ + H, ©)
Fe?'+ HOy + H—— » F¥'+ H,0, @)

Fe3*+ OH + 'OH (8

P H,0

Figura 2-14: Determinacao dos radicais formados pela sonificagcao através do
método de Fricke (Fang et al. 1996).

Outro método possivel € o método de quantificagao fluorescente do ido hidroxi-
tereftalato formado. O acido tereftalico (TA) em meio alcalino dissocia-se em anides teref-
talatos, os quais reagem com os radicais OH', formando ides 2-hidroxi-tereftalato (HTA)
que apresentam fluorescéncia (Figura 2-15). Deste modo, a concentragdo de radicais
pode ser estimada por espectrofluorescéncia (Mason et al. 1994; Fang et al. 1996; Price e
Lenz 1993). Ao contrario do método de Fricke, este descarta a acgao dos outros radicais
(Fang et al. 1996) e € um método muito sensivel para estimar a formacéo de radicais
(Mason et al. 1994).
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O método consiste na sonificagdo de uma solugao de acido tereftalico, medindo a fluo-
rescéncia a um comprimento de onda de excitagdo de 315 nm ou de 345 nm e analisando
comprimento de onda de emiss&o a 425 nm. (Mason et al. 1994; Price e Lenz 1993; Fang
et al. 1996). A partir da curva de calibragdo da intensidade de fluorescéncia de solugdes
de concentracdo conhecida de 2-hidroxi-tereftalato, determina-se a concentragao de radi-

cais hidréxilo libertados aquando da cavitagao.

Figura 2-15: Mecanismo de formagao do anidao hidroxi-tereftalato (Mason et al.
1994).

Usando este método dosimétrico, € possivel estudar varios parametros na eficiéncia da
producdo de radicais OH', nomeadamente, a intensidade, a frequéncia, a temperatura da
reacgao, a geometria do frasco onde ocorre a reacgao, o tempo de sonificacédo e a con-

centragao de acido tereftalico usada.

o Efeito do tempo de sonificagao

O tempo de sonificagao € também evidente na determinagao dos radicais pelo método
fluorescente. Os valores de fluorescéncia obtidos, usando um frasco coénico (erlenmeyer)
como recipiente para a reacgao, aumentam com o aumento do tempo de sonificagao
(Mason et al. 1994).

o Efeito da geometria do recipiente onde ocorre a reacgao

Foram realizados estudos do efeito das radiagdes de ultra-sons a 38 kHz em recipien-
tes com diferentes geometrias: um frasco de fundo redondo e um erlenmeyer. Ao fim de

uma hora foram efectuadas medidas de fluorescéncia, verificando-se que os valores obti-
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dos eram mais altos para os ensaios realizados no frasco cénico (erlenmeyer) quando
comparados com os recipientes de fundo redondo. Uma das explicagbes possiveis € o
facto das bases de medicdo para energia e fluorescéncia serem diferentes. A energia
absorvida é estabelecida calorimetricamente como a quantidade total de calor que entra
na reacgao, incluindo a transmitida como resultado do aquecimento das paredes de vidro
de cada uma das geometrias. Por outro lado, a fluorescéncia é o resultado da geracao de
radicais HO" que resultam do colapso da bolha. Enquanto a base do frasco cénico (erlen-
meyer) permite uma transmissao directa da energia acustica na reacgao, as curvas das

paredes do frasco redondo desviam mais a energia acustica (Mason et al. 1994).

o Efeito da concentragcao do acido teraftalico (TA)

A intensidade da fluorescéncia para uma determinada dosagem ultra-sénica é directa-
mente proporcional a concentragdo de acido tereftalico em solugdo. Segundo Mason e
seus colaboradores, isto podera ser relacionado com a grande probabilidade de reacg¢ao
entre os radicais HO' produzidos e o agente TA disponivel em solugao, e a reacgao de

colisdo com outras espécies (Mason et al. 1994).

2.4.2. FACTORES QUE AFECTAM A CAVITAGAO QUIMICA

A cavitacdo quimica é fortemente afectada por uma grande variedade de factores
externos, incluindo a frequéncia acustica, a intensidade acustica, a temperatura do meio,
a pressao estatica, a escolha do gas, escolha do solvente, etc.. Estas sdo consideragdes
importantes no uso efectivo de ultra-sons ou forgcas hidrodindmicas que influenciam a
reactividade quimica e sao também facilmente entendidas em termos de mecanismos

cavitacionais das “hot-spots” (Shah et al. 1999).

2.4.21. Intensidade Acustica

O aumento da intensidade acustica acarreta um aumento da pressao e da amplitude,
provocando o rapido colapso da bolha. O aumento da amplitude da pressao torna insta-
veis as bolhas pequenas, contribuindo para a cavitagao. O raio maximo da bolha aumenta
proporcionalmente a amplitude da pressao e este € independente do tamanho inicial da
bolha. Por isso, com o0 aumento da intensidade, aumenta também o numero de bolhas de

tamanho maximo, resultando num aumento da cavitagao (Shah et al. 1999).
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O método mais utilizado na determinagdo da intensidade (poténcia) introduzida no
reactor sonoquimico € o método calorimétrico. Este consiste na medigcdo do aumento da
temperatura de um determinado volume (massa) de agua conhecido, sujeito a sonofica-
¢ao, em intervalos de tempo regulares. Traga-se uma tangente a curva que representa o
aumento da temperatura em fungdo do tempo e obtém-se o declive (dT/dt) (Mason et al.
1994).

A poténcia (intensidade) € determinada pela seguinte equac&o poténcia = (dT/dt)C,M,
onde C, é o calor especifico da agua (J kg K" e M é a massa da agua (Kg) (Mason et

al. 1994). A poténcia é expressa em Watts (W).

Mason e seus colaboradores mostraram a existéncia de uma proporcionalidade directa
entre a formagdo de radicais hidroxilo e a intensidade (poténcia) introduzida no reactor,
isto €, 0 aumento da intensidade esta associado ao aumento da formagao de radicais
(Mason et al. 1994).

2.4.2.2. Frequéncia

A sonoquimica € dependente da frequéncia que se aplica, estando normalmente num
intervalo de 20-100 kHz. Contudo, existe uma quantidade de informacgao consideravel na
sonoquimica que usa frequéncias mais altas (acima de 1 MHz) e que envolve também a
cavitacéo (Suslick 1990).

Considerando, por exemplo, a geragao de H,O, durante a sonolise da agua, o peroxido
de hidrogénio é produzido como resultado de varias reacc¢des radicalares (Figura 2-13) e

pode ser estimado por varios métodos, mencionados anteriormente (Mason et al. 1994).

O valor 6ptimo da frequéncia depende das caracteristicas do meio reaccional e das
condigdes operativas do reactor. Petrier e seus colaboradores (1992) compararam a oxi-
dagao do iodeto de potassio (KI) a iodo e a formagao de perdxido de hidrogénio em agua,
para 20 e 514 kHz as mesmas intensidades de ultra-sons (Petrier et al. 1992). A razéo de
formacdo de iodo num meio saturado de oxigénio (KI 10 M) foi cerca de seis vezes mais
rapida e a formacgao de perdéxido na agua foi doze vezes mais rapida, para elevada fre-
quéncia. Estes resultados sao atribuidos a produgao dos radicais OH' formados pela “que-
bra” da molécula de agua aquando do colapso da bolha. Os radicais hidréxilo podem ser
destruidos pelas reacc¢des na bolha ou podem migrar para o liquido e originar perdxido de
hidrogénio. Para a frequéncia alta, o tempo curto da bolha possibilita que mais radicais
saiam da mesma. A eficiéncia de produgao de radicais aumenta com o aumento da fre-
quéncia (Shah et al. 1999).
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Convém notar que a operacionalidade de um reactor € mais dificil quando este usa
uma frequéncia acima dos 200 kHz. A operagao continua e em “grande escala” com ele-
vadas frequéncias conduz a uma erosdo da superficie do transdutor elevada, devido a
ocorréncia de um elevado numero de eventos cavitacionais num intervalo de tempo muito
reduzido (Colussi et al. 1999), quando comparada com a verificada para frequéncias mais
baixas (Kumar et al. 2004). Além disso, a poténcia necessaria para iniciar uma reaccgao
aumenta com a frequéncia de irradiacdo e, consequentemente, determinado processo
podera ndo ser economicamente viavel para elevadas frequéncias, devido ao facto de
uma quantidade significativa de energia ser usada na formagao de bolhas. A utilizagao de
reactores com multiplos transdutores de baixas frequéncias reduz a erosao da superficie
dos transdutores, obtendo-se fendmenos de cavitagcdo comparaveis para reactores que

operam a uma frequéncia elevada (Tatake e Pandit 2002; Sivakumar et al. 2002).

2.4.2.3. Pressao externa

Quanto maior for a pressao externa, mais largo é o colapso da pressédo e mais pequeno

€ menos violento é o colapso da bolha (Shah et al. 1999).

Um aumento na pressao estatica: (1) diminui o conteudo de gas na bolha; (2) aumenta
a pressao maxima durante a fase final do colapso; (3) aumenta a temperatura durante a
fase final do colapso; (4) provoca o aumento da erosdo (erosdo esta que depende da
intensidade do choque da onda); (5) provoca o aumento possivel da cavitagao; (6) podera

ou ndo aumentar o rendimento das reac¢des quimicas (Shah et al. 1999).

A velocidade das reacg¢des quimicas aumenta com o aumento da temperatura final e
com a pressdo associada a alta presséo estatica (baixo conteudo em gas). Contudo, o
baixo conteudo em gas também significa uma baixa concentragdo das moléculas de gas
na bolha. Logo mais baixa € a velocidade de reacgéo, assim como o produto de reacgao.
Assim, dependendo da maior ou menor accao destes dois efeitos, a elevada pressao
estatica pode ou ndo aumentar o rendimento das reacgdes sonoquimicas (Shah et al.
1999). O rendimento sonoquimico como fungdo de um aumento de pressao estatica tem
sido estudado por diferentes investigadores. Existem diferentes trabalhos efectuados, em
que o aumento da pressao estatica pode aumentar, diminuir, ou aumentar até um deter-
minado valor e depois voltar a diminuir o rendimento das reac¢des sonoquimicas (Shah et
al. 1999).
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2.4.2.4. Propriedades do liquido

A agua € um bom solvente para gases e outros solutos, uma vez que as moléculas de
vapor de agua dentro da cavitagdo da bolha sdo dissociadas em radicais atomicos de H e
OH. Estes radicais servem muitas vezes como iniciadores para varias reacgdes quimicas,
como a formagao de peroxido de hidrogénio, a libertagdo de dioxido de carbono da solu-
¢ao saturada de agua-CO e ainda a oxidagdo do Kl a iodo. Existem, contudo, outros
exemplos ultra-sonicos que induzem a reacg¢des quimicas entre dois gases dissolvidos

num meio aquoso (Shah et al. 1999).

A pressao de vapor do solvente tem uma profunda influéncia na cavitagdo quimica.
Outras propriedades, como a tensao superficial e a viscosidade do liquido, influenciam
também a cavitagdo, mas de uma forma menos intensa. A sonoquimica aquosa € domi-
nada por reacgdes secundarias do OH' e H' formados na sondlise do vapor de agua na
zona de cavitacdo. Nenhum solvente é inerte a condicbes com altas temperaturas na cavi-
tacao (Shah et al. 1999).

2.4.2.5. Gases dissolvidos

As propriedades intrinsecas dos gases presentes no meio liquido, como a solubilidade,
a condutividade térmica e o indice politrépico, influenciam os processos sonoquimicos. A
temperatura maxima de reacgao durante a cavitagdo depende da razdo politropica
(y=C,/C,, em que C, € o calor especifico a pressdo constante, C, é o calor especifico a
volume constante) dos gases, a qual define a quantidade de calor libertado durante a
compressao adiabatica desses gases. Os processos sonoquimicos sao favorecidos na
presenca de gases com baixa condutividade térmica (Shah et al. 1999). Varios trabalhos
mostram que a cavitagdo decresce com o aumento da solubilidade dos gases (Shah et al.
1999).

2.4.2.6. Efeito da temperatura

Na quantificacdo de radicais pelo método de fluorescéncia foi também efectuado o
estudo da influéncia da temperatura. Os resultados mostram claramente que a sonificagao
a altas temperaturas diminui a emissao da fluorescéncia. O efeito da capacidade da tem-
peratura em produzir radicais pode dever-se ao aumento da pressao de vapor do sistema.

A temperatura maxima (Tmax) € @ pressao maxima (Pmax) geradas no colapso da cavita-
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¢ao acustica da bolha sao reduzidas a altas temperaturas devido ao aumento da pressao

de vapor no liquido (Mason et al. 1994).

As temperaturas baixas do meio reaccional favorecem a cavitagcdo. As baixas tempera-
turas estao directamente relacionadas com a diminui¢do da tens&do de vapor, aumentando

a intensidade de cavitagéo (Shah et al. 1999).

2.4.3. APLICAGAO DOS ULTRA-SONS NA INDUSTRIA TEXTIL

Os processos industriais téxteis, como a lavagem, o tingimento, mercerizagao, bran-
gqueamento, etc., exigem grandes quantidades de energia e elevadas quantidades de
agua. Na maioria dos processos téxteis a molhado a difusdo na amostra € dominada por

mecanismos de transferéncia de massa.

A intensificacdo da transferéncia de massa € um parametro importante no aumento da
eficiéncia de processos téxteis a molhado. Os métodos convencionais para intensificar a
transferéncia de massa em téxteis, como, por exemplo, o0 aumento da temperatura, nem
sempre sao possiveis, devido a obten¢ao de alguns efeitos indesejados que danificam a
amostra (Moholkar et al. 2003).

Nos ultimos anos a intensidade ultra-sénica tem sido usada para aumentar a transfe-
réncia de massa nos materiais téxteis. Imensas publicagées surgiram com este objectivo,
reportando o aumento da eficiéncia de energia e diminuigcdo do tempo nos processos téx-

teis a molhado.

A sonificagdo do liquido origina dois efeitos, nomeadamente a cavitagdo e o aqueci-
mento do liquido. Quando as bolhas microscépicas colapsam na superficie do substrato
sélido, geram poderosas ondas de choque que provocam a agitagao e a aproximagao da
‘camada” de liquido ao substrato (Yachmanev 2004). Assim, o subito colapso das bolhas
origina um fendmeno de libertagcdo de quantidades enormes de energia e formacao de
radicais livres que sao capazes de aumentar um conjunto de processos fisicos e quimicos
com um grande potencial nos processos industriais (Kamel 2005; Suslick e Grinstaff
1990).

Os varios estudos que abordam a aplicacido de sistemas de ultra-sons nos processos a
molhado na industria téxtil apresentam beneficios consideraveis no que diz respeito ao
consumo de quimicos, de corantes e aceleracdo dos mesmos. Os ultra-sons permitem
que o0s processos sejam realizados com menores quantidades de agua, reduzindo desta

forma a quantidade de efluentes (Vouters et al. 2004; Yachmanev et al. 2002).
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2.4.4. EFEITO DOS ULTRA-SONS NAS ENZIMAS

Os processos enzimaticos, relativamente aos processos tradicionais, nao necessitam
de tanta energia nem de quantidades de agua tao elevadas, reduzindo-se também o uso
de produtos quimicos. Em adigao, as aguas residuais provenientes dos tratamentos enzi-
maticos sdo bio-degradaveis. Assim, os processos enzimaticos oferecem muitas vanta-
gens, existindo, no entanto, algumas desvantagens quando comparados com os métodos
tradicionais, sendo normalmente mais caros e exibindo velocidades de reac¢ao mais bai-
xas. No entanto, a tecnologia ultra-sonica pode favorecer os processos enzimaticos, tor-

nando-0s mais curtos.

Suslick e seus colaboradores estudaram o efeito dos ultra-sons em proteinas como a
albumina sérica de bovina (BSA) e hemoglobina, onde se formaram microesferas devido a
ligacdo quimica dos “residuos” de cisteina, oxidados pelos radicais produzidos durante a
sonoficagao (Gong e Hart 1998; Suslick et al. 1995).

A formacao de microesferas proteicas estaveis, por métodos sonoquimicos, foi também

observada por Avivi e Gedanken obtendo-se 6ptimos resultados (Avivi e Gedanken 2002).

Os efeitos dos ultra-sons sobre as enzimas ndo s&do muito conhecidos e observam-se
resultados contraditérios quando estas sdo tratadas a intensidades elevadas. Tém sido
efectuados estudos referentes a influéncia das diferentes intensidades nas enzimas, veri-
ficando-se que as altas intensidades dos ultra-sons causam uma diminuigdo na actividade
de muitas enzimas “in vitro”, sendo esta a possibilidade que se atribui a mudanga na
estrutura das moléculas biolégicas. A baixa intensidade dos ultra-sons em alguns casos

pode aumentar a actividade de enzimas livres (Entezari e Pétrier 2003).

De acordo com Guzey e seus colaboradores, somente algumas enzimas s&o desacti-
vadas por aplicacao de sistemas de ultra-sons a intensidades elevadas, visto que a sonifi-
cacdao nao desnatura todas as proteinas, contrariamente a desnaturagdao pelo calor,
podendo explicar as contradicdes no que diz respeito a desactivacdo das enzimas por
sonificagdo (Guzey et al. 2005). Por exemplo, o tratamento a 20 kHz e varias poténcias
(50, 100 e 120 W) néo altera o “caracter” e a selectividade da protease alcalina da B. Sub-
tilis no processo de transesterificacdo em solventes ndo aquosos (Xiao et al. 2005), mas,
contrariamente, foi verificado um decréscimo significativo na actividade proteolitica apés
tratamento com ultra-sons a 26,4 kHz de frequéncia e 26 W/cm? de intensidade (Ovsianko

et al. 2005). Por sua vez, De Gennaro verificou que a desactivagado da “horseradish” pero-
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xidase € muito pequena com o aumento da intensidade dos ultra-sons (De Gennaro et al.
1999).

A desactivagao da dehidrogenase glucose-6-fosfato apds uma longa exposigéo a ultra-
sons foi verificada, contudo testes similiares mostraram que fosfatase alcalina mantém-se
totalmente activa (Ozbek e Ulgen 2000). Observou-se também um aumento da actividade
da invertase na hidrélise de agucares e da fosfatase no solo com a sonoficagao (Barton et
al. 1996; De Cesare et al. 2000).

A actividade da tripsina decresce com o aumento da intensidade de 100 para 500 W a
20 kHz, onde a adigcao de Tween 80 e manitol apresenta um efeito protector face a desac-
tivagao pelos ultra-sons (Tian et al. 2004). Mais recentemente, efectuaram-se estudos de
estabilidade e capacidade de descolorizagdo da lacase de Trametes villosa com a aplica-
¢ao dos ultra-sons. Este estudo mostra que a descolorizacdo com a enzima acima referi-
da é mais eficaz com o uso de aditivos como o poli(alcool vinilico) (PVA), pois este tem
um efeito estabilizador na enzima, aumentando consequentemente a eficiéncia na desco-

lorizagc&do do corante em estudo (Basto et al. 2006).

2.4.5. APLICAGAO DOS ULTRA-SONS E ENZIMAS NA INDUSTRIA TEXTIL

A aplicagdo de enzimas na industria téxtil conheceu um aumento nos ultimos 20 anos
(Sérup et al. 1998).

Os processos téxteis industriais sdo heterogéneos, onde o substrato séo as fibras, que
sao insoluveis, e as enzimas que sao soluveis, acarretando, por isso, um aumento consi-

deravel no tempo do processo devido as limitagdes do transporte de massa.

Quando as amostras sao colocadas em solugao enzimatica, as moléculas de enzima,
que sao relativamente grandes, vao em direc¢cdo a amostra e sdo adsorvidas a superficie.
Contudo, este processo podera ser moroso devido ao tamanho da enzima. Esta volumosa
molécula ndo se move em direcgcado a interface muito facilmente. A aplicagao dos ultra-

sons tem a capacidade de acelerar o transporte enzimatico.

Os tratamentos enzimaticos utilizando enzimas, como as pectinases, as celulases, as
proteases e as lipases, foram estudados (Tzanko et al. 2001) como alternativa a fervura
alcalina convencional. Os melhores resultados foram obtidos com as pectinases, pois sao
capazes de despolimerizar as pectinas, quebrando-as em oligdmeros soluveis em agua,
tornando o algodao mais hidréfilo sem o degradar. Por outro lado, as celulases acarretam

perdas significativas de peso e tenséao.
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O branqueio € o passo seguinte a fervura alcalina. O perdxido de hidrogénio é o agente
de branqueio mais utilizado, contudo este € doseado em excesso. Alternativamente, o
peréxido podera ser produzido “in situ” num sistema enzimatico glucose oxidase/glucose
(Tzanko et al. 2001).

As recentes aplicagdes dos ultra-sons na industria téxtil s&o utilizados em conjunto com
o tratamento enzimatico. Os tratamentos enzimaticos sdo cada vez mais aplicados, devi-
do a reducao de utilizacdo de quimicos e pelo facto de se realizarem em condicbes
“‘menos agressivas” (temperatura e pH). A combinacdo de sistemas de ultra-sons com
tratamentos enzimaticos convencionais nos processos téxteis acarreta vantagens signifi-
cativas, como a reducédo da quantidade de energia e de enzima (redugdo dos custos de
operagao), uniformidade no tratamento, redugcdo dos tempos de tratamento, minimizagao

dos danos na fibra (Yachmanev et al. 2002).

2.5. POLIMERIZAGAO ENZIMATICA

Recentemente a polimerizagdo enzimatica tem ganho uma importéncia consideravel
como um novo método de sintese polimérica. Os novos materiais poliméricos, que sao
dificeis de obter pelos métodos convencionais, podem ser preparados usando um método
amigo do ambiente através da aplicagao de enzimas. As condi¢gdes das reacgdes e altos

rendimentos s&o outras das vantagens da utilizagdo de enzimas na polimerizag&o.

Existe uma grande variedade de enzimas que, para além de se aplicarem na transfor-
macao de substratos naturais, podem também ser uteis na transformacdo de compostos

nao naturais, aumentando o uso e a variedade destes materiais.

2.5.1. POLIMERIZAGAO ENZIMATICA DE FENOIS

O progresso na ciéncia polimérica tem sido evidente com a invengdo de uma nova
classe de polimeros. Os polimeros sao produzidos através da modificacdo quimica de bio-
polimeros, ou através da polimerizagcdo de mondmeros com novas sinteses via aplicagao
de novas catalises. A polimerizagdo oxidativa de compostos aromaticos, via catalise
enzimatica, tem sido estudada devido as preocupagdes ambientais, como, por exemplo, a
aplicagao de enzimas peroxidase. Estas enzimas oxidam os compostos aromaticos, para
formarem radicais aromaticos que, por sua vez, combinam-se entre si para formarem
estruturas poliméricas que precipitam espontaneamente em solugao, devido a sua baixa
solubilidade (Aktas e Tanyolag¢ 2003).
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Para a polimerizagcdo de mondémeros fendlicos no tratamento de aguas residuais, a
“horseradish” peroxidase (HRP) foi extensamente utilizada na presenca de perdxido de
hidrogénio (H20;). Estudos efectuados por Wu e seus colaboradores mostram que a pre-
senca do poli(etilenoglicol) (PEG) aumenta a estabilizacdo desta. A presenca destes
compostos, para além de aumentar o tempo de vida de enzimas mais dispendiosas,
aumenta também o potencial econdmico do processo enzimatico (Entezari e Pétrier
2004). Contudo, torna-se vantajoso substituir a “horseradish” peroxidase pela lacase uma
vez que substitui o peréxido de hidrogénio pelo oxigénio dissolvido (Aktas e Tanyolag
2003).

A capacidade das lacases na polimerizagéo, na ligagdo e na funcionalizagdo de varios
compostos foi extensivamente estudada e aumentou o interesse na aplicacao destas
enzimas como bio-catalizador na sintese organica (Gianfreda et al. 2003; Aktas e Tanyo-
lac 2003). As lacases (EC 1.10.3.2), como ja foi mencionado no ponto 2.3., sdo enzimas
da classe de oxi-redutases, capazes de catalisar a transformacao de varios compostos
aromaticos, especificamente fendis e anilinas. Os derivados fendlicos originados na agre-
gacao polimérica sdo normalmente menos soluveis e mais estaveis que os compostos de
origem (Mayer e Staples 2002). A capacidade que a lacase possui para sintetizar novos
compostos também pode ser usada na obtengédo de “coating” quimico e modificagdo da
superficie das fibras. Estas caracteristicas sdo extremamente uteis na industria téxtil,
devido a possibilidade de novos métodos de coloragéo através da aplicagao da tecnologia

enzimatica.

Como ja foi referido anteriormente, as enzimas oxi-redutase HRP e a lacase sao muito
uteis na sintese de polimeros fendlicos. Um radical livre na posigao hidroxilo nos compos-
tos fendlicos € formado pela oxidagao enzimatica da HRP ou lacase. Este radical move-se
ao longo do anel aromatico, contribuindo para o acoplamento entre as unidades monomé-
ricas.

A Figura 2-16 mostra um esquema simplificado do mecanismo de reacgéo da polimeri-
zacgao enzimatica. Uma reacgéao similar € obtida usando como enzima a lacase (Shin et al.
2001).
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Figura 2-16: Mecanismo de polimerizagcao enzimatica de compostos fendlicos
(Shin et al. 2001).

Muitas polimerizagdes enzimaticas de compostos fendlicos tendem a ter cor, pois o
poli(fenol) forma grandes estruturas conjugadas ao longo da cadeia principal. A hidroqui-
nona € também um composto fendlico que mostra a mudanga de cor quando é oxidado
com oxi-redutases. A lacase cataliza a oxidagdo da hidroquinona produzindo radicais
livres oxidados nos intermediarios oxidados. A coloragao de produtos dimeros, oligdmeros
e polimeros resulta da reaccao de acoplamento radicalar entre os intermediarios. Este
fendbmeno é interessante, pois pode obter-se facilmente uma coloragao a partir de reac-
¢des enzimaticas, substituindo o tingimento convencional de fibras téxteis (Shin et al.
2001).

Tém sido realizados varios estudos no que se refere ao “coating” de fibras téxteis com
fendis. Uma das fibras alvo é a 1a, devido a possibilidade de formar ligagdes covalentes
com os compostos fendlicos, promovendo assim uma maior durabilidade. No entanto, o
algodao é uma das fibras téxteis mais utilizadas mundialmente. Dai um interesse acresci-
do de se obter “coating” desta fibra com compostos poliméricos sintetizados através de

catalise enzimatica.

E necessario, por vezes, funcionalizar a celulose de forma a obter grupos amina na
superficie da fibra (Chhagani e Shenai 2000) para que seja possivel formar uma ligagao
covalente. Estes grupos amina podem ser obtidos através de corantes com cromoforo
azo. Efectuou-se recentemente um estudo de polimerizacdo do catecol na superficie de
fibras celulésicas modificadas. Para tal, foi utilizado o corante Reactive Black 5 (RB5) para
a obtencao de fibras celuldésicas funcionalizadas. Este é um corante reactivo, com cromé-
foro azo, barato, sendo um dos mais usados na industria téxtil. Este corante €& ligado
covalentemente a fibra de celulose através de reacg¢des de adicdo nucleofilicas, recorren-
do-se em seguida a uma redugao quimica de forma a obter os grupos amina funcionais,
devido a quebra das ligagdes azo (Figura 2-17). Estes grupos amina presentes na celulo-

se formam ligacdes covalentes com os anéis aromaticos do poli(catecol) (Figura 2-18).

“Mestrado em Quimica Téxtil” 36



“Tratamento de Fibras Téxteis com Ultra-Sons e Enzimas”

Estas reaccdes foram confirmadas através da analise por Liquid Chromatography/Mass
Spectroscopy (LC/MS), (Kim et al. 2006).

CH,OH CH,OH
AQ Tingimento com RB5
OH o)
I !
CH2CH2—|S| N=N N=N II—CHQCHQOSONa
o o
NaS3 SO;Na
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CH,OH CH,0H
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ﬁ NH, OH o
CH?CHZ |S| NH; 4+ HN NHy HZN—Q—ISI—CHQCHzosoNa
o >
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—Q_NHZ
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Figura 2-17: Mecanismo de redugdo quimica para a celulose funcionalizada e
identificagao por espectroscopia de massa, apos hidrélise com celu-
lase através da analise por LC/MS (Kim et al. 2006).
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Figura 2-18: Mecanismo da reac¢ao de acoplamento entre a celulose aminizada e
o poli(catecol), usando como catalizador a lacase. Identificagao por

espectroscopia de massa, apos hidrolise com celulase através da
analise por LC/MS (Kim et al. 2006).
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A analise por LC/MS confirma a funcionalizagao das fibras de celulose e o acoplamento

entre a sintese enzimatica do poli(catecol) e a aminizagao das fibras de celulose.

O processo de “coating” enzimatico, obtido a temperaturas relativamente baixas e com
a utilizacdo de uma menor quantidade de agua, pode ser aplicado a imensos substratos

naturais e parece ser uma tecnologia ambiental alternativa.

2.5.2. POLIMERIZAGAO SONO-ENZIMATICA

A maior parte de polimeros organicos sao preparados a partir de mondmeros, contendo
ligacbes duplas reactivas (mondmeros de a-olefinas e vinilicos), através de reacg¢des de
adicao. O método preparativo mais importante € a iniciagao radicalar. Como ja foi referido,
o fendmeno de cavitagdo pode produzir altas concentragdes de radicais. Por exemplo, a
aplicagao de ultra-sons a monoémeros vinilicos promovem uma alternativa de um método

altamente controlavel a iniciagéo (Suslick e Price 1999).

A agua é susceptivel a cavitagdo, gerando sonoquimicamente radicais H" e HO", sendo
estes usados por Henglein na preparagao do poli(acrilonitrilo) em solugdo aquosa (Suslick
e Price 1999).

A “primeira regra” dos ultra-sons neste tipo de reacc¢do (reac¢éo de adigao radicalar) é
a producao de radicais que sdo necessarios para iniciar a polimerizacdo. A producao de
radicais podera ser de duas formas: sonificacdo de mondmeros puros produzidos pela
decomposicao de radicais dentro da bolha ou a superficie, ou, alternativamente a decom-
posicao pode ser acelerada através da adi¢cdo de iniciadores como o peréxido ou os com-
postos azo. Controlando as condicdes, como a temperatura, a pressao de vapor do sol-
vente e a intensidade ultra-sénica, poder-se-a controlar a velocidade de iniciagdo (Suslick
e Price 1999).

Foram efectuados estudos no que se refere a medicdo das constantes envolvidas na
velocidade de polimerizagao. A velocidade de iniciagao € proporcional ao numero de cavi-
dades formadas, que dependem, por sua vez, da intensidade ultra-sonica (Suslick e Price
1999).

As reacgbes de terminagao na polimerizacédo, devido ha existéncia de reacg¢des bio-
moleculares radicalares, ndao dependem fortemente da temperatura. Aqui, a adigcdo do
mondémero ao crescimento da cadeia € controlado por difusdo onde sera esperado um
aumento de temperatura. Os resultados experimentais sugerem que os ultra-sons tenham

um pequeno efeito relativo nas reaccdes de propagacao e terminagédo, quando compara-
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das com as reacgbes de iniciagdo (Suslick e Price 1999). Esta conclusdo é também
suportada por alguns trabalhos publicados em copolimerizagédo, em que dois ou mais
monodémeros diferentes podem ser incorporados na mesma cadeia polimérica. Se os ultra-
sons afectam a propagacéo, seréo esperadas diferengas nas sequéncias dos dois moné-

meros ao longo da cadeia (Suslick e Price 1999).

Os polimeros vinilicos sdo uma importante classe de materiais, existindo também uma
grande variedade de outros compostos que sao polimerizados por outros mecanismos.
Talvez um grupo maior que este que € a polimerizagdo por condensagao. Esta polimeri-
zagdo da origem a um grande numero de importantes polimeros e plasticos industriais
(por exemplo: poli(ésteres) e poli(uretanos)) preparados por reac¢des de condensagao
(Suslick e Price 1999). Assim, podemos afirmar que a aplicagado dos ultra-sons é extre-
mamente importante e vantajosa na polimerizagdo de compostos organicos, podendo

também melhorar o rendimento da polimerizagado enzimatica.

Como foi referido no ponto anterior, existe um enorme interesse na aplicacdo de enzi-
mas oxi-redutases como bio-catalizadores de sinteses orgénicas, nomeadamente na poli-
merizagao de fendis. No entanto, as enzimas mais utilizadas na catalise enzimatica de
fendis sao as lacases e as HRP. Contudo, torna-se vantajoso a aplicagao da lacase em
relagdo a HRP, uma vez que substitui o peroxido de hidrogénio pelo oxigénio dissolvido
(Aktas e Tanyolag 2003).

Infelizmente, o tempo catalitico relativamente curto da lacase nos processos de polime-
rizagao e a limitacdo na transferéncia de massa restringem essas aplicagcdes. Para ultra-
passar essas limitagdes, o uso de ultra-sons em condi¢gdes adequadas mostra um aumen-

to significativo na transferéncia de massa (Cruz et al. 2006).

O sistema de ultra-sons, sozinho ou em combinacdo, é usado para aumentar uma
grande variedade de processos quimicos e fisicos, principalmente devido ao fenbmeno
tdo conhecido da cavitagdo no meio liquido, que é o crescimento e colapso explosivo das
bolhas microscopicas. Estas “hot spot” localizadas dao origem a locais de alta temperatu-
ra e pressao, capazes de decompor a agua a radicais hidroxilo, quebrando imensas liga-
¢des quimicas.

Um dos fendis utilizados na polimerizagcdo enzimatica para a obtencao de coloracéo de

fibras € o catecol, obtendo-se como produto final da reacg¢éo o poli(catecol) (Figura 2-19).

“Mestrado em Quimica Téxtil” 40



“Tratamento de Fibras Téxteis com Ultra-Sons e Enzimas”

oM Laccase
0 o o1

OH
OH OH

Figura 2-19: Mecanismo quimico proposto para a obtengdo do poli(catecol) cata-
lizado pela lacase (Aktas e Tanyola¢ 2003).

Esta coloragao podera ser obtida com um maior grau de fixagao nas fibras téxteis atra-

vés do uso dos ultra-sons.
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3. DESCRIGAO DO TRABALHO EXPERIMENTAL

3.1. MATERIAL

3.1.1. REAGENTES

Tabela 3-1:Reagentes utilizados no trabalho experimental

Reagente Formula quimica Pureza (%) Marca
Cloreto de sodio NaCl 99,5 Merck
Carbonato de sodio Na,CO; 99,5 Merck
Hidréxido de sédio NaOH 98 Merck
Hostapal - - Clariant
Acido acético CH;COOH 100 Merck
Catecol CsHsO- 99 Sigma
Hidrossulfito de sédio Na,S,04 84,5 Sigma
Poli(alcool vinilico)
(PVA) MW=30,000- c O - Sigma
70,000 o n
Tabela 3-2: Corantes utilizados no trabalho experimental
Nome Colour
Grupo reactivo , Nome comercial Fornecedor
Index (C.I.)
Remazol Brillant
Vinilsulfénico (monofuncional) 61200 Sigma
Blue R
Vinilsulfénico (bifuncional) 5 Reactive Black 5 Sigma
Monoclorotriazina e vinilsulfo- Azul Sumifix
_ . _ 221 Aquitex
nico (bifuncional) Supra
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3.1.2. ENZIMA

Tabela 3-3: Propriedades da enzima utilizada

Concentragao
. . Temperatura
Enzima pH 6ptimo L de Proteina Fornecedor
6ptima (°C)
(mg/mL)

Universidade
4,5 50 693 Tecnoldgica de

Graz, Austria

Lacase de Tra-

metes hirsuta

3.1.3. SUBSTRATOS

Nos tratamentos efectuados com ultra-sons utilizaram-se dois substratos diferentes, o

algodao e a la.

Tabela 3-4: Caracteristicas dos substratos téxteis utilizados

Algodao La
Composigao 100% Algodao 100% La
Debuxo Tafeta Cetim
N° de fios/cm 32 26
N° de passagens/cm 34 20
Peso especifico (g/m?) 108 189
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3.2. EQUIPAMENTO

3.2.1. ULTRA-SONS

O esquema experimental comporta o gerador eléctrico de frequéncia de 20 kHz, cuja
poténcia de ultra-sons varia de 7 a 100 W promovida por um transdutor piezoeléctrico
(Sonics & Materials, USA) com um didmetro de 13 mm. As reacgbes foram efectuadas
num reactor de vidro aberto (didametro de 60 mm e altura de 200 mm) que contém 150 mL
de solugdo. O reactor sonoquimico foi termoestatizado por arrefecimento com jacto de

agua de forma a obter a temperatura constante a 50 °C.

[ |
{ Sm]

Figura 3-1: Esquema experimental dos ultra-sons.

(1) Transdutor; (2) Gerador ultra-sénico; (3) Sensor da temperatura; (4) Reactor ter-
mostatisado e hermeticamente selado; (5) Amostra; (H) Distancia entre a amostra e o

transdutor; (h) Distancia da base do reactor de vidro a amostra.
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3.2.2. LINITEST

E um equipamento que permite a realizacdo de tingimentos por esgotamento, assim

como de ensaios normalizados de lavagem. Este aparelho possui (Linitest Heraeus 1997):

Controlador analégico de tempo e de temperatura;

Frequéncia de rotacédo 40 rpm;

Capacidade para 12 copos de acgo inoxidavel de 300 mL de volume;
Temperatura maxima de 135 °C;

Precisiao de + 1 °C.

3.2.3. ESPECTROFOTOMETRO DE REFLEXAO

O espectrofotometro utilizado é da marca Data Color, modelo Spectra Flash 600 Plus.

Este equipamento possui as seguintes caracteristicas técnicas (Spectraflash 600 plus

Data Color International 1997):

Gamas de comprimentos de onda: 360 a 700 nm;

Intervalo de medicdo: 10 nm;

Fonte de luz: flash de xénon filtrada para aproximadamente Des;
Reprodutibilidade: AE <0,25 (média); AE <0,24 (maximo);
Repetibilidade AE = 0,01.

3.2.4. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTO DESEMPENHO (HPLC)

A técnica de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) € essencialmente um

método de separagdo em que os componentes de uma mistura sdo desigualmente distri-

buidos por duas fases: uma estacionaria (sélida ou liquida, neste caso aderente a um

suporte soélido poroso), com grande area superficial, e outra mével liquida que contacta

com a primeira. A separacao resulta das diferengas de velocidade dos componentes

arrastados pelo solvente movel devido as diferentes interaccdes com a fase estacionaria
(Kats et al. 1998).

O sistema de HPLC utiliza a pressao gerada por uma bomba, para for¢ar a fase movel

a passar pelo sistema até ao detector, passando pela coluna cromatografica que contém
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um empacotamento especifico, capaz de separar os diferentes componentes da amostra

a diferentes velocidades de migragao (Kats et al. 1998).

Os detectores usados com mais frequéncia para analisar a fase movel que emerge da
coluna sao: o detector de absor¢ao de radiagao ultravioleta e visivel, o detector de fluo-
rescéncia, o detector de indice de refracgdo e os detectores electroquimicos (Rosen
1982).

A Figura 3-2 mostra o diagrama de um sistema de HPLC que exibe os seus principais
componentes. O eluente atravessa a coluna sob pressao e este nao € inerte relativamente
a fase estacionaria e a amostra, havendo interaccéo entre a fase movel e os componen-
tes da amostra. A separagcao dos componentes da amostra € influenciada pelas interac-

cbes entre a fase movel e os varios solutos (Rosen 1982).

Giiblia it ) Sample
obile phase ini
Pumpis) injected

]

‘ Column

' ]
Detactor Recorder J

Figura 3-2: Sistema de HPLC com os seus principais componentes (Rosen 1982).

A informagao obtida de um ensaio cromatografico € dada num cromatograma, isto €,
num registo da concentragdo ou da massa dos componentes da amostra em fungcéo do
tempo ou do volume de fase mével. Obtém-se uma informacdo qualitativa com base na
posicao dos picos, e uma informagao quantitativa com base no valor do integral da varia-
¢ao da concentracdo do componente em fungcéo do tempo (area do pico ou intensidade da
mancha) e ainda uma indicagdo do estado de conservagao do sistema cromatografico
(Rosen 1982).

O cromatograma seguinte (Figura 3-3) ilustra os parametros mais importantes que

caracterizam uma separagao.
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Figura 3-3: Exemplo de uma curva obtida de um cromatograma (Rosen 1982).

onde:

w12 = largura do pico a metade da altura;

w = largura da banda do pico;

to= tempo morto da coluna - tempo correspondente a eluicdo da fase mével;

trq,tro = tempo de retencado dos compostos 1 e 2.

Existem portanto varios tipos de cromatografia que se distinguem quanto ao estado da
sua fase movel e da fase estacionaria. Em HPLC a fase movel é um liquido e a fase esta-
cionaria tanto pode ser liquida (Cromatografia Liquido-Liquido) como pode ser sélida, e
neste caso podemos ter varios tipos de cromatografia:

e Cromatografia Solido Liquido (adsorgao);
e Cromatografia Troca lénica;
e Cromatografia Permeagéo Gel (GPC- Gel Permeation Chromatography).

A Cromatografia Permeacao Gel (GPC) foi a técnica utilizada neste estudo. As protei-
nas ou polimeros serdo separados de acordo com as diferencas nos seus tamanhos, ou,
mais precisamente, no seu volume hidrodindmico. Quando se injecta uma solugédo de
polimero, o solvente leva a amostra através da coluna. As moléculas mais pequenas na
amostra tém facil acesso aos poros da matriz polimérica. Entram e saem nos poros,
seguindo um “circuito” a medida que passam através da coluna e ficam mais tempo reti-
das. As moléculas maiores simplesmente ndo cabem nos poros e passam directamente

na coluna, ficando muito pouco tempo retidas (Kats et al. 1998).
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Deste modo € obtida uma separagcédo na qual as grandes moléculas séo eluidas primei-
ro, seguidas das moléculas cada vez mais pequenas. Podemos, portanto, definir para as
colunas de cromatografia de exclusao de tamanho (SEC) um limite de exclusao, um limite

de permeacgao e ainda uma zona util de separagédo, medidos em Dalton (Kats et al. 1998.).

3.2.5. ESPECTROFOTOMETRO DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADAS DE FOURIER (FT-IR)
COM REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA (ATR)

Caracteristicas técnicas do espectrofotometro utilizado (Miranda 2001):

e Nicolet-Avatar 360;

e 32 Varrimentos min™;

e Resolucdo 4 cm™;

e Software OMNIC 5.2 da Nicolet.

3.2.6. OUTROS EQUIPAMENTOS

Na medicado do pH utilizou-se um medidor de pH modelo pH 526 Multical. Foram tam-

bém utilizadas placas de agitagdo com aquecimento e balanga analitica.

3.3. METODOLOGIAS

3.3.1. TINGIMENTO DAS AMOSTRAS DE ALGODAO

Tingiram-se as amostras de algodao com trés corantes reactivos diferentes, de forma a

verificar as diferengas nos tratamentos sono-enzimaticos posteriores.

Efectuaram-se diferentes tingimentos com corantes reactivos de acordo com as condi-

¢bes descritas nos respectivos catalogos.
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e Estrutura dos corantes utilizados
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Figura 3-4: Estrutura do corante Remazol Brillant Blue R.
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Figura 3-5: Estrutura do corante reactivo Black 5.
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Figura 3-6: Estrutura do corante reactivo Azul Sumifix Supra.
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3.3.2. FUNCIONALIZAGAO DA CELULOSE

A aminizagao da celulose pode ser preparada a partir da reacgdo da amostra de algo-
daéo com o corante diazo vinilsulfona, seguido por uma redugdo do grupo azo a grupo

amina.

A celulose funcionalizada foi obtida através de um tratamento redutivo. O tratamento
redutivo foi efectuado nas amostras de algodao tingido com o corante reactivo RB5. A
escolha foi feita devido ao seu baixo custo e pelo facto de ser um dos corantes mais utili-

zados na industria téxtil.

O tratamento redutivo foi efectuado com 8 g/L de hidrossulfito de sodio, a uma tempe-
ratura de 70 °C durante duas horas de forma a obter-se os grupos funcionais amina na
superficie da celulose. Lavaram-se as fibras funcionalizadas com 2,5 g/L de detergente
Hostapal durante 30 minutos a ebuligdo. O mecanismo da reacgao de reducao da celulo-

se com hidrossulfito de sodio esta representado na Figura 2-17 (Kim et al. 2006).

3.3.3. POLIMERIZAGAO ENZIMATICA

Obteve-se a polimerizagdo enzimatica através de tratamentos efectuados com ultra-
sons e sob agitagdo mecanica, numa solugédo enzimatica preparada em tampao apropria-

do com a adi¢ao de catecol (mondmero), durante um determinado periodo de tempo.

Os tratamentos efectuaram-se a uma temperatura de 50 °C, pois esta € a temperatura
Optima da lacase. Para a obtencao da polimerizagao utilizou-se uma solu¢cado tampéao de

acetato de sddio com uma concentragao de 0,1 M a pH 5.

Nos ensaios efectuados com substratos, utilizaram-se amostras de celulose e de |a
com o peso de 1 g. No tratamento com ultra-sons, a distancia entre a amostra e o trans-

dutor foi de 1 cm.

A dosagem enzimatica, o tempo de tratamento, a intensidade (nos tratamentos com
ultra-sons), a velocidade de agitacédo (nos tratamentos efectuados na placa de agitagao) e

a concentragdo de monomero séo especificados para experiéncias individuais (capitulo 4).

No final de cada tratamento, enxaguaram-se as amostras em agua corrente da torneira,
sendo posteriormente lavadas com agua destilada. Apés o enxaguamento, colocaram-se

as amostras a secar a temperatura ambiente.
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3.3.4. DETERMINAGAO DA DIFERENGA DE COR

A diferenca de cor das amostras em estudo foi determinada através do espectrofotome-
tro de reflexdo Spectraflash 600 (Data Color), de acordo com o conceito de diferenca de
cor da CIELab. Efectuaram-se as leituras com o iluminante Dgs a 10 °C e com especular

incluida.

A medicao da diferenca de cor permite também avaliar a eficacia do tratamento, pois
sumariza o valor total da diferenca de cor (AE’). Este valor pode ser uma forma de obter o

grau qualitativo da polimerizagdo enzimatica.

3.3.5. AVALIAGAO DA RESISTENCIA DA POLIMERIZAGAO ENZIMATICA

Para avaliacdo da resisténcia da polimerizagao obtida pelos diferentes métodos, reali-
zaram-se ensaios de solidez a lavagem baseados na Norma Portuguesa NP EN ISO 105-

C06: Solidez dos Tintos a Lavagem Domeéstica e Industrial.

O teste de solidez a lavagem consiste na lavagem de um provete téxtil em contacto
com o testemunho de multifibras sob agitacdo mecanica, numa solugdo de detergente
normalizado e nas condigdes indicadas, seguindo-se o enxaguamento e a secagem. Pos-
teriormente, é feita a avaliacdo da cor do provete e do manchamento. A alteragao da cor
do provete e do manchamento dos tecidos de testemunho pode ser avaliada em ambos
0s processos com o auxilio da escala de cinzentos. A escala de cinzentos na solidez a
lavagem é escalonada de 1 (muito baixa) a 5 (muito alta). Neste estudo, procedeu-se a
avaliagdo instrumental através do espectrofotometro de reflexdo (mencionado no ponto
3.2.3).

O banho de lavagem foi composto por uma solugéo de 4 g/L de detergente de referén-
cia ECE, sendo o valor de pH de 10,5 + 0,1. Os testes foram realizados em copos indivi-
duais no equipamento Linitest, com 150 mL de solucido a temperatura de 40 °C durante

30 minutos, parametros recomendados pela norma.

3.3.6. ANALISE POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTO DESEMPENHO (HPLC)

Preparou-se a curva de calibracado para a analise por HPLC do poli(catecol) a partir dos
seguintes padrdes: amilase (200 kDa); alcool dehidrogenase (150 kDa); albumina sérica
de bovina (66 kDa); anidrase carbdnica (29 kDa); aprotinina (6,5 kDa).
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Na analise dos tratamentos de polimerizacdo de catecol com lacase sem substrato, as
amostras apos tratamento com ultra-sons foram colocadas na estufa a 60 °C até uma total
evaporagao. Em seguida, dissolveu-se o sélido em agua destilada e filtrou-se sob vacuo.
Por fim, pesou-se 0,005 g do filtrado e dissolveu-se em 2,5 mL de uma solug&o de hidro-
xido de sddio 0,5 M (Guerra et al. 2003).

Determinou-se a distribuicdo do peso molecular por cromatografia de exclusdo de
tamanho numa coluna apropriada. Foi utilizada uma coluna SEC (Size-Exclusion Croma-
tography) Nucleogel GFC 300-8 (diametro interno de 7,7 mm, 300 mm de altura; volume
de 14 mL). Esta coluna é considerada para a separagao de polimeros e proteinas, para
fins analiticos ou para purificagdo de proteinas ou polimeros hidrofilicos. Os diferentes
tamanhos dos poros permitem separagdes de compostos com um peso molecular inferior
a 10° Dalton. Podem ser usados solventes organicos (modifiers) desde 0 a 100%. A sepa-
racao optima para polissacaridos/dextranos: 100-100000 Da. Valores de pH suportados:

1-13. Maximo de sal suportado: 8 M. Pressdo maxima: 15 bar. Fluxo maximo: 10 mL/min.

A deteccgao dos picos no HPLC efectuou-se com um detector UV a um comprimento de
onda de 280 nm através do espectrofotometro Knauer K-2501. A distribuicdo dos pesos
moleculares foi determinada através do método cromatografico de exclusao de tamanho
(GPC- Gel Permeation Chromatography), usando as colunas Nucleogel GFC eluida com
tampao fosfato (50 mM KH,PO4, 100 mM KCI e pH 6,5) a um fluxo de 0,3 mL/min.

3.3.7. ANALISE POR ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADAS DE FOURIER
(FT-IR) com REFLECTANCIA TOTAL ATENUADA (ATR)

O método FT-IR (Fourier Transform Infrared) com ATR (Attenuation Total Reflection) &
uma poderosa ferramenta na caracterizacdo e identificagdo de moléculas organicas.
Usando o espectro de infravermelho, podem identificar-se as ligagdes quimicas e a estru-
tura molecular dos compostos orgéanicos. A interpretagdo dos resultados é feita com base

em valores de absorgao tabelados (Dias 2002).
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4. APRESENTAGAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. POLIMERIZAGCAO DO CATECOL EM AMOSTRAS DE ALGODAO

4.1.1. TRATAMENTO COM ALGODAO TINGIDO

Neste trabalho foi estudado o tratamento combinado da utilizacdo da lacase de Trame-
tes hirsuta com ultra-sons para promover a polimerizacdo radicalar do catecol. Foram
efectuados estudos em amostras de algodao tingidas com diferentes corantes reactivos,

de forma a verificarmos a sua influéncia na polimerizagao do catecol, nomeadamente:
e Algodéao tingido com corante Azul Sumifix Supra (ASS);
e Algodéo tingido com corante Reactivo Black 5 (RB5);
e Algodéo tingido com corante Remazol Brillant Blue R (RBBR);
¢ Algodéao branqueado (Co).

Os ensaios foram realizados nas mesmas condi¢cdes. Os resultados dos tratamentos
com ultra-sons foram comparados com os tratamentos efectuados com agitagdo. Nos tra-
tamentos efectuados com ultra-sons, foi aplicada uma poténcia de 50 W. Por sua vez, a
velocidade de agitacao utilizada foi de 800 rpm. Os restantes parametros mantiveram-se

constantes e encontram-se na tabela a seguir.

Tabela 4-1: Condigcbes dos tratamentos efectuados com ultra-sons para as
amostras de algodao tingidas

Lacase Trametes Temperatura .
Catecol (mM) - Tempo (min.)
hirsuta (U/mL) (°C)

2 0,67 50 60

Nos graficos que se seguem apresentam-se os valores de e AE" como grau de polime-
rizagao indirecto, em funcao das diferentes amostras de algodao tingido e algodao bran-

queado.

Pela analise do grafico (Grafico 4-1), verifica-se que a diferenga de cor aumenta quan-

do o tratamento é efectuado com ultra-sons.
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Grafico 4-1: Valores da diferenga de cor para as diferentes amostras de algodao
tingido e branqueado apés tratamento com 2mM de catecol e
0,67 U/mL de lacase a 50°C, durante 60 min..

A amostra de algodao branqueado apresenta um valor de AE" mais elevado quando
comparada com as restantes amostras de algodao tingido. Este resultado podera ser
devido as moléculas de corante que provocam um efeito estérico. O corante € uma molé-

cula relativamente grande que podera diminuir a afinidade com o polimero formado.

Através da visualizagdo das imagens (Tabela 4-2), verifica-se que as amostras apre-
sentam uma coloragao castanha. Esta coloragao é devida ao tratamento enzimatico com

catecol.

No entanto, nas amostras tratadas com ultra-sons verifica-se uma coloragdo muito mais
definida, quando comparadas com as amostras tratadas com agitagdo mecanica, compro-
vando os valores de diferenca de cor obtidos. O resultado obtido deve-se principalmente
pela capacidade que os ultra-sons possuem em provocar uma maior eficiéncia na polime-
rizagcao do catecol em presenga da lacase. Um dos principais problemas da aplicagdo de
enzimas em processos téxteis € o facto de serem processos heterogéneos, em que as
fibras estdo no estado sdlido e as enzimas se encontram no estado liquido. Consequen-
temente, os processos téxteis enzimaticos sao lentos, devido principalmente a problemas
de transferéncia de massa. A aplicacdo de ultra-sons nestes processos € capaz de pro-
mover um aumento significativo na transferéncia de massa, aumentando deste modo as

velocidades de catalise das enzimas e, por consequéncia, a polimerizagao.
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Tabela 4-2: Imagem das amostras de algodao tingido antes e apds tratamento

Amostra apés tra- Amostra apos
Amostra antes

Corante Grupo reactivo tamento com ul- tratamento
do tratamento

tra-sons com agitagao
) Bifuncional (mono-
Azul Sumi- o
] clorotriazina e
fix Supra o .
vinilsulfénico)
. Bifuncional (dois
Reactive - ipos vinilsulféni
Black5 O P
co)
Remazol . 7
. Monofuncional
Brillant Blue o o
(vinilsulfénico) :
R
e '\.._ %
Algodéo
branqueado

1222 com lacase
301 | EEEEA Sem lacase

25+
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AE

10 +

ASS RBBR RB5  Co

Grafico 4-2: Influéncia da lacase na polimerizagao com ultra-sons.

Analisando o Grafico 4-2, verifica-se a importancia da lacase na polimerizacéo, no tra-

tamento efectuado com ultra-sons. Para as amostras de algodao tingido com diferentes
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corantes, assim como para a amostra de algodao branqueado, verifica-se que sem lacase
nao ocorre polimerizagéo, pois os ultra-sons so por si ndo conseguem promover a polime-
rizacao do catecol. A polimerizagdo “in situ” promove uma coloragao castanha nas amos-
tras de algodao tingido, facto que néo se verifica nos tratamentos realizados sem lacase.
Resultados similares verificam-se nas amostras de algodéao tingido com diferentes coran-

tes, quando tratadas com agitacdo mecéanica (Grafico 4-3).

1107 Com lacase
30 | | EEEE] Sem lacase

25 1

20

AE

ASS RBBR RB5  Co

Grafico 4-3: Influéncia da lacase na polimerizagao com agitagao mecanica.

Posteriormente, as amostras polimerizadas foram submetidas ao teste de solidez a
lavagem, de forma a verificar-se a sua resisténcia. O teste de solidez a lavagem foi efec-

tuado de acordo com a norma internacional ISO 105:C06 A1S.

Tabela 4-3: Valores de alteracdao da cor apdés lavagem para os diferentes trata-

mentos
Alteracao da cor (ultra-sons) Alteracao da cor (agitagao)
Amostra

AE ISOA05 AE ISOA05

ASS 2,348 3-4 4,29 2-3

RBBR 2,901 3-4 4,11 2-3

RB5 2,393 3-4 4,18 2-3

Co 10,874 1-2 12,603 1
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A partir da Tabela 4-3 verifica-se que as amostras polimerizadas com ultra-sons apre-
sentam uma maior resisténcia a lavagem, quando comparadas com a solidez das amos-

tras tratadas com agitagdo mecanica.

Este resultado € provavelmente devido ao efeito dos ultra-sons que promovem uma

maior transferéncia de massa, aumentando assim a polimerizag&o do poli(catecol).

Verifica-se também que a amostra de algodao branqueado, em ambos os tratamentos,

apresenta uma menor resisténcia a lavagem do que as amostras de algodéo tingido.

Tabela 4-4: Valores do manchamento apos lavagem para os diferentes tratamen-

tos
Manchamento (ultra-sons) Manchamento (agitag¢ao)
Amostra
AE ISOA04 AE ISOA04

ASS 1,421 4-5 1,543 4-5
RBBR 0,883 5 1,322 4-5
RB5 1,521 4-5 1,575 4-5
Co 1,687 4-5 2,004 4-5

Os valores de manchamento apresentam uma baixa variancia, no que se refere aos
tratamentos efectuados com ultra-sons e agitagéo (Tabela 4-4). A diferenga mais significa-

tiva é visivel na amostra de algod&o branqueado.

4.1.2. TRATAMENTO COM ALGODAO FUNCIONALIZADO

Apods o estudo nas amostras de algodao tingido com diferentes corantes, foram efec-
tuados estudos em amostras de algodao funcionalizado. A funcionalizagéo do algodéo foi
obtida de acordo com as condi¢des descritas previamente. Como controlo foram efectua-
dos tratamentos em amostras de algodao tingido com o corante reactivo black 5 e em
amostras de algod&o branqueado. Nos graficos que se seguem apresentam-se os valores
de AE" como grau de polimerizagao indirecto, em fungao das diferentes amostras de algo-

déo tingido e algodao branqueado.

Neste estudo, o corante RB5 foi ligado covalentemente as fibras celuldsicas por uma
reaccao de adigao nucleofilica, sendo depois quimicamente reduzido para obter grupos

amina na superficie da fibra, obtendo-se entdo o algodao funcionalizado. Durante o pro-
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cesso de redugao foi verificada a descolorizagao das fibras, devido a ruptura das ligagdes

azo e a consequente formagao de grupos amina.

Nos graficos, para os diferentes estudos, que se apresentam a seguir, encontram-se as
amostras de algodao funcionalizado (Co funcionalizado), algodao tingido com corante

reactivo black 5 (RB5) e algodao branqueado (Co).

4.1.2.1. Efeito da concentragao de lacase

Este estudo consistiu na determinagdo da concentracdo de lacase adequada para a
obtencao da polimerizagao “in situ” nas diferentes amostras de algodao. Para tal, foram
efectuados varios tratamentos com diferentes concentragdes de lacase, através da apli-

cacao de ultra-sons ou sob agitacdo mecanica.

As condicdes para os diferentes estudos da concentragao de lacase com aplicagao de
ultra-sons e sob agitagdo mecanica estdo sumarizados nas tabelas que se encontram a

seguir (Tabelas 4-5 e 4-6).

Tabela 4-5: Condig¢oes dos diferentes tratamentos efectuados com ultra-sons

Lacase Trame-
tes hirsuta
(U/mL)

0,033
0,067
0,20 20 50 2 50 60
0,40
0,67

Frequéncia Poténcia Catecol Temperatura Tempo
(KHz) (W) (mM) (°C) (min.)

Tabela 4-6: Condigcdes dos diferentes tratamentos efectuados sob agitacao

mecanica.
La<_:ase Trametes X:E:;iig ag(:ii Catecol Temperatura Ten_1po
hirsuta (U/mL) (rpm) (mM) (°C) (min.)
0,033
0,067
0,20 800 2 50 60
0,40
0,67
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Grafico 4-4: Variacao da diferenca de cor com as diferentes concentragdes de
lacase através da aplicacao: a) ultra-sons (20 kHz de frequéncia, 50 W
de poténcia, 2 mM de catecol a 50 °C durante 60 min.); e b) agitagao
mecanica (800 rpm, 2 mM de catecol a 50 °C durante 60 min.).

A partir do Grafico 4-4 verifica-se que a diferenga de cor € mais acentuada para as
amostras de algodéao funcionalizado (Co funcionalizado). Este facto deve-se a presenca
de grupos amina na superficie da fibra, possibilitando uma maior eficiéncia na polimeriza-
¢ao. Consequentemente, verifica-se um aumento no grau de polimerizagéo. Estes grupos
amina possibilitam a formacao de ligagdes covalentes com os anéis aromaticos do poli-

mero de catecol.

As amostras de algodao branqueado (Co) também apresentam valores de diferenca de
cor elevados, sendo estes inferiores as amostras de algodao funcionalizado, mas superior
as amostras de algodéao tingido com RBS. Este resultado podera ser devido ao efeito esté-
rico que o corante provoca, o que diminui a sua capacidade de polimerizagdo na amostra
de algodao tingido.

Verifica-se também que com 0,033 U/mL de lacase a polimerizagcao nao é tado acentua-
da, resultado que se observa nas diferentes amostras de algodao, o que indica que esta
concentracao de enzima podera nao ser suficiente para promover a polimerizagao radica-
lar sono-enzimatica. Assim, para uma polimerizag¢ao “in situ” a quantidade de lacase deve-

ra ser superior a 0,033 U/mL.

Analisando o Grafico 4-4 b), verifica-se também uma diminuicdo dos valores da dife-
renca de cor, quando comparados com os tratamentos efectuados com ultra-sons (a) do
Grafico 4-4). Este resultado deve-se ao aumento de transferéncia de massa nos proces-

sos realizados com ultra-sons.
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Apods os tratamentos com diferentes concentracdes de lacase com sistemas de ultra-
sons ou sob agitacdo mecanica, realizaram-se testes de solidez a lavagem, de acordo

com as condi¢des previamente descritas.

Tabela 4-7: Valores de alteragao da cor apés lavagem para os tratamentos com
ultra-sons com diferentes concentragoes de lacase

Tlr_aar(r:laestgs Co funcionalizado RB5 Co
) AE  ISOA05 AE  ISOAO5  AE  ISOA05
0,033 2117 43 2687 34 10674 12
0,067 2152 43 2818 34 10,682 12
0,20 2144 43 281 34 10212 12
0,40 2,491 43 2630 34 10,087 12
0,67 2396 43 2793 34 10874 12

Tabela 4-8: Valores de alteragao da cor apés lavagem para os tratamentos sob
agitacdo mecanica com diferentes concentragoes de lacase

Lacase

Trametes Co funcionalizado RB5 Co
:‘J,Snl:,t_";‘ AE°  ISOA05 AE  ISOA05  AFE ISOA05
0,033 4,085 3 4,761 23 12,299 1
0,067 4,103 3 4,621 23 11,674 1
0,20 4,112 3 4,669 2.3 12,001 1
0,40 4,002 3 4,598 2.3 12,733 1
0,67 3,003 3 4,180 23 12,603 1

A partir das tabelas (Tabelas 4-7 e 4-8), verifica-se que a resisténcia da polimerizagéo
a lavagem depende do tipo de tratamento e do material adsorvente. A partir dos resulta-
dos obtidos para a alteragao da cor apos lavagem (Tabelas 4-7 e 4-8), verificam-se dife-

rencgas significativas nas diferentes amostras de algodao.
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Os resultados de alteragao da cor para as amostras de algodao branqueado, tratado
com ultra-sons ou sob agitagcdo mecanica, apresentam uma solidez a lavagem bastante
fraca, atingindo mesmo a escala mais baixa (1). No entanto, como foi possivel verificar no
Grafico 4-4, as amostras de algodao branqueado tratado apresentam uma diferenca de
cor (diferenca entre a amostra submetida a tratamento e a amostra sem tratamento) bas-
tante significativa. Conclui-se, portanto, que a cor obtida a partir da reacgéo do catecol
com lacase nao tem durabilidade suficiente para resistir a lavagem, perdendo grande par-
te da sua coloracdo castanha. Este resultado deve-se provavelmente as fracas ligagdes
que se estabelecem entre o polimero formado e o algodao branqueado, que n&o conse-

guem resistir as condigdes de lavagem.

As amostras de algodao funcionalizado sdo as que apresentam indices de solidez a
lavagem mais elevados, devido as possiveis ligagdes covalentes entre os grupos amina e

0s anéis aromaticos do polimero.

As amostras de algodao tingido com RBS apresentam valores de alteracdo de cor
meédios. No entanto, é de salientar que estas amostras apds tratamento com ultra-sons ou
sob agitagdo mecanica ndo apresentavam uma coloragéo castanha tdo intensa como as
amostras de algodao funcionalizado ou algodédo branqueado. A coloragdo que estas
amostras possuiam era pouco atenuada, o que se pode verificar pelos valores de AE’ do
Grafico 4-4. O polimero de catecol estabeleceu provavelmente ligagdes fracas com a
fibra, pelo que no ensaio de solidez a lavagem perderam a maior parte da cor castanha
que possuiam. Mas como a cor castanha antes da lavagem nao era muito intensa, o valor
de alteracao de cor apds lavagem nao foi muito elevado porque havia pouco polimero de

catecol para |he resistir o que explica os resultados obtidos.

Analisando estes resultados, verifica-se que os tratamentos efectuados com ultra-sons
(a) do Grafico 4-4) apresentam uma maior resisténcia a lavagem. Estes resultados com-
provam uma maior fixagao do poli(catecol) nas amostras e, como consequéncia, uma cor

castanha mais intensa.

Nas tabelas que se seguem encontram-se os valores de manchamento para os trata-

mentos efectuados com ultra-sons e sob agitacdo mecanica (Tabelas 4-9 e 4-10).
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Tabela 4-9: Valores de manchamento apdés lavagem para os tratamentos com
ultra-sons com diferentes concentragoes de lacase

Lacase

Trametes Co funcionalizado RB5 Co
:‘J,Snl:,t_";‘ AE°  ISOA04 AE  ISOA04  AFE ISOA04
0,033 1,121 5 1,204 5 1,283 5
0,067 1,004 5 1,008 5 1,258 5
0,20 1,084 5 0,002 5 1,139 5
0,40 1,056 5 1,230 5 1,226 5
0,67 1,205 5 1,321 5 1,387 5

Tabela 4-10: Valores de manchamento apés lavagem para os tratamentos sob
agitacao mecanica com diferentes concentragoes de lacase

Tlr_aar(r:laestgs Co funcionalizado RB5 Co
?J,Snl:lt_‘;‘ AE  ISOA04 AE  ISOA04  AE ISOA04
0,033 1,248 5 1,394 5 1,290 5
0,067 1,217 5 1,243 5 1,116 5
0,20 1,148 5 1,167 5 1,725 4-5
0,40 1,284 5 1,031 5 1,859 45
0,67 1,145 5 1,575 45 2,004 45

No que se refere aos valores de manchamento (Tabelas 4-9 e 4-10), a amostra de
algodao funcionalizado é a que apresenta valores mais elevados, nao se verificando dife-
rencas apos lavagem. As restantes amostras de algodao apresentam também boa solidez
a lavagem, no que diz respeito ao manchamento. As diferentes amostras de algodao tra-
tado apos lavagem n&o apresentam grandes diferengas entre si. No entanto, os tratamen-
tos efectuados sob agitagdo mecanica apresentam indices de manchamento ligeiramente

mais baixos.
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4.1.2.2. Estudo da influéncia da poténcia nos tratamentos efectuados com ultra-
sons

A sonificagdo de liquidos causa normalmente dois efeitos primarios: a cavitagdo e o
aquecimento. Quando as bolhas macroscopicas da cavitacdo colapsam a superficie do
substrato sélido, criam uma onda de choque forte, causando um efeito efectivo de agita-
cao/mistura que se adapta a camada do liquido. Contudo, o subito colapso destas bolhas
induz a elevados fendmenos energéticos e produz radicais livres reactivos que sdo capa-
zes de incrementar uma grande variedade de processos quimicos e fisicos, com bastan-

tes potencialidades.

Desta forma, foi efectuado um estudo com ultra-sons aplicando diferentes poténcias,
para ser possivel estabelecer uma relagao entre a polimerizagado e a poténcia aplicada
(W).

Tabela 4-11: Condi¢oes dos diferentes tratamentos efectuados com ultra-sons

Lacase
Poténcia Frequéncia Trametes Catecol Temperatura Tempo
(W) (kHz) hirsuta (mM) (°C) (min.)
(U/mL)
10
20
20 0,067 2 50 60
30
50

Os resultados dos diferentes tratamentos apresentam-se no grafico que se segue (Gra-
fico 4-5).
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Grafico 4-5: Variagao da diferenca de cor com as diferentes poténcias apés tra-
tamento com ultra-sons (20 kHz de frequéncia, 0,067 U/mL de lacase,
2 mM catecol a 50 °C durante 60 min.).

Analisando os resultados obtidos (Grafico 4-5), verifica-se um aumento dos valores de
AE" com o aumento da intensidade (poténcia) de ultra-sons. Tal resultado deve-se, prova-
velmente, ao aumento do numero de bolhas com maior tamanho, resultando num aumen-
to do fendmeno de cavitagdo. O aumento do fendmeno de cavitagao provoca um maior

numero de radicais formados.

Neste tipo de reaccédo de polimerizagéo € essencial a produc¢ao de radicais, que sao
necessarios para iniciar a polimerizagdo. Logo, se a intensidade aumenta, aumenta o
fendbmeno de cavitagdo que, por sua vez, aumenta a producao de radicais, aumentando

assim a polimerizacao do catecol na presenca da lacase.

Na presenca da lacase, a polimerizacdo do catecol pode ser aumentada até um maxi-
mo de 50 W, pois para altas intensidades (poténcias) a actividade da lacase diminui tao
rapidamente que os produtos enzimaticos podem nao ser formados eficientemente, limi-

tando a acgao dos radicais hidréxilo (Basto et al. 2006).

Comparando os valores de AE para as diferentes amostras de algoddo (Grafico 4-5),
verifica-se que o algodao funcionalizado apresenta valores bastante mais altos que as
restantes amostras. Como ja foi referido anteriormente, esta diferenga deve-se a presenga
de grupos amina no algodao e a possibilidade desses mesmos grupos formarem ligagées

covalentes com o polimero de catecol.
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Realizaram-se também testes de solidez a lavagem para as diferentes amostras de

algodao, tratadas com diferentes poténcias.

Na Tabela 4-12 apresentam-se os valores de alteracdo da cor obtidos apds o teste de
solidez a lavagem. Analisando os resultados obtidos, verifica-se que o algodao branquea-
do e o algodao tingido com RB5 apresentam niveis de solidez a lavagem mais baixos do

que o algodao funcionalizado.

No caso do algodao funcionalizado, estes niveis de solidez devem-se, como ja foi refe-
rido, a obtengcdo de uma polimerizagdo mais eficiente, devido a presenga de grupos fun-
cionais que facilitam a ligagdo covalente do polimero a fibra de algodao, sendo assim

mais resistente as lavagens.

Tabela 4-12: Valores de alteragao da cor apés lavagem para os tratamentos com
ultra-sons com diferentes poténcias

Poténcia Co funcionalizado RB5 Co
W) AE.  ISOA05 AE  ISOA05  AE ISOA05
10 2,883 3.4 3,612 3 9,228 1-2
20 3,248 3.4 3,600 3 9,367 1-2
30 3,116 3.4 3,865 3 9,945 1-2
50 2,152 4-3 2,818 34 10,682 1-2

Os valores de manchamento (Tabela 4-13) que se obtiveram para este tipo de trata-

mento apresentam uma grande solidez.
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Tabela 4-13: Valores de manchamento apés lavagem para os tratamentos com
ultra-sons com diferentes poténcias

o Co funcionalizado RB5 Co
Poténcia
W) AE ISOA04 AE ISOA04 AE ISOA04
10 1,030 5 1,105 5 1,793 4-5
20 1,073 5 1,175 5 1,408 4-5
30 1,002 5 1,219 5 1,370 4-5
50 1,094 5 1,098 5 1,258 5

4.1.2.3. Estudo da velocidade de agitagcao nos tratamentos efectuados com agitagao

mecanica

E conhecido o potencial das lacases para a obtencdo de polimeros. Foi realizado um

estudo com diferentes velocidades de agitagdo para verificar a importancia da velocidade

de agitacdo no fenbmeno de polimerizagao.

Na Tabela 4-14 apresentam-se as diferentes condigdes de tratamento aplicadas neste

estudo.

Tabela 4-14: Condicoes dos diferentes tratamentos efectuados sob agitacao

mecanica
Velocidade IS
D Trametes Catecol Temperatura Tempo
de Agitagao hi M o .
(rpm) irsuta (mM) (°C) (min.)
(U/mL)
400
800 0,067 2 50 60
1600
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Grafico 4-6: Variacao da diferenga de cor com as diferentes velocidades de agi-
tacao apoés tratamento sob agitacdao (0,067 U/mL de lacase, 2 mM
catecol a 50 °C durante 60 min.).

A partir dos resultados obtidos para a diferenga de cor (Grafico 4-6), verifica-se que néo
ha um aumento de polimerizagao a partir dos 800 rom, uma vez que os valores de dife-
renga de cor para todas as amostras de algodao mantém-se constantes quando sao efec-

tuados a velocidade de 800 ou 1600 rpm.
A solidez a lavagem efectuou-se de acordo com a norma previamente mencionada.
Nas tabelas que constam a seguir, encontram-se os valores de alteragdo de cor (Tabe-
la 4-15) e manchamento (Tabela 4-16).

Na tabela referente aos valores de alteracao da cor apds lavagem (Tabela 4-15), verifi-
ca-se que as amostras de algodao branqueado apresentam uma fraca solidez a lavagem,
pois os seus valores de diferenga de cor sdao muito altos, o que demonstra a saida da

coloracao castanha obtida no tratamento.

O algodao funcionalizado é o que apresenta melhores niveis de solidez a lavagem,

pelas razdes mencionadas anteriormente.
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Tabela 4-15: Valores de alteragao da cor apdés lavagem para os tratamentos sob
agitacdo mecanica com diferentes velocidades de agitacao

Velocidade

g Co funcionalizado RB5 Co
de agita-
cao . P n
AE ISOA05 AE ISOA05 AE ISOA05

(rpm)

400 4,209 3 4,031 3 11,228 1

800 4,103 3 4,621 2-3 11,674 1
1600 3,943 3 3,976 3 11,231 1

Os valores de manchamento encontram-se na Tabela 4-16, sendo possivel verificar
que as alteragbes em relagdo ao manchamento foram pouco significativas para os trata-

mentos efectuados com diferentes amostras de algodéo.

Tabela 4-16: Valores de manchamento apés lavagem para os tratamentos sob
agitacdo mecanica com diferentes velocidades de agitagcao

Velocidade

g Co funcionalizado RB5 Co
de agita-
cao . 5 «
AE ISOA04 AE ISOA04 AE ISOA04

(rpm)

400 1,092 5 1,069 5 0,883 5

800 1,217 5 1,243 5 1,116 5
1600 1,193 5 1,394 4-5 1,389 4-5

4.1.2.4. Estudo comparativo entre os tratamentos efectuados com ultra-sons e sob
agitagcao mecanica

Foram seleccionadas as melhores condi¢des nos tratamentos efectuados com ultra-
sons e sob agitacdo mecanica, para uma melhor comparacéo dos resultados. No que se
refere a concentracédo de lacase aplicada, a concentragdo em que se obtiveram melhores
resultados foi 0,067 U/mL, em ambos os tratamentos (ultra-sons e agitacéo). Na tabela
que se encontra a seguir (Tabela 4-17), estdo as condi¢cdes optimizadas dos tratamentos

com ultra-sons e sob agitagdo mecéanica.
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Tabela 4-17: Condi¢6es optimizadas para tratamentos com ultra-sons ou agita-

¢ao mecanica

Parametros Ultra-sons Agitagdao mecanica
Frequéncia (kHz) 20 -
Poténcia (W) 50 -

Velocidade de agi-

tacao (rpm) ) 800
Catecol (mM) 2
Lacase (U/mL) 0,067
Temperatura (°C) 50
Tempo (min.) 60

A seguir, apresenta-se o grafico dos valores de diferenga de cor (Grafico 4-7) para os

tratamentos com ultra-sons e sob agitacdo mecanica nas diferentes amostras de algodao.
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Grafico 4-7: Valores da diferenga de cor para as diferentes amostras de algodéo
tratadas com ultra-sons ou agitagao mecanica.

Analisando o grafico (Grafico 4-7), verifica-se que os tratamentos efectuados com ultra-

sons sao mais eficientes na polimerizacdo do catecol em presenca de lacase, quando

comparados com os tratamentos efectuados sob agitacao.
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Como ja foi referido anteriormente, os ultra-sons aumentam os processos de transfe-
réncia de massa, principalmente em sistemas heterogéneos, aumentando assim a efi-
ciéncia da polimerizagao.

E de salientar o aumento da polimerizacdo do catecol nas amostras de algodao funcio-
nalizado, devido a modificagdo quimica efectuada na celulose de forma a aumentar a

coloragao castanha promovida pela polimerizagao enzimatica.

4.1.2.5. Analise por espectroscopia de infravermelho

Outra das técnicas aplicadas na identificacdo de polimero nas diferentes amostras de
algodéo foi o FT-IR com ATR.

Ainda que a interpretacdo de espectros de infravermelho de fibras téxteis como algo-
dao seja muitas vezes dificil, devido ao facto de se tratar de uma estrutura heterogénea
onde qualquer alteracdo configuracional das cadeias celulésicas pode apresentar efeitos
nos espectros obtidos (Lewis 1999), foi analisada a eficiéncia dos tratamentos efectuados
no algodao por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com reflec-
tancia total atenuada. Compararam-se as principais bandas caracteristicas dos grupos

funcionais nas diferentes amostras de algodao com e sem tratamento (controlo).

Nos espectros que se seguem, € possivel verificar as diferengas existentes nas amos-

tras de algodao.
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Espectro 4-1: Espectros de infravermelho para as amostras de algodao sem tra-
tamento.
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Através dos espectros de controlo obtidos (Espectro 4-1), podemos verificar que a ban-
da com uma frequéncia de vibragdo por volta dos 3300 cm™ aproximadamente é caracte-
ristica do estiramento da ligagdo O-H e esta presente nas trés amostras.

No entanto, comparando a amostra de controlo de algodao branqueado (Co) com algo-
dao tingido (RB5S), verifica-se uma diminuicdo da intensidade da banda, provavelmente
devido a presenga do corante.

Comparando o algodao funcionalizado (Co funcionalizado) com o algodao branqueado
(Co) verifica-se um alargamento da banda por volta dos 3280 cm™.

O algodéo funcionalizado possui grupos amina (-NH;) que apresentam uma banda nes-
ta regido do espectro (3280 cm'1). Ha entdo uma sobreposicdo de bandas, podendo pro-
vocar um alargamento do pico e um aumento da intensidade. Este pico podera indicar,
assim, a funcionalizagao do algodao.

A banda a 1010-1030 cm™ é caracteristica do estiramento das ligacbes C-H presentes

na celulose, logo presentes em todas as amostras de algodéo.
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Espectro 4-2: Espectros de infravermelho das amostras de algodao funcionali-
zado.

Comparando as amostras de algodao funcionalizado (Espectro 4-2), verifica-se que a
amostra tratada com ultra-sons ou agitagdo mecanica apresenta uma diminuigdo da ban-
da por volta dos 3280 cm™ (banda caracteristica dos grupos O-H e N-H) e na banda a

1020 cm™". Esta diminuicdo podera ser devida ao polimero (poli(catecol)) que reagiu com
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a superficie de algodao aminizado, provocando uma diminui¢gdo da intensidade da banda
na regido dos 3280 cm™ (Celulose-NHR, R=poli(catecol)). A intensidade das bandas nas
regides acima mencionadas € mais baixa na amostra de algod&o funcionalizado tratado
com ultra-sons (Tratamento com US), o que podera indicar a eficiéncia na polimerizagao

com ultra-sons.
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Espectro 4-3: Espectros de infravermelho das amostras de algodao branqueado.

Nestes espectros (Espectro 4-3), verifica-se que o controlo tem intensidade mais baixa
que as amostras tratadas, tanto na regido dos 3300cm™ (caracteristica do estiramento da
ligacdo O-H) como na banda na regido dos 1020cm™ (caracteristica do estiramento da
ligagao C-H). O polimero formado (poli(catecol)) possui, tal como as amostras de algodao
branqueado, grupos O-H. Assim, as amostras que contém polimero de catecol apresen-
tam uma intensidade mais elevada, provavelmente devido ao aumento de grupos O-H

(grupos O-H presentes no poli(catecol) e na celulose).
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Espectro 4-4: Espectros de infravermelho das amostras de algodao tingido com
RBS.

Os espectros de infravermelhos obtidos (Espectro 4-4) para as amostras de algodao
tingido com RB5 ndo apresentam diferengas significativas, o que esta de acordo com os
resultados previamente obtidos. Nestas amostras de algodao tingido, a coloragédo casta-

nha promovida pela polimerizacdo enzimatica do catecol nao foi tdo evidente.

4.2. POLIMERIZAGAO DO CATECOL EM AMOSTRAS DE LA

Foram realizadas algumas experiéncias de polimerizagdo do catecol na presenga de
amostras de 1a e observou-se que o produto de polimerizacéo era adsorvido pela 1a. Estes

resultados foram comprovados pela coloracédo castanha escura na |a.

A 1a é uma fibra animal que contém grupos amina. Estes grupos possibilitam a ligagcéo

do polimero de poli(catecol) a fibra, tal como no algodao funcionalizado.

O objectivo principal deste estudo em amostras de |a foi essencialmente a obtengao de
estampados através da polimerizagao oxidativa do catecol promovida pelos ultra-sons.
Para tal, foram utilizadas diferentes condicdes de tratamento, que se encontram na

Tabela 4-18 que se segue.

Quando se realizou o tratamento numa solu¢ao de catecol, a definicdo da forma dese-

jada nao ficou bem delineada, uma vez que houve propagacao da polimerizagdo ao longo
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da amostra em questao. Assim, para a obtengcdo dum estampado foi necessario “pincelar’

a area pretendida com uma solugao de catecol, para uma melhor definigao.

Os tratamentos foram realizados com ultra-sons, aplicando-se uma frequéncia de
20 kHz e uma poténcia de 50 W.

Tabela 4-18: Resultados obtidos apds tratamento com uma solugdao 2 mM de
catecol, aplicando os ultra-sons

Laccase
Amostra i
(Trametes Tempo Amostra apés
Catecol (mM) ) . antes do tra- Forma
hirsuta) (min.) tratamento
tamento
(U/mL)
2 0,67 60
2 (pincelado na i
area pretendi-
0,67 60
da a obter o
estampado)

Apds o ensaio numa solugdo de catecol de 2 mM de concentragao, tentou-se entao
obter o estampado, “pincelando” a area pretendida com uma solugdo de catecol com a
mesma concentragdo. No entanto, a forma nao ficou bem definida, pois a concentragao
de mondmero nao foi suficiente para que se obtivesse a polimerizacdo. Assim, tentou-se
obter o efeito desejado, aplicando, com a ajuda de um pequeno pincel, uma concentragao
de catecol mais elevada. O uso de aditivos como surfactantes, polimeros ou polidis de
elevado peso molecular, para aumentar a estabilidade da enzima para condigdes ambien-
tais extremas, € uma pratica comum. Neste tratamento, a adigdo de PVA foi estudada.
Estas moléculas de PVA em presenca de agua agregam instantaneamente, formando

uma camada hidrofébica a volta da enzima, que a protegem das condigdes ambientais.
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Tabela 4-19: Condi¢oes para os diferentes tratamentos efectuados com ultra-

sons
Lacase Trametes hirsuta
Catecol (mM) Tempo (min.)
(U/mL)
30
0,33
60
10
30
0,67
60

Estes tratamentos realizaram-se sem e com 1% de PVA, para verificar a influéncia que

este polimero tem na polimerizagao enzimatica do catecol.

No grafico que se segue, apresentam-se os valores de AE" como grau de polimeriza-

¢ao indirecto, em funcao das diferentes amostras de |a.

164 | XY comPVA
1|24 semPVA

§
\
\

1

: v/ :
30 min 60 min 30 min 60 min

| Lacase033U/mL | | Lacase 0,67 UmL |

Grafico 4-8: Variagdo da diferenga de cor com o tempo de tratamento (20 kHz de
frequéncia, 50 W de poténcia, 10 mM de catecol a 50 °C).

Analisando o Grafico 4-8, verifica-se que o melhor valor de AE  foi obtido para sessenta
minutos de tratamento, utilizando 0,67 U/mL de lacase com PVA. No entanto, o tratamen-
to efectuado durante sessenta minutos, com menor quantidade de lacase e sem PVA, tem

um valor de AE~ préximo.
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E também visivel que a adi¢cdo de PVA durante o tratamento s6 é significativa quando
se adiciona uma maior quantidade de enzima e durante sessenta minutos de tratamento.
Nos restantes tratamentos ndo houve nenhum incremento com a adi¢ao de PVA, verifi-
cando-se entédo que a adicdo de PVA so é significativa em condigdes extremas. Outro fac-
tor podera ser a concentracao de PVA. Varios estudos mostram que este poliol exerce um
efeito protector na actividade de varias enzimas, nomeadamente lacases, mas para con-

centragdes elevadas, por exemplo de 10% (Basto et al. 2006).

Na Tabela 4-20 encontram-se as condi¢des de tratamento optimizadas para a obtengao

do estampado, assim como a imagem da amostra de 1a apos tratamento com ultra-sons.

Tabela 4-20: Amostra de la antes do tratamento e apos tratamento (1% de PVA)

Lacase Trametes Antes do trata-
Catecol (mM) _ Tempo (min.) Apés tratamento
hirsuta (U/mL) mento
10 0,67 60

Apos os tratamentos, realizaram-se testes de solidez a lavagem, segundo a norma pre-

viamente descrita.

Tabela 4-21: Valores de alteracdao da cor apés lavagem para os diferentes trata-

mentos
Com PVA Sem PVA
Lacase Tra-
Tempo X X
metes hir- AE ISOAO05 AE ISOAO05
(min.)
suta (U/mL)
30 4,305 2-3 4,790 2-3
0,33
60 3,695 3 4,661 2-3
30 4,295 2-3 4,700 2-3
0,67
60 3,290 3 3,555 3
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Através dos valores obtidos (Tabela 4-21), verifica-se que os tratamentos mais longos
(sessenta minutos) favorecem a polimerizagdo do catecol, pois a sua solidez é mais ele-

vada. No entanto, os seus valores de ISOAO05 nao diferem muito entre si.

Os valores de manchamento (Tabela 4-22) também nao diferem muito entre si, apre-
sentando o mesmo valor de ISOA04, e tendo apenas algumas diferengas no que diz res-

peito ao valor de diferenca de cor.

Tabela 4-22: Valores de manchamento apés lavagem para os diferentes trata-

mentos
Com PVA Sem PVA
Lacase Tra-
Tempo
metes hirsu- _ AE* ISOA04 AE* ISOA04
ta (U/mL) (min.)
30 3,099 4-5 3,694 4-5
0,33
60 3,433 4-5 3,872 4-5
30 3,057 4-5 3,046 4-5
0,67
60 3,655 4-5 3,472 4-5

4.3. POLIMERIZAGAO DO CATECOL COM LACASE

A capacidade das lacases na polimerizagao, na ligagdo e na funcionalizagdo de varios
compostos foi extensivamente estudada e aumentou o interesse na aplicacao destas

enzimas como bio-catalizador na sintese organica.

Nos trabalhos anteriores, utilizaram-se os ultra-sons e a enzima (lacase) e verificou-se

que o processo enzimatico depende de substrato para substrato.

Neste trabalho foi testada a capacidade da lacase de Trametes hirsuta em combinagao
com ultra-sons, para aumentar a polimerizagao radicalar do catecol. Foi avaliada a sintese
sono-enzimatica do poli(catecol) por cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC), com

as especificagdes referidas anteriormente.

Foram preparadas solugdes de 1 mM de catecol em tampé&o acetato de concentragao
0,1 M e pH 5, sendo tratadas num reactor de ultra-sons, cuja frequéncia do gerador foi de
20 kHz.
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As solucdes de catecol foram tratadas com a lacase de Trametes hirsuta na presenca

ou nao dos ultra-sons. A concentragao de lacase usada foi de 0,036 U/mL.

Este estudo da polimerizacdo sono-enzimatica do catecol incidiu na influéncia da dis-
tancia do transdutor ao fundo do reactor. Para tal, realizaram-se tratamentos com diferen-

tes distancias, medidas em centimetros (cm).

Tabela 4-23: Condigdes dos tratamentos com diferentes distancias do transdutor

Distancia do
Poténcia (W) Temperatura (°C) Tempo (min.)
transdutor (cm)

2,0
2,5

50 50 120
3,0

3,5

O polimero obtido foi analisado por HPLC, de forma a obter-se o seu peso molecular.
Os resultados fornecidos pelo HPLC séo da absorvancia (mv) em funcéo da massa mole-
cular (kDa).

Mais uma vez, se utilizou, neste estudo, a lacase de Trametes hirsuta como bio-
catalizador para produzir poli(catecol). O espectro de HPLC dos polimeros obtidos num
sistema sonificado, a 20 kHz, a 50 W e a temperatura de 50 °C, mostram diferengas entre

si, principalmente no que se refere a intensidade de absorvancia obtida.
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Espectro 4-5: Cromatogramas de HPLC das amostras obtidas por polimerizagao

do catecol com lacase de Trametes hirsuta. Absorvancia (mv) vs Mas-
sa molecular (kDa).

Verifica-se que os polimeros obtidos apds tratamento com ultra-sons com diferentes

distancias do transdutor apresentam elevada massa molecular.

A formacao de polimeros de tao elevado peso molecular pode ser explicada pela acgéao

sinergista da enzima e dos ultra-sons, uma vez que os ultra-sons sozinhos ndo séo capa-
zes de polimerizar o catecol.

O aumento de processos de difusao fisica, devido a acg¢ao dos ultra-sons, pode promo-
ver a acessibilidade enzimatica. Ao mesmo tempo, os radicais hidroxilo produzidos pelos
ultra-sons podem reagir com as moléculas de catecol da oxidagdo enzimatica, promoven-

do a propagacado da cadeia polimérica, o que possibilita obter polimeros com elevado
peso molecular.

Observando o cromatograma da absorvancia (mv) em funcdo da massa molecular
(kDa), verifica-se que as distdncias minima e maxima aplicadas apresentam picos de

maior intensidade e com massa molecular ligeiramente maior.

O aumento da intensidade esta relacionado com um aumento de concentragcdo de

polimero, uma vez que, pela lei de Beer-Lambert, a concentragdo do polimero é directa-
mente proporcional a absorvancia (Figura 4-1).
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A = ¢lc

Figura 4-1: Equacéao da Lei de Beer-Lambert.

Onde:
A — Absorvancia;
¢ - Absortividade molar (L mol” cm™);
| — caminho percorrido pelo feixe luminoso (cm);

c — Concentracdo de corante na solugéo (mol L™).

Estes resultados poderdo estar relacionados com uma maior producido de radicais nas
distancias extremas (2,0 cm e 3,5 cm), promovendo a formagao de um polimero mais con-

centrado e, consequentemente, mais escuro.

O ensaio foi realizado num copo de vidro, o que podera ter influéncia, uma vez que o
vidro reflecte as ondas ultra-sonicas. A reflexdo das ondas podera anular o fenédmeno de

cavitagao e, consequentemente, menor sera a produgao de radicais hidréxilo.

A distancia de 2,0 cm e 3,5 cm a reflexdo da onda ndo é tio intensa, logo a producéo

de radicais é maior.

Nas distancias intermédias (2,0; 2,5; 3,0 cm), podera ter havido uma maior reflexdo da
onda, diminuindo a produgao de radicais hidroxilo, o que provocara uma diminuigdo na

concentracédo do polimero obtido.
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5. CONCLUSAO

Neste estudo, a lacase de Trametes hirsuta foi usada como bio-catalizador para produ-

zir poli(catecol) em conjunto com sistemas de ultra-sons.

O catecol é um bom substrato para a lacase que o polimeriza formando polimeros pou-
co soluveis. O catecol é oxidado pela lacase a radicais ariloxil, 0 que pode dever-se a
reacgdes nao enzimaticas, originando dimeros e oligdmeros coloridos e produtos polimé-
ricos. Os radicais livres de alquoxi formados podem também acopular na posigao orto e

para com grupos hidroxilo e formar extensas quininas (Shin et al. 2001).

No presente estudo foi possivel verificar que a polimerizagdo enzimatica do catecol
pode ser aumentada modulando as condigbes de tratamento, como a intensidade (potén-

cia), a concentracao de lacase e o tempo de tratamento.

Os primeiros tratamentos efectuados com algodao tingido com diferentes corantes
reactivos e o algodado branqueado evidenciam uma coloragdo acastanhada, mas mais
definida com o tratamento efectuado com ultra-sons. Estas amostras mostram diferencas
de cor (AE) significativas, confirmando a polimerizagéo do catecol “in situ”. Verificou-se
também que a polimerizagado do catecol ndo era possivel sem a presenca da lacase. Nes-
tas amostras, os ensaios de solidez a lavagem evidenciam que a polimerizagdo é pouco
resistente, uma vez que houve uma perda de cor significativa, facto revelado pelas dife-

rencas de cor obtidas entre as amostras tratadas antes e apos lavagem.

Apds a obtencao destes resultados, recorreu-se a funcionalizagao da celulose através
de um tratamento redutivo, de forma a criar grupos amina que podem formar ligacées
covalentes com o catecol, efectuando-se estudos da concentracdo de lacase, da intensi-
dade aplicada e da influéncia da velocidade de agitagcdo mecéanica. Estes estudos efectua-
ram-se também nas amostras de algodao tingido com o corante RB5 e nas amostras de
algodao branqueado, de forma a compararmos o grau de polimerizagao obtido nas dife-
rentes amostras. A obtengao de celulose funcionalizada é evidente apds a visualizagéo
dos espectros de infravermelho obtidos. A partir dos estudos efectuados, relativamente a
concentracao de lacase, intensidade de ultra-sons aplicados e velocidade de agitagao
mecanica, foi possivel optimizar as condi¢gdes de polimerizagdo do catecol. Verificou-se
que, a partir de uma concentracdo de 0,067 U/mL de lacase, ndo havia aumento na poli-
merizagdo de catecol, ou seja, com concentracbes mais elevadas nao se verificou
nenhum incremento, resultado obtido para as trés amostras em estudo. Relativamente a

poténcia aplicada, verificou-se que havia um aumento no grau de polimerizagdo com um
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aumento de poténcia (50 W), devido a uma maior produgdo de radicais hidroxilo que
fazem com que haja um aumento de polimerizacdo radicalar do catecol. No entanto,
quando se confrontaram as diferentes amostras de algodao, verificou-se que a amostra
de algoddo funcionalizado apresentava diferengas de cor (AE =52) bastante mais signifi-
cativas que as restantes amostras de algodao (algodao tingido com RB5 e algodao bran-
queado). Estes resultados evidenciam entdo o elevado nivel dos locais de acoplamento
na superficie de celulose funcionalizada. Apds estes estudos, verificou-se que o melhor
sinergismo entre a lacase e o catecol era conseguido utilizando 0,067 U/mL de lacase e
uma poténcia de ultra-sons de 50 W. No que se refere aos resultados de alteracdo da cor
e manchamento apds lavagem, pode concluir-se que as amostras de algodao funcionali-
zado eram mais resistentes a lavagem, pois conseguiu-se preservar a coloragao castanha
obtida na polimerizagao, ndo havendo diferengas de cor significativas entre a amostra tra-
tada e a amostra tratada apd6s lavagem. Quando se compararam os resultados obtidos
com as condi¢cdes optimizadas para os ultra-sons e as condi¢gdes optimizadas para a agi-
tacdo mecanica, verificou-se que os tratamentos efectuados com ultra-sons aumentavam
a polimerizacido do catecol. Estes resultados foram também comprovados com a analise
que se efectuou com infravermelho, verificando-se as diferengas entre os diferentes tra-
tamentos, através das bandas caracteristicas para estes compostos. Pode concluir-se
entdo que a polimerizagao enzimatica foi efectuada usando aminas aromaticas imobiliza-
das covalentemente nas fibras celuldsicas, promovendo um novo caminho para a geragao

de materiais bio-compdésitos.

A polimerizagédo do catecol foi também efectuada nas amostras de 1a, pois, tal como a
celulose funcionalizada, esta apresenta grupos amina a superficie que podem reagir com
o poli(catecol). O objectivo desta polimerizagao foi a obtengdo de um estampado, com a
ajuda dos ultra-sons. A area pretendida a estampar foi “pincelada” com uma solugao mais
concentrada de catecol (10 mM), aplicando-se diferentes concentragdes de lacase, assim
como diferentes tempos de tratamento. A optimizagdo deste tratamento foi conseguida
com sessenta minutos de tratamento, 0,67 U/mL de lacase, com uma poténcia de 50 W e
1% de PVA. O poliol (poli(alcool vinilico)) foi adicionada ao meio reaccional, para aumen-
tar a estabilidade da enzima, minimizando o potencial efeito negativo dos ultra-sons no
centro activo da enzima. Quanto aos resultados de solidez a lavagem, foi possivel verifi-
car que a perda de cor nao era muito significativa. Assim, pode concluir-se que é possivel
obter diferentes estampados, aplicando materiais poliméricos sintetizados, através de
uma polimerizagdo sono-enzimatica, amigos do ambiente, promovendo deste modo um

bom exemplo para a “quimica verde”.

“Mestrado em Quimica Téxtil” 82



“Tratamento de Fibras Téxteis com Ultra-Sons e Enzimas”

Por ultimo, realizaram-se tratamentos de polimerizacdo de catecol sem a presencga de
material adsorvente, estudando-se a influéncia das diferentes distancias do transdutor ao
fundo do reactor. Apds este tratamento verificou-se que o polimero de catecol obtido era
de elevada massa molecular (kDa). A aplicagéo de diferentes distancias do transdutor ndo
interferiu de uma forma significativa na massa molecular do polimero obtido, mas sim na
concentracdo, uma vez que se verificaram diferencas acentuadas de intensidade. Nas
distancias extremas de 2,0 cm e de 3,5 cm, verificou-se um aumento bastante acentuado
na intensidade, logo, pela lei de Beer-Lambert, pode concluir-se que houve um aumento
na concentracdo de polimero obtido. Este aumento de concentracdo esta provavelmente
relacionado com um aumento de producéao de radicais hidréxilo, aumentando, consequen-

temente, a polimerizagao radicalar do catecol.

Analisando todos os resultados obtidos, pode concluir-se que os ultra-sons aumentam
a formacgao do poli(catecol). Os efeitos dos ultra-sons podem ser explicados fisica ou qui-
micamente. Quimicamente, os radicais hidréxilo produzidos por ultra-sons podem reagir
com moléculas intermediarias produzidas pela enzima; fisicamente, as ondas ultra-
sonicas podem reduzir os impedimentos alostéricos da enzima, devido ao aumento do

processo de difusdo (Entezari e Pétrier 2004).

Apos todos os tratamentos efectuados, pode concluir-se, que € possivel produzir uma
nova classe de polimeros sintetizados enzimaticamente e novas técnicas de “coating”

provenientes dos fendis, utilizando condigdes de temperatura e pH moderados.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo evidenciou que o uso de polimeros corados, sintetizados enzimaticamente
em condi¢cdes apropriadas, formam uma molécula singular ndo-poluente que exibe uma
melhor bio-degradabilidade e tem geralmente uma maior compatibilidade com o meio
ambiente.

Neste trabalho estudou-se a combinagao da lacase de Trametes hirsuta com sistemas
de ultra-sons para aumentar a polimerizacao radicalar “in situ” do catecol. Assim, poderao
efectuar-se outros estudos, aproveitando a mais valia do uso de ultra-sons, nomeadamen-

te:

e Estudar a influéncia da intensidade dos ultra-sons com as duas distancias do

transdutor em que se obtiveram melhores indices de coloragao;
e Estudar o uso de outros mondmeros na polimerizagdo sono-enzimatica;

e Estudar a aplicagao da polimerizagao sono-enzimatica em substratos diferen-
tes;
e Estudar a possibilidade de obtencdo de estampados através da aplicacdo de

um novo transdutor com um didmetro de dimensdes mais pequenas, nhuma

tentativa da sua melhor definicao.
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