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RESUMO

Com este trabalho pretendeu-se estudar o encapsulamento de mondmeros da lenhina,
especificamente o acido sinapico e o alcool coniferilico, pela B —ciclodextrina, tendo em
vista a sua aplicacao e utilizagcao no tratamento de efluentes das industrias do papel e da
celulose.

Este estudo foi dividido em duas partes essenciais: o estudo quimico, por forma a avaliar
a influéncia dos complexos formados na solubilidade do composto, e o estudo da
biodegradagdo, em que se pretendeu avaliar e comparar a biodegradabilidade dos

mondmeros livres e quando encapsulados pela p—ciclodextrina.

Os resultados obtidos na avaliagdo da influéncia da p—ciclodextrina na solubilidade do
acido sinapico nao foram conclusivos; no entanto, nao é de excluir o facto de ter ocorrido
complexagao.

Relativamente aos estudos do alcool coniferilico, verificou-se um aumento da solubilidade
pelo aumento da concentracdo de p-ciclodextrina em solugdo. Foi também possivel

concluir que ocorreu complexacéo na razao 1:1.

Os estudos de biodegradagao permitiram verificar um aumento da taxa de consumo de
oxigénio dos microrganismos com o aumento da concentragdo de p—ciclodextrina, o que
confirma a melhoria da biodegradacao do alcool coniferilico.

Verificou-se também que o encapsulamento do alcool coniferilico pela pB—ciclodextrina
garante a sua estabilidade, consequente biodegradacdo e que o arejamento promove o

aceleramento dessa mesma biodegradacgao.

Constatou-se que a taxa de crescimento microbiano aumenta com a presenga de
B—ciclodextrina. Estes resultados s&o confirmados pela aplicagdo do modelo cinético de
12 ordem. Com a aplicagdo do modelo de Monod determinou-se a constante de Monod
(150,7 mM), ou seja, a concentragcao de p-ciclodextrina para a qual a taxa de
crescimento € metade da taxa de crescimento maxima (0,883 h'1). No entanto, verificou-
se que este modelo ndo é o mais adequado, sendo restrita a sua aplicagcdo as

concentracdes estudadas.

Palavras-chave: Solubilidade, Biodegradacgéo, B-ciclodextrina, Lenhina, Complexacao,

Acido Sinapico, Alcool Coniferilico

RESumMO Vv
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ABSTRACT

The aim of this work was to study the encapsulation of specific monomers of lignin,
namely, sinapic acid and coniferyl alcohol, with B —cyclodextrin, in order to use it for waste
treatment in paper industries.

The work done includes two fundamental parts: a chemical study, to evaluate the
influence of the complexes formed in the solubility of the monomers and a biodegradation
study to evaluate and compare free monomers and f —ciclodextrin encapsulated

monomers biodegradability.

The results regarding the influence of B —cyclodextrin in the solubility of sinapic acid were
not conclusive; however, the complexation between this monomer and f —ciclodextrin
might still have happened.

Concerning the results obtained with coniferyl alcohol, with the increase on the
concentration of  —cyclodextrin in solution, it was observed an increase in the solubility of

the monomer. The complexation occurred in a proportion of 1:1.

The biodegradation studies showed an increase on the oxygen consumption rate, with the
increase of the concentration of  —cyclodextrin, which confirms a better biodegradation of
coniferyl alcohol by microrganisms.

The encapsulation of coniferyl alcohol with B —cyclodextrin guarantees its proper
stabilization and biodegradation. Besides, the aeration promotes an acceleration of this

biodegradation.

Finally, it was observed that the microbial growth rate increased with the presence of the
encapsulating agent, B —cyclodextrin. These results were confirmed using the 1% order
kinetical model.

Applying the Monod model, it was possible to determinate the Monod constant (150,7
mM), referring to the concentration of  —cyclodextrin for which the growth rate is half of
the maximum (0,883 h™"). However, one can conclude that this is not the most adequate

model, so its application is restrict to the studied concentrations.

Key-words: Solubility, Biodegradation, B —cyclodextrin, Lignin, Complexation, Sinapic
Acid, Coniferyl Alcohol.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO TEORICA

1.1. CONTEXTUALIZACAO

O ultimo século foi palco de um crescimento constante da industrializagao, que apesar de
proporcionar melhores condi¢gdes econdmicas ao Homem, tem também implicado, ao
longo dos tempos, o aumento da degradagdo do meio ambiente que nos rodeia.
Actualmente, a problematica ambiental tem assumido uma importancia cada vez maior,
tornando-se uma das prioridades politico-econdmicas, pelo que existe um esfor¢o gradual

e comum na sociedade de se tentar reverter a situagdo ambiental existente.

Entre as diversas formas de poluicdo existentes, a poluicdo ao nivel dos efluentes
liquidos assume grande importancia, despertando o interesse e preocupacgéo, ndo so de
cientistas e ambientalistas, mas de toda a sociedade.

Os efluentes podem contaminar as aguas superficiais e as aguas subterraneas, quer
através de descargas ou da formacgdo de lixiviados em aterros, podendo assim, ter
implicacdo grave ao nivel do abastecimento de agua potavel as populagdes, que devera

se encontrar sempre livre de contaminantes e nas melhores condi¢des para o consumo.

A agua é essencial a vida, como tal constitui um dos bens mais preciosos a disposi¢cao do
Homem, que por se tratar de um bem escasso em inumeras regides do globo deve ser

utilizado com racionalidade.

1.2. INDUSTRIAS DE PAPEL E CELULOSE — EFLUENTES LiQUIDOS

Um sector industrial que assume, actualmente, grande importancia econdémica e
ambiental sdo as industrias de papel e celulose (pasta de papel), principalmente devido
aos seus reflexos e impactos nas massas de agua. Estas industrias utilizam grandes
volumes de agua e como consequéncia também produzem uma enorme quantidade de
efluentes liquidos.!"

Actualmente, este sector procura adequar-se as exigéncias legais no que concerne a
proteccdo do ambiente, através de acgdes como a reducdo da producdo de efluentes na
fonte, recuperacao e reaproveitamento de efluentes e desenvolvimento de tecnologias

para tratamento externo.”
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Nestas industrias, como anteriormente referido, sdo necessarias grandes quantidades de
agua, que sao habitualmente provenientes de aguas superficiais e, ocasionalmente, de
aguas subterraneas. Uma grande parte da agua captada volta posteriormente ao seu

local de origem, sob a forma de efluente industrial./?

Os efluentes liquidos das fabricas de pasta possuem, geralmente, uma carga poluidora
muito mais elevada do que os provenientes das fabricas de papel.® Normalmente, estes
efluentes sao divididos em funcdo do estado fisico, em matéria dissolvida e sdélidos em

suspensao.

Nas fabricas de producao de pasta, as aguas residuais sao essencialmente provenientes
do conjunto das aguas de lavagem, com os produtos quimicos constituintes do licor de
cozimento das fibras vegetais e sao constituidas principalmente por fibras de celulose

(principalmente lenhina) e substancias organicas dissolvidas.

Os efluentes liquidos das fabricas de papel contém essencialmente fibras, cola ou amido,
tinta, corante, graxa, éleo e cloro residual proveniente da torre de branqueamento. Estes
poluentes podem exercer efeitos nocivos sobre as massas de agua, como a modificagdo
do pH, coloragdo das aguas (dificultando a penetragdo da luz solar, indispensavel a
algumas actividades fisioldgicas dos seres aquaticos), consumo de oxigénio, produgao de

turbidez e ainda toxicidade.®

Estudos realizados confirmam que os efeitos toxicos destes poluentes na fauna incluem
alteracbes reprodutivas, aumento do metabolismo e mudangas na estrutura das

populagées.

A maior problematica a nivel ambiental, provocada pelos efluentes liquidos destas
industrias, reside principalmente no material em suspensao e nas substancias organicas
dissolvidas. Uma parte do material em suspenséo trata-se de solidos ndo sedimentaveis,
que se encontram no estado coloidal, sendo que o seu principal constituinte sao fibras

(lenhinas processuais).
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1.3. LENHINA — FIBRA DE CELULOSE

Falando em particular da descarga de efluentes liquidos que contém compostos liquidos
organicos na fase ndo aquosa (suspensdes), estes tém elevado impacto ambiental e
podem comprometer de forma substancial uma grande porcao dos recursos de agua.
Entre os diversos compostos deste género existentes encontram-se as lenhinas. Na

Figura 1.1. pode observar-se a derivagao da via de biossintese das lenhinas.

Acido sindpicoc ———m Alcool sinapilico
+02
+CHy lenhinas do tipo =irngil
" Acido B-hidroxiferdlico {mpenas em Angiespérmicas)
Vias de biossintese

existindo apenas nos o +OH
g il Acido ferdlico ——— Alcool coniferilico
Possiver niwis de +0s E
intervengdo do boro +CHg 2 " s =2
z len hinazs do fipo gaiosil H
2 T Acido cafeico {em todos os vegetais vasculares) | U
N ¥ T + OH
. Py :; — MNHz - . 3
b Ly J Tirozina B Acido p-cumdrico ————— Alcool p-cumarilice
d +0z
Q@ +0OH lenhinas do tipo hidrexi-benzeil
; i — INH . P
_.,. Fenilalalina 2 S T — {gpenaz em Monocotileddnes)
3 EE— 3 \
L J
@ CH:=CH-CHxOH  Flavondides 1
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Figura 1.1. Derivacdo da via de biossintese das lenhinas

As lenhinas sao polifendis, constituidos por unidades de fenilpropano, apresentada na

Figura 1.2.
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Figura 1.2. Representacdo de uma unidade fenilpropano (Cg-Cs)
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Esta unidade é responsavel pela caracteristica hidrofébica das lenhinas. E geralmente
aceite que as lenhinas podem ser obtidas através da polimerizagdo de trés monoémeros:

alcool cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico, apresentados na Figura 1.3.

CH,O0H .
S =
OCH:  cnL0 OCH,4
OH OH

1 1 m

Figura 1.3. Representagao do alcool cumarilico (l), alcool coniferilico (I1)

e alcool sinapilico (I11) !

Estes compostos, que sao de dificil biodegradacdo, encontram-se presentes nos
efluentes liquidos das industrias de papel e celulose, visto estes efluentes conterem
lenhinas processuais, provenientes de reacgdes ocorridas na produgao de celulose e

papel.”

A fraca eficiéncia de remocado deve-se principalmente a baixa solubilidade da grande
maioria destes contaminantes organicos.”®

Desta forma, as técnicas disponiveis para o tratamento e remogao destes compostos
apresentam um custo muito elevado pelo que para diminuir estas limitagdes financeiras
actuais, encontram-se em estudo e desenvolvimento métodos inovadores € com uma

relacdo custo/beneficio mais atractiva.l®!

Uma das metodologias utilizadas no aumento da capacidade de remocgio destes
contaminantes consiste no encapsulamento que resulta, em alguns casos, hum aumento
da solubilidade.

Um dos agentes que melhores resultados tem apresentado na melhoria da solubilidade

de compostos (maioritariamente a nivel farmacéutico) sao as ciclodextrinas.
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1.4. CICLODEXTRINAS

1.4.1. HISTORIA

As ciclodextrinas (CD) foram descobertas em 1891, quando Villiers reportou o seu
aparecimento pela obtengdo de uma pequena quantidade de material cristalino, aquando
da degradacdo enzimatica do amido da batata. Villiers nomeou o seu produto cristalino
por “cellulosine”.

Em 1903, Schardinger foi capaz de isolar dois produtos cristalinos, dextrinas-a e B, que
foram descritos no que se refere a sua falta de poder redutor. A estirpe bacteriana capaz
de produzir estes produtos do amido nao foi, infelizmente, conservada. Em 1904,
Schardinger isolou um novo organismo capaz de produzir acetona e alcool etilico de
agucar e de um (qualquer) produto vegetal contendo amido. Posteriormente, descreveu
esta estirpe, chamada Bacillus macerans, que também produz grandes quantidades de
dextrinas (25-30%) a partir do amido.!"”

Desta forma, as ciclodextrinas comegaram a ser chamadas de dextrinas de Schardinger.
Outras nomenclaturas pelas quais sdo conhecidas sdo cicloamilases ou ciclomaltoses.!"”

11]

Apenas em 1935, Schardinger conseguiu isolar a dextrina y. Foram também
desenvolvidos varios sistemas de fraccionamento para a producéo de ciclodextrinas.!"!
Em 1938, Freudenberg confirmou a sua estrutura ciclica e a sua capacidade para formar
complexos de inclusdo.""! A estrutura circular das ciclodextrinas consiste num exterior
hidrofilico e numa cavidade central hidrofébica.

S6 em 1942 é que foram determinadas as estruturas das a- e B- ciclodextrinas, por
cristalografia de raios-x e em 1961, verificou-se a existéncia natural de outras

ciclodextrinas.!"”

As ciclodextrinas sédo oligossacarideos ciclicos formados por moléculas de D-glicose
unidas através de ligagdes glicosidicas alfa (1,4), obtidas através da degradacao
enzimatica do amido.

As ciclodextrinas mais conhecidas sao alfa, beta e gama constituidas por 6, 7 € 8

unidades de glicose, respectivamente, que adoptam a conformacéo de cadeira.l'?
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R A R B
Figura 1.4. Estruturas de ciclodextrinas naturais:

A- a-ciclodextrina; B- p-ciclodextrina; C- y-ciclodextrina '

1.4.2. INTERESSE

O principal interesse nas ciclodextrinas reside na sua capacidade de formar compostos
de inclusdo em solugdo aquosa, na qual moléculas de dimensbes compativeis sao
incluidas dentro da cavidade da ciclodextrina.

Interior Face
Hidrofobico ™~ / Primaria

-

rd

{
Face Secundaria

Figura 1.5. Representagao da estrutura da ciclodextrina [292Ptade de 10

As ciclodextrinas sdo pois, como verificado através de diversos estudos efectuados
recorrendo a ensaios raios-X sobre a sua estrutura, moléculas contendo uma superficie
exterior com caracter hidrofilico, que permite a sua dissolugdo em agua ao mesmo tempo
que disponibilizam uma cavidade apolar, que proporciona uma matriz hidrofébica, sendo
capaz de formar complexos de inclusdo com varios tipos de moléculas héspedes, criando
desta forma como que um “micro ambiente heterogéneo”. '

Este “micro ambiente” proporcionado permite o estudo de diversos processos de
encapsulamento de moléculas.

Uma ou mais moléculas, consoante a sua dimensdo e peso molecular, podem ser

encapsuladas na cavidade de uma, duas ou trés ciclodextrinas.!"
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1.4.3. PROPRIEDADES

As propriedades fisicas e as dimensées moleculares das ciclodextrinas mais comuns

apresentam-se discriminadas na Tabela 1. [

Tabela 1.1. Propriedades das ciclodextrinas (4]

Propriedade aCD BCD yCD
Numero de unidades de glucose 6 7 8

Peso molecular (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade em agua (g/100mL) 25 °C 14,5 1,85 23,2
Diametro Interno (A) 4,9 6,2 7.9
Diametro Externo (A) 14,6 15,4 17,5

Altura do cone (A) 7.9 7.9 7.9

Volume da cavidade (A% 176 346 510

A B-ciclodextrina é de entre os tipos de ciclodextrinas referidos, aquela que se encontra
mais facilmente acessivel, mais econdémica e, por esses motivos, a mais util e a mais

amplamente utilizada.!"”

Esta ciclodextrina é também a que apresenta menor solubilidade, em funcéo do elevado
numero de ligagdes de hidrogénio intra-moleculares entre os grupos hidroxilo secundarios
existentes na molécula. Na a-ciclodextrina sé quatro das suas seis possiveis ligagdes de
hidrogénio podem ser estabelecidas, em virtude de uma unidade de glicose se encontrar
em posicao distorcida. A y-ciclodextrina por ser uma molécula de estrutura mais flexivel,

& a mais soluvel das trés ciclodextrinas conhecidas.!™

Além destas ciclodextrinas criadas via processos naturais, muitas outras derivagdes tém

vindo a ser sintetizadas.!"”

As moléculas de ciclodextrina possuem uma cavidade interna acessivel para moléculas
hospedes de dimensbes apropriadas de acordo com o didmetro da ciclodextrina. Assim,
dependendo da ciclodextrina em causa e, por sua vez, do tamanho da cavidade, estas
sdo capazes de encapsular diferentes moléculas hospedes.!"®!

Devido a sua capacidade de se ligarem mutuamente de forma covalente ou nédo
covalente, as ciclodextrinas podem também ser utilizadas como blocos unitarios para a

construgao de complexos supramoleculares.

INTRODUGAO TEORICA 8



ENCAPSULAMENTO DE MONOMEROS DA LENHINA PELA ﬂ-CICLODEXTRINAI ESTUDOS QUIMICO E DE BIODEGRADAGAO

1.4.4. ENCAPSULAMENTO COM CICLODEXTRINAS

A mais importante caracteristica das ciclodextrinas € a sua capacidade para formar
complexos de inclus&o, vulgo encapsulamento, com uma grande variedade de compostos
liquidos, sélidos e até gasosos, por complexagdo molecular.'” Nestes complexos, tal
como apresentado na Figura 1.6., a molécula héspede ¢é retida dentro da cavidade da

molécula de ciclodextrina.

Mondmero Ciclodextrina
Hidrofébico

Complexo
(soluvel em agua)

Figura 1.6. Representacdo esquematica da incorporagdo de um mondémero na cavidade da

ciclodextring [adartado de 17]

Esta formacdo de complexos € também uma relacdo de dimensdes entre a molécula
héspede e a cavidade da ciclodextrina (molécula anfitria). I8

Durante a formacado dos complexos de inclusdo, ndo ocorre a quebra ou formacao de
nenhuma ligagdo covalente. '

As moléculas de agua presentes no interior da cavidade da ciclodextrina, ndo conseguem
satisfazer o potencial de ligacées de hidrogénio desta e como tal apresentam uma
entalpia mais elevada. A libertagcdo de moléculas de agua, com elevada entalpia, da
cavidade da ciclodextrina, segundo um grande numero de investigadores, constitui a
principal forga motora da complexagao. %

A energia global do sistema baixa, quando estas moléculas de agua sdo substituidas
pelas moléculas hospedes hidrofébicas que se encontram na solugdo, criando
associag¢des apolar-apolar e proporcionando a molécula de ciclodextrina um estado mais
estavel.

Contudo, existem outros mecanismos, apesar de menos preponderantes, que se
encontram envolvidos na formacdo de complexos de inclusao, tais como interacgbes de

van der Walls, interacgbes hidrofobicas, pontes de hidrogénio e efeitos de solvente.
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Os complexos podem ser formados quer em solugao, quer no estado cristalino, sendo
que a agua € o solvente de eleicdo, contudo a complexagdo por inclusdo com
ciclodextrinas pode ocorrer num sistema com outro co-solvente presente, bem como na

presenga de um solvente ndo aquoso.

Nem todos os compostos sédo passiveis de solubilizar em agua, tornando a complexagao
uma tarefa muito demorada ou mesmo impossivel de realizar. Nestes casos, a utilizagao
de um solvente organico para dissolver o composto é desejavel. O solvente utilizado deve
poder ser removido facilmente por evaporacdo e nao complexar com a ciclodextrina,

sendo que o etanol e o éter dietilico sdo dois bons exemplos deste tipo de solventes.!"”

A inclusdo de um composto numa ciclodextrina, pode exercer profundas alteracdes nas
propriedades fisico-quimicas desse composto, na medida em que este se encontra, pelo
menos temporariamente, encapsulado na cavidade da ciclodextrina, dando origem a

modificagdes benéficas do mesmo, que ndo seriam conseguidas de outra forma.!'% 2!

Entre estas alteragbes de propriedades, salientam-se:

— A solubilidade e velocidade de dissolugéo de substancias pouco soluveis podem
ser significativamente aumentadas;

— Muitas substéncias podem ser protegidas contra hidrdlise, oxidacéo,
isomerizacao, foto-oxidacao ou outros processos de decomposic¢ao;

— Compostos volateis podem ser fixados, evitando-se a sua perda por evaporacao;

— Compostos liquidos podem ser transformados em pds, para posterior
incorporagdo em formas sdlidas;

— Compostos incompativeis podem ser misturados, quando um deles for
complexado;

— O sabor e odor desagradaveis de algumas substancias podem ser mascarados;

— Produtos facilmente solluveis para preparacdes injectaveis, podem ser obtidos por
liofilizagdo com ciclodextrinas;

— Melhoria da biodegradacdo do composto, devido ao efeito da complexagdo com
ciclodextrinas, que consequentemente aumenta a velocidade de dissolucdo de

substancias pouco soluveis.
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A lista de potenciais compostos passiveis de encapsulamento pelas ciclodextrinas é
extensa e bastante variada, incluindo compostos como: hidrocarbonetos alifaticos,
aldeidos, acetonas, alcoois, acidos organicos, acidos gordos, compostos aromaticos,

gases e compostos polares como halogéneos, oxoacidos e aminas.®?"

A capacidade das ciclodextrinas poderem formar complexos de inclusdo com compostos
hospedes, depende de dois factores principais. Um deles é fisico e depende do tamanho
relativo da ciclodextrina face ao composto a ser encapsulado ou a determinados grupos
funcionais desse composto. Se o composto nao tiver a dimensao apropriada, ndo podera
ser incorporado correctamente na cavidade da ciclodextrina. O segundo factor critico
consiste nas interac¢des termodindmicas entre os diferentes componentes do sistema em
causa, nomeadamente a ciclodextrina, o composto a encapsular e o solvente. Para que o
complexo se forme é necessario que exista uma forga energética que atraia 0 composto

hospede para a cavidade da ciclodextrina.!"

Com base nas caracteristicas apresentadas na Tabela 1.1. para os trés tipos principais
de ciclodextrinas, nomeadamente as dimensdes do didmetro interno da cavidade e o seu
volume, a a-ciclodextrina complexa tipicamente moléculas de baixo peso molecular ou
compostos com cadeias alifaticas, a B-ciclodextrina complexa principalmente compostos
aromaticos e heterociclicos e a y-ciclodextrina pode encapsular moléculas maiores, como

macrociclicas e esteroides.

As associacbOes efectuadas, entre as ciclodextrinas e os compostos hdspedes, nao
apresentam caracter permanente, mas sim um equilibrio dindmico, que depende da
estabilidade do complexo criado bem como de interaccbes especificas, existentes

localmente, entre os atomos de superficie.

Em geral, existem quatro interacgdes energeticamente favoraveis, que ajudam a alterar o
equilibrio para a formagao dos complexos de inclusao:
— Alibertacao das moléculas polares de agua da cavidade apolar da ciclodextrina;
— O aumento do numero de ligagcbes de hidrogénio formadas, proporcionadas pela
libertagdo das moléculas de agua;
— A reducao das interacgdes repulsivas entre o composto hdéspede hidrofébico e o
ambiente aquoso circundante;
— O aumento das interacgdes hidrofébicas enquanto o composto héspede é

encapsulado na cavidade apolar da ciclodextrina.
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Na formagdo do complexo, o equilibrio inicial pode ser rapidamente atingido, contudo o
equilibrio final pode demorar a ser conseguido. Uma vez dentro da cavidade, o composto
hospede realiza ajustes de estrutura para tirar o maximo partido das fracas forgas de van

der Walls existentes.

Normalmente, o encapsulamento com ciclodextrinas ocorre devido a um fendmeno
estequiométrico, em que geralmente apenas uma molécula hospede é inclusa na
cavidade da ciclodextrina. Contudo, no caso de compostos com baixo peso molecular,
podem ser encapsuladas mais do que uma molécula e no caso de compostos de elevado
peso molecular pode ser necessaria mais do que uma molécula de ciclodextrina para
realizar o encapsulamento. Por principio, apenas uma por¢cdo do composto hdspede
necessita de ser incluso na cavidade para ocorrer a formagcdo de um complexo. Desta
forma, as relagdes molares 1:1 nem sempre sao obtidas, especialmente com compostos

de baixo ou elevado peso molecular.['”

Existem diversas condicionantes que podem afectar a capacidade de encapsulamento da
ciclodextrina, mediante determinado composto.

A temperatura apresenta mais que um efeito nos complexos formados com
ciclodextrinas. O aquecimento pode aumentar tanto a solubilidade da ciclodextrina como
do composto hoéspede, pelo que pode aumentar a probabilidade de ocorréncia de
complexagao. Contudo, ao mesmo tempo, também pode destabilizar o complexo
formado, pelo que estes efeitos normalmente necessitam de ser estudados.

Se a quantidade de agua ou outro solvente for aumentada, a solubilidade da ciclodextrina
e do composto hospede aumenta, pelo que a complexagdo ocorre mais facilmente.
Contudo, a medida que a quantidade de solvente é aumentada progressivamente, a
ciclodextrina e o composto héspede podem-se tornar tdo diluidos, que a reaccédo de
complexagao se torne menos extensa. Uma das condi¢cdes que necessita, entédo, de ser

optimizada é a quantidade de ciclodextrina para determinada quantidade de composto.

A complexacdo ocorre mais rapidamente quando o composto hdospede se encontra na

forma soluvel ou disperso sob a forma de pequenas particulas.
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1.4.5. ENSAIOS DE AVALIACAO DO ENCAPSULAMENTO

Uma das técnicas mais comummente utilizadas, para a avaliagcdo da ocorréncia de
encapsulamento pela ciclodextrina conseguido com determinado composto e por
consequéncia do equilibrio de complexacao, € o método da solubilidade na fase aquosa,
descrito por Higuchi e Connors.#

A analise da solubilidade na fase aquosa implica o estudo do efeito da ciclodextrina
(solubilizador) no composto em estudo que se deseja ser encapsulado (substrato), que
para tal é solubilizado.

Experimentalmente, o composto em causa € colocado em varios matrazes e adiciona-se
um volume de agua constante, contendo sucessivamente maiores concentragdes de
ciclodextrina. As solugdes sao agitadas, a temperatura aproximadamente constante, até
que o equilibrio se estabeleca, o que frequentemente pode demorar de alguns dias até
uma semana. Posteriormente, o restante composto na fase soélida é removido e a solugao
analisada quanto a concentracdo total de substrato.!"”

Constroi-se um diagrama de solubilidade, representando a concentragao do substrato em
funcao da respectiva concentragao de ciclodextrina adicionada.

Este método permite ndo sé avaliar qualitativamente os complexos formados, mas

também pode ser utilizado para a determinac&o das constantes de equilibrio do sistema.

A complexagdo com ciclodextrinas pode ser realizada com uma grande variedade de
técnicas, que sao utilizadas consoante as caracteristicas do material activo, a cinética de
equilibrio, etc. Contudo, independentemente da técnica utilizada, esta depende da agua

para a promover, nem que se trate de uma pequena quantidade.

Entre as técnicas utilizadas para promover o encapsulamento de compostos nas
ciclodextrinas encontram-se a mistura a seco, mistura em solugdes e suspensdes, a
preparacao de pastas e diversas técnicas termo-mecanicas.
Existem diversas técnicas para efectuar a avaliagdo do encapsulamento promovido pela
ciclodextrina a molécula hospede, nomeadamente
— Espectrofotometria de UV-Visivel;
— Espectrofluorimetria (analise da fluorescéncia); ['®
— Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio - permite a caracterizagdo da
formacdo do complexo, em solugdo, em termos de estequiometria e geometria. E
uma das mais poderosas ferramentas para a interpretacdo de associagoes

supramoleculares em solugdo aquosa; 3
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— Ensaios electroquimicos; 4

— Microscopia de Forca Atémica (AFM); %!

— Microscopia de Varrimento por Efeito Ttnel (STM); !
— Cromatografia liquida (ex.: HPLC), espectroscopia de massa — capazes de
fornecer informagao qualitativa e quantitativa sobre os complexos formados; ['°!

— Detecgao do indice de refracggo. [

1.4.6. APLICACOES

Ao longo das ultimas trés décadas as ciclodextrinas passaram de uma curiosidade
quimica para uma classe multi-funcional de compostos com inimeras aplicagdes nas
industrias alimentares, farmacéuticas, proteccdo ambiental, agricultura, quimica analitica,
alimentacéo, indUstria cosmética e indUstria téxtil. 2% 1°

As ciclodextrinas tém o seu éxodo de aplicagdo na industria farmacéutica, principalmente
para melhorar a solubilidade de drogas moderadamente solluveis. Outras vantagens
incluem o disfarce de gostos ou odores desagradaveis, estabilizacdo de compostos
sensiveis a degradacado causada por exemplo pela temperatura, oxidagao, hidrdlise ou
luz, melhorando, desta forma, a sua biodegradacéo.

As ciclodextrinas tém a capacidade para estabilizar compostos contra a degradagédo. No
entanto, estas também podem demonstrar capacidade de catalisador por forma a
acelerar reacgdes quimicas, por exemplo, reaccdes de hidrélise. Além disso, podem ser
consideradas como alguns dos mais importantes blocos de construgdo de estruturas
supramoleculares e unidades funcionais em quimica supramolecular e
nanotecnologias.["

Como foi referido anteriormente, as ciclodextrinas sdo usadas com finalidades muito
diversas. Sao aplicadas em produtos farmacéuticos, alimenticios, cosméticos, pesticidas,
produtos quimicos e quimica analitica.?”

Nas aplicagdes mencionadas, as ciclodextrinas podem ser usadas para estabilizar
emulsdes, espumas e materiais que sejam sensiveis a luz, oxigénio ou calor. Podem ser
utilizadas no controlo da volatilidade e potenciais aromaticos de especiarias ou podem
aumentar a solubilidade de substancias hidrofébicas. Apresentam habilidade para
modificar o sabor, aroma, a textura ou cor, aumentando o espectro de usos de diversas

substancias.["!
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1.5. BIODEGRADABILIDADE E CRESCIMENTO MICROBIANO

1.5.1. LAMAS ACTIVADAS E COMUNIDADE DE BIOMASSA

Os principios inerentes ao processo de lamas activadas ndo sdo muito complexos e
dificeis de compreender. De facto, até ha algumas décadas atras, alguns autores
consideravam que se dominava tudo o que alguma vez se iria saber sobre este assunto e
que estudos extra se iriam revelar sem sentido, sendo comum a afirmacao: “the bugs eat
the waste”, que mais é entdo necessario saber? !

Nos dias de hoje, a atitude de alguns investigadores encontra-se completamente
revertida, sentindo que o processo de lamas activadas é demasiado complexo para ser
compreendido de forma suficientemente clara, e como tal, poder ser controlado
eficazmente de forma a tratar o efluente atingindo o tipo de qualidade, em termos
ambientais, requerida actualmente.?”

Ambas as atitudes descritas, fornecem impressdes exageradas em ambos os sentidos e
erradas sobre o processo em causa. A realidade sobre o processo de lamas activadas

encontra-se algures entre estes pontos de vista extremos.””!

Actualmente, o processo de lamas activadas tem sido utilizado para o tratamento de
efluentes liquidos com caracteristicas bastante diversas, incluindo aqueles que contém

substancias toxicas.?”

Os processos de tratamento com recurso a lamas activadas sdo considerados, hoje em
dia, como o método mais eficiente para o tratamento biolégico dos efluentes liquidos,
quer industriais, quer municipais.'*®!

O processo de lamas activadas é baseado no desenvolvimento de uma comunidade
microbiolégica heterogénea, numa base aerdbia, que permite que o sistema seja

consideravelmente flexivel a ligeiras flutuagdes na composigao do efluente liquido.®

Os processos de tratamento de efluentes com lamas activadas sao caracterizados pelo
facto de, na generalidade, a comunidade de biomassa se encontrar sob a forma de
suspensao no efluente. Esta biomassa suspensa pode-se encontrar na forma de células
individuais ou pequenos aglomerados (condi¢cao dispersa), ou sob a forma de grandes
flocos (condigdo floculada). E esta Ultima condicdo que surge normalmente como
situacdo dominante para a comunidade de biomassa, nos processos de lamas activadas,

denominando-se de biomassa suspensa floculada.’!
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1.5.2. BIODEGRADABILIDADE E RESPIROMETRIA

A biodegradagcdo dos efluentes, ou seja, a degradagdo dos compostos poluentes
conseguida com a comunidade de biomassa existente nos processos de lamas activadas,
€ um elemento essencial para uma correcta compreensao e execucao do sistema de
tratamento de efluentes, permitindo uma correcta gestdo do mesmo. Como tal, o seu
estudo devera ser efectuado de uma forma rigorosa e completa.

Como é compreensivel, a comunidade de biomassa representa um papel critico muito
importante na biodegradacdo do efluente nos processos de tratamento com lamas

activadas e consequentemente no seu estudo.

A actividade e concentragao da populagao de biomassa (microrganismos) € crucial para o
funcionamento efectivo do sistema, e a presenca de determinadas substancias inibitérias
em concentragdes elevadas podera resultar na reducdo da actividade dos
microrganismos presentes. A existéncia de compostos cujas propriedades sao
potencialmente téxicas, para os microrganismos das lamas activadas, € uma das

principais causas de diminuicdo de eficiéncia do tratamento biolégico.®!

Uma das formas mais utilizadas actualmente para avaliar a possibilidade de tratamento
bioldégico do efluente, bem como prever os resultados obtidos com o seu tratamento,
recorrendo a processos de lamas activadas, é a respirometria.

A respirometria consiste na medigao das taxas de consumo de oxigénio da comunidade
de biomassa existente, ou seja, pelos microrganismos presentes nas lamas activadas, e
pode ser utilizado como um indicador credivel da actividade microbiolégica em meios

aerobios.®

Como foi referido anteriormente, as lamas activadas sdo uma mistura flocular de
microrganismos, constituida maioritariamente por bactérias que degradam multiplos
substratos para crescer. O crescimento destes organismos activos na biomassa de um
processo de lamas activadas, encontra-se dependente da presenca de hidratos de
carbono, proteinas, acidos nucleicos e lipidos, no efluente a tratar.?®

Os microrganismos requerem a presenga de oxigénio dissolvido para procederem a
oxidagao do alimento organico e para fornecer carbono organico de forma a que estes
possam sintetizar os compostos necessarios a sua reproducdo. Este consumo de

oxigénio é denominado de respiragdo e encontra-se intimamente ligado ao crescimento
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da comunidade de biomassa nas lamas activadas e consequentemente a biodegradacéo
do efluente residual .*®

A relacdo existente entre a respiragéo, crescimento da biomassa e o consumo total de
carbono organico, que corresponde a biodegradacédo, encontra-se representado na

Figura 1.7.

Respiragéo (A)
Energia para Subsisténcia

:

i
S

1
Carbono :
Organico (B) '
] . | Consumo total de
i1 Energiapara | : Carbono orgérlico
: Crescimento + Carbono : (Biodegradagao)
i | carbono organico Orgénico (C), b L _ )

Figura 1.7. Relacionamento entre respiragéo, crescimento e biodegradagéo [292Ptade de 281

Através da medicdo da taxa de respiragdo (A), € possivel determinar a quantidade de
carbono organico utilizado para fornecer energia (B), bem como prever a energia utilizada
para o crescimento e consequentemente determinar a quantidade de carbono orgénico
utilizado para este efeito (C), visto que pode ser assumido que existe uma relagao
directamente proporcional entre esta energia e a quantidade de carbono organico
utilizado para o crescimento (C). Como tal, a medigdo da taxa de respiragao (A), permite

a subsequente determinacdo da taxa de biodegradagao.?*®

Devido a estreita relagdo existente entre a respiragcdo, crescimento e respectiva
biodegradacgéo, torna-se evidente que, se o crescimento da biomassa é inibido, as
necessidades de energia diminuem e a taxa de respiracao é reduzida. Desta forma, como
€ necessaria uma menor quantidade de carbono para a respiragao, a taxa de consumo

de carbono e a correspondente biodegradagao diminuem.?”!

A maior parte dos métodos de respirometria sdo baseados na medicdo do oxigénio
presente no efluente em tratamento, através da utilizagdo de um sensor de oxigénio
dissolvido. Tém sido desenvolvidos diversos tipos de sensores respirométricos, entre os
quais se destacam os do tipo flowing gas-static liquid. Estes sensores possuem a
vantagem de poderem ser utilizados em concentracdes de lamas relativamente elevadas
(2000-4000 mg SSVIL), devido a continua introdugdo de oxigénio. Neste caso, o
coeficiente de transferéncia de oxigénio e a concentracdo de saturacdo de oxigénio

dissolvido necessitam de ser conhecidos para a determinagao da taxa de respirag&o.?® 3
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1.5.3. MODELOS DE AVALIAGAO DO CRESCIMENTO MICROBIANO

Nos ensaios de crescimento de microrganismos realizados em reactor “batch” verificam-
se, normalmente, as seguintes fases de crescimento, caso sejam recolhidas amostras ao

longo do tempo para quantificagdo do crescimento dos microrganismos: "

Fase exponencial
3 ’,f«’*" Fase estaciondria

Fase de laténci \A

v . Fase de morte

Tempo

Figura 1.8. Fases de metabolismo no crescimento de microrganismos "

1. Fase de laténcia ou fase lag: fase que s6 ocorre quando 0s microrganismos nao
estdo adaptados ao meio. A taxa de crescimento é praticamente nula, ou seja, o

numero de células ndo aumenta;

2. Fase de crescimento exponencial: as células crescem a uma taxa constante e
maxima e sintetizam reservas de alimentos para serem utilizadas quando houver

pouco ou nenhum alimento;

3. Fase estacionaria: o numero de células novas € praticamente igual ao numero de
células que morrem, de modo que a densidade populacional nao muda (fase de

velocidade de crescimento nula).

4. Fase de decaimento: fase em que a taxa de morte excede a taxa de crescimento.
Esta fase também €& conhecida como fase de respiracdo enddgena, pois em
condicdes de falta de substrato uma proporgéo consideravel de células sobrevive

utilizando as suas reservas internas para manutengao e sobrevivéncia.
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1.5.3.1. MODELO DE MONOD

O modelo de Monod ¢ utilizado para reacgbes com as mesmas fases de metabolismo
citadas anteriormente, ndo existindo, no entanto, a fase de decaimento.

O modelo de Monod é um modelo microbiologico classico, com aplicagao na avaliagao de
processos de biodegradacao®, que foi desenvolvido por Monod em 1942 como um
modelo empirico para descrever o crescimento microbiético.?!

Este distingue-se de modelos de crescimento classico, tais como os propostos por
Gompertz (1825), Verhulst (1845, 1847) ou Richards (1959), devido a introducdo do
conceito de nutriente limitante. Um nutriente é definido como limitante quando existe uma
relacdo causa-efeito entre o seu consumo e o terminus do crescimento. Este aspecto
deterministico do modelo de Monod pode ser uma das razées do seu sucesso.??

O modelo de Monod tem sido, durante mais de 60 anos, um dos modelos mais

frequentemente utilizados em microbiologia.®*

Uma das muitas aplicagbes praticas importantes do modelo de Monod é a avaliagao da
cinética de biodegradacao de poluentes organicos em sistemas ambientais (Blok, 1994;
Blok, Struys, 1996).54 3!

O modelo de Monod descreve o crescimento dos microrganismos com base em trés
parametros:

— taxa especifica de crescimento maxima (um);

— constante de meia saturagédo ou de Monod (Ko);

— concentrag&o do substrato limitante (S). [ !

No caso da cinética de biodegradacéo, estes parametros podem ser utilizados como
critério para a avaliagcdo da biodegradabilidade dos poluentes organicos de um

determinado efluente .

A taxa especifica de crescimento maxima representa a taxa maxima de crescimento
obtida para condigbes nao limitantes. A constante de Monod (Ks) é a concentragédo do
nutriente limitante para a qual a taxa de crescimento € metade da taxa de crescimento

maxima e representa a afinidade do organismo face aos nutrientes existentes.

Os valores de un, € Ks dependem do microrganismo, do nutriente limitante, do meio e de

factores como temperatura e pH."*®
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O modelo de Monod é descrito pela equagdo apresentada seguidamente:*%

1de My XS

X*at 4Tk es

S

(equacédo 1.)

Em que u é a taxa especifica de crescimento microbiano e X representa a concentracéo

de microrganismos.

Na Figura 1.9. é representada a relagdo entre p e S, prevista pelo modelo de Monod, uma
hipérbole que representa u,, como valor assintético.*"

Em condi¢des de abundancia de substrato, os microrganismos crescem com velocidade
maxima (Mm). Quando o substrato deixa de se encontrar em abundancia no meio, p
diminui, até atingir o valor de zero quando a concentragdo de substrato se esgotar

completamente.®"

By [

L2 gy [z

Taxa de crescimento especifica

KS Substrato

Figura 1.9. Relagao entre u e S prevista pelo modelo de Monod [#¢aptade de 36]

Os objectivos desta dissertacdo sdo o estudo do encapsulamento de mondmeros da
lenhina pela p—ciclodextrina, tendo em vista a sua aplicagéo e utilizagdo no tratamento de
efluentes das industrias do papel e celulose.

Os complexos foram avaliados quimicamente por forma a avaliar a sua influéncia na
solubilidade dos mondmeros em estudo: acido sinapico e alcool coniferilico. Foi
igualmente avaliada e comparada a biodegradabilidade dos mondmeros livres ou quando

encapsulados pela p—ciclodextrina.
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CAPITULO 2. ESTUDO QUIMICO DO ENCAPSULAMENTO DO AcCIDO SINAPICO E DO ALcooL
CONIFERILICO

Durante este capitulo apresenta-se o estudo quimico de compostos modelo da lenhina. O
alcool sinapilico encontra-se disponivel comercialmente a pregos muito elevados pelo
que, com o objectivo de sistematizar e optimizar os estudos de solubilidade e de
complexacdo, se optou por utilizar um percursor deste alcool, o Acido Sinapico (AS) que
é de mais facil obteng&o. Simultaneamente, o estudo deste acido é igualmente relevante
uma vez que também se encontra habitualmente presente nos efluentes.

Posteriormente, efectuaram-se ensaios com um outro composto modelo, o Alcool
Coniferilico (AC).

2.1. PARTE EXPERIMENTAL

2.1.1. Acipo SINAPICO

2.1.1.1. MATERIAIS

= B-Ciclodextrina (BCD) [Férmula molecular: C4;H70O35 ; Peso molecular:
1134,88 g/mol; Sigma-Aldrich]

* Acido Sinapico [Férmula molecular: C11H,0s ; Peso molecular: 224,21
g/mol; Sigma-Aldrich]

= Agua desionizada

= Filtros de seringa [Schleicher & Schuell]

= Micropipetas automaticas [Eppendorf Research]

= Banho de ultra-sons [VWR USC100TH]

= Incubadora [I[VYMEN 200D]

= Espectrofotometro de UV-Visivel [UV-1700 PharmaSpec Shimadzu]

= Balanga analitica [Precisa 205A SuperBal-series]

= Voértex [B.Braun, Certomat® MV]
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2.1.1.2. METODOS

Para a optimizacao da metodologia, as solugbes foram preparadas de duas formas
distintas: preparacéo de solugdes a partir de uma solugdo-mae ou preparacgao directa das
solugdes a concentragdo requerida, através da introducdo da quantidade de composto
necessaria. A conjugacédo deste procedimento para os dois compostos (AS e BCD)

permitiu a aplicagao de trés métodos distintos.

Foram preparadas solugdes em AS de varias concentracbes, nomeadamente 15, 30, 50,
60 e 100 uM (concentragao tedrica maxima). A concentragao das solugdes de BCD variou
entre 0 e 21 mM. Posteriormente a preparagao das solugbes conjugadas (solugbes com
AS e BCD), estas foram incubadas (300 rpm; 25 °C).

O tempo de incubacgao foi, também, um paradmetro em estudo, variando de 48h a 88h.
Apébs incubacédo, as solugdes foram filtradas (filtros de porosidade igual a 0,45 uM) e
analisadas por espectrofotometria de UV-Visivel, na gama de comprimento de onda entre

190nm e 420nm, utilizando cuvetes de quartzo.

2.1.1.2.1. METODO A

Preparou-se uma solugdo-mae de AS por pesagem rigorosa de uma quantidade
apropriada e posterior dissolugdo em 100,00 mL. A solugao foi colocada num banho de
ultra-sons durante 5 minutos. Colocou-se o volume necessario desta solugao-mae de AS
em cada baldo volumétrico onde ja se encontrava a BCD. Por fim, perfez-se cada baldo
volumétrico com agua desionizada. Obteve-se assim, solugdes com as concentragdes
desejadas de BCD e AS.

Os dados experimentais usados na preparacdo da experiéncia resumem-se na Tabela

2.1. Apés preparacgao das solugdes estas foram incubadas (300 rpm; 25 °C) durante 48h.
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Tabela 2.1. Preparagéo das solugdes com BCD e AS utilizando o método A

sowgao Vet MEY T e m[(Q]S) lA[SJrnnAéf'm
1 0,010000 0,0000 0,00 0,150 3,62E-05 16,1
2 0,010000 0,0297 2,62 0,150 3,62E-05 16,1
3 0,010000 0,0582 5,13 0,150 3,62E-05 16,1
4 0,010000 0,0881 7,76 0,150 3,62E-05 16,1
5 0,010000 0,1176 10,36 0,150 3,62E-05 16,1
Solugéo so.\u/;f,a['u m([Bg(]ZD) |[L;§:“|A3]| Y g m [(Q]S) |A[smx.“>
6 0,010000 0,0000 0,00 0,300 7,23E-05 32,2
7 0,010000 0,0313 2,76 0,300 7,23E-05 32,2
8 0,010000 0,0593 5,22 0,300 7,23E-05 32,2
9 0,010000 0,0886 7,81 0,300 7,23E-05 32,2
10 0,010000 0,1174 10,34 0,300 7,23E-05 32,2
Soluggo _ Vies, | MBCD)  PCO Vamomensens T lAmléf'(l)
11 0,010000 0,0000 0,00 0,600 1,45E-04 64,5
12 0,010000 0,0298 2,63 0,600 1,45E-04 64,5
13 0,010000 0,0602 5,30 0,600 1,45E-04 64,5
14 0,010000 0,0886 7,81 0,600 1,45E-04 64,5
15 0,010000 0,1175 10,35 0,600 1,45E-04 64,5

A concentragdo referenciada com @ traduz uma concentragdo tedrica maxima,

correspondente a quantidade de AS que existe na solucao inicial.
2.1.1.2.2. METODO B

Pesou-se rigorosamente uma quantidade apropriada de AS (Tabela 2.2.) para cada balao
volumétrico. Paralelamente, preparou-se uma solugdo-mae de BCD com concentragao
0,0210 mol/L, a qual foi submetida a banho de ultra-sons durante o tempo necessario a
completa solubilizagdo da BCD. Colocou-se o volume necessario desta solugdo-mae de
BCD em cada baldo volumétrico onde ja se encontrava o AS. Por fim, perfez-se cada
baldo volumétrico com &gua desionizada. Obtiveram-se, assim, solu¢gdes com as
concentracoes desejadas de BCD e AS. Resumem-se os dados experimentais usados na
preparacdo da experiéncia na Tabela 2.2. Apos preparagao das solucdes estas foram
incubadas (300 rpm; 25 °C) durante 48h.
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Tabela 2.2. Preparagéo das solugdes com CD e AS utilizando o método B

swsdo Vot Pl Vo meow M
1 0,010000 0,00 0,00 2,60E-04 116
2 0,010000 3,00 1,42 2,60E-04 116
3 0,010000 6,00 2,85 2,30E-04 103
4 0,010000 9,00 4,27 2,00E-04 89,2
5 0,010000 12,00 5,69 2,80E-04 125

A concentracdo referenciada com ® traduz uma concentracdo tedrica maxima,

correspondente a quantidade de AS que existe na solucao inicial.

2.1.1.2.3. METODO C

Preparou-se uma solugdo-méae de BCD com concentragao aproximada a 0,025 mol/L, a
qual foi colocada em banho de ultra-sons durante o tempo necessario a completa
solubilizagdo da BCD. Colocou-se um volume apropriado de solugdo-mae de BCD em
cada baldo volumétrico.

Preparou-se uma solugdo-mae de AS por pesagem rigorosa de uma quantidade
apropriada de AS por forma a obtencdo de uma solugdo com concentragdo tedrica
maxima de 0,001 mol/L. Apés homogeneizagcdo da solugdo-mée de AS em voértex,
colocou-se o volume adequado desta solugcdo em cada baldo volumétrico, por forma a
obtengdo das solugbes com as concentragdes desejadas, perfazendo-se com agua
desionizada. Obtiveram-se, assim, solugbes com as concentragbes desejadas de CD e
AS. Os dados experimentais usados na preparagdo da experiéncia resumem-se nas
Tabelas 2.3. e 2.4.

Apoés a preparacao das solugbes descritas na Tabela 2.3., estas foram incubadas (300
rpm; 25 °C) durante 48h.

Apés a preparacao das solugbes descritas na Tabela 2.4., estas foram incubadas (300
rpm; 25 °C), efectuando-se a sua analise diariamente, até um periodo total de incubacao
de 88h.
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Tabela 2.3. Preparagéo das solugdes com BCD e AS utilizando o método C

Vfinal \ solucdo-mée |ﬁCD| \Y solucdo-mae AS m(AS) |AS|méx.(1)

Solugao solugo[L] pco [ML] [mM] [mL] [o] [uM]
1 0,010000 0,00 0,00 0,300 6,73E-05 30,0
2 0,010000 1,16 3,00 0,300 6,73E-05 30,0
3 0,010000 2,32 6,00 0,300 6,73E-05 30,0
4 0,010000 3,47 9,00 0,300 6,73E-05 30,0
5 0,010000 4,63 12,00 0,300 6,73E-05 30,0
6 0,010000 5,79 15,00 0,300 6,73E-05 30,0
7 0,010000 6,95 18,00 0,300 6,73E-05 30,0
8 0,010000 8,11 21,00 0,300 6,73E-05 30,0

soiwgto_vony Vi et mesw MR
9 0,010000 0,00 0,00 0,50 1,12E-04 50,0
10 0,010000 1,16 3,00 0,50 1,12E-04 50,0
11 0,010000 2,32 6,00 0,50 1,12E-04 50,0
12 0,010000 3,47 9,00 0,50 1,12E-04 50,0
13 0,010000 4,63 12,00 0,50 1,12E-04 50,0
14 0,010000 5,79 15,00 0,50 1,12E-04 50,0
15 0,010000 6,95 18,00 0,50 1,12E-04 50,0
16 0,010000 8,11 21,00 0,50 1,12E-04 50,0

souggo Vg | Vo o g mes) Mo
17 0,010000 0,00 0,00 1,00 2,24E-04 100
18 0,010000 1,16 3,00 1,00 2,24E-04 100
19 0,010000 2,32 6,00 1,00 2,24E-04 100
20 0,010000 3,47 9,00 1,00 2,24E-04 100
21 0,010000 4,63 12,00 1,00 2,24E-04 100
22 0,010000 5,79 15,00 1,00 2,24E-04 100
23 0,010000 6,95 18,00 1,00 2,24E-04 100
24 0,010000 8,11 21,00 1,00 2,24E-04 100

A concentracdo referenciada com ® traduz uma concentracdo tedrica méaxima,

correspondente a quantidade de AS que existe na solucao inicial.
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Tabela 2.4. Preparagéo das solugdes com BCD e AS utilizando o método C

Vfinal Vv solucdo-mée |BCD| \Y solucao-mae AS m(AS) |AS|méx.(1)

Solugao solugao[L]  peo [ML] [mM] [mL] [g] [uM]
1 0,02500 0,00 0,00 4,75 1,12E-03 100
2 0,02500 6,23 3,00 4,75 1,12E-03 100
3 0,02500 12,46 6,00 4,75 1,12E-03 100
4 0,02500 18,69 9,00 4,75 1,12E-03 100
5 0,02500 24,92 12,00 4,75 1,12E-03 100
6 0,02500 31,15 15,00 4,75 1,12E-03 100

A concentracdo referenciada com ® traduz uma concentracdo tedrica méaxima,

correspondente a quantidade de AS que existe na solucao inicial.
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2.1.2. ALcooL CONIFERILICO

2.1.2.1. MATERIAIS

= B-Ciclodextrina [Férmula molecular: C4H70O35 ; Peso molecular: 1134,88
g/mol ; Sigma-Aldrich]

» Alcool Coniferilico [Férmula molecular: C1oH;,03 ; Peso molecular: 180,20
g/mol; Sigma-Aldrich]

= Agua desionizada

= Hidréxido de Sodio 0,1 mol/L [Sigma-Aldrich]

= Papel de aluminio

= Parafilme

= Filtros de seringa [Schleicher & Schuell]

= Micropipetas automaticas [Eppendorf Research]

= Banho de ultra-sons [VWR USC100TH]

* Incubadora [IVYMEN 200D N/S 0020082]

= Espectrofotometro de UV-Visivel [UV-1700 PharmaSpec Shimadzu]

= Balancga analitica [Precisa 205A SuperBal-series]

= Medidor de pH [Consort C831a]

2.1.2.2. METODOS

21.221. AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO ALcooL
CONIFERILICO

Foram preparadas solugdes com 700 uM em AC (concentragao tedrica maxima) e com
concentragcao em BCD a variar entre 0 e 15 mM.

As solugbes preparadas foram cobertas com parafilme e papel de aluminio (uma vez que
o AC ¢é sensivel ao ar e a luz) e incubadas (300 rpm; 25 °C) durante 147,5h.
Posteriormente, as solu¢des foram filtradas (filtros de porosidade igual a 0,45 uM) e
analisadas por espectrofotometria de UV-Visivel, nha gama de comprimento de onda entre

190 nm e 350 nm, utilizando cuvetes de quartzo.

Para a preparacao das solugdes foi utilizado o “Método B” utilizado para os estudos de

solubilidade do Acido Sinapico.
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A preparagao das solugbes foi efectuada pela introdugdo da massa apropriada de AC em
cada balao volumétrico. Preparou-se uma solugao-mae de BCD com concentragdo de
0,024 mol/L, a qual foi colocada em banho de ultra-sons durante o tempo necessario a
completa solubilizagdo da BCD. Colocou-se o volume necessario desta solucdo-mae de
BCD em cada baldo volumétrico onde ja se encontrava o AC e perfez-se cada balédo
volumétrico com agua desionizada. Obtiveram-se assim, solu¢gdes com as concentragdes
desejadas de BCD e AC. Os dados experimentais usados na preparagao da experiéncia

resumem-se na Tabela 2.5.

Tabela 2.5. Preparagéo das solugées com BCD e AC

1
sowsdo oy o Ve meo M
1 0,05000 0,00 0,00 6,40E-03 710
2 0,05000 3,00 6,12 6,10E-03 677
3 0,05000 6,00 12,24 6,40E-03 710
4 0,05000 9,00 18,36 6,30E-03 699
5 0,05000 12,00 24,48 6,40E-03 710
6 0,05000 15,00 30,60 6,40E-03 710
7 0,05000 0,00 0,00 5,90E-03 655
8 0,05000 6,00 12,24 5,90E-03 655

A concentracdo referenciada com @ traduz uma concentracdo tedrica méaxima,
correspondente a quantidade de AC que existe na solucao inicial.
As solucbes 7 e 8 foram preparadas para serem utilizadas como controlo nos ensaios de

biodegradabilidade.

2.1.2.2.2. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO ALcooL
CONIFERILICO

Efectuou-se um estudo por forma a avaliar e comparar a estabilidade do AC na forma

livre e quando encapsulado pela BCD.

Preparou-se uma solugdo de BCD com concentracdo 12 mM, a qual foi submetida a
banho de ultra-sons durante o tempo necessario a completa solubilizagdo da BCD.
Paralelamente, pesou-se para cada um de 2 balbes volumétricos, uma quantidade

rigorosa de AC. Perfez-se um dos balbdes volumétricos com agua desionizada (Solugao 1)
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enquanto que o outro com solugdo de BCD (Solugédo 2). Resumem-se os dados
experimentais usados na preparacado da experiéncia na Tabela 2.6. As solugbes foram

protegidas ao abrigo da luz e do ar e incubadas (300 rpm; 25 °C) durante 72h.

Tabela 2.6. Preparagéo das solugées com BCD e AC

. Viinal m(BCD) |BCD| m(AC) |AC|max. Y
Solucéao
¢ solugéo[l—] [g] [mM] [g] [mM]
1 0,10000 - - 0,0185 1,03
2 0,10000 1,3633 12,012 0,0185 1,03

A concentracdo referenciada com ® traduz uma concentracdo tedrica maxima,

correspondente a quantidade de AC que existe na soluc¢ao inicial.

No final da incubacéao, efectuou-se a preparacao das solugdes de acordo com a Tabela
2.7.

Tabela 2.7. Preparagao e concentragdes das solugdes A-D

Gobelé | Solugdo 1 Solugdio 2 Agua Desionizada | [BCD|[MM]  |AC|ma. > [MM]
A 20mL - 20 mL 0,0 0,5
B | e 20 mL 20 mL 6,0 0,5
C 20mL - 20 mL 0,0 0,5
D | - 20 mL 20 mL 6,0 0,5

A concentracdo referenciada com ® traduz uma concentracdo tedrica méaxima,

correspondente a quantidade de AC que existe na solucgao inicial.

Mediu-se o pH das 4 solugdes (A-D) e acertou-se, com hidroxido de sodio 0,1M, a pH 7,2.
Imediatamente apds o acerto do pH, efectuou-se a analise espectrofotométrica das 4
solugdes (A-D), no comprimento espectral entre 190nm e 350nm.

As solugdes C e D foram protegidas ao abrigo da luz e do ar e incubadas (300 rpm; 25
°C) durante 24h. As solugdes A e B, foram alvo de acertos de pH, filtracdo e analises
espectrofotométricas a t = 50min, t = 90min, t = 130min.

No final das 24h, efectuou-se o acerto de pH, filtrou-se e analisou-se

espectrofotometricamente as 4 solu¢des (A-D).
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2.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1. Acipo SINAPICO

2.2.1.1. DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA POR UV-VISIVEL DO
AcIDO SINAPICO

Com o objectivo da analise da formagdo do complexo por espectrofotometria de UV-
Visivel e determinacao quantitativa do AS presente em solucao, tragou-se o espectro de
UV-Visivel no intervalo espectral entre 190 nm e 420 nm, de uma solucdo de AS de
concentragao 50 uM (Figura 2.1.). Verificou-se o aparecimento de dois 2 maximos: um a

228 nm e outro a 308 nm.

Abs =f (A)

" 308 hm

1
0,9 / X 228 nm

0,4

0,3 -

0.2 o/
" \
0 T T f f f f T T T

190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430
A (nm)

Figura 2.1. Espectro do Acido Sinépico na zona do UV-Visivel (190 nm a 420 nm)

Com a intengdo de desenvolver um método quantitativo rapido para a determinacédo do
AS, fez-se um estudo da zona linear de resposta por espectrofotometria de UV-Visivel.
Prepararam-se padrdes de AS com agua desionizada e tragou-se a sua curva de
calibragdo ao comprimento de onda 308nm, com concentragdes compreendidas entre 0 e
500 pM.
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Figura 2.2. Curva de calibragéo do Acido Sinapico com concentragdes compreendidas

entre 0 e 500 uM

Para os estudos seguintes optou-se por trabalhar na gama de concentragdes

compreendida entre 0 uM e 123 uM.

Na Figura 2.3. apresenta-se uma recta de calibragdo tipica para esta gama de

concentracoes.
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Figura 2.3. Recta de calibragdo do Acido Sinapico com concentracdes compreendidas

entre 0 uM e 123 uM
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2.2.1.2. AVALIAGCAO DA SOLUBILIDADE DO Acipo SINAPICO

Foram realizados estudos de solubilidade pelo método A (vide secg¢ao 2.1.1.2.1) usando
concentracdes de AS de 16, 32 e 65 uM (concentragdes tedricas maximas) e de BCD
entre 0 e 10 mM. Esta andlise permite a avaliacido da quantidade de AS, presente em
solucao, que foi solubilizada. Os resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel
a comprimento de onda 308nm apresentam-se na Tabela A1. no Anexo A. A

representacao grafica destes resultados apresenta-se na Figura 2.4.
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Figura 2.4. Resultados obtidos para a solubilizagao do AS em fungéo de

concentragdes crescentes de CD

Os resultados obtidos na Figura 2.4. mostram que o aumento da concentragao de CD
nao se traduz num aumento da solubilidade do composto AS. Verifica-se, no entanto, um
aumento gradual da concentragao de AS solubilizado com o aumento da concentragao de

BCD para |AS|nax. = 16,1uM, enquanto que para os restantes a concentragdao de AS

mantém-se praticamente constante com a variagdo da concentragao de BCD.
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Para avaliar a taxa de solubilizacdo efectiva do AS, subtraiu-se a quantidade de AS
solubilizado o valor obtido para a concentragédo zero em BCD (solugdo controlo), para
todas as concentragbes de BCD (com este procedimento exclui-se a solubilizagdo do
composto sem a interferéncia da BCD). Efectuou-se a divisdo dos valores obtidos pela
quantidade inicial de composto e multiplicou-se por 100 (percentagem). A taxa de

solubilizacao efectiva € dada pela equagao 1.

Taxa de solubilizagéo = [M(AS)empot = M(AS) tempo t |scp=0] / M(AS)tempo 0 * 100  (equacao 2.)

Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela A2. no Anexo A e graficamente na
Figura 2.5.

Taxa de solubilizacdo do AS =f (|BCD])
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Figura 2.5. Resultados obtidos para a taxa de solubilizagdo de AS sob a influéncia de

concentragdes crescentes de CD

Se avaliarmos a taxa de solubilizagao do AS (Figura 2.5.) para o caso das solugdes com
concentracao tedérica maxima em AS de 16,1 uM, verifica-se que a taxa de solubilizagao

do composto aumenta com o aumento da concentragao de BCD.

Devido aos resultados obtidos ndo serem conclusivos, testou-se um outro método.
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Foram realizados estudos de solubilidade pelo método B (vide secg¢ao 2.1.1.2.2) usando
concentragdes de AS entre 89 e 116 uM (concentragdes tedricas maximas) e de BCD
entre 0 e 12 mM. A partir dos valores de absorvancia lidos e da curva de calibragcao
determinou-se a quantidade de AS solubilizada. Os resultados obtidos por
espectrofotometria de UV-Visivel a comprimento de onda 308nm apresentam-se na
Tabela A3 no Anexo A. A representacao grafica de |AS| vs |BCD| apresenta-se na Figura

2.6.
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Figura 2.6. Resultados obtidos para uma solugéo de concentragao teérica em AS aproximada a

100 puM sob a influéncia de concentrac¢des crescentes de CD

Os resultados obtidos na Figura 2.6. permitem observar um aumento da solubilidade do

composto AS em fungdo do aumento da concentragéo de CD.

Efectuou-se a determinacao da taxa de solubilizacdo efectiva do AS, de acordo com a
equacdo 2. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela A4. no Anexo A e

apresentam-se graficamente na Figura 2.7.
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Figura 2.7. Resultados obtidos para a taxa de solubilizagdo de AS sob a influéncia de

concentragdes crescentes de CD

Pela avaliagdo da Figura 2.7. verifica-se que a taxa de solubilizagdo do AS aumenta

consideravelmente com o aumento da concentragao de BCD.

No entanto, esta metodologia (Método B) esta associada a um elevado erro experimental
devido a pequena massa de AS utilizada (~2,30E-04 g); Preparar solugdo de maior
quantidade em AS implicaria aumentar a quantidade de BCD, que ndo é de facil

obtencéo.

Assim, repetiu-se o estudo anterior, utilizando um outro método, o método C (vide secgéo
2.1.1.2.3) usando concentragdes de AS de 30, 50 e 100 uM (concentragbes teodricas
maximas) e BCD a variar entre 0 e 21 mM.

Neste ensaio efectuou-se também um outro estudo: tragcaram-se os espectros de UV-
Visivel no intervalo de comprimento de onda entre 190nm e 420nm, por forma a avaliar
se havia deslocamento dos comprimentos de onda relativos a maxima absor¢ido. Os

resultados obtidos apresentam-se nas Figuras 2.8., 2.9. e 2.10.
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Abs = f(A)
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Figura 2.8. Espectros de UV-Visivel das solu¢des de concentragdo tedrica maxima em AS igual a

30 uM sob a influéncia de concentragdes crescentes de CD
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Figura 2.9. Espectros de UV-Visivel das solu¢des de concentragao tedrica maxima em AS igual a

50 uM sob a influéncia de concentragdes crescentes de CD
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Figura 2.10. Espectros de UV-Visivel das solugbes de concentragéo tedrica maxima em AS igual a

100 uM sob a influéncia de concentracgdes crescentes de BCD

Verifica-se, pela andlise das trés figuras anteriores, que nao existe deslocamento dos
comprimentos de onda relativos a absorvancia maxima, pois estes mantém-se em

valores proximos de 308nm e 228nm.

Os resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a comprimento de onda
308nm apresentam-se na Tabela A5. no Anexo A e a representacéo grafica de |AS| vs

|BCD| apresenta-se na Figura 2.11.
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|AS| = f(|BCDI)
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Figura 2.11. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 308 nm para a
solubilizagdo de AS sob a influéncia de concentragdes crescentes de BCD e da concentragao

tedrica maxima inicial de AS

Os resultados obtidos na Figura 2.11. mostram que o aumento da concentracdo de BCD

nao se traduz num aumento significativo da solubilidade do composto AS.

Foram realizados novos estudos de solubilidade analisando-se também um outro factor: o
tempo de incubacdo. Para estes estudos seguiu-se o0 método C (vide secgéo 2.1.1.2.3)
usando concentragao de AS de 100 uM (concentracao tedrica maxima) e concentragbes
de BCD a variar entre 0 e 15 mM. Efectuou-se a analise espectrofotométrica ao final de
20, 42, 65 e 88 h (cerca de 4 dias), mantendo as solugdes em incubacgao (300 rpm, 25°C)

durante toda a experiéncia.

Neste ensaio efectuou-se novamente a analise no intervalo espectral entre 190 nm e 420
nm, por forma a avaliar se havia deslocamento dos comprimentos de onda relativos a
absorvancia maxima. Os resultados obtidos apresentam-se seguidamente, nas Figuras
212.a217.

ESTUDO QUIMICO DO ENCAPSULAMENTO DO ACIDO SINAPICO E DO ALCOOL CONIFERILICO 38



ENCAPSULAMENTO DE MONOMEROS DA LENHINA PELA ﬂ-CICLODEXTRINAI ESTUDOS QUIMICO E DE BIODEGRADAGAO

Abs =f (1)

——20h [BCD| = 0 mM
——42h [BCD| = 0 mM

65h |IBCD| =0 mM -
.

0,0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ T ‘ ‘
190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430
A (nm)

2,0

1,6

1,2

Abs

0,8 -

0,4 -

Figura 2.12. Espectros de UV-Visivel de uma solugéo de |AS| = 100 uM e |BCD|= 0 mM,
ao longo do tempo de incubagéo (20h, 42h, 65h)
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Figura 2.13. Espectros de UV-Visivel de uma solugéo de |AS| = 100 uM e |BCD|= 3 mM,
ao longo do tempo de incubagao (20h, 42h, 65h e 88h)
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Figura 2.14. Espectros de UV-Visivel de uma solugéo de |AS| = 100 uM e |BCD|= 6 mM,
ao longo do tempo de incubagao (20h, 42h, 65h e 88h)
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Figura 2.15. Espectros de UV-Visivel de uma solugéo de |AS| = 100 uM e |BCD|= 9 mM,
ao longo do tempo de incubagao (20h, 42h, 65h e 88h)
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Figura 2.16. Espectros de UV-Visivel de uma solugéo de |AS| = 100 uM e |BCD|= 12 mM,
ao longo do tempo de incubagao (20h, 42h, 65h e 88h)
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Figura 2.17. Espectros de UV-Visivel de uma solugéo de |AS| = 100 uM e |BCD|= 15 mM,
ao longo do tempo de incubacgéo (20h, 42h, 65h e 88h)
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Os resultados obtidos nas Figuras 2.12. a 2.17. mostram que efectivamente houve um
deslocamento dos comprimentos de onda relativos a absorvancia maxima, de 308 nm e 228 nm
para 314 nm e 232 nm, respectivamente. O deslocamento, se bem que pequeno, podera significar

que houve formagdo de um complexo.

Efectuou-se a analise espectrofotométrica das solugdes nos dois comprimentos de onda
em causa: 232 nm e 314nm. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Tabelas A6.

a A9. no Anexo A e apresentam-se graficamente nas Figuras 2.18. e 2.19.
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Figura 2.18. Resultados obtidos para a solubilizagao de AS sob a influéncia de concentragbes

crescentes de BCD e do tempo de incubagao (resultados obtidos a 232nm).

ESTUDO QUIMICO DO ENCAPSULAMENTO DO ACIDO SINAPICO E DO ALCOOL CONIFERILICO 42



ENCAPSULAMENTO DE MONOMEROS DA LENHINA PELA ﬂ-CICLODEXTRINAI ESTUDOS QUIMICO E DE BIODEGRADAGAO
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Figura 2.19. Resultados obtidos para a solubilizagao de AS sob a influéncia de concentragbes

crescentes de BCD e do tempo de incubagéao (resultados obtidos a 314nm).

Os resultados obtidos nas Figuras 2.18. e 2.19. mostram que o aumento da concentragao
de BCD e o aumento do tempo de incubagdo nao se traduz numa variagdo da

solubilidade do composto AS.

ESTUDO QUIMICO DO ENCAPSULAMENTO DO ACIDO SINAPICO E DO ALCOOL CONIFERILICO 43



ENCAPSULAMENTO DE MONOMEROS DA LENHINA PELA ﬂ-CICLODEXTRINAI ESTUDOS QUIMICO E DE BIODEGRADAGAO

2.2.2. ALcooL CONIFERILICO

2.2.2.1. DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA POR UV-VISIVEL DO
ALcooL CONIFERILICO

Com o objectivo da analise da formagdo do complexo por espectrofotometria de UV-
Visivel e determinacao quantitativa do AC presente em solucéo, tragou-se o espectro de
UV-Visivel no intervalo espectral entre 190 nm e 350 nm (Figura 2.20.). Preparou-se uma
solugédo padréo de AC 150 uM e verificou-se o aparecimento de dois 2 maximos: um a

212 nm e outro a 263 nm.
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Figura 2.20. Espectro do Alcool Coniferilico na zona do UV

Tendo como objectivo o desenvolvimento e utilizagdo nos estudos posteriores de um
método espectrofotométrico para determinacido quantitativa do AC, fez-se um estudo do
intervalo de resposta linear entre a Absorvancia e a concentracdo de AC ao
comprimentos de onda de 263 nm. Assim, tragou-se uma recta de calibragdo usando

padroes de AC com concentragdes compreendidas entre 0 e 1250 pM.
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O padrao de concentragao 300 uM atingiu o limite maximo de resposta do equipamento
pelo que a anadlise se restringiu ao intervalo de concentragdes entre 0 e 300 uM. Na

Figura 2.21. apresenta-se a curva de calibragéo obtida.
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Figura 2.21. Recta de calibracdo do Alcool Coniferilico com concentracdes compreendidas
entre 0 e 300 uM, a 263 nm
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2.2.2.2. AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO ALcooL CONIFERILICO

No sentido de avaliar a variagao da solubilidade do AC por formacdo de um complexo
com BCD realizou-se um estudo ao longo de 7 dias. Para estes estudos utilizou-se o
método B descrito nos estudos do Acido Sinapico (vide secgdo 2.1.2.2.1) usando uma
concentracao tedrica maxima de AC de 700 uM e concentragao de BCD a variar entre O e
15mM.

As razbes para se preparar solucbes com uma concentragao tedrica maxima de AC
superior a 300 uM prende-se com o facto de ser necessario uma solugédo saturada deste
composto e, por outro lado, diminuir os erros experimentais na pesagem.

Durante os estudos efectuados verificou-se que as solugdes preparadas apresentavam
concentragdes numa zona em que a Lei de Beer ndo € aplicavel. Assim, nos estudos
espectrofotométricos subsequentes foi efectuada uma diluigao prévia das solucdes de 1:5

com agua desionizada.

Foram efectuadas leituras por espectrofotometria de UV-Visivel a tempos de incubacao
diferentes, nomeadamente as 20, 42, 65, 86, 112, 136,5 e 147,5h, ao comprimento de
onda 263 nm.

Efectuou-se a analise no intervalo espectral entre 190 nm e 350 nm, por forma a avaliar a
influéncia de concentragdes crescentes de BCD nos comprimentos de onda onde ocorre
absorvancia maxima no espectro do AC. O deslocamento dos comprimentos de onda
relativos a absorvancia maxima foi também estudada. Os resultados obtidos apresentam-

se seguidamente, nas Figuras 2.22. a 2.25.
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Figura 2.22. Resultados espectrofotométricos da analise espectral das solugbes de concentragcéo
tedrica maxima inicial de AC 700 uM pela influéncia de concentrag¢des crescentes de fCD

(solugdes sujeitas a diluigdo 1:5), para t = 20h.
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Figura 2.23. Resultados espectrofotométricos da analise espectral das solugbes de concentragéo
tedrica maxima inicial de AC 700 uM pela influéncia de concentrag¢des crescentes de fCD

(solugdes sujeitas a diluicao 1:5), para t = 42h.
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Figura 2.24. Resultados espectrofotométricos da analise espectral das solugbes de concentragéo

tedrica maxima inicial de AC 700 uM pela influéncia de concentragbes crescentes de BCD
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Figura 2.25. Resultados espectrofotométricos da analise espectral das solugbes de concentragéo

tedrica maxima inicial de AC 700 uM pela influéncia de concentragdes crescentes de fCD

(solugdes sujeitas a diluigdo 1:5), para t = 86h.
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A analise dos dados obtidos, em especial os correspondentes a um tempo de incubagéo
de 86 h, permitem verificar que ocorre um aumento da solubilidade do AC com o
incremento da concentragdo de PCD. Simultaneamente, verificou-se ndo existir um

deslocamento significativo dos comprimentos de onda relativos a absorvancia maxima.

Os resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm das solugcdes de
concentracao teérica maxima inicial de AC 700 uM pela influéncia de concentragbes
crescentes de BCD, apds incubacéo e sujeitas a diluicdo 1:5, apresentam-se nas Tabelas
B1. a B7. no Anexo B. Os resultados apds correcgéo pelo factor de diluicdo apresentam-

se nas Tabelas B8. a B11. no Anexo B e, graficamente, na Figura 2.26.

|AC|=f(IBCD]I)
0,8
0,7
|AC| = 0.0188 * |[BCD] + 0.4222 *
R? = 0.9647
06
=
E
[5)
<
0,5
|AC| = 0,016 * |CD| + 0,3974
R? = 0,9480
04 ¢ A65h |
4 86h
0,3 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 3 6 [BCD| (MM) 9 12 15

Figura 2.26. Resultados obtidos para a solubilizagdo do AC em fungéo de concentragdes

crescentes de BCD e do tempo de incubacgao, para t = 65h e t = 86h

Os dados obtidos permitem inferir que o AC é encapsulado pela BCD na proporgao 1:1.
De facto, segundo Higuchi e Connors®®? a obtengdo de uma relacdo linear de declive
inferior a unidade entre a concentracdo do composto héspede e a concentragdo de pCD
indicia que o complexo formado € 1:1, ou seja uma molécula de BCD encapsula uma

molécula héspede.
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A avaliagdo da taxa de solubilizagao efectiva do AC foi determinada de acordo com a
equacéo 3.

Taxa de solubilizagéo = [M(AC)empot - M(AC) tempo t acp=0] / M(AC)iempo 0 * 100 (equacéo 3.)

Os resultados obtidos para a taxa de solubilizacdo efectiva do AC estdo apresentados na

Tabela B12. no Anexo B e apresentam-se graficamente na Figura 2.27.

Taxa de solubilizagdo do AC = f |BCD|

40
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o 30
<
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Figura 2.27. Resultados obtidos para a taxa de solubilizagdo do AC em funcao de concentragdes

crescentes de BCD, para t = 65h e t = 86h.

Se avaliarmos a taxa de solubilizagdo do AC (Figura 2.27.), considerando os tempos de
incubacado de 65h e 86h, verifica-se que a taxa de solubilizagdo aumenta linearmente

com o aumento da concentracéo de BCD.
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2.2.2.3. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DO ALcooL CONIFERILICO

Por forma a avaliar e comparar a estabilidade do AC livre relativamente ao AC
encapsulado pela BCD, procedeu-se a realizagdo do estudo que se descreve
seguidamente. Para este estudo utilizou-se o método B descrito nos estudos do Acido

Sinapico (vide secg¢do 2.1.2.2.2).

As condi¢cdes experimentais usadas neste estudo apresentam-se resumidas na Tabela
2.8.

Tabela 2.8. Condigdes experimentais do estudo da estabilidade do AC

Solugcdo  |BCD| [mM] Descricéo

Solugao exposta a condigbes
A 0,0 0,5 laboratoriais de luz e ar durante
cerca de 130 minutos

Solugao exposta a condigbes
B 6,0 0,5 laboratoriais de luz e ar durante
cerca de 130 minutos

Solugao protegida ao abrigo da

C 0,0 0,5
luz e do ar

Solugao protegida ao abrigo da

D 6,0 0,5
luz e do ar

A concentracdo referenciada com ® traduz uma concentracdo tedrica méaxima,

correspondente a quantidade de AC que existe na solucgéo inicial.

As Figuras 2.28. e 2.29. apresentam os resultados espectrofotométricos obtidos, apds

24h de incubacao, para as solucdes A e C e para as solugdes B e D, respectivamente.
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Abs =f(A)
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Figura 2.28. Resultados espectrofotométricos obtidos apds 24h para: uma solu¢cdo em AC exposta
as condigdes laboratoriais durante 130 minutos (solugdo A) e uma solugao em AC protegida

(solugéo C)
Abs =f(L)
2
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Figura 2.29. Resultados espectrofotométricos obtidos apos 24h para: uma solugao com AC e BCD,
exposta as condigbes laboratoriais durante 130 minutos (solugdo B) e uma solugdo com AC e
BCD, protegida (solugao D)
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Os resultados obtidos na Figura 2.28. permitem concluir que existe uma diminuicdo na
Absorvancia da solugdo A, solugido esta que esteve sujeita a condigdes laboratoriais de
luz e ar durante cerca de 130 minutos, face a solugdo C, que foi protegida ao abrigo da
luz e ar. As solugdes A e C sao constituidas por AC em agua desionizada.

A diminuigdo observada indicia que o AC podera ser instavel quando sujeito a condigdes

de luz e ar. Esta instabilidade é confirmada pela ficha de seguranga do produto.®’!

Pela andlise dos resultados obtidos na Figura 2.29. ndo se verificou uma variagédo
significativa para a absorvancia de ambas a solugdes. Tal facto poderd dever-se a
estabilizagdo provocada pelo encapsulamento do AC pela BCD que, mesmo em

condicdes desfavoraveis de ar e luz, promove a estabilidade do composto.

Efectuou-se o estudo do comportamento do pH, com o objectivo de avaliar a sua
influéncia na solubilidade do AC e respectivo encapsulamento pela BCD. Os resultados

deste estudo apresentam-se na Tabela 2.9.

Tabela 2.9. Resultados do estudo do pH das solugbes A, B, C e D.

pH Solucédo A Solucado B Solucédo C Solucao D
pH inicial 7,12 6,90 6,91 6,84
Acerto pH 7,20 7,20 7,20 7,20
pH a t=0 7,64 6,90 7,24 7,18
pH a t=50min 7,60 696 0 e e
pH a t=90min 7,53 700 e e
pH a t=130min 7,37 703 e e
pH a t=24h 7,24 6,96 7,11 6,90

Pela analise dos resultados obtidos na Tabela 2.9. verifica-se que o pH das solucdes
sofreu variagdes muito pequenas nao tendo, aparentemente, importancia significativa no

processo.
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2.3. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no estudo da concentragéo da BCD com a variagao da solubilidade
do AS nao sao conclusivos considerando as diferentes metodologias aplicadas.

No entanto, ndo é de excluir o facto de ter ocorrido complexacao, dado que para alguns
casos houve um pequeno aumento de solubilidade com o aumento da BCD e se ter
observado alteragdes no espectro de UV-Visivel, nomeadamente dos comprimentos de
onda correspondentes aos maximos de absorgéo.

De facto, os diversos estudos em curso, por Calorimetria Diferencial de Varrimento e
RAMAN, tém evidenciado que o AS forma um complexo estavel com a pCD."*!

Neste sentido, seria importante futuramente repetir a experiéncia descrita no ponto
2.1.1.2.2 - Método B, utilizando volumes maiores de solucdo, por forma a aumentar a
quantidade de AS a pesar e assim diminuir os erros experimentais. Seria também
importante efectuar esse estudo com um maior tempo de incubacao.

De igual modo, podera ser igualmente relevante avangar com ensaios de biodegradacéo.

Relativamente ao AC, verifica-se um aumento de absorvancia no seu espectro pela
influéncia de concentragbes crescentes de BCD, o que confirma a melhoria da
solubilidade do AC pelo aumento da concentragdo de BCD em solugdo. Verifica-se,
também, que a taxa de solubilizagdo do AC aumenta consideravelmente com o aumento
da concentragéo de BCD.

Pelos resultados obtidos, é possivel concluir que o complexo formado € 1:1, ou seja uma

molécula de BCD encapsula uma molécula de AC.

O estudo da estabilidade permitiu verificar que o AC é instavel quando sujeito a
condicbes desfavoraveis de ar e luz. Os resultados obtidos com a BCD sugerem que o
encapsulamento promove a estabilizacdo do composto e, portanto, pode ser uma

alternativa viavel quando este composto se encontra disperso no meio ambiente.

Dado o interesse que estes resultados poderdo ter em termos de aplicagdo ambiental,

prosseguiram-se os estudos com o AC de modo a avaliar a biodegradagao do composto.

ESTUDO QUIMICO DO ENCAPSULAMENTO DO ACIDO SINAPICO E DO ALCOOL CONIFERILICO 54



ENCAPSULAMENTO DE MONOMEROS DA LENHINA PELA ﬂ-CICLODEXTRINAI ESTUDOS QUIMICO E DE BIODEGRADAGAO

CAPITULO 3. ESTUDOS DE BIODEGRADAGCAO DO ALcooL CONIFERILICO E RESPECTIVO
COMPLEXO

Durante este capitulo apresentam-se os estudos de biodegradacéo do Alcool Coniferilico
(AC).

3.1. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.1. MATERIAIS

= B- Ciclodextrina [Formula molecular: C4H7oO3s ; Peso molecular: 1134,88
g/mol ; Sigma-Aldrich 28707];

» Alcool coniferilico [Férmula molecular: C1oH1,03 ; Peso molecular: 180,20
g/mol; Sigma-Aldrich 223735];

= Aldeido coniferilico [Formula molecular: C1oH1003 ; Peso molecular: 178,18
g/mol; Sigma-Aldrich];

» Agua desionizada

= Hidréxido de Sédio 0,1M [Sigma-Aldrich]

= Filtros de seringa [Schleicher & Schuell]

= Papel de Filtro [Sterlitech Corporation]

= Micropipetas automaticas [Eppendorf Research]

= Incubadora [IVYMEN 200D]

= Espectrofotémetro de UV-Visivel [UV-1700 PharmaSpec Shimadzul]

= Balanca analitica [Precisa 205A SuperBal-series]

= Medidor de Oxigénio [Consort C532]

= Medidor de pH [Consort C831a]

= Centrifuga [Sorvall, SS-3 Automatic]

= Sistema de arejamento

= Sistemas de filtragdo [Buchner e Millipore]

= Solucdo de Lamas
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3.1.2. METODOS

3.1.2.1. SOLUGAO DE LAMAS

Os microrganismos utilizados para os estudos de biodegradacado estdo presentes numa
solugdo de lamas provenientes de uma Estagdo de Tratamento de Agua Residuais
(ETAR). Durante a manutengdo desta solugdo em laboratério promoveu-se o seu
arejamento e a fonte de carbono adicionada foi leite. A vista ao microscopio ocular
(Figura 3.1.) da solucao de lamas, permitiu observar um conjunto de microrganismos que

se envolvem numa bolha de ar ou gas produzido pelos proprios.

Figura 3.1. Imagens ao microscopio da solugédo de lamas proveniente da ETAR

(ampliagéo 100x)

A preparacdo da solugdo de lamas, em cada ensaio, obedeceu ao descrito

seguidamente:

— Retirou-se a quantidade necessaria de solugao de lamas do reactor e colocou-se em
cone imhoff;

— Lavou-se esta solugao com agua desionizada, deixou-se decantar e rejeitou-se o
sobrenadante;

— Repetiu-se o procedimento anterior 4 vezes;

ESTUDOS DE BIODEGRADAGAO DO MONOMERO ALCOOL CONIFERILICO E RESPECTIVO COMPLEXO 56



ENCAPSULAMENTO DE MONOMEROS DA LENHINA PELA ﬂ-CICLODEXTRINAI ESTUDOS QUIMICO E DE BIODEGRADAGAO

— Para se obter uma concentragdo de 3000 mg SSV/L na solugao de lamas, efectuou-
se a determinacdo dos Sodlidos Suspensos Totais (SST) (2*15 mL de solugdo foram
filtrados em 2 filtros de porosidade 1,2 um, que seguidamente foram colocados em
estufa a 105 °C durante 1h. Apds 20 minutos no excicador foram pesados. A média
das diferengas entre a pesagem final e inicial, dividida pelo volume de solugao filtrada,
permitiu calcular o valor de SST). Os Sdlidos Suspensos Volateis (SSV) foram
considerados cerca de 90% dos SST;

— Com o valor dos SSV e tendo em consideracido a concentracdo da solugao de lamas
que se pretendia, efectuou-se a diluicdo (com agua desionizada) ou a concentragao

(por decantagao).

3.1.2.2. ESTUDO DE BIODEGRADAGCAO EM MEIO NAO TAMPONADO COM
RECURSO A MEDICAO DA TAXA DE CONSUMO DE OXIGENIO E CONTROLO
ESPECTROFOTOMETRICO

O primeiro ensaio do estudo da biodegradacdo por medigdo da taxa de consumo de
oxigénio foi realizado utilizando as solugbes provenientes do estudo quimico do

encapsulamento do Acido Coniferilico (AC) (vide 2.1.2.2.1.).

Na Tabela 3.1. resumem-se as quantidades e concentracbes usadas na preparacido da

experiéncia.

Como se pode verificar na tabela, adicionaram-se 25 mL de solugéo de lamas (3000 mg
SSV/L) a cada um dos Matrazes de 1 a 7, com a excepg¢ao do Matraz 8 uma vez que se
trata do ensaio de controlo as lamas. O Matraz 7 servira também como controlo, uma vez

que sera protegido ao abrigo da luz e do ar ao longo dos ensaios posteriores.

Procedeu-se ao arejamento das solugdes existentes nestes 8 matrazes durante 30
minutos e, apés 3 minutos de estabilizagdo, a medigdo do oxigénio dissolvido durante
cerca de 4/5 minutos por forma a se poder determinar a taxa de consumo de oxigénio.
Posteriormente, efectuou-se a analise das solugdes por espectrofotometria de UV-Visivel

no intervalo de comprimentos de onda entre 190 nm e 350 nm.
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Tabela 3.1. Concentragdes das solugdes apos introducéo das lamas

Matraz lﬁ?ﬂ?\h]ﬂ) m(AC) [g] [lll':\/'(]:!m [niléagg?/ll_]

1 0,0 6,40E-03 182 1500
2 1,5 6,10E-03 213 1500
3 3,0 6,40E-03 185 1500
4 4,5 6,30E-03 232 1500
5 6,0 6,40E-03 180 1500
6 7,5 6,40E-03 263 1500
7 0,0 5,90E-08 - 1500
8 3,0 590E-03 -

A concentracéo referenciada com  corresponde & concentracédo de SCD (valores obtidos
da Tabela 2.5.) corrigida pela diluicdo provocada pela introducéo da solucdo de lamas. O
valor @ corresponde & concentracdo de AC solubilizada (valores obtidos da Tabela B11.
para 147,5h, no Anexo B) corrigida pela diluicdo provocada pela introducéo da solucéo de

lamas.

Os resultados obtidos levantaram questdes sobre possiveis reacgdes quimicas a ocorrer
em solucado (eventual presenga de compostos redutores que promovessem a oxidagao
quimica do composto). Assim, foi efectuado um novo ensaio por forma a esclarecer estas
duvidas, comparando-se os resultados espectrofotométricos obtidos em solugcao de

lamas filtrada e em solugao de lamas.

Este ensaio foi, entdo, iniciado com a preparagao de duas solugdes: uma apenas com AC
(solugdo A) e outra com AC e BCD (solugdo B). Para a preparacado das solugdes foi
utilizado o “Método B” (vide seccéo 2.1.1.2.2) descrito nos estudos de solubilidade do
Acido Sinapico. A Tabela 3.2. apresenta as quantidades e concentra¢des utilizadas na

preparacgéo destas solugdes.

Tabela 3.2. Quantidades e concentra¢des das solugdes A e B

So|uqé_o Viinal \ s~olucéo- |ﬁCD| m(AC) |Aclméx.(l) DY Ac.xuad
solugéo[l—] nﬁ;?_c]D [mM] [0] [uM] eflr?nnt]a ?
A 0,100 0,00 0,00 0,0185 1027 100,00
B 0,100 100,00 12,01 0,0185 1027 0,00

A concentracdo referenciada com @ traduz uma concentracdo tedrica méaxima,

correspondente a quantidade de AC que existe na solucao inicial.
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As solugdes A e B foram incubadas (300 rpm; 25 °C) durante 72h e apds esse periodo

foram realizados os seguintes ensaios:

— Estudo espectrofotométrico com adicdo de solucéo de lamas filtrada (Tabela 3.3.);

= Transferiu-se 20 mL de cada uma das solucbes A e B para dois gobelés de 50
mL, mediu-se o pH, filtrou-se e efectuou-se a analise espectral (190 - 350 nm);

= Mediu-se o pH da solugao de lamas filtrada previamente em sistema Millipore com
filtro de porosidade 0,22 um;

= Adicionou-se, a cada uma das solucbes A e B, 20 mL da solugdo de lamas
filtrada;

= Mediu-se o pH, filtrou-se e efectuou-se a analise espectral (190 - 350 nm) ao

longo do tempo: t=0, t=50min; t=90min, t=130min, t=24h.

Tabela 3.3. Preparagéo das solugbes A1 e B1

Vfinal Solugdo Solugdo  Solugdo de [BCD|

solucao [L] A B lamas filtrada [mM]

Solucédo Al 0,040 20 mL 20 mL 0,00
Solucéo B1 0,040 20 mL 20 mL 6,01

— Estudo espectrofotométrico com adicdo de solucéo de lamas (Tabela 3.4.);
= Transferiu-se 20 mL de cada uma das solugbes A e B para dois gobelés de 50
mL;
= Mediu-se o pH da solugéo de lamas;
= Adicionou-se, a cada uma das solucgdes A e B, 20 mL da solugéo de lamas;
= Mediu-se o pH, filirou-se e efectuou-se a analise espectral (190 - 350 nm) ao

longo do tempo: t=0, t=50min; t=90min, t=130min, t=24h.

Tabela 3.4. Preparacgéo das solugbes A2 e B2

Viinal Solucdo Solugcdo  Solucio de |[BCD|

solugéo [L] A B lamas [mM]

Solugéo A2 0,040 20 mL 20 mL 0,00
Solucéo B2 0,040 20 mL 20 mL 6,01

ESTUDOS DE BIODEGRADAGAO DO MONOMERO ALCOOL CONIFERILICO E RESPECTIVO COMPLEXO 59



ENCAPSULAMENTO DE MONOMEROS DA LENHINA PELA ﬂ-CICLODEXTRINAI ESTUDOS QUIMICO E DE BIODEGRADAGAO

— Estudo da taxa de consumo de oxigénio (Tabela 3.5.);
= Transferiu-se 20 mL de cada uma das solucbes A e B para dois gobelés de 50
mL;
= Adicionou-se, a cada uma das solugdes A e B, 20 mL da solugao de lamas;
= Promoveu-se o arejamento da solugédo durante 30 minutos;
= Introduziu-se o eléctrodo de oxigénio dissolvido e esperou-se 3 minutos para
estabilizagao do sinal;

= Efectuou-se a medigdo do oxigénio dissolvido durante 15 minutos.

Tabela 3.5. Preparagao das solugdes A3 e B3

Vinal Solugdo Solugdo  Solucdo de |[BCD|

solucéao [L] A B lamas [mM]

Solucéo A3 0,040 20 mL 20 mL 0,00
Solucéo B3 0,040 20 mL 20 mL 6,01

3.1.2.3. ESTUDO DE BIODEGRADAGCAO EM MEIO MINERAL TAMPONADO COM
RECURSO AO CONTROLO ESPECTROFOTOMETRICO E ANALISE DO
CRESCIMENTO BACTERIANO

Ainda com o objectivo de estudar a biodegradagdo do AC realizou-se um ensaio com
este acido complexado com BCD e a utilizagdo de um meio mineral tamponado adequado
ao crescimento bacteriano. O meio mineral contém os macronutrientes necessarios ao
crescimento bacteriano e um tampao fosfato capaz de evitar a diminuicdo do pH

provocada pela produgdo metabdlica de CO..

Este estudo foi iniciado com a preparacao de solugdes de acordo com “Método B” (vide

seccdo 2.1.1.2.2). descrito nos estudos de solubilidade do Acido Sinapico.

A Tabela 3.6. resume a preparacao das solugoes.
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Tabela 3.6. Preparagéo de 25 mL de solugdes com BCD e AC

< CD m(AC)
Solucéo l[%n M]l [a]
1 0,00 5,30E-03
2 6,00 5,40E-03
3 12,00 5,40E-03
4 18,00 5,40E-03
5 24,00 5,50E-03

Apoés a preparagao, as solugbes foram incubadas (300 rpm; 25 °C) durante um periodo
72h.

A preparacdo do meio mineral teve por base qualitativa e quantitativa a publicagdo da
Environmental Protection Agency (EPA), Ecological Effects Test Guidelines.?” O meio foi
preparado de acordo com a Tabela 3.7., e adicionou-se 10 mL deste as solucbes

anteriores apés a incubacéo.

Tabela 3.7. Preparagdo do meio mineral

Vfinal solugao m [Sal|
Sal
[L] [g] [mgiL]
NaCl 0,0120 120
CaCl, 0,0052 52
MgSO, 0,0016 16
0,100

K;HPO, 0,0466 466
KH,PO, 0,0503 503
(NH4)2SO,4 0,0292 292

Antes do inicio do ensaio efectuou-se uma analise espectrofotométrica entre 500 nm e
700 nm da solugéo de lamas. Os resultados obtidos permitiram observar a ocorréncia de
um maximo de absorg¢éo a 650 nm.

A este comprimento de onda realizou-se uma recta de calibragdo (SSV vs Abs), utilizando
diluigdes da solugdo-mae de lamas (3000 mg SSV/L) em agua desionizada.

Esta informacdo é importante, na medida em que, para se realizar um crescimento

bacteriano deve-se utilizar uma absorvancia inicial, a 650 nm, de 0,05.5%
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Cada solucao da Tabela 3.6. (1, 2, 3, 4 e 5) foi transferida, respectivamente, para 5
gobelés de 100 mL, e adicionaram-se 10 mL do meio mineral preparado de acordo com a

Tabela 3.7. e 15 mL da solugdo de lamas.

Apoés a preparacao das novas solugdes (1A, 2A, 3A, 4A e 5A), procedeu-se ao estudo
espectrofotométrico ao comprimento de onda de maxima absorgcdo para a solugdo de
lamas, 650 nm, por forma a avaliar o crescimento bacteriano. Este estudo foi realizado ao
longo do tempo (200 h).

Efectuou-se também a analise espectral entre 190 a 350 nm (apéds diluigao 1:5 e filtragédo
das solugbes) por forma a avaliar possiveis variagdes no espectro do AC ao longo do

tempo (50h) e pela influéncia de concentragdes crescentes de BCD.
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3.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1. ESTUDO DE BIODEGRADAGCAO EM MEIO NAO TAMPONADO COM RECURSO A
MEDIGAO DA TAXA DE CoNsumMO DE OXIGENIO E CONTROLO
ESPECTROFOTOMETRICO

Para o ensaio de biodegradacdo em meio ndo tamponado recorreu-se a ETAR para
recolha da solucao de lamas e apds analise da mesma, obteve-se um valor de 2097 mg
SST/L (ou 1887 mg SSV/L). Foi, entdo, necessario lavar e centrifugar as lamas para obter
o valor de 3000 mg SSV/L.

Este estudo teve como objectivo a analise da taxa de consumo de oxigénio de
microrganismos, uma vez que esta € uma medida indirecta da actividade metabdlica

destes, ou seja, da biodegradagao de um composto.

A cada uma das solugdes 1 a 7, foi acrescentado 25 mL da solugdo de lamas obtendo as

concentragdes em AC, BCD e lamas indicadas na tabela seguinte.

Tabela 3.8. Composicao das solugdes apoés introdugdo das lamas

|pcp| @ |AC| m(AC) |Lamas|

Matraz [mM] m(AC) [g] [HM] (2) [g] (3) mg SSV/L]
1 0,0 6,40E-03 181 3,27E-03 1500
2 1,5 6,10E-03 213 3,85E-03 1500
3 3,0 6,40E-03 185 3,33E-03 1500
4 4,5 6,30E-03 232 4,18E-03 1500
5 6,0 6,40E-03 180 3,25E-03 1500
6 7,5 6,40E-03 263 4,75E-03 1500
7 0,0 5,90E-03 - = 1500
8 3,0 590E-03  -———— -

A concentracao referenciada com ) corresponde & concentragéo de ACD (valores obtidos
da Tabela 2.5.) corrigida pela diluicdo provocada pela introducdo da solucdo de lamas. O
valor @ corresponde a concentracéo de AC solubilizada (valores obtidos da Tabela B11.
para 147,5h, no Anexo B) corrigida pela diluicdo provocada pela introdugéo da solucéo de

lamas. A quantidade de AC que se encontra solubilizada esta referenciada com ©.
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Promoveu-se arejamento durante 30 minutos a todas as solugdes e os resultados obtidos
para as concentragdes de oxigénio dissolvido ao longo do tempo estado apresentados nas

Figuras 3.2. e 3.3. (os valores experimentais encontram-se na Tabela C1. do Anexo C).

|Ozdissolvido|=f(tempo)

|O2dissolvido| (mg/L]
o
©

[
®
5,6
A
5’3 \\t
5,0 T T T
3,0 4,0 5,0 tempo (min) 6,0 7,0
= Solugédo 1: |IBCD| = OmM, |AC|méax.= 0,35mM A Solucgédo 2: |BCD| = 1,5mM, |AC|méax.= 0,35mM
= Solugédo 3: |IBCD| = 3mM, |AC|méax.= 0,35mM < Solucgéo 4: |BCD| = 4,5mM, |ACméax.= 0,35mM
e Solugédo 5: |IBCD| = 6mM, |AC|méax.= 0,35mM A Solucgéo 6: |BCD| = 7,5mM, |ACméax.= 0,35mM

e Solucéo 7: |BCD| = OmM, |AC|méx.= 0,35mM

Figura 3.2. Evolugao temporal da concentragdo de oxigénio dissolvido para solugbes com

diferentes concentragdes de BCD em meio ndo tamponado [mg/L O, dissolvido a 25°C]

|O2dissolvido|=f(tempo)

N
©

|O2dissolvido|
- (mgiL)
)
\

7,3 T T
3,0 4,0 5,0 tempo (min) 6,0 7,0

= Solucéo 8: |IBCD| = 3mM, |AC|méax.= 0,35mM

Figura 3.3. Evolugao temporal da concentragdo de oxigénio dissolvido para a solugéo controlo n°8

(sem solugdo de lamas) em meio ndo tamponado [mg/L O, dissolvido a 25°C]

Os resultados obtidos nas Figuras 3.2. e 3.3. permitem verificar que a concentragdo de
oxigénio dissolvido diminui ao longo do tempo em todas as solugdes, excepto na solugéo
8 (solucdo controlo, na qual ndo foi introduzida a solugdo de lamas). A Tabela 3.9.

resume as taxas de consumo de oxigénio para as solugbes em estudo.
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Tabela 3.9. Taxa de consumo de oxigénio para as solugdes concentragao teérica maxima de AC

0,35 mM pela influéncia de concentragbes crescentes de BCD

Solucéo

IBCD|
(mM)

Taxa de Consumo de O,
(mg O,/ L/min)

0,0
1,5
4,5
6.0
7,5
0,0

N OO o B~ DN =

0,2073
0,2527
0,2203
0,2543
0,2487
0,2173

Os resultados obtidos para a taxa de consumo de oxigénio permitem concluir que a

existéncia de BCD provoca um aumento da taxa de consumo de oxigénio.

As taxas de consumo de oxigénio nas solugdes 1 e 7 (solugdes sem BCD, apenas com

AC) foram relativamente semelhantes (variagao inferior a 5%), embora a primeira tenha

estado sujeita ao retiro de aliquotas para andlises espectrofotométricas e a segunda

tenha ficado protegida, por forma a servir de controlo.

Os resultados da analise das solucdes por espectrofotometria de UV-Visivel no intervalo

de comprimentos de onda entre 190 nm e 350 nm apresentam-se seguidamente, na

Figura 3.4.
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O estudo espectrofotométrico permitiu verificar uma alteragdo completa do espectro do

AC apés a introdugao da solugao de lamas e do arejamento. Dois picos de absorvancia

existentes, um a ~210 nm e outro ~260 nm, desaparecem apos introducéo da solugao de

lamas para dar origem a outros trés, um ~320 nm, outro a ~280 nm e finalmente o ultimo

a ~200 nm (este ultimo pico foi 0 Unico que permaneceu apos 30 min de arejamento).

Esta alteracdo do espectro indicia que houve formacdo de um ou mais compostos

intermediarios resultantes do metabolismo das bactérias existentes nas lamas. De acordo

com a literatura consultada, colocou-se a hipotese da formacgado do aldeido coniferilico.

Por este motivo efectuou-se a analise espectrofotométrica de uma solugcdo padrdo de

aldeido coniferilico a 100 uM e os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 3.5.

Abs = f(A)
2,4
338[n
/
2,0 /) \
p 4 N
1,6
N\ /7
" \ 22 nm 239 nm
Q12 /
< / /
\ / [v4 /
\ /
\ - 7 NG /
0,8 N\ y 4 /
\
\ /
\\ //
04 N7
0,0 T T T T
190 210 230 250 270 290 310 330
A (nm)

350

Figura 3.5. Resultados espectrofotométricos (190 a 350 nm) da solugao padrao de Aldeido

Coniferilico

A analise das Figuras 3.4.b) e 3.5. e dos maximos de absorvancia representados permite

concluir que o composto formado podera nao ser o Aldeido Coniferilico.
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Considerando a alteragdo completa do espectro do AC apés a introdugéo das lamas e do
arejamento, colocou-se em hipotese que estivessem a ocorrer, em solucdo, reacgdes
quimicas de degradacao do AC e BCD. Assim, o estudo seguinte foi realizado no sentido
de esclarecer esta duvida.

As solucbes A3 e B3 foram analisadas no sentido de se comprovar os resultados do

estudo anterior, nomeadamente no que concerne a taxa de consumo de oxigénio.

Considerando a preparacado das solugdes descritas nas Tabelas 3.2. a 3.5., realizou-se

um novo ensaio.

Foi necessario solugao concentrada de lamas a 3000 mg SSV/L para 4 das 6 solugdes a

preparar e a Tabela 3.10. resume essa preparagao.

Tabela 3.10. Concentragdes das solugdes A1, B1, A2, B2, A3, B3

~ ~ & ~|Lamas
A1 0,0 0,5 0
B1 6,0 0,5 0
A2 0,0 0,5 1500
B2 6,0 0,5 1500
A3 0,0 0,5 1500
B3 6,0 0,5 1500

Nota:
W é uma concentracéo tedrica maxima.

@ solugdes A2, B2, A3 e B3 foram preparadas com 50% em volume de solucdo de
lamas, enquanto que as solucdes Al e B1 foram preparadas com 50% em volume de

solucéo de lamas filtrada.

Os resultados obtidos na analise espectral das solugoes A1 e B1 sdo apresentados

seguidamente, nas Figuras 3.6. € 3.7.
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Abs =f(2)
25
A1, t=0
— A1, t=50min
A1, t=80min
— A1, t=130min
— A1, t=24h
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Figura 3.6. Resultados espectrofotométricos da solugéo A1 (|BCD| = 0 mM, |AC| = 0,5 mM,
|Lamas| = 0 mg SSV/L) para t=0, t=50min, t=90min, t=130min e t=24h (solucdo sujeita a diluicdo 1:5)

Abs =f(3.)
25
B1,t=0
B1, t=50min
2,0 ——B1, t=00min
——B1, t=130min
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Figura 3.7. Resultados espectrofotométricos da solugéo B1 (|BCD| = 6 mM, |AC| = 0,5 mM,
|[Lamas| = 0 mg SSV/L) para t=0, t=50min, t=90min, t=130min e t= 24h (solugéo sujeita a diluigdo 1:5)
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O estudo realizado com as solugbes A1 e B1 teve como objectivo avaliar possiveis
reacgdes quimicas de degradagéo do AC e BCD. Pela analise dos resultados obtidos nas
Figuras 3.6. e 3.7. verifica-se que nao houve alteracdes espectrais significativas ao longo
do tempo, tanto para a solugido A1 como para a solugdo B1. Por este motivo conclui-se
que as alteragdes verificadas nos estudos anteriores sido devidas apenas a

biodegradacéo, decorrente das bactérias, existentes na solugdo de lamas.

Os resultados obtidos na analise espectral das solugbes A2 e B2 sdo apresentados

seguidamente, nas Figuras 3.8. e 3.9.

Abs =f(A)
2,5
A2,t=0
A2, t=50min
2,0 — A2, t=90min
——A2,t=130min
— A2, t=24h
1,5
%]
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<
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0,5
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190 210 230 250 270 290 310 330 350
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Figura 3.8. Resultados espectrofotométricos da solugdo A2 (|[pCD| = 0 mM, |AC| = 0,5 mM,
|[Lamas| = 1500 mg/L) para t=0, t=50min, t=90min, t=130min e t=24h
(solugao sujeita a diluigao 1:5)
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Abs =f(A)
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Figura 3.9. Resultados espectrofotométricos da solugdo B2 (|[pCD| = 6 mM, |AC| = 0,5 mM,
|[Lamas| = 1500 mg/L) apds a introdugdo das lamas a t=0, t=50min, t=90min, t=130min e t=24h
(solugéo sujeita a diluigao 1:5)

A analise espectrofotométrica das solugbes A2 e B2 mostrou, tal como se verificou em
resultados anteriores, a formagao ou excrecdo de produtos resultantes do metabolismo
e/ou degradacgdo das bactérias com absorvancias a ~200, ~280 e ~320 nm ao final de
24h.

Efectuou-se a comparagao entre a Figura 3.4., especificamente sobre os resultados de
absorvancia para a solugao 5 (BCD = 6 mM, |AC| = 0,35 mM, |Lamas| = 1500 mg/L) apods
esta ter sido sujeita a 30 minutos de arejamento, com os resultados obtidos para a
solugdo B2 na Figura 3.9. (|pCD| = 6 mM, |AC| = 0,5 mM, |Lamas| = 1500 mg/L) e
concluiu-se que o arejamento foi capaz de acelerar a degradagdo microbiana. Sem
arejamento a biodegradacéao foi mais lenta pois sé se obteve resultados de absorvancia

semelhantes apds 24h. Esta comparagéo pode ser observada na Figura 3.10.
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Figura 3.10. Comparagéo entre o espectro de absorvancia (Figura 3.4.) para a solugdo 5 (BCD = 6
mM, |[AC| = 0,35 mM, |Lamas| = 1500 mg/L) com arejamento e o espectro (Figura 3.9.) para a
solugéo B2 (|pCD| =z 6 mM, |AC| = 0,5 mM, |[Lamas| = 1500 mg/L)

Os valores de oxigénio dissolvido para as solu¢des A3 e B3 s&o apresentados na Figura

3.11. (os valores experimentais encontram-se na Tabela C2. do Anexo C).
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Figura 3.11. Evolugéo temporal da concentragao de oxigénio dissolvido nas solugdes A3 (|CD| =
0 mM, |AC| = 0,5 mM, |Lamas| = 1500 mg/L) e B3 (|pCD| =z 6 mM, |AC| = 0,5 mM, |Lamas| = 1500
mg/L) [mg/L O, dissolvido a 25°C]
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Pela analise dos resultados obtidos na Figura 3.11. verifica-se que a solu¢ao B3 (|[pCD| =
6 mM, |AC| = 0,5 mM) que contém BCD para além do AC tem uma taxa de consumo de
oxigénio 47% superior a da solugdo A3 (|BCD| =z 0 mM, |AC| = 0,5 mM). Este resultado
vai de encontro ao ja verificado nos ensaios anteriores em que se verifica um aumento da

taxa de consumo de oxigénio pela existéncia de BCD em solugéao.

Para se confirmar os resultados anteriores relativos a fraca variagdo do pH durante a
incubacao, efectuou-se nova analise ao longo deste estudo, tendo agora em atencéo a
introducao da solugdo de lamas ou da solugao de lamas filtrada. Os resultados da analise

sobre a influéncia do pH apresentam-se nas Tabelas 3.11. e 3.12.

Tabela 3.11. Valores de pH nas solugdes iniciais A, B, A1, B1, A2, B2.

Solucéo de Solucéo de
3 . . lamas filtrada lamas (a
Solugéo Solucao A Solucdo B (a adicionar em  adicionar em A2
Ale B1) e B2)
pH 5,90 5,44 7,86 7,40

Tabela 3.12. Evolugdo temporal do valor de pH das solugdes A1, B1, A2, B2 na incubacgéo a 25°C.

Solucédo Solugéo Al Solucéo B1 Solugéo A2 Solucéo B2
pH a t=0 7,57 7,49 7,37 7,28
pH a t=50min 7,60 7,57 7,26 7,19
pH a t=90min 7,63 7,63 7,21 7,11
pH a t=130min 7,62 7,61 7,17 7,03
pH a t=24h 7,76 7,74 7,51 7,10

Verifica-se, pela analise das Tabelas 3.11. e 3.12., que o pH das solu¢des ao longo do
tempo sofreu oscilagdes muito pequenas. Este resultado permite concluir que a variagao
deste factor ndo tem aparentemente importancia significativa no processo de

biodegradacéo.

Realizou-se um novo ensaio para efectuar a comparacdo das taxas de consumo de

oxigénio de duas solug¢des, uma apenas com BCD e uma outra com BCD e AC.
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Prepararam-se duas solugbes: uma solugéo s6 com BCD (Solugéo 1: |[BCD| =z 12 mM) e
uma outra com AC e BCD (Solucgédo 2: |AC| =z 1 mM) e BCD (|BCD| = 12 mM). As solugdes
foram incubadas (300 rpm; 25 °C) durante 72h e no final, acrescentou-se igual volume de

solugéo de lamas (3000 mg SSV/L) e promoveu-se o arejamento durante 30 minutos.

Posteriormente, efectuou-se a medicdo do oxigénio dissolvido durante 15 minutos e os
resultados obtidos para a taxa de consumo de oxigénio sao indicados na Figura 3.12. (o0s

valores experimentais encontram-se na Tabela C3. do Anexo C).

|O2dissolvido|=f(tempo)
8.0

A Solugéo 1
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Figura 3.12. Evolugao temporal da concentragdo de oxigénio dissolvido das solugdes 1 (|[CD| = 6
mM) e 2 (|BCD| = 6 mM e |AC| = 0,5 mM) [mg/L O, dissolvido a 25°C]

Pela analise dos resultados obtidos na Figura 3.12. verifica-se que a concentragdo de
oxigénio dissolvido diminui ao longo do tempo nas duas solugbes de uma forma linear.
Verifica-se pois que a biodegradacdo € semelhante nas duas solugdes com BCD, no

entanto com um ligeiro aumento na solugdo sem AC.

Efectuando uma comparagao entre os resultados obtidos na Figura 3.12. para a solugéo
2 com os resultados obtidos na Figura 3.11. para a solugdo B3, verifica-se que estes
ultimos tém uma taxa de consumo de oxigénio superior. A explicacdo para este facto
podera residir na idade das lamas. As lamas adicionadas a solugdo B3 tinham idade
inferior as adicionadas a solugao 2 e por este motivo a actividade das lamas da solucao

B3 ¢ ligeiramente superior.
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3.2.2. ESTUDO DE BIODEGRADAGAO EM MEIO MINERAL TAMPONADO COM RECURSO
AO CONTROLO ESPECTROFOTOMETRICO E ANALISE DO CRESCIMENTO BACTERIANO

A recta de calibracdo da solugcdo de lamas fungdo da absorvancia é apresentada na
Figura 3.13. Esta recta foi determinada a comprimento de onda 650 nm, ja que foi o

comprimento de onda onde se obtiveram valores maximos de absorvancia.
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Figura 3.13. Correspondéncia da Absorvéancia obtida com a concentragdo da solugao de lamas

As solugdes utilizadas no ensaio que permite analisar o crescimento bacteriano foram

preparadas de acordo com as Tabelas 3.6. e 3.7.

Para se realizar um crescimento bacteriano deve-se utilizar uma absorvancia inicial, a
650 nm, de 0,05 que, atendendo a recta de calibragdo, corresponde a 55,56 mg SSV/L.
Como 15 mL de solugao de lamas é sujeita a diluicdo com 10 mL meio mineral e 25 mL
de solugédo (AC + BCD) entdo, a solucdo stock a utilizar na preparagdo das solugdes
devera ter a concentragdo de (55,56 * 50/15 =) 184,8 mg SSV/L
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Apoés o periodo de incubagao das solugdes, efectuou-se a preparacao das solugbes de

acordo com a Tabela 3.13.

Tabela 3.13. Composic¢ao das solugdes 1A-5A

Solucéo l[?r?l\l/Dl]l |A[CP|L“I\1/|£‘]X'(1) s\(/) I(l:glf_?l)o Vr_n( re? I(; :
de lamas mineral
1A 0,00 588 15 10
2A 3,00 599 15 10
3A 6,00 599 15 10
4A 9,00 599 15 10
5A 12,00 610 15 10

A concentracdo referenciada com ® traduz uma concentracdo tedrica maxima,

correspondente a quantidade de AC que existe na solucao inicial.

Neste ensaio efectuou-se a analise espectral no intervalo entre 190 e 350 nm, por forma
a avaliar possiveis variagdes no espectro do AC ao longo do tempo (50h) e pela
influéncia de concentragdes crescentes de BCD. Os resultados obtidos apresentam-se

seguidamente nas Figuras 3.14. a 3.18.
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Figura 3.14. Resultados espectrofotométricos da solugdo 1A (|CD| =z 0 mM, |AC| = 0,6 mM,
|[Lamas| = 56 mg/L) ao longo das 50 h do crescimento bacteriano, (solugao sujeita a diluigao 1:5)
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Abs =f(0)
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Figura 3.15. Resultados espectrofotométricos da solugdo 2A (|BCD| =z 3 mM, |AC| = 0,6 mM,
|[Lamas| = 56 mg/L) ao longo das 50h do crescimento bacteriano (solugéo sujeita a diluigéo 1:5)
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Figura 3.16. Resultados espectrofotométricos da solugédo 3A (|BCD| =z 6 mM, |AC| = 0,6 mM,
|[Lamas| = 56 mg/L) ao longo das 50h do crescimento bacteriano (solugao sujeita a diluicdo 1:5)
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Figura 3.17. Resultados espectrofotométricos da solugdo 4A (|BCD| =z 9 mM, |AC| = 0,6 mM,
|[Lamas| = 56 mg/L) ao longo das 50h do crescimento bacteriano (solugdo sujeita a diluicdo 1:5)
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Figura 3.18. Resultados espectrofotométricos da solugao 5A (|BCD| =z 12 mM, |AC| = 0,6 mM,
|[Lamas| = 56 mg/L) ao longo das 50h do crescimento bacteriano (solugéo sujeita a diluigédo 1:5)
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Pela analise das Figuras 3.14. a 3.18. verifica-se, para todas as solugdes, um decréscimo
da absorvancia ao longo do tempo de crescimento bacteriano, e realga-se uma

acentuada diminuicao de absorvancia e modificagdo do espectro entre as 35 e 45h.

A analise do crescimento bacteriano nas solugcdes 1A-5A foi realizada a 650 nm conforme

indicado anteriormente e durante 200 h. Os resultados s&o apresentados na Figura 3.19.
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—&— Solugédo 3A: [BCD| =6mM, |AC|méax.=0,6mM Solugéo 4A: |BCD| =9mM, |AC|méx.=0,6mM
Solugdo 5A: |BCD| = 12mM, |AC|max.=0,6mM

Figura 3.19. Evolugéo temporal da absorvancia obtida a 650 nm para as solugdes 1A a 5A

Para a determinacao da taxa de crescimento microbiano nas solugdes 1A-5A efectuou-se
a representacao grafica de Ln(X/X0) em fungao do tempo incubagdo. Os resultados
obtidos para a solugdo 4A encontram-se na Figura 3.20. (Resultados idénticos foram

observados para as restantes solugdes, consultar Anexo D).
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Figura 3.20. Representacao da relagédo entre Ln(X/X0) ao longo do tempo para a solugédo 4A
(IBCD| = 9mM, |AC|msx. = 0,6 mM)

As taxas de crescimento microbiano para as solugdes 1A a 5A apresentam-se na Tabela

3.14.

Tabela 3.14. Taxa de crescimento microbiano (u) para as solugbes 1A a 5A

|BCD|

~|AC|méx.

Solugéo [mM] [mM] o
1A 0,00 0,6 0,0142
2A 3,00 0,6 0,0171
3A 6,00 0,6 0,0371
4A 9,00 0,6 0,0415
5A 12,00 0,6 0,0737

Pela analise da tabela anterior verifica-se que a taxa de crescimento microbiano aumenta

5,2 vezes com o0 aumento de BCD em solugao até 12 mM.

Para analisar o crescimento bacteriano foi adoptado um modelo cinético de 12 ordem e a

expressao aplicada € a seguinte:

X =X * exp[m * (t — ti)]

(equacéo 4.)
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Em que:
Xy - corresponde a concentragao de SSV experimental para um dado tempo, ti;
m - corresponde a taxa de crescimento bacteriano (declive da recta que relaciona

Ln(X/X0) com o tempo incubagao);

Atendendo a duplicagdo da concentracdo microbiana pode-se dizer que o tempo diminui

de 48,8 para 9,4 horas a medida que se aumenta a concentragédo de CD de 0 mM até 12
mM.

Comparando os resultados experimentais obtidos com os resultados provenientes da
aplicagao da cinética de 1%ordem a solugdo 4A, obtém-se a Figura 3.21. (Resultados
idénticos foram observados para as restantes solug¢des, consultar Anexo D). Efectuou-se
a aplicagdo dum modelo cinético de 12 ordem aos resultados experimentais e

posteriormente efectuou-se uma extrapolagao para os valores iniciais.

750
600 - ~
<
S 450
n
n .
(@]
1S
300 -
o —— X experimental
¢ X 12ordem
150 - . .
¢ot ¢
O T T T T T
0 10 20 30 t(h) 40 50 60

Figura 3.21. Evolugéo temporal de SSV obtidos experimentalmente e pelo modelo cinético de 12

ordem para a solugéo 4A (|BCD| = 9mM, |AC|nax. = 0,6 mM)

Para uma melhor comparagdo entre o crescimento microbiano e o aumento da
concentragao em BCD efectuou-se uma transladagao dos valores obtidos para a mesma

concentracao inicial de 55,56 mg SSV/L (X0). Para este efeito considerou-se que a
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evolugao do crescimento microbiano nao sofre alteragdo com a sua concentracéo inicial,
ou seja, que as taxas de crescimento maximo (umax,) mantém-se constantes.

Os factores de transladacdo e os valores obtidos para a concentracdo de SSV nestas
condicbes encontram-se na Tabela D6. do Anexo D. A evolucdo temporal da
concentragao de SSV prevista pelo modelo de 12 ordem para as solugdes 1A a 5A, apos

transladacao apresentam-se graficamente na Figura 3.22.

800
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Figura 3.22. Evolugao temporal da concentragdo de SSV prevista pelo modelo de 12 ordem para

as solugdes 1A a 5A, apods transladagao para X0 = 55,56 mg SSV/L

Pela avaliagdo da Figura 3.22. verifica-se que quanto maior for a quantidade de BCD
existente, maior é a taxa de crescimento microbiana, chegando a ser 5,2 vezes maiores

para a concentragao de 12 mM.

Aplicando o0 modelo de Monod consegue-se determinar a constante Ks de 150,7 mM ou
seja a concentracdo de BCD para a qual a taxa de crescimento é metade da taxa de

crescimento maxima (0,883 h™").
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3.3. CONCLUSOES

Os estudos realizados permitem verificar um aumento da taxa de consumo de oxigénio
de 47% para um aumento de 0 mM a 12 mM na concentragéo de BCD.

Os estudos realizados permitem verificar que a taxa de consumo de oxigénio foi
semelhante em duas solugdes com a mesma composicdo mas sujeitas a condigbes
distintas: uma sujeita a condigdes de laboratorio de ar e luz, e a outra protegida ao abrigo
do ar e da luz, o que leva a concluir que houve encapsulamento do AC pela BCD,
garantindo a sua estabilidade e consequente biodegradacao.

Pelos resultados obtidos verificou-se que a taxa de consumo de oxigénio numa solugéo
s6 com BCD e numa outra com BCD e AC foram relativamente semelhantes, o que
sugere que a biodegradacgao é promovida de forma analoga nas mesmas.

Os estudos realizados permitem verificar uma alteragdo completa do espectro do AC na
analise de solugbes com quantidade constante de AC e quantidades crescentes de CD,
apos a introducdo da solugdo de lamas. Apds arejamento de 30 minutos a estas
solugdes, verificou-se nova alteragdo de espectro. Estas alteragées sugerem que houve
formagdo ou excrecdo de produtos resultantes do metabolismo e/ou degradacao
bactérias existentes nas lamas.

Do estudo efectuado para avaliar possiveis reacgbes quimicas, em solucdo, de
degradacado do AC e BCD, concluiu-se que as alteragdes verificadas sdo devidas a
biodegradacgao provocada pelas bactérias existentes na solugcao de lamas.

Os resultados obtidos permitem concluir que o arejamento promove o aceleramento da
degradacao provocada pelas bactérias no AC.

Verificou-se que a taxa de crescimento microbiano aumenta com o aumento de BCD.
Estes resultados sdo confirmados pela aplicagcdo do modelo cinético de 12ordem.

A aplicacdo do modelo de Monod permitiu determinar a constante de Monod, Ks igual a
150,7 mM, ou seja a concentragdo de BCD para a qual a taxa de crescimento € metade
da taxa de crescimento maxima (0,883 h™).

Devido a solubilidade da BCD nao é possivel preparar solugbes com este nivel de
concentragdo, conclui-se assim que este modelo ndo € o mais adequado, sendo restrita a

sua aplicacdo as concentragdes estudadas.
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CAPITULO 4. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHO FUTURO

Com este trabalho pretendeu-se estudar o encapsulamento de mondmeros da lenhina,
especificamente o acido sinapico e o alcool coniferilico, pela p —ciclodextrina, utilizando
diferentes concentracbes desta ultima, tendo em vista a sua aplicagao e utilizagdo no
tratamento de efluentes das industrias do papel e da celulose.

Este estudo foi dividido em duas partes essenciais: o estudo quimico, por forma a avaliar
a influéncia dos complexos formados na solubilidade do composto, e o estudo da
biodegradagdo, em que se pretendeu avaliar e comparar a biodegradabilidade dos

mondmeros livres e quando encapsulados pela —ciclodextrina.

Os resultados obtidos na avaliagao da influéncia da concentragdo da p—ciclodextrina na
solubilidade do acido sinapico ndo foram conclusivos; no entanto, nao é de excluir o facto
de ter ocorrido complexagao, dado que para alguns casos houve um pequeno aumento
de solubilidade com o aumento da concentracdo de p—ciclodextrina

Neste sentido, seria importante futuramente repetir os estudos de avaliagcdo da
solubilidade e complexacdo do composto, utilizando tomas massicas e maior quantidade
de acido sinapico, por forma a comprovar a existéncia de complexagéo. De igual modo,

podera ser igualmente relevante avangar com ensaios de biodegradacao.

Verificou-se um aumento da solubilidade do alcool coniferilico pelo aumento da
concentragao de P-ciclodextrina em solugdo. Pelos resultados obtidos, foi possivel
concluir que o complexo formado € 1:1, ou seja, uma molécula de PB—ciclodextrina
encapsula uma molécula de alcool coniferilico.

O estudo da estabilidade sugere que o encapsulamento promove a estabilizacdo do
alcool coniferilico, composto este que ¢é instavel quando exposto a luz e ao ar, e portanto,

pode ser uma alternativa viavel quando este composto se encontra no meio ambiente.

Os estudos de biodegradacao realizados (apenas com o alcool coniferilico), permitem
verificar um aumento da taxa de consumo de oxigénio a medida que se aumenta a
concentracao de p—ciclodextrina, o que confirma a melhoria da biodegradacao provocada
pelos microrganismos ao composto em estudo, o alcool coniferilico. Verificou-se também
que o encapsulamento do alcool coniferilico pela p-ciclodextrina, garante a sua

estabilidade e consequente biodegradacgao.
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E possivel concluir, pelos resultados obtidos, que o arejamento promove o aceleramento
da degradacao provocada pelos microrganismos no alcool coniferilico.

Verificou-se que a taxa de crescimento microbiano aumenta com a presenga de
B—ciclodextrina. Estes resultados s&o confirmados pela aplicagdo do modelo cinético de
12ordem. A aplicagdo do modelo de Monod permitiu determinar a constante de Monod,
Ks igual a 150,7 mM, ou seja, a concentragdo de pB—ciclodextrina para a qual a taxa de
crescimento é metade da taxa de crescimento maxima (0,883 h™"). Devido & solubilidade
da B-ciclodextrina ndo é possivel preparar solugdes com este nivel de concentracédo,
conclui-se assim que este modelo n&o é o mais adequado, sendo restrita a sua aplicagao

as concentragoes estudadas.

Apds serem bem conhecidas as capacidades da B—ciclodextrina com estes compostos,
seria ainda interessante estudar as outras ciclodextrinas o e y,e p-ciclodextrina

substituida.

Como trabalho futuro sera também importante o estudo dos outros dois mondmeros:
alcool sinapilico e alcool p-cumarilico e, numa fase posterior, o estudo do polimero.

De forma a se confirmar o tipo de complexo que se forma entre a pf—ciclodextrina e o
acido sinapico ou o alcool coniferilico seria interessante efectuar estudos de RMN e de

Espectroscopia RAMAN.
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ANEXO A. AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO Acipo SINAPICO

Os resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a comprimento de onda
308nm das solugbes com |AS|max. = 16,1uM, 32,2uM e 64,5 uM e OmM < |BCD| < 10mM,

preparadas de acordo com o Método A, apds incubacao apresentam-se na Tabela A1.

Tabela A1. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a comprimento de onda
308nm das solu¢des com |AS|nax. = 16,1uM, 32,2uM e 64,5 uM e OmM < |BCD| < 10mM, apds

incubacao

m(AS o m(AS

Solucéo m([Bg?D) |[Br;3|\5|>]| [(g] ) |Aﬁ|tm]x, 3(%?]; a, ( Jﬁﬁ!w [ é] (4))
1 0,0000 0,00 3,62E-05 16,1 0,147 6,1 1,36E-05
2 0,0297 2,62 3,62E-05 16,1 0,187 7.9 1,78E-05
3 0,0582 5,13 3,62E-05 16,1 0,201 8,6 1,93E-05
4 0,0881 7,76 3,62E-05 16,1 0,211 9,1 2,03E-05
5 0,1176 10,36  3,62E-05 16,1 0,215 9,2 2,07E-05

m(AS o m(AS

Solucéio m([%C]ID) I[L:T?I\I/Dl]l [(g] ) |A[sm_ , &tr)]sm a ( Kglm [ é] (4))
6 0,0000 0,00 7,23E-05 32,2 0,437 19,6 4,39E-05
7 0,0313 2,76 7,23E-05 32,2 0,447 20,0 4,49E-05
8 0,0593 5,22 7,23E-05 32,2 0,436 19,5 4,38E-05
9 0,0886 7,81 7,23E-05 32,2 0,439 19,7 4,41E-05
10 0,1174 10,34 7,23E-05 32,2 0,422 18,9 4,23E-05

1

Solucédo m([Bg C]:D) l[as I\I/Dl]l m[(g]S) lA[SJ"I\'/'l"‘]X > 3(%?15;“61(2) (thﬁgls) Té?(?))
11 0,0000 0,00 1,45E-04 64,5 0,970 444 9,95E-05
12 0,0298 2,63 1,45E-04 64,5 0,939 42,9 9,62E-05
13 0,0602 5,30 1,45E-04 64,5 0,936 42,8 9,59E-05
14 0,0886 7,81 1,45E-04 64,5 0,969 443 9,94E-05
15 0,1175 10,35 1,45E-04 64,5 0,927 424 9,50E-05

A concentracio referenciada com @ traduz uma concentracdo de AS maxima tedrica. A
Absorvancia obtida na leitura por UV-Visivel no comprimento de onda de 308 nm esta referenciada
com @. O valor @ corresponde a concentracdo de AS solubilizada, obtida por interpolacéo gréafica
da curva de calibracdo. Calculou-se a quantidade de AS que se encontra solubilizada que esta

referenciada com @,
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Os resultados da determinagdo da taxa de solubilizagdo efectiva do AS para

|AS|max. = 16,1uM, de acordo com a equagéao 2, sdo apresentados na Tabela A2.

Tabela A2. Determinagéo da taxa de solubilizagdo efectiva da solugdo com
|AS|max. = 16,17uM e OmM < |BCD| < 10mM

Solugéo l[l?‘r(\:l\[/l)]l rt?e(rﬁﬁgi%) Te(gi)o(:gt) solunt])i(ﬁzsa)d(g )pela solEet‘))i(ﬁzizéo
influéncia da BCD (%)
1 0,00 3,62E-05 1,36E-05 0,00E+00 0,0
2 2,62 3,62E-05 1,78E-05 4,17E-06 11,5
3 5,13 3,62E-05 1,93E-05 5,63E-06 15,6
4 7,76 3,62E-05 2,03E-05 6,67E-06 18,5
5 10,36  3,62E-05 2,07E-05 7,09E-06 19,6

Os resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a comprimento de onda
308nm das solugbes com 89,20uM < |AS|max. £ 115,96uM e OmM < |BCD| < 12mM,

preparadas de acordo com o Método B, apds incubacéo apresentam-se na Tabela A3.

Tabela A3. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a comprimento de onda
308nm das solugdes com 89,20uM < |[AS|nax. < 115,96uM e OmM < |BCD| < 12mM

1
R &7 S L GO TR T e awn© Té?‘i)
1 0,0100 0 0,00 2,60E-04 115,96 1,031 472  1,06E-04
2 0,0100 3 1,42 2,60E-04 115,96 1,596 73,5  1,65E-04
3 0,0100 6 2,85 2,30E-04 102,58 1,725 79,5  1,78E-04
4 0,0100 9 4,27 2,00E-04 89,20 1,837 84,7  1,90E-04
5 0,0100 12 5,69 2,80E-04 124,88 2,747 127,09  2,85E-04

©) _ valor overline: desprezado.

A concentragdao referenciada com M traduz uma concentragcdo de AS maxima tedrica. A
Absorvancia obtida na leitura por UV-Visivel no comprimento de onda de 308 nm esta referenciada
com ?. O Valor © corresponde a concentracio de AS solubilizada, obtida por interpolagdo grafica
da curva de calibragdo. Calculou-se a quantidade de AS que se encontra solubilizada que esta

referenciada com .
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Os resultados para a determinagcao da taxa de solubilizagdo efectiva do AS para

89,20uM < |AS|max. < 115,96uM, de acordo com a equagao 2, sdo apresentados na Tabela
A4.

Tabela A4. Determinacao da taxa de solubilizagéo efectiva da solugdo com

89,20uM < |AS|max < 115,96uM

Solucéo ﬁ? ,\I/DI]l T:a(r':;)) i%) Te(ﬁi)cf:gt) solurEi(fi\zSa)d(ag )pela soIL%ﬁzi?;éo
influéncia da BCD (%)
2 3,00 2,60E-04 1,65E-04 5,89E-05 22,7
3 6,00 2,30E-04 1,78E-04 7,24E-05 31,5
4 9,00 2,00E-04 1,90E-04 8,41E-05 42,0

Os resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a comprimento de onda
308nm das solugdes com concentragdo tedrica maxima inicial de 30, 50 e 100 uM com

concentracao de BCD a variar entre 0 e 21 mM, preparadas de acordo com o Método C,
apods incubagao apresentam-se na Tabela AS.
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Tabela A5. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a comprimento de onda

308nm das solugdes com |AS|max. = 30uM, 50uM e 100 uM e OmM < |BCD|< 21mM

Vsolucéo-

Abs a

|AS|

_ Vsolucao-  m(AS @ m(AS
Sougio ) meeo (ol e Mg PGEET somm g T
1 0,010000 0,00 0,00 0300 6,73E-05 30,0 0,490 22,0 4,94E-05
2 0,010000 1,16 300 0300 6,73E-05 30,0 0,573 259 5,81E-05
3 0,010000 2,32 6,00 0,300 6,73E-05 30,0 0,607 27,5 6,16E-05
4 0,010000 3,47 9,00 0,300 6,73E-05 30,0 0,569 257 5,76E-05
5 0,010000 4,63 12,00 0,300 6,73E-05 30,0 0,408 18,2 4,08E-05
6 0,010000 579 1500 0,300 6,73E-05 30,0 0817 37,29 8,35E-05
7 0,010000 6,95 18,00 0,300 6,73E-05 30,0 0,440 19,7 4,42E-05
8 0,010000 8,11 21,00 0,300 6,73E-05 30,0 0,404 18,0 4,04E-05
Solugao Vi ek [pCDl Yot mas)  ASha® gl (g M9
solugao[ L] [mL] [MMI 1mi] [q] [uM] @) @) [9]
9 0,010000 0,00 000 050  1,12E-04 50,0 0,867 396 8,87E-05
10 0,010000 1,16 300 050  1,12E-04 50,0 1547 7129  1,60E-04
11 0,010000 2,32 6,00 050  1,12E-04 50,0 0,680 30,9 6,92E-05
12 0,010000 3,47 9,00 050  1,12E-04 50,0 0,716 325 7,30E-05
13 0,010000 4,63 12,00 050  1,12E-04 50,0 0,770 351  7,86E-05
14 0,010000 579 1500 050  1,12E-04 50,0 0,650 29,5 6,61E-05
15 0,010000 6,95 18,00 0,50  1,12E-04 50,0 1,156 53,0” 1,19E-04
16 0,010000 8,11 21,00 050  1,12E-04 50,0 0,926 423 9,49E-05
Solugao  Vina \:Zuafs - [BCD| Vr:(;u/iio_ M(AS)  |ASknax” ?0%?1 r?1 }ﬁl\% m (A(?))
soluggo[ L] [mL] [mM] [mL] [9] [uM] @ @) [9]
17 0,010000 0,00 0,00 1,00  2,24E-04 100 0,422 18,9 4,23E-05
18 0,010000 1,16 3,00 1,00  2,24E-04 100 0417 186  4,18E-05
19 0,010000 2,32 6,00 1,00  2,24E-04 100 1367 628" 1.41E-04
20 0,010000 3,47 9,00 1,00  2,24E-04 100 0,677 30,7 6,89E-05
21 0,010000 4,63 1200 1,00  224E-04 100 0,617 279 6,26E-05
22 0,010000 579 1500 1,00  2,24E-04 100 0,469 21,1 4,72E-05
23 0,010000 6,95 18,00 1,00  224E-04 100 0,591 26,7 5,99E-05
24 0,010000 8,11 21,00 1,00  224E-04 100 0,810 36,9 8,28E-05

)

— valor overline: desprezado.

A concentracdo referenciada com @ traduz uma concentracdo de AS maxima tedrica. A
Absorvancia obtida na leitura por UV-Visivel no comprimento de onda de 308 nm esté referenciada
com @. O valor @ corresponde a concentracio de AS solubilizada, obtida por interpolacéo grafica
da curva de calibracdo. Calculou-se a quantidade de AS que se encontra solubilizada que esta
referenciada com .
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Estudou-se o tempo de incubagdo das solugbes. Efectuou-se, entdo, a analise

espectrofotométrica ao final de 20, 42, 65 e 88 h (cerca de 4 dias), mantendo as solugbes

em incubacéao (300 rpm, 25°C) durante toda a experiéncia.

Os resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a comprimento de onda
232nm e 314nm das solugdes com |AS|max. = 100 uM e OmM < |BCD| £ 15mM, preparadas

de acordo com o Método C, apds incubagao apresentam-se nas Tabelas A6. a A9.

Tabela A6. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel, para t = 20h, das solugdes
|AS| =100 uM e OmM < |BCD| < 15mM, apds incubagao

A =232nm A =314nm
~ CD| m(AS) |AS|max"

Solugio [P |AS] AS |AS| AS

(mM) 9] [uM] Abs vy TAS) 1 Abs i m(AS)

@ (1%3) ) [g] @ @) (L(l3) ) [q] @
1 0 1,12E-03 100 1,105 51 5,68E-04 | 0,931 43 4 77E-04
2 3 1,12E-03 100 1,354 62 6,98E-04 | 1,173 54 6,03E-04
3 6 1,12E-03 100 1,069 49 5,49E-04 | 0,982 45 5,04E-04
4 9 1,12E-03 100 1,103 51 5,67E-04 | 0,949 43 4 86E-04
5 12 1,12E-03 100 1,325 61 6,82E-04 | 1,156 53 5,94E-04
6 15 1,12E-03 100 1,109 51 5,70E-04 ! 0,946 43 4,85E-04

Tabela A7. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel, para t = 42h, das solugdes
|AS| =100 uM e OmM < |BCD| £ 15mM, apds incubagao

A =232nm A =314nm
< cDl  M(AS)  |AS|ma "

Solugao P |AS] AS |AS| AS

(mM) 9] [uM] Abs e m(AS) Abs i m(AS)

@ (113) ) [g]® @ (L(ls) ) [q] ¥
1 0 1,12E-03 100 1,227 56 6,31E-04 | 1,082 50 5,56E-04
2 3 1,12E-03 100 1,172 54 6,03E-04 : 1,033 47 5,30E-04
3 6 1,12E-03 100 1,096 50 5,63E-04 | 0,989 45 5,07E-04
4 9 1,12E-03 100 1,005 46 5,16E-04 ! 0,881 40 4,51E-04
5 12 1,12E-03 100 1,288 59 6,63E-04 ; 1,169 54 6,01E-04
6 15 1,12E-03 100 1,025 47 5,26E-04 0,89 41 4,56E-04
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Tabela A8. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel, para t = 65h, das solugdes
|AS| =100 uM e OmM < |BCD| £ 15mM, apds incubagéo

A =232nm A =314nm
N cb|  mM(AS) |AS|max."

Solucdo P |AS] AS |AS| AS

(mM) 9] [uM] Abs M m(AS) | Abs i m(AS)

@ (L(ts) ) [g] @ (L(ts) ) [g] @
1 0 1,12E-03 100 1,187 54 6,10E-04 | 1,027 47 5,27E-04
2 3 1,12E-03 100 1,28 59 6,59E-04 | 1,131 52 5,81E-04
3 6 1,12E-03 100 1,128 52 5,80E-04 : 1,015 46 5,21E-04
4 9 1,12E-03 100 0,944 43 4,84E-04 | 0,844 38 4,32E-04
5 12 1,12E-03 100 1,225 56 6,30E-04 | 1,106 51 5,68E-04
6 15 1,12E-03 100 0,953 44 4,88E-04 : 0,851 39 4,35E-04

Tabela A9. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel, para t = 88h, das solugdes

|AS| =100 uM e OmM < |BCD| < 15mM, apos incubagao

A =232nm A =314nm
. cD|  MAS)  |AS|na”

Solugao B |AS] AS |AS| AS

(mM) 9] [uM] Abs e m(AS) Abs b m(AS)

@ (1%3) ) [g] @ @ (L(l3) ) [q] @
1 0 1,12E-03 100 1,537 71 7,93E-04 i 1,323 61 6,81E-04
2 3 1,12E-03 100 1,204 55 6,19E-04 | 1,067 49 5,48E-04
3 6 1,12E-03 100 1,064 49 5,46E-04 | 0,962 44 4,93E-04
4 9 1,12E-03 100 0,914 42 4,68E-04 | 0,814 37 4,16E-04
5 12 1,12E-03 100 1,351 62 6,96E-04 | 1,223 56 6,29E-04
6 15 1,12E-03 100 0,897 41 4,59E-04 | 0,801 36 4,09E-04

A concentracio referenciada com @ traduz uma concentracdo de AS maxima tedrica. A

Absorvancia obtida na leitura por UV-Visivel no comprimento de onda de 308 nm esta referenciada

com @. O valor @ corresponde a concentracdo de AS solubilizada, obtida por interpolacéo gréafica

da curva de calibracdo. Calculou-se a quantidade de AS que se encontra solubilizada que esta

referenciada com @,
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ANEXO B. AVALIACAO DA SOLUBILIDADE DO ALcooL CONIFERILICO

Os resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm das solugdes de
concentracdo teérica maxima inicial de AC 700 uM pela influéncia de concentragbes

crescentes de BCD, apds incubagao, apresentam-se nas Tabelas B1. a B7.

Tabela B1. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm,
para t = 20h, das solugdes |AC|max. = 700 uM e OmM < |BCD| < 15mM, apos incubagéo
(solugdes sujeitas a diluigdo 1:5)

AC @ t =20h
Solugéo l[[;?ﬁ]l m(AC) [g] | [JKAa]X Absa  |AS| guM) m(AS)
263nm @ . [g]®
1 0 6,40E-03 710,3 1,039 79,5 7,16E-04
2 3 6,10E-03 677,0 0,938 71,8 6,47E-04
3 6 6,40E-03 710,3 0,737 56,4 5,08E-04
4 9 6,30E-03 699,2 1,254 95,9 8,64E-04
5 12 6,40E-03 710,3 1,193 91,2 8,22E-04
6 15 6,40E-03 710,3 1,163 88,9 8,01E-04

Tabela B2. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm,
para t = 42h, das solugdes |AC|max. = 700 uM e OmM < |BCD| < 15mM, apos incubagéo
(solugdes sujeitas a diluigao 1:5)

. t = 42h
Solugéo |[Brf|\5|)]| mAC) [g] ! [J”,\‘A] Absa_ [AS|(uM)  M(AS)
263nm @ @ [g] ¥

1 0  640E-03 7103 1,172 896  8,08E-04

2 3 610E-03 6770 1,129 864  7,78E-04

3 6  640E-03 7103 1,340 1025  9,23E-04

4 9  630E-03 6992 1516 1159  1,04E-03

5 12 640E-03 7103 1457 1114  1,00E-03

6 15 640E-03 7103 1485 1135  1,02E-03
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Tabela B3. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm,

para t = 65h, das solugbes |AC|max. = 700 uM e OmM < |BCD| < 15mM, apos incubagéo
(solugdes sujeitas a diluigéo 1:5)

IBD)| IACInes =
= BCD max.
263nm @ € [g]®

1 0 6,40E-03 710,3 1,070 81,8 7,37E-04
2 3 6,10E-03 677,0 1,282 98,0 8,83E-04
3 6 6,40E-03 710,3 1,450 110,9 9,99E-04
4 9 6,30E-03 699,2 1,490 113,9 1,03E-03
5 12 6,40E-03 710,3 1,704 130,2 1,17E-03
6 15 6,40E-03 710,3 1,417 108,3 9,76E-04

Tabela B4. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm,

para t = 86h, das solug¢des |AC|max- = 700 uM e OmM < |BCD| < 15mM, apds incubagao
(solugdes sujeitas a diluigao 1:5)

AC @ t = 86h
Solugéo |[[;$|\|/3l]| m(AC) [g] | [lll%x Absa |AS| guM) m(AS)
263nm @ g [g]®
1 0 6,40E-03 710,3 1,058 80,9 7,29E-04
2 3 6,10E-03 677,0 1,169 89,4 8,06E-04
3 6 6,40E-03 710,3 1,293 98,9 8,91E-04
4 9 6,30E-03 699,2 1,398 106,9 9,63E-04
5 12 6,40E-03 710,3 1,451 110,9 9,99E-04
6 15 6,40E-03 710,3 1,746 133,5 1,20E-03

Tabela B5. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm,

para t = 112h, das solugdes |AC|max- = 700 uM e OmM < |[BCD| < 15mM, apo6s incubagao
(solugdes sujeitas a diluigdo 1:5)

e @ t=112h
Solugéo l[[?ncl\l/?]l m(AC) [g] | [JK;‘]X' Absa  |AS| guM) m(AS)
263nm @ © (9]
1 0 6,40E-03 710,3 1,126 86,1 7,76E-04
2 3 6,10E-03 677,0 1,444 110,4 9,95E-04
3 6 6,40E-03 710,3 1,369 104,7 9,43E-04
4 9 6,30E-03 699,2 1,583 121,0 1,09E-03
5 12 6,40E-03 710,3 1,595 121,9 1,10E-03
6 15 6,40E-03 710,3 1,424 108,9 9,81E-04
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Tabela B6. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm,
para t = 136,5h, das solugbes |AC|nsx. = 700 uM e OmM < |3CD| < 15mM, ap6s incubacéo
(solugdes sujeitas a diluigdo 1:5)

. t = 136,5h
Solugéo |[?ncl\5|)]| mAC) [g] ! [J”,\‘A] Absa_ [AS|(uM)  MIAS)
263nm @ € [g]®

1 0  640E-03 7103 0984 753  6,78E-04

2 3 610E-03 6770 1,231 941  848E-04

3 6  640E-03 7103 1,109 848  7,64E-04

4 9  630E-03 6992 1412 1080  9,73E-04

5 12 640E-03 7103 1502 1148  1,03E-03

6 15 640E-03 7103 1633 1248  1,12E-03

Tabela B7. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm,
parat = 147,5h, das solugbes |AC|nsx. = 700 uM e OmM < |3CD| < 15mM, apds incubacéo
(solugdes sujeitas a diluigao 1:5)

e @ t = 147,5h
Solugéo I[E;:I\I/Dl]l m(AC) [g] | [J"Ma]x Absa  |AS| guM) m(AS)
263nm @ @ [g]
1 0 6,40E-03 710,3 0,948 72,5 6,54E-04
2 3 6,10E-03 677,0 1,116 85,4 7,69E-04
3 6 6,40E-03 710,3 0,965 73,8 6,65E-04
4 9 6,30E-03 699,2 1,214 92,8 8,36E-04
5 12 6,40E-03 710,3 0,943 72,2 6,50E-04
6 15 6,40E-03 710,3 1,378 105,4 9,49E-04

A concentracdo referenciada com W traduz uma concentracdo de AC tedrica maxima. A
Absorvancia obtida na leitura por UV-Visivel no comprimento de onda 263 nm esta referenciada
com @. O valor ® corresponde a concentracdo de AC solubilizada, obtida por interpolacao gréafica
da curva de calibragdo. Calculou-se a quantidade de AC que se encontra solubilizada que esta

referenciada com @,

As Tabelas B8. a B11. apresentam os resultados das Tabelas B1. a B7., corrigidos pelo

factor de diluicao.
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Tabela B8. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm,
para t=20h et =42h, das solugdes |AC|max- = 700 uM e OmM < |[BCD| < 15mM, apods incubagéo,
corrigidos pelo factor de diluicdo

o t = 20h t = 42h
Solugao |[Encl\5|’]| m(AC) [g] lAar,{‘,f‘]x' IAC] mAC) | |AC| m(AC)
(Y R 1 A A () R [g]

1 0 640E-03 7103 | 3974  358E-03 | 4482  4,04E-03
2 3 610E-03 6770 | 3589  323E-03 | 4318  3,89E-03
3 6 640E-03 7103 | 2821  254E-03 | 5123  4,62E-03
4 9 6,30E-03 6992 | 4795 432603 | 5795  522E-03
5 12 640E-03 7103 | 4562  4,11E-03 | 5569  502E-03
6 15 640E-03 7103 | 4447  401E-03 | 567,6  511E-03

Tabela B9. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm,
parat = 65h e t = 86h, das solugées |AC|max- = 700 uM e OmM < |BCD| < 15mM, apds incubagéo,
corrigidos pelo factor de diluigao

o t = 65h t = 86h
Solugéo %\'AD]' m(AC) [g] 'A[CJR‘,T‘]X' IAC| m(AC) IAC| m(AC)
(V)R [+ A A () R [9]®

1 0  640E-03 7103 | 4092  369E-03 | 4047  365E-03
2 3 610E-03 6770 | 4902  442E-03 | 4470  4,03E-03
3 6  640E-03 7103 | 5543  499E-03 | 4944  445E-03
4 9  630E-03 6992 | 5695  513E-03 | 5344  4,82E-03
5 12 640E03 7103 | 6512  587E-03 | 5547  500E-03
6 15 640E-03 7103 | 5417  488E-03 | 667,3  601E-03

Tabela B10. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm,
parat=112h e t = 136,5h, das solugbes |AC|max. = 700 uM e OmM < |BCD| < 15mM, apos
incubacéo, corrigidos pelo factor de diluicdo

AC " t=112h t =136,5h
Solugéo l[[;?ﬁ]l m(AC) [g] | [JKAa]X |AC| m(AC) e @  M(AC)
(M) @) [9] @) |AC] (uM) [9] )
1 0 6,40E-03 710,3 430,6 3,88E-03 376,4 3,39E-03
2 3 6,10E-03 677,0 552,0 4,97E-03 470,7 4,24E-03
3 6 6,40E-03 710,3 523,4 4,72E-03 424 1 3,82E-03
4 9 6,30E-03 699,2 605,0 5,45E-03 539,8 4,86E-03
5 12 6,40E-03 710,3 609,6 5,49E-03 5741 5,17E-03
6 15 6,40E-03 710,3 544 4 4,90E-03 624,1 5,62E-03
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Tabela B11. Resultados obtidos por espectrofotometria de UV-Visivel a 263 nm,
para t = 147,5h, das solugbes |AC|nsx. = 700 pM e OmM < |3CD| < 15mM, apds incubacéo,
corrigidos pelo factor de diluicdo

@ t = 147,5h
solugao PO macytgr MTIeET ag maag)
W®  g1®
1 0 6,40E-03 710,3 362,7 3,27E-03
2 3 6,10E-03 677,0 426,8 3,85E-03
3 6 6,40E-03 710,3 369,2 3,33E-03
4 9 6,30E-03 699,2 464,2 4,18E-03
5 12 6,40E-03 710,3 360,8 3,25E-03
6 15 6,40E-03 710,3 526,8 4,75E-03

A concentracéo referenciada com ) traduz uma concentracio de AC teérica maxima. O valor ©

corresponde a concentracdo de AC solubilizada corrigida pelo factor de diluicdo. Calculou-se a

quantidade de AC que se encontra solubilizada que esta referenciada com @,

Os resultados da determinacdo da taxa de solubilizacdo efectiva do AC para
concentracao tedrica maxima inicial de AC 700 uM pela influéncia de concentragbes
crescentes de BCD, para t = 65h e t = 86h, de acordo com a equagido 3, sao

apresentados na Tabela B12.

Tabela B12. Determinacgao da taxa de solubilizagéo efectiva do AC para t = 65h e t = 86h

Solucéo l[[:ncl\sl)]l m ('?Sg @ mt(é%)sﬁg) solurrt;i(ﬁzsa)d(g )pela solz?));ﬁzizéo

influéncia da BCD (%)

2 6,10E-03 4,42E-03 7,29E-04 12,0

3 6,40E-03 4,99E-03 1,31E-03 20,4

4 6,30E-03 5,13E-03 1,44E-03 22,9

5 12 6,40E-03 5,87E-03 2,18E-03 34,1
Solucéo l[afl\l/jl]l m (A,[‘:Cg @ mt(é%)eﬁg) soluntq)i(fi‘zsa)d(egJ )pela solz?));ﬁzizéo

influéncia da BCD (%)

2 3 6,10E-03 4,03E-03 3,82E-04 6,3

3 6 6,40E-03 4,45E-03 8,08E-04 12,6

4 9 6,30E-03 4,82E-03 1,17E-03 18,6

5 12 6,40E-03 5,00E-03 1,35E-03 21,1

6 15 6,40E-03 6,01E-03 2,37E-03 37,0
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ANEXO C. ESTUDO DE BIODEGRADACAO EM MEIO NAO TAMPONADO
COM RECURSO A MEDICAO DA TAXA DE CONSUMO DE
OXIGENIO E CONTROLO ESPECTROFOTOMETRICO

A Tabela C resume os resultados obtidos para as concentragdes de oxigénio dissolvido

ao longo do tempo, que se encontram apresentados graficamente nas Figuras 3.2. e 3.3.

Tabela C1. Resultados obtidos na medigdo das concentragdes de oxigénio dissolvido nas
solugbes 1 a 8 com |AC|nax = 0,35 mM e OmM < |BCD| < 7,5mM [mg/L O, dissolvido a 25°C]

Solugdo 1 Solugdo 2 Solucdo 3 Solugdo4 Solugcdo5 Solucdo 6 Solugdo7 Solucédo 8

meYIpcDI=  [BCDI=  IBCDI=  BCDI=  IBCDI=  IBCDI=  [BCDI=  [pCDI=
0,0 mM 1,5mM 3,0 mM 45 mM 6,0 mM 7,5 mM 0,0 mM 6,0 mM

30 668 640 670 620 609 644 636 746
35 660 624 667 611 59 632 627 748
40 649 616 656 602 58 623 618 7,53
45 640 605 653 592 572 610 607 757
50 631 595 646 578 559 599 59 7,62
55 620 579 637 570 546 58 58 7,64
60 609 566 626 557 533 574 573 7,67
65 598 552 618 544 521 559 562 7,69
70 58 536 607 533 507 543 550 7,70
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A Tabela seguinte resume os resultados obtidos para as concentracbes de oxigénio
dissolvido ao longo do tempo, que se encontram apresentados graficamente na Figura
3.11.

Tabela C2. Evolugao temporal da concentragéo de oxigénio dissolvido das solugdes A3 (|BCD| = 0

mM e |AC| = 0,5 mM) e A3 (|BCD| =z 6 mM e |AC| = 0,5 mM) [mg/L O, dissolvido a 25°C]

tempo (min) Solucdo A3 Solucédo B3

3 12,95 9,50
3,5 12,85 9,25
4 12,80 9,05
4,5 12,70 8,80
5 12,55 8,45
55 12,45 8,20
6 12,35 7,95
6,5 12,25 7,70
7 12,20 7,55
7,5 12,10 7,40
8 12,05 7,20
8,5 12,00 6,90
9 11,95 6,55
9,5 11,80 6,20
10 11,65 5,85
10,5 11,45 5,60
11 11,25 5,30
11,5 11,00 5,00
12 10,80 4,75
12,5 10,55 4,45
13 10,30 4,25
13,5 10,05 4,00
14 9,85 3,75
14,5 9,565 3,60
15 9,30 3,45
15,5 9,05 3,25
16 8,90 3,05
16,5 8,65 2,90
17 8,40 2,75
17,5 8,15 2,60
18 7,95 2,45
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A Tabela seguinte resume os resultados obtidos para as concentracbes de oxigénio
dissolvido ao longo do tempo, que se encontram apresentados graficamente na Figura
3.12.

Tabela C3. Evolugéo temporal da concentragao de oxigénio dissolvido das solugbes 1 (|BCD| = 6

mM) e 2 (|BCD| = 6 mM e |[AC| = 0,5 mM) [mg/L O, dissolvido a 25°C]

tempo  Solucdo Solucéo

(min) 1 2
3 6,90 7,25
3,5 6,75 7,00
4 6,40 6,80
4,5 6,15 6,60
5 5,95 6,45
55 5,80 6,25
6 5,70 6,05
6,5 5,50 5,85
7 5,30 5,65
7,5 5,10 5,45
8 4,80 5,20
8,5 4,60 5,05
9 4,40 4,85
9,5 4,15 4,60
10 3,95 4,40
10,5 3,75 4,20
11 3,50 4,00
11,5 3,30 3,80
12 3,05 3,65
12,5 2,85 3,45
13 2,65 3,25
13,5 2,40 3,05
14 2,20 2,85
14,5 2,00 2,70
15 1,80 2,50
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ANEXO D. ESTUDO DE BIODEGRADAGCAO EM MEIO MINERAL
TAMPONADO COM RECURSO AO CONTROLO
ESPECTROFOTOMETRICO E ANALISE DO CRESCIMENTO

BACTERIANO

A Tabela D1. resume os resultados obtidos para o crescimento microbiano para a

solugéo 1A (|BCD| = 0 mM, |AC|max. = 0,6 mM) e o respectivo tratamento de resultados.

Tabela D1. Resultados obtidos do crescimento microbiano para a solugao 1A
(IBCD| = 0 mM, |AC|max. = 0,6 mM) e respectivo tratamento de resultados

x® X @
t(h) Abs (mg SSVIL] Ln (X/X0) [mlga ‘gdse"\}/u
0 0,081 90,0 0,00 66,2
1 0,071 78,9 -0,13 67,2
2 0,078 86,7 -0,04 68,2
4 0,076 84,4 -0,06 70,1
6 0,078 86,7 -0,04 72,1
8 0,068 75,6 -0,17 74,2
13 0,057 63,3 -0,35 79,7
23 0,037 41,1 -0,78 91,8
27 0,035 38,9 -0,84 97,2
31 0,046 51,1 -0,57 102,9
35 0,098 108,9 0,19 108,9
45 0,113 125,6 0,33 125,5

™ _ Valor obtido recorrendo & recta de calibracdo relativa a correspondéncia da
Absorvancia com a concentragao da solugéo de lamas (mg SSV/L).

@ _ Concentragao da solugao de lamas utilizando o modelo cinético de 12 ordem.

A Figura D1. apresenta a representacdo grafica de Ln(X/X0) em funcdo do tempo
incubacao para a solucéo 1A, o que permite determinar a taxa de crescimento microbiano

na solucao (declive da recta apresentada).
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Figura D1. Representagao da relagao entre Ln(X/X0) ao longo do tempo para a solugéo 1A
(IBCD| =0 mM, |AC|méax = 0,6 mM)

A Figura D2. apresenta a evolugao temporal de SSV obtidos experimentalmente e pelo

modelo cinético de 12 ordem para a solucéo 1A (|BCD| = 0 mM, |AC|nax. = 0,6 mM).
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Figura D2. Evolugao temporal de SSV obtidos experimentalmente e pelo modelo cinético de
12 ordem para a solugéo 1A (|CD| = 0 mM, |AC|nax. = 0,6 mM)
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A Tabela D2. resume os resultados obtidos do crescimento microbiano para a solugao 2A

(IBCD| = 3 mM, |AC|nax. = 0,6 mM) e o respectivo tratamento de resultados.

Tabela D2. Resultados obtidos do crescimento microbiano para a solugao 2A
(IBCD| = 3 mM, |AC|max. = 0,6 mM) e respectivo tratamento de resultados

x® X @

t(h) Abs (mg SSVIL] Ln (X/X0) [mlé‘ ‘gdse"\“//L]
0 0,074 82,2 0,00 151,5
1 0,074 82,2 0,00 154,1
2 0,068 75,6 -0,08 156,7
4 0,076 84,4 0,03 162,2
6 0,088 97,8 0,17 167,8
8 0,074 82,2 0,00 173,7
13 0,071 78,9 -0,04 189,2
23 0,202 224,4 1,00 224,4
27 0,212 235,6 1,05 240,3
31 0,236 262,2 1,16 257,3
35 0,260 288,9 1,26 275,6
45 0,289 321,1 1,36 327,0
50 0,323 358,9 1,47 356,1

™ _ Valor obtido recorrendo & recta de calibragdo relativa a correspondéncia da
Absorvancia com a concentragdo da solugdo de lamas (mg SSVI/L).

@_ Concentragao da solugao de lamas utilizando o modelo cinético de 12 ordem.

A Figura D3. apresenta a representacdo grafica de Ln(X/X0) em funcdo do tempo
incubacao para a solugao 2A, o que permite determinar a taxa de crescimento microbiano

na solucao (declive da recta apresentada).
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Figura D3. Representagéo da relagao entre Ln(X/X0) ao longo do tempo para a solugao 2A
(IBCD| = 3 mM, |AC|max. = 0,6 mM)

A Figura D4. apresenta a evolugado temporal de SSV obtidos experimentalmente e pelo

modelo cinético de 12 ordem para a solucdo 2A (|BCD| = 3 mM, |AC|mnax. = 0,6 mM).
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Figura D4. Evolugao temporal de SSV obtidos experimentalmente e pelo modelo cinético de
12 ordem para a solugéo 2A (|BCD| = 3 mM, |AC|nax. = 0,6 mM)
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A Tabela D3. resume os resultados obtidos do crescimento microbiano para a solugdo 3A

(IBCD| = 6 mM, |AC|nax. = 0,6 mM) e o respectivo tratamento de resultados.

Tabela D3. Resultados obtidos do crescimento microbiano para a solugdo 3A
(IBCD| = 6mM, |AC|max. = 0,6 mM) e respectivo tratamento de resultados

x® X1a ordem
th)  Abs ooy LnOXO) e
0 0,065 72,2 0,00 86,1
1 0,069 76,7 0,06 89,4
2 0,069 76,7 0,06 92,8
4 0,065 72,2 0,00 99,9
6 0,059 65,6 -0,10 107,6
8 0,058 64,4 -0,11 115,9
13 0,052 57,8 -0,22 139,5
23 0,182 202,2 1,03 202,2
27 0,223 247.,8 1,23 234,6
31 0,256 284.,4 1,37 272,1
35 0,285 316,7 1,48 315,6

™ _ Valor obtido recorrendo a recta de calibragado relativa a correspondéncia da
Absorvancia com a concentragao da solugéo de lamas (mg SSV/L).

@_ Concentragao da solugao de lamas utilizando o modelo cinético de 12 ordem.

A Figura D5. apresenta a representacao grafica de Ln(X/X0) em funcdo do tempo
incubacao para a solugao 3A, o que permite determinar a taxa de crescimento microbiano

na solucao (declive da recta apresentada).
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Figura D5. Representagao da relagao entre Ln(X/X0) ao longo do tempo para a solugéo 3A
(IBCD| = 6mM, |AC|msx. = 0,6 mM)

A Figura D6. apresenta a evolugcdo temporal de SSV obtidos experimentalmente e pelo

modelo cinético de 12 ordem para a solugéo 3A (|BCD| = 6 mM, |AC|max = 0,6 mM).
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Figura D6. Evolucao temporal de SSV obtidos experimentalmente e pelo modelo cinético de
12 ordem para a solugéo 3A (|[BCD| = 6mM, |AC|max = 0,6 mM)
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A Tabela D4. resume os resultados obtidos do crescimento microbiano para a solugao 4A

(IBCD| =9 mM, |AC|nax. = 0,6 mM) e o respectivo tratamento de resultados.

Tabela D4. Resultados obtidos do crescimento microbiano para a solugao 4A
(IBCD| = 9mM, |AC|max. = 0,6 mM) e respectivo tratamento de resultados

x @ X1a ordem

th)  Abs ooy LnOXO) e
0 0,072 80,0 0,00 89,9
1 0,078 86,7 0,08 93,7
2 0,077 85,6 0,07 97,6
4 0,073 81,1 0,01 106,1
6 0,068 75,6 -0,06 115,3
8 0,063 70,0 -0,13 125,2
13 0,060 66,7 -0,18 154,1
23 0,147 163,3 0,71 233,4
27 0,248 275,6 1,24 275,6
31 0,298 331,1 1,42 325,3
35 0,380 422,2 1,66 384,1
45 0,545 605,6 2,02 581,6
50 0,647 718,9 2,20 715,7

™ _ Valor obtido recorrendo & recta de calibragdo relativa a correspondéncia da
Absorvancia com a concentragdo da solugédo de lamas (mg SSV/L).

@ _ Concentragao da solugao de lamas utilizando o modelo cinético de 12 ordem.
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A Tabela D5. resume os resultados obtidos do crescimento microbiano para a solugdo 5A

(IBCD| = 12 mM, |AC|max.= 0,6 mM) e o respectivo tratamento de resultados.

Tabela D5. Resultados obtidos do crescimento microbiano para a solugdo 5A
(IBCD| = 12mM, |AC|max. = 0,6 mM) e respectivo tratamento de resultados

x® X @
t(h) Abs (mg SSVIL] Ln (X/X0) [mlé‘ ‘gdse"\“//L]
0 0,051 56,7 0,00 20,8
1 0,052 57,8 0,02 22,4
2 0,054 60,0 0,06 24,1
4 0,047 52,2 -0,08 27,9
6 0,050 55,6 -0,02 32,4
8 0,045 50,0 -0,13 37,5
13 0,047 52,2 -0,08 54,2
23 0,072 80,0 0,34 113,4
27 0,137 152,2 0,99 152,2
31 0,192 213,3 1,33 204,4
35 0,247 274,4 1,58 274,5

™ _ Valor obtido recorrendo a recta de calibragado relativa a correspondéncia da
Absorvancia com a concentragdo da solugédo de lamas (mg SSV/L).

@_ Concentragao da solugao de lamas utilizando o modelo cinético de 12 ordem.

A Figura D7. apresenta a representacao grafica de Ln(X/X0) em funcdo do tempo
incubacao para a solugao 5A, o que permite determinar a taxa de crescimento microbiano

na solucao (declive da recta apresentada).
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Figura D7. Representagéo da relagao entre Ln(X/X0) ao longo do tempo para a solugao 5A
(IBCD| = 12mM, |AC|max. = 0,6 mM)

A Figura D8. apresenta a evolugado temporal de SSV obtidos experimentalmente e pelo

modelo cinético de 12 ordem para a solugéo 5A (|BCD| = 12 mM, |AC|masx. = 0,6 mM).

300

250 /

200 &

150

mg SSV/L

100
—a— X experimental

¢ X12ordem

O T T T T
0 10 20 th) 30 40 50

Figura D8. Evolucdo temporal de SSV obtidos experimentalmente e pelo modelo cinético de 12
ordem para a solugéo 5A (|BCD| = 12mM, |AC|nax. = 0,6 mM)
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A Figura D9. apresenta a evolugado temporal de SSV obtidos experimentalmente e pelo

modelo cinético de 12 ordem para as 5 solugdes em estudo.

500
Solugdo 1A: |BCD| = 0mM, |AC|max=0,6mM
4 4
50 Solugdo 2A: |BCD| = 3mM, |AC|max=0,6mM
400 - —A— Solugdo 3A: |BCD| =6mM, |AC|max=0,6mM
350 | —®—Solugdo 4A: [BCD| = 9mM, |AC|max=0,6mM /
—a— Solucéo 5A: [BCD| = 12mM, |AC|max.= 0,6mM /
_, 300 |
2]
% 250 7l
(o))
E 200
150
100
50
O T T T T T T T
0 5 10 15 t(h) 20 25 30 35

Figura D9. Evolugéo temporal de SSV obtidos experimentalmente e pelo modelo cinético de
12 ordem para as solugbes 1A a 5A (sem trasladacgéo)

Considerando os resultados obtidos pela adopgao do modelo cinético de 12 ordem a este
estudo, efectuou-se uma transladacao dos valores obtidos com este modelo, por forma a
que as 5 solugdes tivessem X0 = 55, 56 mg SSV/L.

Os factores de transladacdo e os valores obtidos para a concentracdo de SSV nestas

condi¢des encontram-se seguidamente na Tabela DG6.
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Tabela D6. Factores de transladagao e valores para X 12 ordem [mg SSV/L] transladados

tra':r?glt;(;sgzo 1,19 2,73 1,55 1,62 0,37
tempo (hfomgao 1A 2A 3A 4A 5A
0 55,56 55,56 55,56 55,56 55,56

1 56,35 56,52 57,66 57,91 59,81

2 57,16 57,49 50,84 60,37 64,38

4 58,81 59,49 64,45 65,59 74,61

6 60,50 61,56 69,41 7127 86,46

8 62,24 63,71 7476 7744 100,19

13 66,82 69,39 90,00 9529 144,83

23 77,02 82,33 130,42 144,31 302,65

27 81,52 88,16 151,28 170,37 406,41

31 86,29 94,40 17549 201,13 54575

35 91,33 101,09 203,56 237,45 732,87

Para a aplicagao do modelo de Monod a este estudo, utilizou-se a equacéao 1, descrita no
Capitulo 1. Efectuando a sua linearizagdo, obtém-se a equacdo 5. que, aplicada aos
resultados experimentais obtidos, origina a Figura D10. De referir que S é a concentragao

de substrato, neste caso, CD.

= X—+— (equacéo 5.)
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Figura D10. Aplicagdo do modelo de Monod aos resultados experimentais obtidos

Da Figura anterior tem-se que:

211331 4, =0,883h™
Hn
Ks
—8 =170,74 = K, =150,7mM
Hn
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