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RESUMO

Poluentes aromaticos estdo presentes em efluentes de diversos tipos de
indGstrias. Muitos destes poluentes sdo altamente tdxicos e
carcinogénicos, motivando a realizacdo de estudos visando viabilizar
processos para a remogdo dos mesmos. Uma das alternativas utilizadas
na remocdo de poluentes aromaticos & o emprego de reagdes
enzimaticas. A reacdo enzimdtica tem-se mostrado eficaz, além de
possuir vantagens em relacdo aos demais processos utilizados. Este
trabalho teve como objetivo principal avaliar a eficiéncia de remocgédo do
fenol através de reacdo de polimerizacdo e precipitacdo utilizando a
enzima Horseradish peroxidase (HRP). Os reatores bioldgicos foram
conduzidos em batelada, utilizando concentracbes de fenol
compreendidas entre 0,5 mM e 4 mM (47 mg/L a 376 mg/L) em pH 7,4
e temperatura ambiente de 25 °C, condigOes Otimas para reagdo de
polimerizacdo e simulacdo das condigbes nas quais se encontram 0s
efluentes nas industrias. O efluente sintético foi elaborado a partir de
fenol solido (> 99%) e as concentracGes de peroxido de hidrogénio
utilizadas nas reacdes foram 50% em excesso em relacdo as
concentracdes iniciais de fenol (1:1,5). O tempo de retencdo utilizado foi
de 3 horas, que foi suficiente para garantir o final da reagéo.

Em todos os experimentos conduzidos nas diferentes concentragbes de
fenol foi possivel obter uma remocéo igual ou superior a 90%. Além de
avaliar a eficiéncia de remocéo foi proposto um modelo matemaético,
construido a partir da interpolacdo linear e polinomial dos dados
experimentais obtidos, para uma faixa de remo¢do compreendida de
30% a 90%. Ambas as interpolagcbes demonstraram-se efetivas na
representacdo dos dados experimentais. Um estudo cinético, o qual
avaliou o decaimento da atividade enzimatica com o tempo, demonstrou
o efeito da concentracéo inicial de fenol na desativacdo da enzima HRP.
A dosagem de proteina efetuada na mistura de reacéo apds o término da
reacdo comprovou que cerca de 90% da massa da enzima foram
adsorvidas pelo precipitado. Testes de toxicidade utilizando alga
Scenedesmus subspicatus foram efetuados no produto sobrenadante da
reacdo. Os experimentos evidenciaram que a toxicidade dos produtos
contidos na mistura de reacdo é pequena e que continua a diminuir com
0 passar 0 tempo apo6s a reacdo finalizada, indicando juntamente com os
demais resultados, a viabilidade do emprego da enzima HRP num
processo de polimento para a remog¢éo do fenol em aguas residuérias.
Palavras-chave: Enzima, Fenol, Horseradish peroxidase (HRP),
poluentes aromaticos, toxicidade.






ABSTRACT

Aromatic pollutants are present in different types of effluents of
industries. Many of these pollutants are highly toxic and carcinogenic
and for these reasons studies are being conducted to enable these
processes to remove pollutants. One of alternatives in the removal of
aromatic pollutants is the application of enzymatic reactions. The
enzymatic reaction has been shown to be effective, and has advantages
over other procedures used. This work aimed to evaluate the efficiency
of phenol removal through the polymerization reaction and precipitation
using the enzyme Horseradish peroxidase (HRP). The biological
reactors were conducted in batch using phenol concentrations between
0.5 mM and 4 mM (47 mg/L to 376 mg/L) at pH 7.4 and ambient
temperature of 25°C, optimum conditions for the polymerization
reactionand simulation of the conditions under which the effluents are in
the industry. The effluent was elaborate in the laboratory using pure
phenol (> 99%) and the concentrations of hydrogen peroxide used in the
reactions were 50% in excess (1:1.5) about the stoichiometry of the
reaction. The retention time used was 3 hours, which was sufficient to
ensure the end of reaction.

In all the experiments conducted at different concentrations of phenol it
was possible to achieve removal equal to or greater than 90%. In
addition to evaluating the removal efficiency it has been proposed a
mathematical model from the linear and polynomial interpolations of the
experimental data obtained for a range of removal comprised of 30% to
90%. Both interpolations showed to be effective in representing the
experimental data. A kinetic study which evaluated the decrease in
enzymatic activity over time, demonstrated the effect of the initial
concentration of phenol in the deactivation of the enzyme horseradish
peroxidase. The protein level in the reaction mixture after the reaction
showed that about 90% of enzyme mass was adsorbed by the
precipitated. Toxicity tests using algae Scenedesmus subspicatus were
conducted in the supernatant of the reaction. The experiments revealed
that the toxicity of the products contained in reaction mixture is small
and continues to decrease over time after the reaction finished,
indicating the viability of the enzyme HRP in a polishing process for the
phenol removal from wastewater.

Keywords: Enzyme, Phenol, Horseradish peroxidase (HRP), Aromatic
pollutants, toxicity.
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional e a expansdo das atividades
industriais em diversos setores ocorridos nas Ultimas décadas levaram a
um grande aumento na geragdo de residuos e produtos nocivos para 0
meio ambiente. A necessidade por buscas de processos para eliminagédo
e/ou reaproveitamento destes residuos tem levado os pesquisadores a
procurarem novas alternativas visando com isto ocasionar um menor
impacto ambiental, seja em termos de poluicdo ou em termos de
remocao de matéria prima.

O problema da poluicdo ambiental é de nivel mundial. Teve
origem na revolugdo industrial, intensificando-se com a exploséo
demogréfica e pelo método socioeconémico e cultural do século. Em
muitas regibes brasileiras que abrigam pélos industriais e uma
populacdo densa, o meio ambiente vem sofrendo uma degradacdo
efetiva causada pelos esgotos domeésticos e industriais, principalmente o
ecossistema aquatico.

Entre os recursos naturais, a agua tem sido destaque no que diz
respeito a pesquisas nos Ultimos anos. Isto porque embora seja um
recurso que possa ser reutilizado, sua disponibilidade é finita e restrita.
Apesar de o planeta terra possuir 70% de sua superficie coberta por
agua, apenas 3% € agua doce, dos quais 2,3% encontram-se congelado
nos polos restando somente 0,7% de agua disponivel para consumo
humano.

A industria petrolifera, que teve seu inicio no século XIX, hoje é
uma das maiores responsaveis por constantes problemas ambientais.
Derramamentos de 6leo em plataformas maritimas influem de uma
maneira negativa afetando todo um ecossistema de uma regido. Tais
acontecimentos ndo sdo fatos isolados e vem ocorrendo no decorrer de
toda sua historia, porém somente nos Gltimos anos houve um interesse
maior em procurar aliar o interesse na preservagdo do meio ambiente e o
desenvolvimento de tecnologias “limpas” com a eficiéncia e
produtividade dos seus processos de producao.

Um dos contaminantes mais nocivos gerados pela industria do
petroleo sdo os fendis. Na indUstria petroquimica sdo encontrados em
diferentes processos como no refino de dleo bruto, resinas e converséo
de coque. Dentre 0s recursos naturais disponiveis, 0s recursos hidricos
sdo os mais afetados pelo descarte de residuos fenélicos. Varios sdo 0s
processos conhecidos e aplicados na inddstria para a remocéo do fenol:
degradacdo microbiana, extracdo por solvente, oxidagdo quimica e
adsorcao por carvdo ativado. Porém, cada um destes métodos apresenta
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desvantagens tais como alto custo, remocdo incompleta, formacéo de
produtos mais toxicos que o fenol e a aplicabilidade somente numa faixa
de concentracdo restrita. Desta forma se faz necessario buscar por um
processo alternativo que possibilite minimizar e/ou eliminar estas
desvantagens e a0 mesmo tempo que possa atender uma maior demanda
de poluentes tdxicos. O tratamento via reagdo enzimatica tem aparecido
como uma das alternativas com grande potencial de uso que atendem a
essas necessidades, fator que serviu de motivacao para a realizacdo deste
trabalho.

A enzima peroxidase possui aplicacdo conhecida em diversas
areas ligadas a remocédo de poluentes, sendo utilizada em processos de
remogdo de grupamentos fendlicos, aminas arométicas e descoloracdo
de efluentes da indistria téxtil. Com massa molar na regido
compreendida entre 38 kDa a 150 kDa e apresentando-se geralmente na
forma de 3 a 15 isoenzimas, as peroxidases sdo encontradas em plantas
(rabanetes, soja, batata, tomate etc.), microrganismos (leveduras) e em
animais (plasma sanguineo).

Dentre o grupo das peroxidases, a enzima Horseradish peroxidase
(HRP) possui destaque se adequando de uma melhor forma para
aplicacdo industrial, isto porque a HRP é uma enzima néo especifica se
tratando em termos de substrato aromatico, podendo ser utilizada numa
grande variedade de poluentes aromaticos.

Assim, com a intencdo de buscar um método que possa ser
aplicado em uma faixa mais ampla de concentracdo de fenol, gerando
produtos seletivos, com baixa toxicidade e aliando a todos estes fatores
ao controle de custo e eficicia na remocdo de poluentes, neste trabalho
sdo apresentados valores de remogéo para diversas condi¢des simuladas
de contaminagdo com fenol, aliado a um modelo matemaético que pode
ser utilizado para “prever” a remocao de fenol desejada de acordo com a
contaminacéo e a quantidade de enzima utilizada. Também foram feitos
ensaios de toxicidade com os produtos da reagdo e ensaios cinéticos para
uma melhor avaliacdo das variaveis envolvidas na reacao.

A dissertacdo esta estruturada em capitulos. No capitulo 1 séo
demonstrados os objetivos gerais e especificos do presente trabalho, no
capitulo 2 é apresentada a revisdo bibliogréafica referente ao assunto de
pesquisa, formas de remocéo de poluentes aquosos, cinética enzimatica,
caracteristicas fisico-quimicas da enzima Horseradish peroxidase e o
mecanismo enzimatico da peroxidase envolvido na reacdo de
polimerizacdo e precipitacdo de substratos aromaticos. No capitulo 3 séo
apresentados os materiais e a metodologia utilizada para a obtencdo dos
dados experimentais. No capitulo 4 sdo exibidos os resultados das



27

andlises e as discussdes dos resultados obtidos. No capitulo 5 séo
apresentadas as principais conclusbes a respeito dos resultados, bem
como as sugestoes para futuros trabalhos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar o potencial da enzima
Horseradish peroxidase em remover fenol num processo de
complementacdo (polimento) aos tratamentos convencionais em aguas
residuarias e desenvolver um modelo matematico para avaliar e prever a
guantidade de fenol removido de acordo com a contaminagéo existente e
a quantidade de extrato enzimatico utilizado.

1.1.2 Obijetivos Especificos

e Avaliar a capacidade de remoc¢do do fenol através da reacdo
enzimatica de acordo com a concentracéo inicial de fenol e atividade da
enzima contidos na reagéo.

e Determinar a atividade enzimatica minima necessaria para cada
concentracdo inicial de fenol a fim de se obter o méximo indice de
remocao.

e Estudar a influéncia da concentracdo inicial de fenol presente
no meio reacional na desativagcdo do ciclo catalitico da enzima HRP
durante a reac&o.

e Determinar e comparara toxicidade dos produtos da reacdo,
efetuada com e sem a presenca da enzima.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 EFLUENTES PRESENTES NA INDUSTRIA PETROQUIMICA

Mais de um terco da agua doce renovavel e acessivel do planeta é
usado em atividades domeésticas, industriais e agricolas. A maioria
dessas atividades leva a poluicdo das aguas com a introducdo de
inlmeras substancias presentes em produtos petroquimicos (MELO,
2010).

A fim de evitar problemas e garantir um descarte seguro foram
impostos regulamentos restringindo a faixa de concentracdo dos
poluentes que podem estar contidos nas aguas (LIN e HUANG, 1999).

O petréleo bruto é uma complexa mistura de hidrocarbonetos,
gue apresenta contaminagdes variadas de enxofre, nitrogénio, oxigénio e
metais (PEDROZO et al., 2002). A composi¢do exata dessa mistura
varia em funcgdo do seu reservatorio de origem. No seu estado bruto, o
petroleo tem pouquissimas aplicagBes, sendo necessaria a etapa de
refino para aproveitar o0 méximo de seu rendimento. Do ponto de vista
ambiental, as refinarias de petrdleo sdo grandes geradoras de poluicdo.
Elas consomem grandes quantidades de agua e de energia, produzem
grandes quantidades de despejos liquidos, liberam diversos gases
nocivos para a atmosfera e produzem residuos solidos de dificil
tratamento e disposi¢cdo (MARIANO, 2001).

Os efluentes industriais usualmente sdo caracterizados como
sendo qualquer dgua ou vapor condensado que tenha entrado em contato
com 6leo, estando este Gltimo sob a forma liquida ou gasosa, e que pode,
portanto, conter 6leo ou outros contaminantes quimicos.

Os principais contaminantes encontrados nos efluentes liquidos
das industrias petroquimicas podem ser classificados como: sélidos
dissolvidos, sélidos suspensos ecompostos organicos. Os metais
pesados, gases dissolvidos, contaminantes bioldgicos e radioativos
aparecem com menor intensidade nesses efluentes (SOUZA, 2009).

Na Tabela 1 estdo relacionados alguns dos principais processos
de tratamento de efluentes liquidos utilizados na indUstria petroquimica.
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Tabela 1 — Processos de tratamento de efluentes liquidos

Composto Toxico Sélidos Solidos Compostos
Dissolvidos Suspensos Organicos
Osmose Reversa X
Troca lénica X
Eletrodialise Reversa X
Evaporacdo X

Macrofiltracdo
Microfiltracdo
Ultrafiltracdo
Nanofiltracéo
Clarificacédo
Ozonizagdo
Carvao Ativado
Destilagéo
Lodo Ativado

X X X X X

X X X X

FONTE: MUSTAFA, 1998.

O fenol aparece nos efluentes resultantes das etapas de
craqueamento catalitico, producdo de lubrificantes e de solventes e nas
aguas de lavagem da gasolina, seguintes aos tratamentos causticos. E
uma substancia de alta toxicidade e sua presenca pode causar danos a
salde humana e a vida aquética (MARIANO, 2001.). Segundo Mustafa
(1998), nos efluentes industriais pode haver presenca de até 0,1 mg/L de
fendis, sendo que ainda segundo o mesmo autor nos locais onde ha
contato direto da agua com as correntes de processo o fenol pode chegar
a concentracbes de até 20 mg/L. Mariano (2001), cita que a
concentracdo média de fenol que é encontrado normalmente nos
efluentes das refinarias pode chegar a 154 mg/L, como pode ser
observado na Tabela 2, a qual apresenta as substéncias tdxicas mais
comuns e suas respectivas concentracbes em efluentes de indulstria
petrolifera.



31

Tabela 2 — Compostos téxicos normalmente encontrados nos despejos
das refinarias de petroleo.

Composto Toxico | Concentracdo média Limite de
(mg/L) Toxicidade aos
Peixes (mg/L)
Céadmio 0,04 0,1
Cromo 0,28 0,7
Cobre 0,07 0,15
Chumbo 0,23 2,5
Niquel 0,11 15
Fenol 154 40
Sulfetos 24 4
Zinco 0,17 1

FONTE: MARIANO, 2001.
2.2 LEIS E REGULAMENTOS PARA DESCARTE DE EFLUENTES

Com a escassez cada vez maior de recursos naturais, seguida da
necessidade constante de atendimento por uma maior demanda de
producdo, as leis ambientais vém progredindo muito no sentido de
minimizar os problemas gerados pelos contaminantes produzidos pelas
indUstrias. A contaminacdo de aguas superficiais e subterrdneas com
compostos aromaticos ¢ um dos problemas ambientais mais graves
enfrentados atualmente. Devido a sua toxicidade aguda e uma alta
solubilidade, o fenol j& é listado pela Agéncia de Protecdo Ambiental
(EPA) dos Estados Unidos e pela Unido Europeia (EU) como um dos
contaminantes prioritariose  também 0 mais importante  dos
poluentes potencialmente cancerigenos, ocupando o décimo primeiro
lugar numa lista de 126 substéncias nocivas (MING et al., 2006).

Nos Estados Unidos e Unido Europeia a faixa de concentracdo de
fenol permitida para descarte de efluentes compreende valores de 0,1 a
0,5 mg/L, faixa semelhante & imposta pelo CONAMA na Resolucéo
397/08, a qual estabelece que osefluentes de qualquer fonte poluidora
somente poderdo ser lancados, direta ou indiretamente, nos corpos de
agua desde que obedecam as condigdes de 0,5 mg/L de fendis totais
(substancias que reagem com 4-aminoantipirina).

Nas &guas naturais e potaveis, os padrfes para 0S cOmpostos
fendlicos séo bastante restritivos, tanto na Legislacdo Federal quanto na
Legislacdo do Estado de Santa Catarina. Esse motivo deve-se ao fato
gue mesmo em concentragdes muito pequenas (50 pg/L), o fenol reage
com o cloro originando o Clorofenol, substancia que é responsavel por
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gerar um gosto adstringente e cheiro desagradavel (BRAILE e
CAVALCANTI, 1993).

A legislagdo ambiental em vigor no estado de Santa Catarina
impde os limites maximos de compostos fendlicos presentes em aguas
naturais, classe 01 e 02 as quais sdo destinadas ao abastecimento
doméstico, em 1 pg/L e, em despejos industriais, em 0,2 mg/L (Decreto
n° 14.250 de 1981, FATMA).

2.3 PROCESSOS DE REMOGAO DE FENOL

Os compostos fendlicos estdo presentes nas aguas residuarias de
diversas indudstrias, tais como na conversdo do carvdo, resinas e
plasticos, téxteis, corantes e outros produtos quimicos organicos,
madeira, sabonetes e detergentes, ferro e aco e refino de petrdleo. As
concentracBes de compostos fendlicos encontradas nestes efluentes
podem alcangar desde valores muito baixos até dezenas de gramas por
litro. Quase todos estes residuos fenolicos sdo tdxicos e muitos deles
tém sido classificados como poluentes perigosos devido a sua
nocividade potencial na satide humana (WU et al., 1997).

Com a exigéncia dos limites de descarga cada vez mais rigorosa,
ha uma necessidade de desenvolvimento de métodos tecnoldgica e
economicamente eficazes para reducfes da quantidade de tais
contaminantes liberados para o ambiente (NICELL et al., 1995).

Métodos convencionais disponiveis para a remogdo de fenol a
partir de &guas residuarias industriais incluem extracdo com solvente, a
degradacdo microbiana, adsorcdo em carbono ativado e oxidacdo
guimica. No entanto, estes métodos possuem sérias desvantagens como
alto custo, remocéo incompleta, a formacdo de subprodutos toxicos e
aplicabilidade a uma faixa de concentracdo de poluentes limitada (WU
etal., 1997).

A Figura 1 mostra um esquema geral a respeito dos principais
métodos de tratamentos de efluentes industriais.
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Figura 1 — Organograma das classes de tratamento de efluentes.
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FONTE: FORGIARINI, 2006
* POA — Processos Oxidativos Avancados.

Segundo Nicell et al. (1995), o alto custo agregado aos processos
inorganicos, tais como os sais de ferro, deve-se ao fato de que essas
reacOes necessitam de condicdes de pH acido para serem efetivas. Além
disso, a corrosdo causada nos equipamentos durante a reagdo e o ajuste
do pH final na hora de ser efetuado descarte, também contribuem para
um custo maior de processo.

Os processos biol6gicos, principalmente 0s enzimaticos
correspondem a uma das mais recentes tecnologias para o tratamento
biolégico de efluentes. Dentro deste contexto, cabe as enzimas
peroxidases (lignina peroxidase, manganés peroxidase e peroxidase de
raiz forte) um papel de destaque, em funcdo da sua capacidade para
degradar um grande nimero de substancias toxicas e persistentes. Desta
forma, as reacgOes bioldgicas a partir de enzimas demonstram ser uma
boa alternativa em relacdo aos demais processos, pois alem de ser
seletivo em relacdo ao substrato, podem trabalhar em temperatura
ambiente (25°C) e em faixas de concentragdo de fenol e pH mais amplas
(ERHAN, et al., 2002).

2.3.1 Remocdao de fenol por oxidacédo quimica

A oxidacdo quimica tem o potencial de remover de aguas
residudrias compostos organicos que sdo resistentes a outros
tratamentos, porém o uso de oxidantes quimicos ndo tem seu uso
difundido, por enquanto, devido aos custos e a falta de demanda por
tratamentos mais eficientes em diversos locais. As caracteristicas
desejaveis para um oxidante quimico sdo: disponibilidade, baixo custo e
que ndo contribua com poluentes secundarios no curso d’agua
(MORAIS, 2006).
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Na Tabela 3 é apresentada uma lista com os principais oxidantes
e 0S seus respectivos potenciais de oxidacdo. Quanto maior o seu
potencial, maior o poder de oxidacao.

Tabela 3 — Potencial de oxidacdo de diferentes substancias oxidantes

Oxidante Potencial de

Oxidacéo (V)
Fluor 3,0
Radical Hidroxila (OH) 2,80
Oz6nio (Os) 2,07
Peroxido de Hidrogénio (H,0,) 1,78
Permanganato de Potassio (KMnOy,) 1,69
Diodxido de Cloro (CIO,) 1,56
Cloro (Cl) 1,36
Oxigénio 1,23

FONTE: MORAIS, 2006.

O uso de ozé6nio para remocdo de poluigdo foi amplamente
investigado e é atualmente aplicado em casos onde os tratamentos
convencionais sdo ineficientes ou insuficientes. O poder desinfetante do
o0zbnio é conhecido desde o inicio do século XX, porém foi durante as
Gltimas décadas que este agente quimico adquiriu notoriedade em
tratamento de &gua residuaria (SILVEIRA, 2009).

O ozbnio é capaz de reagir com uma numerosa classe de
compostos organicos, devido, principalmente, ao seu elevado potencial
de oxidacdo (Eq = 2,08 V), superior ao de compostos reconhecidamente
oxidantes, como H,0, e o préprio cloro. Ainda assim, muitos compostos
organicos como os organoclorados reagem lentamente com o 0zénio
molecular. Contudo, em determinadas condigdes, 0 o0zbnio leva a

formagdo de radicais hidroxilas (OH), cujo potencial de oxidacdo e
ainda mais elevado (Eo= 2,80V). Os processos que implicam na
formacdo do radical hidroxila suficiente para purificar a agua séo
denominados Processos Oxidativos Avangados (POA) (SOUZA, 2009).
Ainda segundo Souza (2009), o ozbnio utilizado no tratamento de
efluente industrial reduz a DQO e destrdi alguns compostos quimicos
como fendis e cianetos. E considerado eficiente na remoc&o de cor por
oxidar matéria organica dissolvida e formas coloidais presentes nos
corantes, restabelecendo a coloracédo natural do efluente.

O processo de remocdo de fenol a partir do 0zbnio em meio
aquoso é caracterizado pela presenga de dois mecanismos principais de
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reacdo: reacdo direta e reacdo indireta. Na reagdo direta 0s compostos
dissolvidos em solucdo reagem diretamente com o 0zdnio sendo
oxidados. Na reacdo indireta, ha formacdo de produtos secundarios, ou
seja, 0s compostos dissolvidos podem reagir com 0zbnio se
decompondo em oxidantes secundarios fortemente reativos, ou o proprio
ozdnio pode formar oxidantes secundarios podendo ainda haver
subsequente reagdo destes oxidantes secundarios com soluto presente na
solucdo.

A Figura 2 apresenta 0s mecanismos de reacdo do 0z6nio com 0s
compostos organicos presentes na agua.

Figura 2 — Reag0es entre 0 0z0nio e 0s compostos organicos presentes na agua.
R = Radicais livres que catalisam a decomposi¢éo do 0zo6nio; ® = produtos que
ndo sdo catalisados pela decomposi¢do do ozbnio. Moxid = Compostos
organicos oxidados

_M___
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i}
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— - Feagdo ndireta
=———- Término cadeia (oxidagio por radicals livies)

Fonte: SOUZA, 20009.

A reacdo direta é altamente seletiva e lenta, a reacdo indireta por
ser radicalar reage mais rapidamente com 0s compostos presentes na
agua, porém no mecanismo indireto ndo ha seletividade em relagdo aos
produtos.

Algumas condicbes reacionais contribuem para que um dos
mecanismos ocorra preferencialmente: pH, natureza do substrato,
presenca de sais dissociados. A presenca de substratos facilmente
oxidados, em meio acido, favorece a via direta; ja o ataque, em meio
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alcalino, de solutos dificilmente oxidados, tem lugar principalmente por
via do radical (LOPEZ, 2004).

Silveira (2009) comenta em seu trabalho que o uso do ozénio no
tratamento de efluentes visa principalmente a oxidacéo e dissociacdo de
compostos organicos ndo biodegradaveis. Porém, por ser altamente
reativo e instavel, ndo pode ser transportado ou armazenado, exigindo
que seja produzido no local de aplicacdo, ou seja, torna-se necessaria
sua geracao in situ. Além deste problema, Silveira (2009) também relata
que o custo da producdo de ozbnio torna o processo de remocgao
economicamente inviavel, sendo necessario acoplad-lo a outros
tratamentos para reduzir 0s custos.

Outra opcdo no que diz respeito a processos de POA ¢ a
utilizacdo do reagente Fenton com peroxido de hidrogénio para remogéo
de poluentes. A oxidacdo através do reagente Fenton é altamente eficaz
na quebra de grandes moléculas orgénicas, tornando-se assim um passo
de pré-tratamento usual para melhorar a biodegradabilidade dos
constituintes organicos (JIANG et al., 2011).

O processo Fenton é baseado na transferéncia de elétron entre
peroxido de hidrogénio (H,O,) e um metal homogéneo catalitico (Fe?*).
Assim, o peroxido de hidrogénio é catalisado pelo ion ferro para
produzir radical hidroxila (BABUPONNUSAMI e MUTHUKUMAR,
2012).

Fe’" + H,0,— Fe*" + OH + «OH (01)

Esta reacdo é propagada pela regeneracdo do ion ferro, o qual é
gerado pela reducéo das espécies férricas com perdxido de hidrogénio.

H,0,+ Fe** = Fe?" + «H,0 + H* (02)

Ainda de acordo com o mesmo autor, a taxa de produgdo do
radical Fe** indicado na reacdo 01 é muito superior do que a taxa de
regeneracdo do Fe®* na reacdo 02, o que indica a formacdo de uma
grande quantidade de lodo de hidroxido férrico durante o processo,
sendo necessario um processo de separacdo adicional, o que implica em
maiores custos de processo.

Da mesma maneira que a remogdo quimica feita através de
ozdnio, a remogdo utilizando Fenton e peroxido de hidrogénio possui
uma série de fatores que implicam em problemas gerados no processo
de remocao.
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Jiang et al. (2011) explicam em seu trabalho que a remocdo
organica aumenta de acordo com as quantidades dos reagentes Fenton
adicionados (H,O, e FeSQ,), porém quando adicionado uma dose de
H,0, maior do que a necessaria ha um consumo maior de *OH, 0 que
reduz o potencial de oxidacdo. Da mesma forma, o Fe’* em excesso
também consome *OH para formar Fe**, 0 que resulta em uma grande
quantidade de lama ap6s neutralizacdo do pH.

Outro problema do processo de remocdo utilizando reagentes
Fenton esta ligado com o controle do pH. A faixa de pH 6timo para
reacdo é de 3-5, 0 que implica num maior gasto de processo com
reagentes para controle de pH, j& que apos a reagdo o pH deve estar em
condi¢des neutras para ser efetuado o descarte do efluente.

Alternativas para remocdo utilizando reacdo fotolitica em tubos
recobertos com nanoparticulas de dioxido de titdnio demonstraram uma
forma de remogao promissora, porém um dos problemas deste processo
é que o TiO, somente tem uma “fotorresposta” na faixa do ultravioleta
(UV), sendo que espectro solar possui somente uma pequena porgao,
cerca de 4% na regido UV (CONG et al., 2012). Kunz et al. (2002)
citam que os principais inconvenientes de ordem pratica que tem
dificultado bastante a consolidacdo do sistema fotolitico como
alternativa de tratamento em grande escala sdo a necessidade de fontes
artificiais de radiagdo, dificuldades na penetrag¢do da radiacdo no meio
de reacdo e dificuldades na separacdo dos fotocatalisadores, uma vez
gue estes sdo utilizados na forma de finas suspensdes e dificuldades na
implementacdo de sistemas continuos em grande escala, principalmente
em funcdo dos inconvenientes anteriores.

Em busca de resultados mais efetivos, pesquisas estdo sendo
conduzidas atualmente de forma a acoplar o processo de remocéo do
fenol por oxidagdo quimica com outros processos. Souza (2009)
promoveu a remocéo de fenol através do sistema de ozondlise acoplado
com adsor¢do com carvao ativado. O acoplamento foi capaz de tratar um
volume maior de residuo, além de gerar um aumento na remocdo,
chegando a patamares de 98,3% de fenol removido e 71,3% da demanda
quimica de oxigénio (DQO).

Cong et al. (2012) visando uma otimizacdo do processo
fotocatalitico, adicionou hematita (aFe,03), que absorve e faz uso da luz
visivel, ao tubo recoberto de nanoparticulas de TiO, acoplando este
sistema com o reagente Fenton. O acoplamento demonstrou ser bastante
efetivo na remocdo de poluentes removendo 100% de fenol em apenas
60 minutos de tratamento.
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Jiang et al. (2011) promoveram também remocdo de material
organico acoplando o processo de oxidacdo Fenton com processo de
sedimentacdo e floculagdo, demonstrando que as possibilidades de
acoplamentos sdo variadas, sendo uma 6tima solucdo para remocao de
poluentes em geral.

2.3.2 Remocao de fenol por adsorcéo

Dentre os processos fisicos mais utilizados no tratamento de
efluentes industriais, a adsor¢do com carvdo ativado vem sendo
intensamente estudada. O estudo de alguns agentes alternativos
utilizando-se de biomassa como adsorvente também tem despertado
atencdo. Alguns trabalhos foram publicados nos Gltimos anos utilizando
carvao ativado de coco, casca de eucalipto e quitosana como materiais
adsorventes (KUNZ et al., 2002).

O carvéo ativado pode ser produzido nas formas pulverizada ou
granulada. O tamanho de particula do carvao pulverizado € no maximo
0,18 mm e o do granulado varia de 0,25 a 5,0 mm. As aplica¢des dos
dois tipos de carvdo sdo bastante distintas. O carvao pulverizado é usado
somente em adsor¢fes em fase liquida, onde o carvdo é misturado
diretamente ao liquido a ser purificado. Ap6s a adsorcdo, 0 carvdo €
separado do liquido por filtracdo, decantacdo ou centrifugacdo; este tipo
de carvao ndo permite regeneracdes. Ja o carvao granulado é empregado
tanto nas adsor¢des em fase liquida quanto nas gasosas. Ele é produzido
a partir de matérias-primas duras, por exemplo casca de coco, resultando
em um produto de rigida estrutura. Isto proporciona alta dureza,
permitindo regeneracOes sucessivas, que podem ser realizadas através de
vapor, solventes ou ar comprimido (MUSTAFA, 1998).

O extenso uso do carvao ativado como adsorvente de poluentes
inorganicos e organicos na agua deve se ao fato de possuir textura e as
propriedades quimicas da superficie adequadas. Estas caracteristicas
podem variar de acordo com os materiais de origem e com 0 método
utilizado para preparar o solido carbonaceo, que pode ser modificado
com tratamentos fisicos e quimicos para melhorar as propriedades
adsorventes (MARTINEZ, et al. 2009). Ozkaya (2006), citando
Haghseresht et al.(2002), indicou que a capacidade de adsorcdo de
carvdo ativado para compostos aromaticos depende de fatores, tais como
a natureza fisica da estrutura do poro do adsorvente, 0s grupos
funcionais, a natureza do adsorbato, peso molecular, tamanho e as
condi¢des de solucdo (pH, forca ibnica e concentragéo adsorbato).
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O carvéo ativado é o adsorvente mais eficaz porque possui uma
area de superficie elevada, além de uma superficie quimica devido a
polaridade, estrutura idnica e grupos funcionais. Estes fatores fazem
com que ele tenha uma estrutura porosa constituida de uma rede de
macroporos interligados, mesoporos, e microporos (BEKER, et al.
2010).

Devido ao custo relativamente elevado do carvdo ativado, novos
adsorventes naturais estdo sendo estudados na tentativa de remover
contaminantes organicos de 4guas residuarias com um menor custo de
processo. Entre eles se encontram cinzas, o solo, casca de arroz e o lodo
ativado. Particularmente, o lodo seco ativado pode ser utilizado como
fonte abundante, natural e de baixo custo para a remoc¢éo de fendis, mas
a sua aplicacéo é limitada por aguas residuarias com baixa concentracao
fendlica devido principalmente a baixa biodegradabilidade e efeito
inibitorio destes compostos (CALACE et al., 2002).

A principal desvantagem da adsorcdo com carvdo ativado
granular é sua forma lenta de adsorcdo. Algumas vezes é necessario pré-
tratar antes da adsorcdo j& que concentragcBes de solidos suspensos
maiores que 50 mg/L podem se acumular nos leitos de carvéao e reduzir
a eficiéncia de remocdo. A adsorcdo sobre o carvao ativado granular é
aplicavel em processos descontinuos e com baixas concentragbes de
poluentes (BRAILE e CAVALCANTI, 1993).

Vérios trabalhos demonstrando a utilidade e estudos realizados
com adsorcdo utilizando carvdo ativado e outros adsorventes s&o
reportados na literatura. Martinez et al. (2009) avaliaram o efeito do pH
no processo de adsorcdo em fendis monohidroxilados, demonstrando
gue a quantidade varia de acordo com o pH e com a adsorbato utilizado.
Beker et al. (2010) analisaram a influéncia dos métodos de ativagdo do
carvdo e pH no processo de adsorcdo do fenol. Ozkaya (2006),
investigou o processo de adsor¢do e dessor¢do utilizando carvao ativado
comercial, chegando a obter uma remocdo de até 94% de fenol
utilizando concentracdo de 5 g/L de carvdo ativado num periodo de 60
minutos. Souza (2009), avaliando somente o processo de adsorcdo,
concluiu que o tempo de retengdo necessario é de 4 horas para que 0
carvao ativado utilizado atinja resultados satisfatdrios de remocao.

2.3.3 Remocao de fenol por processos bioldgicos
Os processos de remocdo por meio biolégico sdo mais

frequentemente utilizados, pois permitem o tratamento de grandes
volumes de efluentes, transformando-os em CO, e H,O ou CH, e CO,,
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dependendo do processo bioldgico utilizado. Em esséncia, o tratamento
biologico fundamenta-se principalmente na utilizacdo dos compostos
toxicos como substrato para o crescimento e manutencdo dos
organismos.

Dependendo da natureza do aceptor de elétrons, 0s processos
podem ser divididos em aer6bios e anaerdbios. Nos processos aerébios,
0 receptor de elétrons é o oxigénio molecular e os principais produtos
finais sdo CO, e H,0. Nos processos anaerobios, que degradam 0s
compostos organicos toxicos a CO, e CH4, 0 oxigénio estd ausente,
sendo que algumas formas de carbono, enxofre e nitrogénio participam
como receptores de elétrons.

Freire et al. (2000) citando Orhon (1999) relataram que nos
Gltimos anos, 0 grande desenvolvimento da microbiologia tem
propiciado muitas alternativas que viabilizam o tratamento biol6gico de
efluentes industriais. Trabalhos recentes tém reportado que uma gama de
efluentes trataveis por meio destes processos.

A grande motivacdo de todos os pesquisadores envolvidos em
estudos de biodegradacdo pode ser expressa pela busca continua de
microrganismos versateis, capazes de degradar de maneira eficiente um
grande nimero de poluentes a um baixo custo operacional, 0 que na
pratica torna-se muito dificil, principalmente em funcdo da grande
guantidade de varidveis envolvidas no processo como diversidade,
concentracdo e composicdo de espécies quimicas presentes em cada
efluente (KUNZ et al., 2002).

Embora processos fisicos como osmose reversa, ultrafiltracdo e
oxidacdo também tenham demonstrado uma boa capacidade de remocéo
no tratamento de efluentes contendo fenol, o tratamento bioldgico
provou ser o método mais promissor e econémico para remogéo de fenol
em aguas residudrias, alcancando a mineralizacdo completa de
compostos fenodlicos, com a vantagem de poder ser utilizado numa
ampla faixa de concentragdo. Os processos fisicos requerem um
investimento e manutencdo de alto custo e seus efluentes
frequentemente exigem tratamento secundario devido a presenca de
altos niveis de matéria organica remanescente tornando-o desta forma
um processo com maior efeito adverso sobre o meio ambiente
(RODRIGUES, 2006).

Muitos tipos de bactérias aerébias sdo capazes de consumir
compostos aromaticos como Unica fonte de carbono e energia. Um dos
exemplos que pode ser citado é Pseudomonas putida, uma bactéria
Gram negativa em forma de bastéo, que possui a habilidade de degradar
solventes organicos, especialmente o fenol, com alta eficiéncia de
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remocdo (EL-NAAS et al., 2009). Outro grupo de bactéria com
significante importancia no campo de remocao de produtos xenobidticos
sdo as do género Rhodococcus. Estas bactérias possuem caracteristicas
fisiolégicas e genéticas diversas, porque se encontram isoladas em
varios habitats (solo e agua do mar) sendo equipadas com grande
numero de atividade enzimatica e parede com estrutura unicelular o que
a torna conveniente na aplicacdo biotecnoldgica. A parede celular das
bactérias do género Rhodococcus possuem acidos micdlicos. As cadeias
alifaticas longas dos &cidos micolicos que envolvem a célula facilitam a
absorc&o de substratos hidréfobos (MATINKOVA, 2008).

Segundo El-Naas et al. (2009), outros tipos de bactérias e
biossorventes sdo reportados no que diz respeito & biodegradacdo ou
remocdo de fenol, entre elas estdo inclusas Bacillus sp., Alcaligenes
faecalis, Nocardia hydrocarbonoxydans, Candida tropicalis e lodo
ativado.

Varma e Gaikwad (2009) estudaram remocgdo e tolerdncia ao
fenol utilizando células recicladas de Candida tropicallis. Resultados
promissores foram alcancados demonstrando que as células da bactéria
utilizada poderiam ser recicladas até 11 vezes e ainda mantinham uma
conversdo de 50%. Os autores também compararam a remocdo apos
cada reciclo das células recicladas com as células frescas. Apos 9
reciclos, as células recicladas ainda possuiam capacidade de 60% de
remocdo contra apenas 24% de remocédo oriundas das células frescas,
comprovando assim a boa tolerancia da C. Tropicallis em relagdo ao
substrato fendlico.

Tsai e Juang (2006) pesquisaram a biodegradacdo do fenol em
reator batelada utilizando a bactéria Pseudomonas putida com silicato
de sddio. Como resultado foi comprovado que a bactéria cresceu melhor
com o substrato fenol do que com o silicato de sddio e que total remocéo
de fenol acontece em 20 horas de processo na condicdo de maior
concentragdo inicial de poluente aromdtico. El-Naas et al. (2009)
avaliou a biodegradacdo do fenol com Pseudomonas putida imobilizada
em alcool polivinilico (PVA) num reator batelada, demonstrando o
efeito inibitério da concentragcdo de fenol sobre a biodegradacdo da
bactéria e relacionando 0 mesmo com o volume de PVA utilizado no
experimento e com as dimensGes do reator no experimento, obtendo
para a pior condicdo de contaminagdo, uma remogdo de 100% num
periodo de 5 horas de reacéo.

Erhan et al. (2002) utilizaram AEK-1, uma espécie da bactéria
Pseudomonas syringae para extragdo da enzima catecol 1,2-dioxygenase
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que foi imobilizada numa membrana e utilizada em filtracdo
convencional na remocéo de fenol em 4guas residuarias.

Além das bactérias, os fungos também tém sido uma alternativa
empregada nas pesquisas para remog¢do de componentes fenélicos.

Fungos sdo microrganismos eucarioticos e heterotroficos que
podem ser unicelulares (leveduras) ou pluricelulares (fungos
filamentosos ou bolores). Os filamentos flngicos sdo denominados hifas
e seu conjunto constitui o micélio fangico. Embora a maior parte do
conhecimento sobre rotas metabdlicas da degradacdo dos compostos
fendlicos encontre-se fundamentada em bactérias, ha uma limitacdo
intrinseca ao metabolismo bacteriano que faz com que muitos destes
processos ndo sejam eficientes na remocdo de compostos persistentes.
Estudos tém mostrado que fungos atuam como decompositores
importantes de compostos arométicos na biosfera, entre eles, os fendis
(RODRIGUES, 2006).

Estes microrganismos sdao amplamente empregados em processos
bioldgicos para remocdo de compostos de dificil degradacdo, como os
fenois, pois sdo capazes de reciclar compostos como lignina, celulose,
quitina, melanina e queratina, além de serem altamente versateis no
metabolismo de xenobidticos, produzindo enzimas extracelulares que
guebram moléculas grandes e as tornam assimilaveis ao seu
metabolismo. Portanto uma mesma espécie de fungo tem a capacidade
de produzir diferentes tipos de enzimas, tornando-os microrganismos
interessantes para este tipo de tratamento (DAMASCENO et al., 2007) e
(RODRIGUES, 2006).

Recentemente, pesquisadores tém aumentado o interesse no
versatil fungo de decomposi¢do Phanerochaete chrysosporium. Este
fungo tem a capacidade de mineralizar, além da lignina, pelo menos
parcialmente e em alguns casos completamente, uma variedade de
poluentes resistentes a degradacdo. O sistema lignolitico deste fungo €é
representado principalmente pelas enzimas lignina e manganés
peroxidase, as quais sdo produzidas em meios contendo fontes limitadas
de carbono e nitrogénio. Estas enzimas tém a capacidade de
despolimerizar a lignina e uma grande variedade de outros compostos
(KUNZ et al., 2002).

Ainda de acordo com Kunz et al. (2002) a utilizacdo de outros
fungos como por exemplo Pleorotusostreatus e Trametes versicolor
para degradagdo de compostos toxicos também vem sendo estudada.
Estes fungos caracterizam-se por serem bons produtores de lacase, uma
fenoloxidase dependente de cobre. Esta enzima lignolitica tem a
capacidade de catalisar reacGes de desmetilagcdo, que é um inicial e
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importante passo em processos de biodegradacdo de cadeias
poliméricas, com subsequente decomposicdo de macromoléculas de
lignina pelo rompimento de anéis aromaticos e ligacdes em estruturas
fendlicas.

Também resultados promissores na remocdo de fenol a partir de
tratamento bioldgico com fungo Aspergillus niger foram alcancados por
Damasceno et al. (2007). Em 25 dias de tratamento num biorreator
batelada foi obtida remocdo de 95% em termos de DQO. Pinheiro et al.
(2010) utilizando Aspergillus niger inoculado em reator continuo
obtiveram remocao de 99% de fenol e 92% de matéria organica.

Santos e Linardi (2004) isolaram fungos provenientes de efluente
da inddstria de ago inox e estudaram sua tolerancia ao fenol de 5 mg/L
até 940 mg/L de fenol, conseguindo chegar a uma remocgédo de mais de
80% de fenol em menos de 72 horas para concentragdes até 376 mg/L e
168 h para as demais concentracdes superiores. Em sua pesquisa foi
avaliada também a taxa de remocéo de fenol que chegou a cerca de 20
mg/(L h).

2.3.4 Remocdao de fenol por processo enzimatico

Os processos enzimaticos correspondem a uma das mais recentes
tecnologias para o tratamento bioldgico de efluentes. O uso das enzimas
em aplicacdes para o tratamento de aguas residuarias foi inicialmente
proposto em 1930. No entanto, o conceito da utilizacdo das enzimas
para destruir poluentes individuais em misturas residuarias foi
desenvolvido somente ap6s a década de 70 (AITKEN, 1993).

Assim, vérias pesquisas tém sido conduzidas durante as Ultimas
duas décadas para investigar as novas possibilidades oferecidas pelas
enzimas no tratamento de residuos. As razdes principais para este tipo
de interesse sdo trés: (1) A taxa de introducdo de poluentes organicos
xenobidticos e recalcitrantes no ambiente estdo aumentando cada vez
mais, sendo mais dificil de conseguir o grau de remocdo necessario
destes poluentes utilizando apenas os processos quimicos e bioldgicos
convencionais, existindo, portanto, uma necessidade para ©
desenvolvimento de métodos alternativos de tratamento que possam ser
mais rapidos, mais baratos, mais confiaveis e mais simples de
implementar que o0s processos atuais; (2) Existe um crescente
reconhecimento de que as enzimas podem ser utilizadas para um tipo
especifico de poluente num tratamento; (3) Os ultimos avancos da
biotecnologia tém propiciado uma producdo mais barata e uma maior
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gama de enzimas disponiveis devido a melhorias no isolamento e
procedimentos de purificacdo (KARAM e NICELL, 1997).

Os processos enzimaticos possuem muitas vantagens sobre os
métodos microbianos tradicionais, nos quais as enzimas sao produzidas
por organismos intactos (contendo uma variedade de enzimas), porque
as enzimas isoladas atuam com grande especificidade e seletividade,
mesmo em residuos diluidos, permitindo que somente grupos desejaveis
sofram reacdo no tratamento. S80 menos suscetiveis as inibicOes
causadas por substancias que podem ser toxicas para 0S 0rganismos
Vivos e 0 custo poderia ser eventualmente menor em relagdo aos outros
métodos caso a enzima fosse produzida e disponivel comercialmente em
maiores quantidades (KARAM e NICELL, 1997). Outras vantagens da
utilizagdo da enzima em processo de remocgdo constituem a
potencialidade que pode ser padronizada, a facilidade de estoque e
manuseio, a concentragdo enzimatica que independe do crescimento
microbiano, aplicacdo em materiais recalcitrantes, baixo tempo de
retengdo, atuagdo em concentracBes altas e baixas dos contaminantes,
atuacdo num amplo espectro de pH, temperatura e salinidade,
necessidade de aclimatizacdo de biomassa e o facil processo de controle.
(NICELL et al., 1995; DURAN e ESPOSITO, 2000 e FREIRE et al.,
2000).

Ainda de acordo com Duran e Esposito (2000) e Ikehata et al.
(2004), embora os processos que utilizam enzimas purificadas possuam
custo elevado, diversos estudos tém sido apresentados com melhorias na
producdo de enzimas, como 0 uso de substratos de custos reduzidos
(lodo, residuos agricolas e de alimentos, por exemplo), descoberta de
novas cepas, modificagbes nas condicbes de crescimento dos
microrganismos produtores de enzimas, uso de indutores, entre outros.
As alternativas desenvolvidas nesses estudos podem melhorar a
viabilidade econdmica dos processos enzimaticos e tornar factivel a sua
aplicacdo em grande escala.

Abaixo, na Tabela 4, ha exemplos de enzimas e suas respectivas
aplicacdes no tratamento de residuos
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Tabela 4 — Enzimas e suas aplicag@es no tratamento de residuos

Enzima Fonte | Aplicacdo
Alquilsulfatase Pseudomonas Degradacdo de
Ci12B surfactantes
Amilases: Bactérias Hidrolise do amido e
a-amilase producdo de glicose
Glicoamilase
Enzimas celuloliticas Vaérias fontes Hidrdlise de lodos
Celulase celulésicos de papel e
Celobio-hidrolase celulose para
Celobiase

Exo-1,4-B-D-Glicosidase

Quitinase

Cloro-peroxidase

Cianidase

Cianeto Hidratase

Heme-oxidase

Serratia
marcescens

Caldariomyces
fumago

Isoladas de
Alcaligenes
denitrificans

Fungos tais como:
Gloeocercospora
sorghi,
Stemphylium loti

Sangue

producdo de acucares
e &lcool, hidrolise de
celulose em residuos
s6lidos urbanos para
produzir agucar e
outras fontes de
energia.

Bioconversao de
residuos de
crustaceos em N-
acetil glicosamina

Oxidagédo de
compostos fenolicos

Decomposigdo de
cianetos

Hidrolise de cianetos

Oxidagcéo de fendis e
aminas aromaticas
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L-Galactono-lactona
oxidase

Lacase

Lactases

Lignina Peroxidase

Lipase

Lisozima

Manganés Peroxidase

Paration Hidrolase

Candida
norvegensis

Diversos fungos:

Rhizoctonia
praticola,
Fomus annosus,
Trametes
versicolor

Bactérias

Phanerochaete
chrysosporium

Varias fontes

Bactérias

Phanerochaete
chrysosporium

Pseudomonas sp.

Flavobacterium,
Streptomices

Conversédo da
galactose da hidrolise
do soro de leite em
acido ascorbico.

Oxidacéo de fendis,
descoloracdo de
efluentes de
branqueamento Kraft,
ligacéo de fenois e
aminas com humus

Processamento de
residuos de laticinios
e produtos de maior

valor agregado

Oxidacéo de fendis e
compostos
aromaticos,

descoloracdo de
efluentes de
branqueamento Kraft

Melhora o
desaguamento do
lodo

Melhora o
desaguamento do
lodo

Oxidacéo de fendis
monoaromaticos e
corantes aromaticos

Hidrdlise de
pesticidas
organofosfatados
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Pectina liase Clostridium Degradacdo de
beijerinckii pectina
Pectina esterase Clostridium Degradacdo de
thermosulfurogenes pectina
Peroxidase Raiz forte, tomate, = Oxidacéo de fendis,
soja, rabanete, descoloracgdo de
Coprinus efluentes de
macrorhizus branqueamento Kraft,
desaguamento de
lodo
Fosfatase Citrobacter sp. Remocao de ions de

metais pesados

Protease Bactérias tais Solubilizagdo de
como: Bacillus restos de peixe e
subtilis, carne melhorando o
Pseudomonas desaguamento de
marinoglutinosa lodo
Tirosinase Cogumelo Oxidacéo de fendis

FONTE: KARAM E NICELL, 1997.

Dentre as diversas aplicacdes de processos enzimaticos na
remocao de poluentes, destaca-se a aplicacdo de enzimas oxidativas para
aconversdo de compostos fendlicos. Essas enzimas catalisam, com
seletividade e eficiéncia elevadas, a conversdo desses compostos em
produtos com reduzida toxicidade ambiental. Dentre essas enzimas, as
peroxidases e as fenoloxidases sdo as que tém sido mais aplicadas para
otratamento de efluentes contendo compostos fenélicos (MELO, 2010).

A lacase e a tirosinase ndo necessitam de perdxido de hidrogénio
para realizar a reacdo, pois aproveitam o oxigénio molecular contido no
substrato, 0 que torna seu Uso no processo mais barato em relagdo a
peroxidase. A tirosinase é usada para converter fenol em ortoquinonas
em duas reacfes consecutivas: (1) a hidroxilacdo de monofenois com o
oxigénio molecular formando ortodifendis e (2) a dehidrogenagédo dos
ortodifendis com oxigénio para forma ortoquinonas. Estas quinonas sao
reativas e podem levar a subsequentes conversdes para formar outros
intermediarios, como bifenis hidroxilados. Embora ndo haja maiores
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discussfes sobre o assunto, 0 processo gera contaminag¢fes devido a
enzima solivel que permanece no processo e 0s produtos nao
precipitados contidos na solu¢do aquosa apds o tratamento enzimatico
(ERHAN et al. 2002).

A lacase é produzida por vérios fungos e parece capaz de
diminuir a toxicidade de compostos fenélicos por meio de um processo
de polimerizagdo. Além disso, devido a sua ndo especificidade, pode
induzir o acoplamento cruzado de fendis poluentes com os fendis que
ocorrem naturalmente. Na verdade, a lacase pode oxidar compostos
fendlicos aos seus correspondentes anidnicos: os radicais livres, que sdo
altamente reativos (KARAM e NICELL, 1997).

Ainda os mesmos autores, citando Bollag et al. (1994), relataram
um estudo realizado em lacase do fungo Rhizoctonia praticola, no qual
foi demonstrado a capacidade da enzima em desintoxicar alguns dos
compostos fendlicos testados. A desintoxicacdo do fenol em particular
pareceu ser dependente da capacidade da enzima em transformar o
composto, o qual é demonstrado pelo desaparecimento do fenol
progenitor. No entanto, os produtos de rea¢do ndo foram identificados,
concluindo-se que a capacidade de lacase para desintoxicar uma solucao
contendo fendis parece ser funcdo do composto a ser tratado, da fonte da
enzima e outros fatores ambientais.

Em contraste com muitas outras enzimas, a HRP tem um grande
destaque, pois possui caracteristicas particulares que a tornam mais
aplicavel no meio industrial, além de possuir uma nao-especificidade em
termos de substratos organicos, podendo catalisar a oxidagéo de mais de
40 diferentes compostos aromaticos incluindo fendis, bifendis, anilinas,
benzidinas e compostos heteroaromaticos relacionados (NICELL et al.,
1995 e KLIBANOV et al., 1983).

Klibanov et al. (1983) propuseram pela primeira vez um método
de remocdo de fenol utilizando enzima HRP em &guas residuarias. Neste
método, HRP catalisa a oxidagdo de fendis com perdxido de hidrogénio
gerando radicais fenoxi. Estes radicais entdo reagem entre si formando
dimeros, trimeros, etc., eventualmente resultando em maiores
oligbmeros e polimeros os quais possuem baixa solubilidade e podem
ser facilmente removidos das aguas residuérias (ERHAN et al., 2002).
Este processo, Polimerizacdo e Precipitacdo por Catalise Enzimatica
(PPCE), possui um grande potencial para remocdo de compostos
aromaticos de &guas residudrias oriundas da industria 0s quais ndo sao
removidos efetivamente por métodos tradicionais de tratamentos
quimicos, fisicos ou biolégicos (NICELL et al., 1995 e DURAN e
ESPOSITO, 2000).
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A principal desvantagem da utilizacdo do processo enzimatico
através das peroxidases para remocdo de poluentes é a necessidade de
uma grande quantidade de enzima para alcangar alta eficiéncia de
remocdo. Além deste fator ha também a desativacdo enzimatica que
ocorre durante a reacdo de polimerizagdo (ERHAN et al., 2002).

Visando eliminar ou reduzir estes problemas que limitam a
utilizacdo da aplicacdo das enzimas nas industrias e aperfeicoar ainda
mais o processo de PPCE, muitos estudos foram conduzidos nos ultimos
20 anos. Wu et al. (1997) demonstraram que a adicdo de
polietilenoglicol (PEG) tem um efeito protetor significante na atividade
enzimatica da HRP. Esse efeito protetor foi comparado com outros
aditivos como gelatina e polietileno. O polietilenoglicol teve o melhor
efeito em relagdo aos outros aditivos. Quando adicionada na reagéo a
guantidade de enzima necessaria para se obter a mesma remogéo caiu
para 1/100 da quantidade sem utilizar PEG. O custo deste método com
aditivos é comparavel com o tratamento de peréxido de hidrogénio que
é usado atualmente na indUstria de tratamento de efluentes. A utilizacao
da hemoglobina, que também possui atividade de peroxidase é proposta
como alternativa por ser mais abundante e uma fonte mais barata de
obtencdo de proteina. Nicell et al. (1995) também realizaram trabalho
semelhante utilizando PEG como aditivo. Foram comparadas
concentracdo de enzima necesséria e valores de Turnovers. Como
resultado obteve-se uma reducdo na quantidade de enzima em até 22
vezes com uso de PEG para uma remogao de 90% de fenol.

Ainda com intuito de melhorar o processo de remogdo utilizando
enzima HRP, Siddique et al. (1993) imobilizaram a enzima HRP em 3
diferentes meios: Disco de celulose, bolas e tubos de Nylon. Os
resultados indicaram que mais de 80% de eficiéncia de remocao pode
ser obtido desde que a atividade enzimatica ndo fosse limitante no
reator.

Bayramoglu e Arica (2008) imobilizaram HRP em esferas
magnéticas via acoplamento com glutaraldeido, para remocéo de fenol e
paraclorofenol em sistema continuo. O método de imobilizacdo reteve
até 79% da atividade da HRP livre usada na imobilizagdo e aumentou a
resisténcia a inativacdo por temperatura. As concentragcdes de enzima
imobilizada necessarias para se alcancar altas remocfes de fenol
formam idénticas a enzima livre, porém a estabilidade obtida com a
imobilizagdo da HRP teve um aumento significante, indicando a
possibilidade de a HRP poder ser utilizada em um sistema de larga
escala para degradagéo de fenol.
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Lai e Lin (2005) investigaram a remocdo de paraclorofenol
utilizando enzima HRP imobilizada em esferas de vidro poroso de
aminopropil com glutaraldeido. Com a imobilizacdo foi possivel
aumentar estabilidade da enzima bem como a faixa de pH 6tima e
temperatura para reacdo de remocao de paraclorofenol.

Zhang et al. (2007) imobilizaram HRP em gel de poliacrilamida e
compararam valores com a enzima livre no processo de remocao de
pentaclorofenol. Como resultado, na enzima imobilizada foi obtida a
manutencdo da atividade enziméatica da HRP num periodo maior de
tempo, maior resisténcia ao calor, além de possibilitar a reutilizacdo da
enzima, o que torna o processo de remog¢do do ponto de vista industrial
muito atrativo e mais rentavel.

2.4 ENZIMOLOGIA  APLICADA A0S PROCESSOS DE
BIODEGRADACAO

Neste capitulo sera tratado o embasamento puramente teérico
sobre enzimas, nomenclatura, cinética e funcionamento. Todas as
informagGes contidas neste capitulo foram extraidas de quatro fontes
principais: LEHNINGER (2008), BLANCH e CLARK (1997),
SHULER e KARGI (2002) e BORZANI (2001).

Enzimas sdo proteinas que apresentam atividade catalitica sendo
a parte fundamental de todos os processos bioquimicos o que a torna um
componente essencial em todos os sistemas vivos. As proteinas por sua
vez sdo moléculas compostas por aminodcidos, unidos por ligages
peptidicas. Os aminoacidos apresentam em sua formula quimica um
grupo carboxilico (-COOH), um grupo amino (-NH2) e um radical R,
conforme apresentado no esquema da Figura 3 abaixo:

Figura 3 — Representacdo esquematica do aminoacido.
H
|
R— C—COOH
|
NH;

Os amino&cidos sdo diferenciados de acordo com o grupo R
ligado ao carbono assimétrico. Na natureza, sdo encontrados 20
aminodacidos, podendo-se citar como exemplos Glicina, Alanina e
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Valina (R alifatico ndo polar); Fenilalanina, Tirosina e Triptofano (R
aromatico).

Atuando em sequéncias ordenadas, as enzimas catalisam centenas
de reagles que degradam as moléculas de nutrientes, conservam e
transformam energia quimica. Através da acdo de enzimas reguladoras,
vias metabdlicas sdo coordenadas para produzir uma interacdo de
harmonia entre as diversas atividades necessaria para a sobrevivéncia. A
complexa estrutura molecular enzimatica é majoritariamente constituida
por uma parte proteica, porém a ela podem estar integradas outras
moléculas como carboidratos e lipideos. A atividade catalitica da enzima
depende da integridade e conformacdo da sua proteina nativa. A
natureza e especificidade de sua atividade catalitica sdo determinadas
pela estrutura tridimensional da proteina, originada da sequéncia de
aminodcidos no qual a enzima é constituida. Se uma enzima é
desnaturada ou dissociada em suas subunidades, a atividade catalitica é
normalmente perdida. Se uma enzima é dividida nos seus componentes
aminoacidos, a sua atividade catalitica é sempre destruida. Assim, as
estruturas primarias, secundarias, terciarias e quaternarias das enzimas
proteicas sdo essenciais para a sua atividade catalitica.

A atividade de proteinas globulares pode ser regulada por uma ou
mais moléculas pequenas de natureza ndo proteica, as quais causam
mudancas na conformidade da estrutura enzimatica. Estes componentes
s30 denominados de cofatores. Os cofatores podem ser fons (Mn**, Fe*",
K" etc.), um complexo organico ou ainda uma molécula metalorganica
chamada de coenzima. Exemplos de coenzimas sdo os dinucleotideos
(NAD, NADP, FAD), Tiamina Pirofosfato e a coenzima A, entre outros.
Algumas enzimas ainda necessitam a coenzima e um ou mais ions
metélicos para atividade. A coenzima ou ion metélico que é fortemente
ou mesmo covalentemente ligado a proteina da enzima é chamado de
grupo prostético. A enzima cataliticamente ativa ligada com a coenzima
e/ou ions metalicos sdo chamados de holoenzimas. A parte proteica de
cada enzima é chamada de apoenzima ou apoproteina.

Ha uma grande variedade de enzimas, a maioria delas sdo
encontradas em pequena quantidade. Algumas sdo produzidas em
grandes quantidades por certos microrganismos que a excretam para o
meio externo. As enzimas extracelulares sdo capazes de digerir materiais
nutritivos insollveis, como celulose, proteinas e amido. Algumas dessas
enzimas sdo usadas em alimentos, bebidas, laticinios, nas indUstrias
farmacéuticas, téxtil e de detergentes. Sua utilizacdo é feita em
processos biotecnolégicos industriais, ajudando a reduzir a poluicao,
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muitas vezes substituindo processos quimicos nefastos ao meio
ambiente.

Enzimas apresentam alta especificidade por seus substratos e
produtos bem maior do que os catalisadores quimicos, de forma que em
uma reacdo catalisada por enzimas ha formacdo de apenas um tipo de
produto.

A atividade catalitica de muitas enzimas pode ser variada em
resposta a alteracdo de substancias chamadas de moduladores, que
diferem em sua natureza dos substratos e produtos da reacdo. Na maioria
das vias metabolicas, é comum que o produto final atue como
modulador alostérico negativo da enzima que catalisa as primeiras
reacbes da via. Portanto, quando a concentracdo deste produto fica
aumentada ele vai agir como um inibidor alostérico, diminuindo a
velocidade da via e a sua propria produgdo. Este mecanismo é
denominado inibicdo por retroalimentacéo ou feedback. Caso o produto
final comece a ser consumido e consequentemente sua concentragdo
diminua ele vai deixar de inibir a via, fazendo com isso que a via tenha
sua velocidade aumentada.

2.4.1 Classificacdo das enzimas

Enzimas sdo classificadas em seis principais grupos, dependendo
da natureza da reacdo catalisada. Um esquema numérico para enzimas
foi desenvolvido pela comisséo de enzimas (EC) da Unido Internacional
de Bioquimica (IUB), no qual as principais classes sdo distinguidas pelo
primeiro dos quatro digitos. O segundo e o terceiro digitos descrevem o
tipo de reagdo catalisada, e o quarto digito é empregado na distingdo
entre enzimas de mesma fungdo com base no substrato catalisado na
reagdo.

2.4.1.1 Classe 1 — Oxidorredutases

Estas enzimas catalisam a transferéncia de atomos de hidrogénio
e oxigénio ou elétrons de um substrato para outro. Elas sdo chamadas
geralmente de oxidases ou dehidrogenases com referéncia do que
acontece com o0 substrato na reacdo como, por exemplo, a lactate
dehidrogenase. O primeiro digito (1.) desta classificacdo portanto indica
a classe oxidorredutase; o segundo digito indica o doador de atomo de
hidrogénio ou elétron envolvido. O terceiro digito descreve o aceptor de
atomo de hidrogénio ou elétron.
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AH, + B «~ A+ BH,
Ared + Boxtr Agy + Breg

Primeiro digito Segundo digito Terceiro digito
1. 14lcool CH-OH 1 NAD" ou
(Oxidorredutase) NADP*
2aldeido ou cetona C=0 2 Fes'
3 alceno C=C 30,
4 amina primeira R-NH2 4 outros

5 amina secundaria R;-NH-R,

6 NADH ou NADPH

2.4.1.2 Classe 2 — Transferases

Transferases catalisam reacdo de transferéncia de grupamentos,
da forma geral apresentada abaixo. No entanto, reacGes de hidrolase e
oxidorredutase estdo excluidas, pois ja foram classificadas acima.

AX+B« BX+A

O segundo digito indica o tipo geral de grupo transferido e o
terceiro digito fornece detalhes da natureza exata do grupo transferido.

Primeiro digito  Segundo digito Terceiro digito

2. (Transferases) 1 grupo com um carbono Natureza do grupo
transferido

2aldeido ou cetona C=0
3 grupo acil (-CO-R)
4 grupo glicosil
5 grupo fosfato

6 enxofre contendo grupos

2.4.1.3 Classe 3 — Hidrolase
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Hidrolases catalisam reagdes de hidrdlise, com o segundo digito
indicando tipo de ligacdo hidrolisada.

A-X+H;0« X-0H+HA

Primeiro digito Segundo digito

3. (Hidrolases) 1 éster

2 ligag6es glicosidicas
4 ligacOes peptidicas

5 Outras ligagdes C-N exceto
peptideos

6 Anidridos acidos

2.4.1.4 Classe 4 — Liases

Liases catalisam a remocdo de grupos ndo hidroliticos dos
substratos. Na maioria das vezes o produto possui dupla ligacdo. O
segundo digito se refere ao tipo de ligagdo quebrada. O terceiro digito
descreve o grupo removido. Também estdo incluidas nesta classe as
enzimas que agem na direcdo reversa do grupo de remogdo. Estas sdo
normalmente conhecidas como sintetases ou hidratases, ou seja, reacdes
na qual grupos séo adicionados através da ligagdo dupla.

Primeiro digito Segundo digito Terceiro digito
4. (Liases) 1C-C 1 Carboxil
2C-0 2 Aldeido
3C-N 3 Acido acético
4C-S

2.4.15 Classe 5 — Isomerase

As Isomerases catalisam a transferéncia de grupos dentro da
mesma molécula para formar isémeros. O segundo digito da
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classificacdo descreve o tipo de reacdo envolvida. O terceiro digito
descreve o tipo de molécula que esta sofrendo isomerizacao

Primeiro digito Segundo digito Terceiro digito
5. (Isomerases) 1 Racemizacéo ou 1 aminoédcido
epimeragéo
2 cis-trans isomerizacdo 2 Hidroxiacidos
3 oxidorredutase 3 Carboidratos

intramolecular

4 reag0es de transferéncia
intramolecular

2.4.1.6 Classe 6 — Ligases

Ligases catalisam a sintese de varios tipos de ligacdo, onde as
reacOes sdo acopladas com a utilizacdo da energia contida nos materiais,
como a ATP ou nucleotideo trifosfato, ou seja, as Liases acabam
formando duas novas moléculas a partir da ligacdo de duas pré-
existentes, sempre a custa de energia. O segundo digito indica o tipo de
ligagdo formada.

X +Y +ATP e X~ Y + ADP + P,
ou
X +Y +ATP e X - Y + AMP + PP,

Primeiro digito Segundo digito

6. (Ligases) 1C-0
2C-S
4 C-N
5C-C

2.4.2 Reac0es catalisadas por enzimas

Para reagirem, as moléculas presentes em uma solugdo devem
colidir com orientacdo apropriada e com a quantidade de energia que
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lhes permitam formar o complexo ativado, denominado estado de
transicdo que representaos reagentes em seu estado ativado.

Para atingir o estado de transi¢do, necessita-se de uma quantidade
de energia definida como energia de ativagdo (E,) ou mais comum em
bioquimica energia livre de ativacio, AG" (0 simbolo (*) indica o
processo de ativagdo). Sob condigdes adequadas, a velocidade das
reacOes pode ser aumentada pela reducdo da energia livre de ativagédo
conseguida pela acdo de enzimas. A comparacdo do perfil energético
das reacdes catalisadas e ndo catalisadas é mostrada através no grafico
da Figura 4 para uma reacéo hipotética:

A+B—=C+D

O estado de transicdo no grafico corresponde ao ponto de mais
alta energia da reacdo ndo-catalisada e é a medida da energia livre de
ativacdo, AG". Ou ainda, AG" pode ser expresso como sendo a energia
livre do estado de transicdo subtraida da energia livre dos reagentes. No
estado de transi¢do do sistema (complexo ativado), 0s reagentes estéo
em forma intermediaria de alta energia e ndo podem ser identificados
nem como reagentes nem como produtos. O complexo do estado de
transi¢do pode ser decomposto em produtos ou voltar aos reagentes.

Figura 4 - Diagrama energético de reagéo catalisada e de reagdo néo catalisada.
AG" = energia livre de ativagio. AG" = Energia livre de formagio padrdo. A
diferenca entre os valores da energia de ativacdo de uma reacdo catalisada e de
uma rea¢do ndo-catalisada indica a eficiéncia do catalisador.

A Estado de transigdo
”~
/
/ 4 l“. AGE E: -
Nio-catalisada / AG" Em auséncia
\ / \ de enzima
4 \
& / > \ P
g / \ \\ \ AG” Em presenga
2 / 3 \ de enzims
# Catalisada \ \ ENRS
T |Reagentes A B o™X 'y
% | (Estado muicial) \\ \
:-‘- \\ \ | AC,C
N\
s o SN e o
Produtos C, D
(Estado final)

Progresso da reacio —»

FONTE: SHULER e KARGI, 2006.
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A velocidade de uma reacdo é inversamente proporcional ao valor
de sua energia livre de ativacio, ou seja, quanto maior o valor de AG",
menor serd a velocidade da reagdo. Os catalisadores aumentam a
velocidade da reagdo reduzindo a energia livre de ativagéo. A
velocidade de uma reacdo pode aumentar na ordem de 10° a 10™ vezes
mais do que a reacdo correspondente ndo-catalisada. Embora a enzima
participe da sequéncia da reacdo, ela ndo sofre nenhuma transformacao.
Portanto, poucas moléculas de enzima sdo capazes de catalisar a
conversdo de milhares de moléculas de substrato a produto.

O motivo das enzimas conseguirem diminuir drasticamente a
energia de ativacdo pode ser explicada por dois fatos: O primeiro é o
rearranjo das ligagdes covalentes ocorridas durante uma reagdo
enzimatica. Reagdes quimicas diversas ocorrem entre substratos e
grupos funcionais das enzimas (cadeias laterais de aminoacido, ions
metalicos e coenzimas). Grupos funcionais cataliticos na enzima podem
formar uma ligacdo covalente transiente com o substrato e ativar a
reacdo, ou um grupo pode ser transferido do substrato para enzima. Em
muitos casos, estas rea¢des ocorrem somente no sitio ativo da enzima.
Interagdes covalentes entre enzimas e substrato diminuem a energia de
ativacdo, fornecendo como alternativa uma forma de reacdo de baixa
energia.

A segunda parte da explicacdo estd nas interacGes ndo covalentes
entre enzima e substrato. Grande parte da energia necessaria para se
diminuir a energia de ativagdo é derivada das interagGes fracas e nao
covalentes entre o substrato e a enzima. O que realmente diferencia as
enzimas dos outros catalisadores inorganicos é a formacao do complexo
especifico enzima-substrato ou [ES]. A interacdo entre substrato e
enzima no complexo é mediada pelas mesmas forcas que estabilizam a
estrutura proteica, incluindo pontes de hidrogénio e ligacdes hidrdfobas
e ibnicas. A formacdo de cada interacdo fraca no complexo [ES] é
acompanhada pela liberacdo de uma pequena quantidade de energia
livre que fornece um grau de estabilidade para a interacéo.

A energia derivada da interacdo enzima-substrato é chamada de
energia de ligacdo. Esta, por sua vez, é a maior fonte de energia livre
usada pelas enzimas para baixar a energia de ativacéo das ligacGes. Dois
principios fundamentais e inter-relacionados fornecer uma explicacdo
geral de como as enzimas utilizam a energia de ligacdo néo covalente:
(1) Muito do poder catalitico das enzimas é derivado da energia livre
liberada na formacdo de muitas ligagdes fracas e interagdes entre a
enzima e seu substrato. Esta energia de ligagdo contribui tanto para a
especificidade como para a catélise. (2) Interagdes fracas sdo otimizadas
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no estado de transicdo de reacdo; 0s sitios ativos enzimaticos séo
complementares ndo sO aos substratos, mas também aos estados de
transicdo através do qual passam o0s substratos e como eles sdo
convertidos em produtos durante uma reagdo enzimatica.

2.4.3 Mecanismo e modelos de reacdo entre enzimas e
substrato

Ha uma correlagéo entre a estrutura das proteinas que fazem parte
da molécula enzimatica e suas propriedades bioldgicas, e esta
propriedade leva a uma especificidade extraordinariamente alta e
reproduzivel.

Esta especificidade pode ser relativa a somente um substrato ou a
varios substratos ao mesmo tempo. Sua existéncia deve-se a presenca,
na molécula da enzima, de um local denominado sitio ativo de ligacéo.
O sitio ativo de ligacdo de uma enzima € dado por um arranjo
tridimensional especial dos aminoacidos de uma determinada regido da
cadeia polipeptidica, geralmente complementar a molécula do substrato.

A especificidade varia de uma enzima em relacdo a outra,
podendo ser de especificidade baixa, quando a mesma esta ligada apenas
a tipos deligacdo, como certas peptidases (ligacbes peptidicas),
fosfatases (ligacOes fosfato-éster) e estearases (ligacBes carboxi-éster,
podendo-se citar a lipase que hidrolisa as ligagGes acido-alcool de quase
todos os ésteres organicos) ou de especificidade absoluta, quando a
enzima atua somente em um U(nico composto, como a urease que
hidrolisa a ureia, mas nenhum de seus derivados e a tripsina que
hidrolisa apenas ligacOes peptidicas formadas por grupos carboxilicos
dos aminoacidos basicos.

Outro aspecto importante em termos da especificidade enzimatica
é a sua estéreo-especificidade com relacdo ao substrato, ou seja, a
especificidade 6tica em relacdo aos isdbmeros D e L dos aminoacidos.
Como as proteinas enzimaticas sdo formadas basicamente por L-
amino4cidos, as enzimas hidrolisam apenas ligagdes peptidicas de L-
aminoacidos.

Observando a todas estas caracteristicas relativas a especificidade
da enzima com o substrato foram desenvolvidas algumas hip6teses para
explicar o funcionamento da reacdo enzimatica. Emil Fischer prop6s em
1894 um modelo “template” ou da analogia “chave-fechadura” o qual
considera que as enzimas possuem uma regido denominada de sitio ativo
gue por sua vez é complementar a molécula de substrato em tamanho,
forma e natureza quimica, como demonstrado na Figura 5.
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Figura 5 — Esquema demonstrando hip6tese do modelo chave-fechadura
desenvolvido por Fischer.

gitio

E ativo + £ +

Madelo Chave ! fechadura

FONTE: FORGIARINI, 2006.

A nocdo moderna de catalise enzimatica, inicialmente proposta
por Michael Polanyi (1921) e Haldane (1930), foi elaborada por Linus
Pauling em 1946: para catalisar reacGes, uma enzima deve ser
complementar ao estado de transi¢do da reacdo. Isto significa que as
Otimas interacdes entre substrato e enzima ocorrem apenas no estado de
transicdo. Em 1958, Koshland propds o modelo do ajuste induzido para
explicar o poder catalitico e especificidade apresentada por enzimas.
Segundo esta teoria, em alguns casos, o sitio ativo adota a conformacéo
adequada somente na presenca do substrato e a unido do substrato ao
sitio ativo da enzima desencadeia uma troca conformacional (arranjo
espacial dos grupamentos R dos aminoacidos) que da lugar a formacéao
de produto, ou seja, 0 modelo do ajuste induzido prevé um sitio de
ligacdo ndo totalmente rigido na sua estereoquimica, mas sim moldavel
a molécula do substrato.

Figura 6 — Esquema demonstrando hipétese do modelo de ajuste
induzidodesenvolvido por Koshland.

: % B R <
y - @ @

Modelo de ajuste induzido Conformacao do estado
de transicde

FONTE: FORGIARINI, 2006.
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2.4.4 Cinética aplicada as rea¢des enzimaticas

A cinética procura, através do estudo do mecanismo da reacdo
catalisada por enzima, determinar a taxa de reacdo e como ela responde
a mudancas efetuadas nos parametros experimentais. E um dos mais
antigos e importantes estudos realizados para se entender o mecanismo
da reacdo enzimatica, sendo possivel através deste estudo determinar os
seguintes pardmetros importantes para um projeto:

e Medir as velocidades das transformagfes (consumo de
reagente, ou producdo de produto) que acontecem com o decorrer do
tempo;

e Estudar a influéncia das principais variaveis de processo (pH,
temperatura, concentragdo de substratos, enzima e demais reagentes,
concentracdes de inibidores ou ativadores) na taxa de reacéo;

e Correlacionar através de modelos matematicos ou equacdes
empiricas, as velocidades de transformagfes com fatores que a afetam;

e Otimizacao de processo, através da determinacdo das melhores
condi¢des para ser efetuada a reacéo;

e Geometria e melhor adequacdo do reator e do espaco fisico
necessario para realizar a reacdo enzimatica bem como 0s principais
critérios e requisitos necessarios para o controle do processo.

Um dos fatores chaves que alteram a taxa de reagdo catalisada por
uma enzima é a concentracdo de substrato, [S]. No entanto, o estudo dos
efeitos da concentracdo de substrato é complicado pelo fato de que [S]
varia durante o curso de uma rea¢do & medida que o substrato é
convertido em produto. Uma forma de simplificar esta abordagem nos
experimentos cinéticos é medir a velocidade inicial da reacdo (Vo),
quando [S] for muito maior do que a concentragdo de enzima.

Se 0 comeco do experimento cinético for monitorado num tempo
de reacdo suficientemente curto (60 segundos ou menos), as mudangas
da [S] serdo negligencidveis, podendo ser considerada como uma
constante.

O efeito provocado em V, pela variagdo da [S], quando a
concentracdo de enzima é mantida constante esta mostrado na Figura 7.
Em concentragBes pequenas do substrato, V, aumenta de forma quase
linear com os aumentos de [S], sendo a reacdo de primeira ordem em
relacdo ao substrato. Em concentra¢fes maiores de substrato V, aumenta
por incrementos menores em respostas aos aumentos da [S], neste
momento ndo ha uma ordem de reacdo definida. Finalmente, €
alcancado um ponto acima do qual ocorrem apenas aumentos
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insignificantes em V,, mesmo diante de aumentos em [S], sendo este
ponto chamado de velocidade méaxima (Vnax), Neste momento a reagdo
passa a ser de ordem zero ja que o ndo ha mais aumento aparente da
velocidade com o incremento de [S].

Figura 7 — Efeito da concentragdo de substrato na velocidade inicial de uma
reacdo catalisada por enzima.

Concentracéio inicial de V, (LM/min)

K,
Concentracéio de substrato [S] (m M)

FONTE: LEHNINGER, 2008.

O perfil da cinética de reagdo apresentado na Figura 7 levou
Victor Henri a propor, em 1903 que uma enzima se combina a molécula
de seu substrato paraformar o complexo ES, sendo este um passo
obrigatdrio no processo catalitico enzimatico. Esta ideia foi expandida
em uma teoria geral da acdo das enzimas, especialmente por Leonor
Michaelis e Maud Menten, em 1913. Eles propuseram que a enzima
primeiramente combina-se reversivelmente com o substrato, para formar
o complexo enzima-substrato, em um passo reversivel relativamente
rapido, seguindo logo apds para um passo mais lento, no qual o
complexo ES se rompe com o reaparecimento da enzima livre e
formagéo do produto da reagdo P:

ki k,
E+S & ESo E+P
k_y

A segunda etapa da reacdo onde ha formacdo de produto é mais
lenta e, portanto, limita a velocidade da transformacdo global do
reagente em produto. Disto resulta que a velocidade da reacéo
enzimatica deve ser proporcional a concentracdo do complexo ES. Em
qualquer instante de uma reacdo, a enzima existe em duas formas, a ndo
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ligada ao substrato, ou a forma livre E, e a forma ligada ES. A
velocidade méaxima da reacao (Vnmax) Seré atingida quando praticamente
todas as moléculas da enzima estiverem na formado complexo ES, e a
concentracdo da enzima livre E for insignificante. Neste caso, diz-se que
a enzima esta “saturada” com o substrato e a velocidade da reacdo nao
aumenta mais com os aumentos de [S]. Em solu¢do contendo um
excesso de substrato, havera um periodo cinético inicial chamado de
estado pré-estacionario, ocorrendo o crescimento da concentracdo de
ES. O estado pré-estacionério €, usualmente, de duracdo muito curta. A
reacdo atinge o estado estacionario muito rapidamente e a concentracdo
do complexo [ES] permanecerd praticamente constante durante o
decorrer do tempo.

A partir do modelo de reacdo enzimatica proposto por estes
pesquisadores, seguindo a ideia de que nas rea¢fes enzimaticas, 0 passo
limitante da velocidade é a quebra do complexo ES para formar o
produto e a enzima livre, foi desenvolvida por Michaelis e Menten uma
equacdo que permite demonstrar como a velocidade de reacdo varia em
fungdo da concentracdo do substrato:

_ Vinax[S]
Vo =—"—75
Km + (5]
_ kptk_g

onde: Vipax = ka[Egl €Kiy, = .

Uma relacdo numérica importante é obtida da Equagdo de
Michaelis-Menten num caso especial, quando V, é exatamente metade
de Vnax (Figura 7). Entdo:

Km:[s]_’Vo:

Vm ax

N =

Ou seja, Ky, € equivalente a concentragéo de substrato na qual Vg
é igual a metade de Vax, € indica a “afinidade” de uma enzima pelo seu
substrato. Quanto menor for o valor de K., maior sera a afinidade da
enzima pelo substrato.

Vmax € proporcional a concentra¢do enzimatica [E] e dependente
da constante k,. Esta constante por sua vez € o limitante da velocidade
para a reacdo do tipo Michaelis-Menten. A dependéncia de Vs com a
concentracdo enzimatica inicial [Eq] é demonstrada no gréfico da Figura
8.
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Figura 8 — Efeito da concentracdo inicial de enzima [E,] na velocidade méxima
Vméx-

Vmax  [2E]

Wi [E]

L 4

(%]
FONTE: LEHNINGER, 2008.

2.4.5 Influéncia do pH na acdo enzimatica

As enzimas possuem um pH 6timo para qual sua atividade é
maxima. Valores maiores ou menores podem afetar a enzima fazendo
com que a sua atividade diminua. Isto se deve ao fato de que
basicamente as cadeias laterais de aminodcidos que comp8em a enzima,
necessitam estar num certo estado de ionizacdo para desempenhar
funcgdes essenciais de manutencdo da proteina e manter sua estrutura.

Algumas enzimas ainda possuem grupos idnicos nos seus sitios
ativos, e estes grupos iénicos devem estar numa forma adequada (acido
ou base) para realizarem sua funcdo. Grandes perturbaces do pH do
meio resultam em grandes mudancas na forma inica do sitio ativo o
gue acaba impactando em alteragbes na atividade enzimatica e,
consequentemente, na velocidade da reagdo. Por estas razles, as
enzimas sdo ativas somente num certo intervalo de pH. O pH do meio
pode afetar além da velocidade maxima de reacéo, Ky, e a estabilidade
da enzima.

Em alguns casos, o substrato ainda pode conter grupos iénicos, e
0 pH do meio acaba afetando também a afinidade do substrato com a
enzima.
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2.4.6 Influéncia da temperatura na acdo enzimatica

Semelhante aos catalisadores quimicos, a atividade das enzimas
também variam com a temperatura, porém diferentemente dos
catalisadores quimicos a faixa de temperatura no qual as enzimas
demonstram atividade é mais limitada. A medida que se eleva a
temperatura, dois efeitos ocorrem simultaneamente: a taxa de reacéo
aumenta, como se observa na maioria das reacdes quimicas, por
aumentar a energia cinética das moléculas e a estabilidade da proteina
decresce devido a desativacdo térmica. Temperaturas mais altas levam a
desnaturacdo da enzima por alterarem as liga¢fes quimicas que mantém
sua estrutura. Ligacfes como as pontes de hidrogénio, sdo extremamente
afetadas gerando grande quantidade de alteragGes estruturais na enzima,
0 que leva a uma nova conformacdo ou a um estado de estrutura
indefinida.

Enzimas de baixo peso molecular compostas de uma Unica cadeia
polipeptidica e possuindo pontes dissulfetos sdo geralmente mais
estaveis ao calor do que enzimas oligoméricas, de alto peso molecular.
Somente uma pequena quantidade de enzimas exibe atividade em
temperaturas maiores que 100 °C. Enzimas obtidas de termofilos
possuem uma estabilidade térmica diferenciada podendo operar em altas
temperaturas (acima de 100 °C se o sistema for pressurizado). Neste
caso a desnaturacdo térmica resulta numa Otima temperatura para a
funcéo enzimatica.

2.4.7 Atividade enzimatica

A atividade é a quantidade de substrato que em uma dada reacdo
enzimatica é convertida em produto por unidade de tempo em condices
determinadas. A atividade pode ser avaliada tanto em relagdo ao
consumo de substrato quanto a producéo de produto.

Devido a grande variedade existente de enzimas a dosagem de
atividade catalitica é imprescindivel tanto para monitorar a purificacao
guanto para controle de um determinado processo. Isto se deve
principalmente ao fato de que o monitoramento da concentracdo de
proteinas por si s6 ndo garante que a enzima seja Util para ser utilizada
em uma reagdo catalitica ja que numa solugdo de enzima desnaturada,
por exemplo, ndo ha nenhuma atividade enzimatica, mas a massa
proteica é conservada. Além disso, desnaturacdes parciais podem levar
duas solugBes de mesma concentragdo enzimatica a ter atividades muito
diferentes.
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Devido a especificidade das enzimas em relagdo a um
determinado substrato a medida da atividade € possivel de ser efetuada
mesmo em presenga de outras proteinas. Para efetuar essas dosagens,
uma amostra da solucdo contendo a enzima é incubada com
concentracbes altas de substrato o que garante a velocidade maxima
(ordem zero) impedindo que pequenas variagcBes na concentracdo do
substrato possam afetar as medidas realizadas.

No processo de medida de atividade enzimética, a concentracao,
seja de produto produzido ou de substrato consumido, tende a variar
linearmente somente num dado intervalo de tempo no qual a velocidade
é constante. Neste intervalo onde a velocidade varia linearmente com o
tempo é definida a atividade enzimética, pois transcorrido este intervalo,
a velocidade comeca a decrescer devido a varios fatores que podem
afetar a reacdo (inativacdo da enzima diminuicdo da quantidade de
substrato disponivel, inibi¢do ocorrida pelo produto formado na reagdo,
deslocamento do equilibrio no caso da reacdo ser reversivel)
influenciando a medida da atividade catalitica em relacdo a velocidade
da reacéo.

A atividade enzimatica é expressa em Unidades Internacionais.
Segundo a Enzyme Commission, “uma unidade de atividade (U) é
definida como sendo a quantidade de enzima que catalisa a
transformacdo de 1 pumol de substrato ou a formacdo de 1 pumol de
produto por minuto”, nas estabelecidas condigdes do ensaio
(temperatura, pH, concentracdo de substrato).

A atividade enzimética de uma preparagdo impura é expressa em
termos de U/mL. A atividade especifica é o nimero de unidades de
atividades da enzima por miligramas de proteina (U/mg). A atividade
especifica é utilizada no processo de purificacdo para avaliar se o
procedimento adotado eliminou as substancias indesejaveis.

2.4.8 Peroxidase de raiz-forte (HRP)

A raiz forte (Armoracia rusticana) é uma erva perene forte
cultivada em regides temperadas do mundo, principalmente pelo valor
culinario de suas raizes (Figura 9). E também uma fonte rica de
peroxidase, uma enzima contendo grupo heme que utiliza peréxido de
hidrogénio para oxidar uma grande variedade de compostos organicos e
inorganicos. A producéo de peroxidase de raiz forte ocorre numa escala
relativamente grande devido as utilizacfes comerciais da enzima, por
exemplo, como um componente de kits de diagndstico clinicos e para
imunoensaios. Embora o termo peroxidase de raiz forte seja pouco
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usado genericamente, a raiz da planta contém um nimero de isoenzimas
(enzimas semelhantes que possuem diferentes formas moleculares mas
que catalisam a mesma reacdo) de peroxidase distintos do qual se
destaca a isoenzima C (HRP C) por ser a mais abundante (VEITCH,
2004).

As peroxidases podem ser englobadas em dois grupos principais:
as ferroproteinas e as flavondides. As enzimas englobadas no primeiro
grupo (ferroproteinas) podem ainda ser subdivididas em dois grupos
distintos nomeados de  peroxidases ferriprotoporfirinas e
verdoperoxidases (PINTO, 2008).

No grupo que engloba as ferriprotoporfirinas, encontram-se as
peroxidases de plantas superiores, estas se caracterizam por possuirem a
ferriporfirina IX, e por isso quando purificadas, apresentam cor
castanha. A ferriporfirina IX gera a estas peroxidases picos de absorcéo
maxima em diversos comprimentos de onda, 403, 497, 641,5 nm e a 208
e 275 nm devido a residuos de tirosina, triptofano e fenilalamina. O RZ
(Reinhetszahl) é o valor da razédo entre a absor¢do a 403 e 208 nm, este
valor € utilizado para indicar a pureza de uma preparagao de peroxidase.
O valor de RZ tem desvantagens, tais como, o fato de ser diferente para
peroxidases provenientes de fontes distintas, este valor varia entre 2,50 e
4,19 para as diversas formas da raiz forte, este mesmo valor refere-se a
pureza da enzima como proteina e ndo & sua atividade. (PINTO, 2008).

O grupo prostético das verdoperoxidases é também constituido
por um ndcleo porfirinico contendo um ion ferro Ill, no entanto, este
grupo difere da ferriprotoporfirina 1X. As verdoperoxidases podem ser
encontradas nos animais e no leite, quando purificadas apresentam cor
verde, devido a sua absorbancia maxima se encontrar entre 570 e 690
nm. As flavoproteinas podem ser encontradas em microrganismos, em
diferentes bactérias do género Streptococcus e em tecidos animais, e tém
como grupo prostético o dinucleétido de adenina e flavina (FAD).
(PINTO, 2008).

Mais de 15 isoenzimas de HRP foram detectadas e classificadas
em trés grupos como enzimas acidas, neutras ou basicas. Pouco se sabe
sobre suas atividades relativas e, apesar de catalisarem as mesmas
reagOes, diferem entre si profundamente quanto as propriedades
cinéticas e fisico-quimicas. Considera-se que as enzimas utilizadas
comercialmente sdo constituidas por apenas uma isoenzima, ou que as
atividades das principais isoenzimas presentes sdo basicamente as
mesmas, e que as demais ndo interferem na atividade total.
(FORGIARINI, 2006) e (VEITCH, 2004).
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Figura 9 — llustrag&o da raiz forte, fonte da enzima Horseradish peroxidase.

Esta planta é caracterizada principalmente por ter raiz longa e espessa, de cor
branca e sabor picante. As mesmas raizes também sdo uma das fontes mais
importantes da enzima heme contendo peroxidase.

FONTE: VEITCH, 2004.

A peroxidase de raiz forte (EC 1.11.1.7) faz parte do grupo das
peroxidases. E uma glicoproteina heme que contém ferro (l11)
protoporfirina IX como o grupo prostético. Esta é uma oxidorredutase
gue possui massa molecular de 40000 g/mol com uma parte proteica
(apoenzima) de aproximadamente 34000 g/mol, que catalisa a reducdo
de peréxidos, tais como peroxido de hidrogénio e a oxidacdo de uma
variedade de compostos organicos e inorganicos. A atividade de
peroxidase foi identificada em plantas, microrganismos e animais, onde
exerce papel importante, podendo ser classificada com base na
superfamilia a que pertencem. Esta divisdo tem como base a origem da
peroxidase, origem animal ou origem vegetal. Existem trés classes
distintas de peroxidases, classe | que engloba as peroxidases
intracelulares, classe Il que é constituida por peroxidases flngicas
extracelulares, classe Il onde pertencem as peroxidases vegetais
extracelulares. A distingdo entre as classes foi inicialmente baseada na
comparacdo de sequéncias de aminoacidos, sendo atualmente baseada
em dados da estrutura tridimensional. A HRP faz parte da classe I1l. Nas
plantas ela participa no processo de lignificagdo e no mecanismo de
defesa em tecidos danificados fisicamente ou infectado. (HAMID e
REHMAN, 2009; FORGIARINI, 2006 e PINTO, 2008).

A HRP contém dois tipos diferentes de centro metalico, sendo um
0 “grupo prostético heme” e outro constituido por 2 dtomos de célcio
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(Figura 10). Ambos sdo essenciais para a integridade estrutural e
funcional da enzima. A perda de célcio resulta em uma queda de
atividade e estabilidade térmica. Os sitios de ligagdo do dtomo de célcio
séo localizados nas posigdes proximas e afastadas do plano heme e séo
ligados a ele por uma rede de pontes de hidrogénio. O grupo Heme por
sua vez é associado a enzima pelo residuo de Histl70 através de
ligagdes coordenadas entre a cadeia lateral da histidina e o 4&tomo de
ferro heme (5° ligante), o grupamento carboxilato da cadeia lateral do
residuo de (Asp247) ajuda a controlar o carater imidazolato do anel
Hist170 (Figura 11) (VEITCH, 2004).

Figura 10 — Representacgdo da estrutura fisica tridimensional cristalina da HRP.
O grupo heme (vermelho) estd localizado entre os dominios préximos e
distantes no qual cada um dos 4tomos de célcio estd contido (esferas azuis). a-
hélice e B-folha s&o representadas em amarelo e roxo respectivamente.

FONTE: VEITCH, 2004.
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Figura 11 — Representac&o estrutural do grupo prostético heme da enzima HRP.
Hist170 liga o grupo heme ao restante da enzima e o Asp247 controla o carater
imidazolato do anel Hist170.

Heme

His170

N
NN - -
NeN-e 0.0

CH; CH, hd
exposed Asp247

heme edge
O
FONTE: VEITCH, 2004.

Forgiarini (2006) citando Adler et al. (1994) relata que o papel
das peroxidases de origem microbioldgica na polimerizacdo de acidos
fendlicos é reconhecidamente o de transformacdo de substancias
aleloguimicas (substancias que inibem ou estimulam o crescimento da
planta) em substancias estaveis e ndo tdxicas. Na superficie das raizes de
diversas plantas, inclusive da raiz forte, as enzimas atuam como
primeira linha de defesa contra o ataque por organismos e aleloquimicos
secretados por outras plantas vizinhas. O mecanismo proposto foi o de
minimizagdo da absorcdo de compostos toxicos (como fendis e aminas
aromaticas) para o interior da planta, através da sua precipitacdo na
interface das raizes com o solo.

Estas reacBes envolvidas na remocdo de poluentes pela HRP
foram estudadas por Dunford (1991), o qual representou 0 modelo da
cinética de reacdo como sendo uma cinética estilo ping-pong modificado
(WU et al., 1998). A HRP catalisa a oxidagdo de muitos compostos
aromaticos utilizando peréxido de hidrogénio através de um processo
gue envolve um ciclo de mudancas no estado de oxidacdo do atomo de
ferro localizado no sitio catalitico da enzima. (NICELL et al., 1995). O
mecanismo de reacdo ping-pong proposto por Dunford (1991) esta
representado pela Figura 12.

O ciclo catalitico da enzima consiste nas seguintes etapas: (i) a
enzima férrica nativa é inicialmente oxidada por H,O,, gerando o
composto I, deficiente em dois elétrons, sendo um elétron abstraido do
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fon Fe** e outro do anel porfirinico, gerando, respectivamente, Fe** e
radical cation porfirinico; (ii) em seguida, 0 composto | oxida um
substrato doador de elétron, formando o composto I, um intermediario
deficiente em um elétron, ambos o composto | e 0 composto Il sdo
oxidantes fortes, com potencial de reducdo préximos a +1 V; (iii) o
composto Il pode oxidar outra molécula de substrato e, com isso, a
enzima retorna ao seu estado nativo. As moléculas de substrato oxidadas
(radicais fendxi) podem por via ndo enzimatica reagirem entre si, com
proteinas e com formaldeido formado durante a reacdo para formar
estruturas poliméricas insollveis. As duas primeiras reaces (enzima
férrica com peroéxido de hidrogénio e composto | com substrato redutor)
sdo cerca de 10 vezes mais rapidas que a reagdo do composto II; (iv) o
composto Il ainda pode reagir com H,O, resultando no composto IlI,
uma forma de peroxidase com atividade reduzida. A peroxidase também
pode ser irreversivelmente inativada por meio do ataque de radicais
livres e pela reacdo do composto | com H,0,, formando proteinas verdo-
heme (P-670) (MESTER e TIEN, 2000; VEITCH, 2004 e NICELL et
al., 1995).
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Figura 12 - Ciclo catalitico das enzimas peroxidases mostrando as mudangas no
grupo prostético heme e as diferentes formas possiveis de inativagédo da HRP.

A enzima é inicialmente oxidada por H,0,, gerando o composto I, que oxida um
substrato fenolico. O composto Il formado oxida outro substrato, e com isso a
enzima retorna ao seu estado nativo. A peroxidase pode ser convertida em
formas inativas por meio da reacdo do composto Il com H,0,, formando
composto I, da reagdo de composto | com H,0,, formando proteinas verdo-
heme (P-670) ou por meio do ataque de radicais livres resultando no composto
1I.
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FONTE: MELO, 2010.

Uma representacdo geral das reacdes quimicas envolvidas no
mecanismo catalitico da reacdo da HRP com compostos aromaticos
podem ser apresentadas abaixo conforme demonstrado por Nicell et al.
(1995):

HRP + H,0,—= CI + H,0
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Cl + AHjq— CIl + AH
Cll + AHyq — HRP + *AH
2°AH — AZHZ(S)-L

Onde CI, CII sdao os compostos I, II respectivamente, *AH
representa 0 composto aromatico oxidado e A;H,s € 0 composto
aromatico na forma polimerizada (dimero).

Os polimeros que permanecem sollveis na reagdo podem ser
oxidados novamente, resultando na formacgdo de cadeias poliméricas
mais longas (AsHs, AsH4 etc.) o que gera um aumento na redugdo da
solubilidade (NICELL et al., 1995).

A peroxidase basicamente catalisa quatro diferentes tipos de
reacles, a peroxidativa, a oxidativa, a catalatica e a de hidroxilacdo
(PINTO, 2008). As reagdes estdo demonstradas na Figura 13.

Figura 13 — Esquema demonstrando reacdes catalisadas pela enzima peroxidase.
Peroxidativa:

H>O-+ 2AH, — 2H-0 + HAAH (produtos polimerizados)

Oxidativa:
HO —C—COOH O=(C— COOH
2 I +*02 —> 2 | + 2Ho02
HO— C— COOH O=C—COOH
Catalatica:

2H202 —* 2H20 + O2

Hidroxilacdo:

OH H
HO-C-COOH =C—COOH HO
% + 0y 1 — - O_? + H0 + (5
HO-C~COOH -0O=C-COOH
CHy CH;

FONTE: (PINTO, 2008).

A reacdo peroxidativa é normalmente considerada a mais
importante, onde diferentes compostos podem atuar como doadores de
hidrogénio, incluindo fendis e aminas aromaticas entre outros. A reacao
oxidativa pode ocorrer na auséncia do peroxido de hidrogénio, no
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entanto, necessita da presenca de oxigénio e cofatores (manganés e
fenol). A hidroquinona, o &cido dihidroxifumarico e o 4cido ascorbico,
sd0 0s substratos possiveis de serem tratados neste tipo de reagdo. A
reacdo catalatica é caracterizada pela auséncia de substrato doador de
hidrogénio, obrigando assim a peroxidase a funcionar como catalase,
catalisando a decomposicdo do perdxido de hidrogénio em agua e
oxigénio, esta reacdo € pelo menos 1000 vezes mais lenta que as reacGes
anteriores. A reacdo de hidroxilacdo produz derivados do catecol a partir
dederivados do fenol e oxigénio, sendo necessario para tal um doador de
hidrogénio. A peroxidase hidroxila varios compostos aromaticos, entre
eles a tirosina, a fenilalanina, o p-cresol e os &cidos benzoicos e
salicilico. (PINTO, 2008).

A natureza desses produtos sollveis e insollveis formado pelo
processo de polimerizacdo deve ser analisada, pois segundo Aitken et al.
(1994), a caracteristica destes produtos (peso molecular e toxicidade)
variam dependendo da natureza do fenol contido no poluente, da fonte
da enzima e do pH da reacdo. Os autores chegaram a conclusdo que de
modo geral a natureza dos produtos que foram produzidos no tratamento
de uma agua residual especifica ndo pode ser prevista. Wagner e Nicell
(2002) compararam a toxicidade existente nos produtos de reacdo da
PPCE com varios aditivos diferentes. Em sua pesquisa foi reportado que
a adicdo de alguns aditivos pode tornar os produtos da reacdo mais
toxicos, e que o grau de toxicidade além de outras variaveis depende
também da forma que a reacdo é conduzida (batelada, continua ou semi-
continua).

Neste trabalho de pesquisa, é apresentada a influéncia da
atividade enzimética na remog¢do de fenol utilizando enzima HRP de
baixa pureza, de uma fonte ainda ndo presente na literatura (Toyobo do
Brasil). Tal fato acaba por impactar diretamente nos parametros
envolvidos na reacdo de PPCE, bem como nos resultados de remocéo de
fenol obtidos. Além disso, o trabalho contribui com resultados de testes
de toxicidade nos produtos do meio reacional, efetuados com alga
Scenedesmus subspicatus e varredura de espectro IR para caracterizagdo
do precipitado formado durante a reagdo enzimatica, testes 0s quais
ainda ndo séo reportados na literatura.
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3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados 0s reagentes, acessorios e
equipamentos utilizados nos experimentos, as condi¢fes experimentais
do estudo realizado da PPCE e as técnicas analiticas que foram
empregadas para determinacdo de fenol, proteina e da atividade
enzimatica.

Todos os experimentos e calibragbes foram realizados em
triplicatas de modo a estimar o erro experimental associado a cada
medida.

3.1 LOCALIZACAO

O trabalho foi realizado no LABMASSA - Laboratério de
Transferéncia de Massa — do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.2 MATERIAIS

Os reagentes fosfato de potassio monobasico, fosfato de sédio
dibasico dihidratado, fenol sélido (= 99%), 4-aminoantipirina (AAP),
acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico) (ABTS),
ferricianeto de potassio (KsFe[CN]g), bicarbonato de sédio foram
adquiridos da Sigma-Aldrich.

Peroxido de hidrogénio a 30% (v/v) e carbonato de sédio foram
adquiridos da VETEC.

A enzima HRP de baixa pureza empregada nos experimentos foi
doada pela empresa Toyobo do Brasil. As principais propriedades da
enzima sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Propriedades da enzima Horseradish Peroxidase

RZ 0,6

Estabilidade Estavel a -20 °C, por pelo menos um ano
Massa Molecular Aproximadamente 40 kDa
pH Otimo 6-7

Temperatura Otima ~ 45°C
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Estabilidade em pH 5-10
Estabilidade Térmica  Abaixo de 50 °C

FONTE: TOYOBO DO BRASIL, 2011.

Mais dados sobre a enzima podem ser encontrados no Anexo A.

A enzima foi utilizada em solucdo aquosa com tampéao fosfato pH
7,4 e estocada em temperatura de 4 °C. Antes de cada experimento a
enzima foi homogeneizada e foram realizados ensaios para medir a
atividade enzimatica.

O efluente sintético foi elaborado utilizando fenol sélido (pureza
= 99%) dissolvido em solugdo tampéo de fosfato em pH 7,4.

Foram feitas solugdes estoque de todos os reagentes envolvidos
diretamente na reacdo (enzima, fenol e perdxido de hidrogénio). Todas
as solucdes foram dissolvidas com tampéo fosfato pH 7,4 e estocadas
em ambiente refrigerado a 4 °C.

No preparo das demais solugdes aquosas, foi utilizada agua
ultrapura (com resistividade superior a 18,2 MQ.cm) obtida a partir do
sistema Direct-Q3 da Millipore.

3.3 METODOS

3.3.1 Degradacdo de fenol através da precipitacdo e
polimerizacao por catalise enzimatica

O estudo da eficiéncia da degradac&o do fenol utilizando efluente
sintético foi conduzido em batelada numa faixa de concentracdo que
compreende valores de 0,5 MM a 4 mM (47 mg/L a 376 mg/L) em tubos
de ensaio de 10 mL os quais foram mantidos a temperatura de 25 °C e
pH 7,4. O volume de reacdo utilizado foi de 10 mL e a propor¢do de
peréxido em relacdo ao fenol foi de 50% em excesso, ou seja, para cada
1 mM de fenol foram utilizados 1,5 mM de H,0,.

Para garantir que as condigdes reacionais (pH, temperatura,
concentracdo dos reagentes) fossem seguidas, as solug¢fes contendo
fenol, tampéo fosfato, per6xido de hidrogénio e enzima foram mantidas
em um shaker sob agitagdo constante de 120 rpm e temperatura de 25 °C
+ 1 °C (Figura 14). As reacdes foram iniciadas com a adi¢do de perdxido
de hidrogénio ao tubo de ensaio contendo os demais reagentes (tampéo
fosfato, H,O, e fenol). A adi¢do de perdxido de hidrogénio foi efetuada
somente ap0s 0s reagentes atingirem o equilibrio térmico com o shaker.
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Todos os tubos de ensaio foram selados com tampa de borracha para
evitar a volatilizacdo do fenol e da agua oxigenada.

Figura 14 — Esquema demonstrando como foram conduzidas as reagdes
enzimaticas para remogéo do fenol.

Pré-experimentos efetuados indicaram que as reacdes conduzidas
nas concentracBes deste estudo (0,5 mM a 4 mM) foram completadas
em menos de 3 horas com base nas leituras de fenol residual efetuadas.
No entanto, o tempo de retencdo estipulado para as todas as reacdes
experimentais foi de 3 horas a fim de garantir que o fenol residual fosse
medido somente apds o término da reacdo. Decorrido o tempo de
retengdo de 3 horas, a solucdo foi filtrada com papel filtro comum a fim
de separar o sobrenadante do produto precipitado para serem feitas as
devidas analises experimentais.

3.3.2 Determinagdo da atividade da enzima HRP

Para a determinacdo da atividade da HRP, foram utilizados dois
ensaios colorimétricos. O primeiro método utilizando 4-Aminoantipirina
(AAP) e fenol e o segundo com ABTS seguindo metodologias de Wu et
al. (1997) e Melo (2010), respectivamente. As duas metodologias
utilizadas para leitura foram necessarias porque de acordo com o0s
autores Zhang e Nicell (1999), a metodologia que utiliza AAP e fenol
ndo é indicada para medir a atividade enzimética durante a reacdo de
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fenol, devido a interferéncia causada por produtos oriundos da reacéo
enzimatica.

No primeiro ensaio, o fenol atua como substrato redutor, AAP
como substrato cromogénico e a enzima HRP como catalisadora da
conversdo de moléculas de fenol a radicais fendxi. Esses radicais
reagem com AAP e H,0, formando o corante quinoneimina, conforme
reacdo demonstrada na Figura 15. O ensaio consistiu em utilizar uma
mistura reacional de volume total de 2,1 mL composta por: 500 pL de
AAP 9,6 mM, 200 pL de Fenol 100 mM, 200 pL de H,0,2 mM, 1 mL
de tampédo fosfato pH 7,4 (0,1 M) e solucdo de extrato enzimatico
contendo HRP em um volume de 200 pL. Uma unidade de atividade foi
definida como o nimero de micromoles de H,O, consumido por minuto
a pH 7,4 e 25°C, que é proporcional a taxa de formagédo de quinoneimina
(6s;0 Nm = 7.100 M*.cm™). A absorbancia a 510 nm foi lida e
monitorada a cada segundo durante 1 minuto ap6s o inicio da reacgao.

Figura 15 — Reacdo utilizando AAP para determinacdo da atividade enzimética
da HRP.

HRP
H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina — 4H,0 + quinoneimina

OH

—_—-N 7T
pﬂ + — o
e 2H20; 4H0 /L:z{
Nh:

FONTE: MARTINS, 2006.

No segundo ensaio, o substrato colorimétrico ABTS é oxidado
por HRP napresenca de H,0,, formando o radical céation ABTS
(ABTS°+) conforme demonstrado na Figura 16. A taxa de formacéo
deste cation é proporcional a atividade enzimatica sendo que a mesma
foi monitorada na absorbancia em 405 nm (g49s NM = 18600 M'l.cm'l).
O volume reacional total foi de 3 mL dos quais: 2,190 mL de tampéo
fosfato pH 6,0 (0,1 M), 255 pL de solugdo aquosa de ABTS 20 mM,
300 pL de uma solucdo de extrato enzimatico contendo a enzima HRP



79

em tampéo pH 6,0 e 255 pL de H,0, 10 mM. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima que converte 1
umol de ABTS em seu radical cation por minuto em pH 6,0 e 25 °C.

Figura 16 — Reacdo utilizando ABTS para determinagdo da atividade enzimatica
da HRP.
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FONTE: KADNIKOVA e KOSTIC, 2002.
3.3.3 Determinacéo do teor de proteinas da enzima HRP

O teor de proteina da solucdo de extrato enzimatico foi
determinado pelo método de Bradford (1976). Este método consiste
basicamente na interacdo entre o corante azul brilhante de Coomassie
com grupos funcionais basicos ou aromaticos das proteinas. Uma
aliquota de 100 pL de uma solucdo de extrato enzimético de 1 g/L foi
misturada com 5 mL de solucdo de corante mediante agitacdo. Apos 10
minutos, foi medida a absorbancia a 595 nm em uma cubeta de 3 mL. A
concentracdo de proteina na solucdo de preparado enzimatico foi
determinada através da interpolacdo em uma curva de calibracéo
formada por padrdes de albumina de soro bovino com concentragdes
variando de 0,05 a 1 g/L. O teor de proteinas no preparado enzimatico
foi determinado de acordo com a seguinte equagao:

(01)

C
TP(%) = C”“’

ee

.100%

Onde: TP é o teor de proteinas dado em (%) da solucdo de extrato
enzimatico, Cy, € a concentragdo de proteinas da solugdo de extrato
enzimético em g/L, que foi determinada utilizando método de Bradford
e Cee € a concentracdo em g/L de extrato enzimatico na solucéo.
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3.3.4 Determinacéo da concentragéo de fenol

Para a determinacdo da concentracdo de fenol existente nas
solugdes foi utilizado método colorimétrico seguindo a metodologia de
Wu et al. (1997). O volume total da reacdo é 2 mL dos quais sdo
constituidos: 200 pL de ferricianeto de potassio 83,4 mM diluido com
tampédo carbonato (0,25 M, pH 10) e 200 puL de AAP também diluido
com tampdo carbonato (0,25 M, pH 10). Estes dois reagentes sao
adicionados a 1600 pL da amostra ou da amostra diluida com &agua
deionizada. A absorbancia foi medida no comprimento de onda de 510
nm. A concentracao de fenol foi determinada através da interpolacdo em
uma curva de calibragdo formada por padrfes de fenol a partir do fenol
mae.

3.3.5 Determinagdo da concentracdo de peroxido de
hidrogénio

A determinacdo semiquantitativa da concentracdo de peroxido de
hidrogénio foi realizada com fitas teste (Peroxide 1000) Quantofix®

3.3.6 Caélculo do nimero de Turnovers

A eficiéncia catalitica da enzima foi calculada de através do
nimero de Turnovers de acordo com a equagdo 02 descrita por Nicell et
al. (1995).

[FOH], — [FOH] (02)
E,.C,

T, =

Onde:

T, = NUmero de Turnover (adimensional)

[FOH]o = Concentracéo inicial de fenol (mM)

[FOH] = Concentracao residual de fenol (mM)

Eq = Atividade de enzima (U/mL) contida na solucdo

C, = Constante que relaciona concentracdo de proteinas (mM)
com a atividade da enzima (U/mL). A unidade de C, é dada em (mL
mM) / U.
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3.3.7 Calculo do grau de conversao

Para quantificar os niveis de remocao alcancados pelo processo
de PPCE, foi utilizado o conceito de grau de conversdo o qual foi
definido e calculado conforme a equagédo 03:

[FOH], — [FOH] (03)
[FOH],

Onde:

X = Grau de conversao (adimensional)
[FOH]o = Concentracdo inicial de fenol (mM)
[FOH] = Concentracao residual de fenol (mM)

3.3.8 Toxicidade do Fenol com alga Scenedesmus subspicatus

Os ensaios de toxicidade aguda com Scenedesmus subspicatus
foram realizados de acordo com metodologia descrita pelo protocolo
presente no Anexo C.

Para avaliacdo da toxicidade, a mistura da reacdo foi filtrada em
papel filtro comum, sendo somente utilizado o sobrenadante para
andlise. O objetivo foi verificar a toxicidade da mistura de reacdo, antes
e apos o tratamento da enzima, incluindo o efeito do tempo de reagao.
Para fins de comparagdo, foram utilizadas solugdes que foram
constituidas das mesmas concentrac@es iniciais presente na mistura da
reacdo, porém a estas solucbes ndo foi adicionado enzima HRP.

Os testes de crescimento de alga foram realizados em duplicatas
para cada tempo, em baldes de 100 mL, mantidos a temperatura
ambiente de 25 °C + 2 °C com iluminagdo (2500 lux) e aeracdo
constante por 48 horas conforme demonstrado na Figura 17. Amostras
foram retiradas a cada 24 horas para ser efetuada a leitura de
transmitancia, visando determinar a densidade de células. Com base
nestes dados, foi determinada a taxa de crescimento de alga através da
subtragdo das transmitancias obtidas em cada intervalo de tempo (24 e
48 h), pela transmitancia obtida como referéncia no tempo inicial. A
toxicidade foi avaliada e expressa como o percentual de reducdo do
crescimento algal em relacdo a taxa de crescimento de alga em meio
ideal de nutrientes (Controle), também avaliada concomitantemente com
as demais amostras.
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Figura 17 — Teste de toxicidade efetuado com Scenedesmus subspicatus para as
misturas de reacdo enzimatica do fenol.

3.3.9 Determinagdo do pH
As medidas de pH foram determinadas através da utilizacdo de um

pHmetro marca Quimis, Modelo Q-400 M2 calibrado com solugdes
tampdo padrGes de pH 4 e 7.

Figura 18 — Medidor de pH Quimis.



83

3.3.10 Leitura das absorbancias e transmitancias

A leitura das absorbéancias envolvidas nos métodos colorimétricos
utilizados para leitura de fenol, determinacdo atividade enzimatica bem
como as transmitdncias e varreduras no espectro UV envolvidas na
medida de toxicidade foram feitas utilizado um espectrofotdmetro
Shimadzu UV mini — 1240 (faixa de leitura de comprimento de onda -
190 nm a 1100 nm), como demonstrado na Figura 19.

Figura 19 — Espectrofotdmetro Shimadzu UV mini — 1240.

3.3.11 Analise de infravermelho

O procedimento de andlise de IR foi utilizado para caracterizacdo
do produto polimerizado gerado pela reacdo enzimatica. Inicialmente foi
necessario submeter todas as amostras do produto polimerizado, obtido
por filtracdo, a secagem por um periodo de 24 horas em temperatura
constante de 50 °C com objetivo de remover a umidade do material.
Transcorrido o tempo de secagem, as amostras foram misturadas com
KBr e transformadas em pastilha, através de pressurizador manual.

O equipamento utilizado para analise de infravermelho do
produto precipitado foi realizada num espectrofotdmetro IR Perkin
Elmer modelo FTIR — S100, conforme demonstrado na Figura 20.
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Figura 20 — Espectrofotdmetro Perkin Elmer FTIR —S100.




85

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Visando a otimizacdo dos parametros de reacdo, aliada a um
menor custo e melhores condi¢des de adaptacdo do processo de PPCE a
possivel utilizacio em escala piloto, algumas escolhas foram
previamente realizadas baseadas em resultados obtidos na literatura.
Neste sentido as condigdes escolhidas foram: (i) Utilizacdo de enzima
HRP com baixa pureza; (ii) realizagdo da PPCE em pH e temperatura
constante de 7,4 e 25 °C, respectivamente; (iii) 50% em excesso da
concentracdo de peréxido de hidrogénio em relacdo a concentracdo de
fenol (1:1,5).

Um dos primeiros fatores a serem considerados foi a utilizacdo de
uma enzima comercial de baixa pureza, como é o caso do extrato
enzimatico utilizado neste estudo, ja que o custo da proteina é o maior
impactante no que diz respeito ao custo de processo total. Alberti e
Klibanov (1982) reportaram que a eficiéncia de remocdo no processo de
PPCE ndo esta diretamente ligada a pureza da enzima. Nicell et al.
(1995) relataram que quando a extrato bruto de enzima é utilizado no
processo de PPCE, o custo de processo pode ser comparado, por
exemplo, com o do processo utilizando peroxido de hidrogénio e
reagente Fenton. Cooper e Nicell (1996) também chegaram a mesma
conclusdo quando compararam enzimas HRP de baixa e alta pureza. Os
autores ainda relataram que a enzima de baixa pureza, que ndo sofreu
nenhuma técnica de separagdo, possui uma quantidade de matéria
proteica elevada, a qualé responsavel por uma maior prote¢do da
atividade catalitica da enzima. Assim, a utilizacdo da enzima HRP de
baixa pureza acabou sendo a escolha mais promissora, pois, além de
possuir menor custo em relacdo & enzima purificada foi mais eficaz no
processo de remocdo do fenol, fatores que acabaram representando um
grande impacto no custo do processo.

A concentracdo de H,O, é um fator critico em reagdes catalisadas
por HRP, visto que um excesso de H,O, pode aumentar a taxa de
conversdo de substrato, porém, ao mesmo tempo pode reduzir a
atividade da enzima por mecanismos de inativacdo (MELO, 2010).
Embora a reacdo de remog¢do do fenol conforme citado no item 2.4.8
deixe evidente que a estequiometria da reacdo é de 2 mM de fenol para
cada 1 mM de H,0,, véarios autores reportaram diferentes valores de
estequiometria para reacdo de polimerizacdo e precipitacdo via catalise
enziméatica. Cooper e Nicell (1996) demonstraram em seu trabalho
utilizando agua residual provinda de industria de fundicdo que a
estequiometria da reacdo que apresentou os melhores resultados de
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remogdo obtida através de testes experimentais foi 1 mM de fenol para
cada 0,85 mM de H,0,. (1:0,85). De acordo com 0s mesmos autores, 0S
quais citaram os trabalhos de Nicell et al. (1992) e Wu et al. (1993),
testes preliminares realizados com fenol aquoso puro e seus derivados
apresentaram melhores resultados de remocgdo com a estequiometria de
1 mM de fenol para cada 1 mM de H,O, (1:1). No presente trabalho, a
estequiometria utilizada foi de 1 mM de fenol para cada 1,5 mM de
H,0, (1:1,5) com o objetivo principal de reduzir a possibilidade de
eventuais erros experimentais, ja que o peroxido de hidrogénio é
instavel. Nicell et al. (1995) também utilizaram a mesma a razdo
estequiométrica de 1:1,5, demonstrando que mesmo em excesso de 50%,
0 peroxido de hidrogénio ndo foi capaz de desativar a enzima HRP.

Ainda buscando uma melhor adaptacdo da PPCE a possivel
aplicacdo em escala piloto ou industrial, buscou-se realizar o processo
de reacdo enzimatica preferencialmente nas condigdes pré-estabelecidas
de pH 7,4 e temperatura de 25 °C. Varios foram 0s motivos
determinantes desta proposi¢do. Primeiramente Nicell et al. (1995) e
Klibanov et al. (1983) reportaram em seus trabalhos que a vida catalitica
da enzima HRP foi significantemente maior quando a reacdo de PPCE
foi conduzida na faixa de pH compreendida entre 6 a 9 e temperatura
abaixo de 35 °C, para substratos aromaticos. Ou seja, uma maior vida
catalitica implica em melhores condicBes de reaproveitamento da
enzima e maior remoc&o de fenol, o que contribui para a viabilizagdo do
processo de PPCE. Reagdes em temperaturas mais extremas necessitam
de aquecimento e/ou refrigeracdo, o que fatalmente implica num maior
custo de processo. A temperatura em torno de 25°C também representa
uma faixa segura de trabalho para a enzima HRP tanto em termos de
desativagdo térmica como de estabilidade.

Outro fator decorrente da escolha do valor do pH e temperatura
esta diretamente ligado as condicfes de descarte de efluentes exigidas
pelo CONAMA (pH 5-9 e temperatura inferior a 40°C). O pH 7,4, além
de se encontrar no meio da faixa 6tima de reacdo enzimatica é o valor de
maior capacidade tamponante do tampdo fosfato, o que acarreta em
resultados experimentais com menores erros e de maior confianga.

4.1 CARACTERISTICA DA REACAO DE PPCE E ANALISE DOS
PRODUTOS DA REACAO

Desde o inicio da reacdo, foi possivel verificar indicios de fenol
polimerizado caracterizados pela mudanca de cor aparente do meio
reacional. Depois de adicionados a enzima HRP e H,0, na solucédo
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contendo fenol, esta imediatamente tornava-se de cor marrom iniciando
a formac@o de precipitado de forma gradual (Figura 21). Foram testados
0S reagentes aos pares: enzima com fenol, fenol com perdxido de
hidrogénio e enzima com perdxido de hidrogénio e nenhuma das
combinacdes apresentou geragdo de coloragdo marrom.

Em toda a faixa de concentracdo de fenol que foi utilizada nos
experimentos (0,5 mM a 4 mM de fenol), foi possivel observar através
da medida da atividade residual que a reacdo de PPCE acontecia em
duas etapas. A primeira via reacdo enzimatica é a etapa rapida, onde a
enzima HRP reagiu com o fenol mée formando radicais fendxi (tempo
de 1 min, Figura 21) e a segunda etapa via reacdo radicalar, etapa mais
lenta, no qual os radicais fendxi reagiram entre si formando o
precipitado (tempo de 5 a 180 min, Figura 21). Nesta etapa da reacdo ja
ndo havia nenhuma atividade catalitica presente no meio reacional.

Figura 21 — Evolucédo da PPCE ao longo do tempo. [FOH], = 4 mM, [H,0,] = 6
mM, E, = 9,248 U/mL, pH 7,4 e temperatura de 25 °C.

1 min Smin  10min 20min 30 min 45min 60 min 90 min 120 min 180 min

No seu ciclo catalitico, a enzima nativa HRP é oxidada por
peroxido de hidrogénio, passando por 2 estados intermediarios (HRP-I e
HRP-II) antes de retornar a forma nativa, como indicado na se¢do 2.4.8,
através da Figura 12. Durante este processo, a forma intermediaria da
enzima reage com o0s substratos aromaticos aquosos, resultando na
formacéo de radicais fendxi que podem, por via ndo enzimatica, reagir
com proteinas, com formaldeido formado durante a reacdo ou se
combinar de forma espontanea para formar polimeros com solubilidade
reduzida (NICELL et al., 1995).

Devido a formacdo da coloracdo marrom, a leitura do fenol
somente foi possivel de ser feita no final da reagdo (t = 3 h) mediante a
filtracdo para separacdo dos produtos precipitados. Todas as tentativas
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efetuadas para se determinar a velocidade de reacéo através da leitura do
fenol nos instantes iniciais (t < 1 min) resultaram em interferéncias.
Isto se deve ao fato de que 0 método de dosagem de fenol total (método
da AAP) quantifica tanto fenol sem grupamentos substituintes como
também pequenas cadeias fendlicas as quais sdo formadas ja no inicio
da reagdo. Nicell et al. (1995) explicaram que o método de analise UV
tem a vantagem de ser rapido e de fécil utilizacdo, no entanto alguns
produtos polimerizados da reacdo podem permanecer sollveis na
solucdo em pequenos tracos e absorver luz UV, no mesmo comprimento
de onda do fenol original, causando interferéncia.

A fim de caracterizar e obter maiores informacbes sobre o
comportamento da enzima HRP e sobre o produto polimerizado, foi
realizado o espectro de varredura de comprimento de onda no intervalo
de radiacdo do infravermelho (IR). As informacGes obtidas através do
espectro infravermelho da Figura 22 evidenciaram os principais tipos de
grupamentos funcionais presentes no material precipitado, os quais
podem ser descritos como sendo  estruturas  aromaticas
monossubstituidas que possuem éter aromatico e ion carboxilato.

Através da tabela presente no anexo C obtida em Silverstein et al.
(2007), que apresenta as faixas de comprimento de onda de absor¢édo
para cada grupamento quimico, foi possivel atribuir os principais
constituintes do material precipitado.

Comparando espectro IR da Figura 22 com o espectro do fenol
puro obtido em Silverstein et al. (2007), percebe-se que existem
algumas diferencas nas bandas observadas e nas respectivas ligagdes no
que diz respeito a estrutura das substancias. As principais diferencas
podem ser percebidas nas bandas possivelmente atribuidas a deformacéo
axial de C=C do anel, na deformacdo axial de C-O, na deformacéo
angular fora do plano C-H e deformagéo angular fora do plano de C=C
do anel, onde comprimentos de onda das bandas observadas se
apresentam inferiores ao do fenol puro (1589 cm™, 1489 cm™, 1208 cm’
1834 cm?, 755 cm®, 693 cm™ respectivamente). Nota-se o
aparecimento de uma banda na faixa de 1099 cm™ que, possivelmente, é
relativa as estruturas aromaticas monosubstituidas, resultantes de
estruturas fendlicas modificadas pela polimerizacéo.

A banda A max de 3290 cm™ presente no espectro demonstra que
no precipitado ainda havia possiveis vestigios de umidade adsorvida
mesmo sendo submetido anteriormente a um processo de secagem. Esta
banda ndo representa estrutura fendlica, pois a banda de comprimento de
onda méximo de 1378 cm™ referente & deformacéo angular causada por
O-H presente espectro do fenol puro ndo é encontrado no espectro do
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precipitado. Lu et al. (2009) reportam em seu trabalho a capacidade de
adsorcdo de umidade em trés resinas fenolicas, comparando-as. Os
autores demonstraram, através do espectro de IR na faixa de 3000 cm™ a
3700 cm™, a presenca de tracos de fenol mée e umidade nas resinas
representados por uma banda em 3525 cm, afirmando que os materiais
possuem grande capacidade de adsorcdo e que as moléculas de agua
adsorvidas se encontraram principalmente em duas formas estruturais:
agua em forma livre e em forma de pontes de hidrogénio com grupos
polares, como éter, amina e grupos hidroxil.

As bandas na faixa do comprimento de onda de 1208 cm™ e 1099
cm™ (ligagdo C-O) indicam presenca de éter aromético e as bandas
referentes a 1589 cm™ e 1489 cm™ representam a presenca do fon
carboxilato resultante da oxidacdo do formaldeido que, como relatado
anteriormente, € um dos possiveis produtos secundarios oriundo da
reacdo enzimatica do fenol.

As informacdes obtidas através da andlise do material por IR
demonstraram que o precipitado ndo é formado por uma Unica
substancia, mas sim que o produto é resultado de um conjunto de
reacdes enzimaticas e ndo enzimaticas que ocorreram durante 0 processo
de PPCE. O espectro IR também deixa evidente que o precipitado é uma
substancia com caracteristicas fisicas e quimicas bem diferentes do fenol
mae.
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Figura 22 — Espectro de Infravermelho do precipitado obtido através da PPCE.
Deformacdo axial de O-H, larga, em ligacdo hidrogénio intermolecular 3290
cm™. Deformacdo axial de C-H de aromaticos 3052 cm™. Deformacéo axial de
C=C do anel 1589 cm™, 1489 cm™. Deformacéo axial de C-O 1208 cm™, 1099
cm™. Deformacdo angular fora do plano de C-H 834 cm™, 753 cm™
Deformagao angular fora do plano de C=C do anel, 693 cm™.
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Wilberg (2003) realizou uma caracterizagdo geral dos polimeros
fenolicos, identificando-os como resinas polifendlicas de alta resisténcia
térmica com potencial aplicacdo como material moldavel para uso em
elevadas temperaturas. Os polimeros apresentaram, ainda, caracteristicas
de coldides com area superficial de 100 m?/g, massa especifica de 1,6
glem™ e carater hidrofébico.

4.2 AVA!.IAQAO DOS EFEITOS DA ~VARIACAO DOS
PARAMETROS ENVOLVIDOS NA REACAO DA PPCE

Inicialmente sdo apresentados os resultados que demonstraram
gual o comportamento da remocéao do fenol com o aumento da atividade
enzimatica. A atividade da enzima (U/mL) estudada inclui valor acima
do qual ndo haveria maior remocéo de fenol, ou até que um alto nivel de
tratamento (90% ou mais de remocao) fosse alcancado.

Com intuito de avaliar a eficiéncia catalitica da enzima, foi
calculado o nimero de Turnovers e verificada a sua variagcdo em relagéo
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a atividade enzimatica de acordo com a equacdo 02 descrita no item
3.3.6.

O valor C, foi obtido através dadosagem da atividade de uma
solucdo com uma dada concentragdo de extrato enzimatico e sua
respectiva concentracdo de proteinas obtida pelo método de Bradford. O
valor de TP encontrado foi de 10%, ou seja, em 1 mg de extrato bruto
enzimatico ha 0,1 mg de proteina. Para efeito de calculo, foi considerado
gue toda proteina contida no extrato enzimatico era composta por HRP
com massa molecular de 40000 g/mol sendo definido, portanto o valor
de C,=2,96 x 10™ (ML mM)/U pp.

A definicdo de Turnover utilizada neste trabalho foi diferente da
apresentada na literatura por Blanch e Clark (1997) e Shuler e Kargi
(2002) a qual define Turnover como sendo quantidade de fenol
removido por tempo e por sitio ativo da enzima. Os resultados obtidos
estdo descritos na Figura 23.

Em quantidades mais baixas de atividade enzimatica o Turnover
assume valores maiores. Estes valores de T, tendem a aumentar cada vez
mais a medida que a atividade enzimatica se aproxima de zero, como
pode ser observado nas curvas de 0,5 mM e 1 mM de fenol inicial da
Figura 23.

Os altos desvios padrdo para este parametro, observados
principalmente para as concentra¢Ges iniciais de 0,5 mM e 1 mM de
fenol na Figura 23, sdo decorrentes do fato de que pequenas variagdes
nas leituras de fenol residual acabaram por gerar uma grande mudanca
no numero de Turnover. Os valores menores de concentragdo de fenol
acarretam em erros maiores em funcdo, principalmente, da diluicdo
efetuada no momento da leitura da absorbancia.
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Figura 23 — Eficiéncia catalitica da enzima HRP (Turnover) versus atividade
enzimética, em diferentes concentragdes iniciais de fenol a pH 7,4 e 25 °C
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Na Figura 24 sdo apresentadas as curvas que demonstram o
comportamento da concentracdo do fenol residual apds a reacdo, para
cada concentracdo inicial de fenol de acordo com a atividade enzimatica
utilizada. O aumento da atividade da enzima causou um aumento na
quantidade de fenol removido, no entanto, a partir de um determinado
valor de atividade enzimatica, ocorreu reducdo da quantidade relativa de
fenol removido, o que pode ser correlacionado pela tendéncia da
eficiéncia catalitica enzimatica (Turnover) demonstrada na Figura 23.
Klibanov et al. (1983) afirmaram que a remoc¢do incompleta acontece
devido ao processo de inativagdo enzimatica que ocorre durante a
reacdo, demonstrando que a remoc¢do de fenol na reacdo termina no
instante em que a atividade enzimatica da HRP desaparece.

A quantidade de moléculas de fenol biotransformadas por
molécula de enzima decresce mais acentuadamente a partir do momento
gue a quantidade de fenol disponivel é mais reduzida. Tal resultado
poderia ser explicado pelo fato de que o aumento da atividade
enziméatica acaba gerando um aumento na velocidade da reacdo e
consequentemente na quantidade de radical fenoxi produzido por
unidade de tempo, o que também de certa forma influencia nos valores
do Turnover, j& que o radical fenoxi é o principal responsavel pela
desativacdo da enzima.
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Figura 24 — Concentragdo de Fenol residual apés 3 h de reagdo obtidas para
cada atividade enzimética, em diferentes concentra¢@es iniciais de fenol a pH
74e25°C

5 -

4,5 - ¢ 4 mM Fenol
49 = 2 mM Fenol
s i
£ 3’: 1 mM Fenol
Tg 25 - 3 % 0,5 mM Fenol
S *

VAR |
]
E 1,5 1 = *
o
8 e
*
T . T T ‘ 1
0 2 4 6 8 10
Ey (Upnp/mL)

Resultados semelhantes foram encontrados em trabalhos
publicados por Klibanov et al. (1893) e Nicell et al. (1995). Nicell
(1995) utilizando enzima HRP purificada (RZ =1,1) com valor de C, =
1,53 x 10 (ML mM)/U obtém valores maiores de Turnover na faixa de
10000 a 25000, conseguindo um incremento de até 300% nesse valor
guando em presenca de PEG. Neste caso, atribui-se o valor de Turnover
elevado a uma possivel protecdo da enzima por PEG.

Buscando quantificar os niveis de remocdo alcangados pelo
processo de PPCE nas concentragdes iniciais de fenol analisadas, foi
utilizado o conceito de grau de conversdo de fenol apds o término de
cada da reagdo conforme equacao 03 descrita no item 3.3.7

Na Tabela 06, sdo apresentados os valores de X encontrados para
cada atividade enzimatica e em diferentes concentracdes iniciais de
fenol, onde se observa que a concentracdo inicial de fenol e da enzima
afetaram o grau de converséo.

Em todas as concentracGes iniciais de fenol analisadas, para
valores de X < 0,9, os resultados demonstraram que, respectivamente, 0s
pardmetros [FOH], e Eq apresentaram uma forte relacdo linear com o
grau de conversdo do fenol, como demonstrado pelas Figuras 25 e 26.
Os resultados também mostraram que para uma mesma atividade
enzimatica, o grau de conversdo foi maior quanto menor fosse a
concentracdo inicial, ou seja, maiores concentracdes iniciais de fenol
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acabam gerando mais radical fendxi, 0 que aumenta a inibicdo da reacdo

tornando a conversdo menor.

Tabela 6 — Valores de conversdo obtidos apds 3 horas de reacdo para
cada atividade enzimatica em cada uma das concentragdes iniciais

[FOH], analisadas.

[FOH]o =4 mM [FOH]o =2 mM
E, X Desvio E, Desvio
(Uaap/mL) Padrdo |(Uaap/mL) Padrao
0 0 0 0 0 0
2,401 0,397 0,034 0,806 0,243 0,024
2,984 0,447 0,008 1,492 0,519 0,032
3,915 0,638 0,010 1,956 0,612 0,019
4,681 0,736 0,009 2,339 0,790 0,010
5,481 0,784 0,010 2,732 0,822 0,010
6,482 0,897 0,013 3,242 0,914 0,007
9,248 0,938 0,007 4,624 0,952 0,007
[FOH]p,=1mM [FOH];=0,5 mM
Eo X Desvio Eq Desvio
(Uaap/mL) Padrdo |(Uaap/mL) Padrao
0 0 0 0 0 0
0,403 0,300 0,005 0,201 0,341 0,05
0,746 0,519 0,03 0,374 0,585 0,046
0,978 0,634 0,019 0,489 0,734 0,03
1,17 0,804 0,054 0,585 0,806 0,06
1,324 0,843 0,021 0,809 0,854 0,03
1,621 0,908 0,019 1,009 0,862 0,052
2,312 0,935 0,011 1,157 0,887 0,040

Para poder determinar a influéncia da quantidade inicial de fenol
na quantidade de enzima necessaria para se alcancar o grau de remogéo
desejado, foram realizadas interpolagfes dos dados da Tabela 6. As
interpolacGes que melhor se adaptaram aos dados experimentais foram a
linear para faixa de X < 0,9 (Figura 25) e a polinomial cubica para todos
os valores de graus de conversdes (Figura 26). Valores de X > 0,9 foram
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descartados, pois nesta faixa, aumentos na atividade da enzima HRP ndo
acarretaram um aumento significativo no grau de conversao, o que ndo é
desejavel em termos de custo de processo.

Figura 25 — Gréafico com interpolagdo linear dos dados experimentais obtidos.

1 -

% * y =0,148x
~3 R?=0,9789
~=0,8 -

(=]
2 y = 0,306x
c
[=]
504 |
3 @ 4 mM Fenol
=]
202 B2 mM Fenol y = 1,4676x
& A1 mM Fenol R?=0,985
© 0,5 mM Fenol
0 - ' ' '
0 2 4 6 8 10
Eg (Unap/ml)

Figura 26 - Grafico com interpolacdo polinomial clbica dos dados
experimentais obtidos.
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Com os dados experimentais interpolados na forma linear e
cUbica, as atividades enzimaticas necessarias para se alcangar um grau
de conversdo na faixa de 30% a 90% em cada uma das concentracfes
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iniciais de fenol, foram obtidas a partir de cada um dos modelos como
demonstrado nas Figuras 27 e 28.

Para cada uma das interpolacfes realizadas, ficou evidenciado
que a relacdo entre a concentracdo inicial de fenol e a atividade
enzimatica para um dado grau de conversdo, compreendido dentro da
faixa de 0,3 a 0,9, é extremamente linear podendo, desta forma, ser
expressa da seguinte maneira:

E, = C [FOH], (04)

Onde [FOH], é a concentracgdo inicial de fenol a ser tratada (mM),
E, é a atividade enzimética requerida para alcancgar a remocéo desejada
(U/mL) e C é o coeficiente de atividade enzimatica, uma constante que
correlaciona as duas varidveis anteriores (U/(mL mM)).

Na Tabela 7 sdo apresentados os valores da constante C obtidos
para cada grau de conversdo com seus respectivos desvios padrdo e
coeficiente de correlacdo (R?).

Figura 27 — Grafico obtido pela interpolagdo linear demonstrando relagdo entre
concentragdo inicial de fenol e atividade enziméatica para cada grau de
conversao.
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Figura 28 — Gréfico obtido pela interpolagdo polinomial cibica demonstrando
relacéo entre concentragdo inicial de fenol e atividade enzimética para cada grau

de conversao.
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Os desvios padrdo obtidos para as duas regressdes feitas,
apresentaram valores extremamente baixos (cerca de 1% a 2% do valor
do coeficiente de atividade enzimatica) e os coeficientes de correlacio
corroboram a hipétese de que os dados possuem uma forte relacéo

linear.

Tabela 7 — Coeficientes de atividade enzimatica obtidos a partir do
ajuste de curva dos dados oriundos das regress@es linear e polinomial

clbica.
Fracdo molar Coeficiente de Desvio Coeficiente
de fenol atividade ~ de
. L Padréo do ~
removido enzimatica Coeficiente Correlacéo
X) (Unap/(mL mM)) (R?
Regressao Linear
0,3 0,499 0,008 0,997
0,4 0,666 0,010 0,997
0,5 0,833 0,013 0,997
0,6 0,999 0,016 0,997
0,7 1,160 0,018 0,997
0,8 1,333 0,021 0,997
0,9 1,499 0,024 0,997
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Regresséo Polinomial Cubica

0,3 0,456 0,009 0,996
0,4 0,609 0,012 0,996
0,5 0,769 0,013 0,997
0,6 0,937 0,015 0,997
0,7 1,121 0,016 0,998
0,8 1,334 0,017 0,998
0,9 1,615 0,029 0,997

4.3 DESENVOLVIMENTO DO MODELO MATEMATICO PARA
REPRESENTACAO DA REACAO DE PPCE

Para elaborar um modelo matematico que representasse
adequadamente a remoc&o de fenol de acordo com a quantidade inicial
de fenol presente na mistura de reacdo e a quantidade de enzima
utilizada, foi necessario avaliar inicialmente como os coeficientes de
atividade enzimatica variam com o grau de conversao, em cada uma das
interpolacdes utilizadas.

Na interpolacdo linear, os coeficientes de atividade enzimatica
(C) também tiveram uma variagdo linear com o grau de conversao (X),
como pode ser observado na Figura 29.

Figura 29 — Correlacdo do coeficiente de atividade enziméatica com o grau de
conversdo de fenol utilizando interpolacdo linear.
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Para os dados experimentais obtidos através da interpolacdo
clbica, o comportamento foi diferente. A regressdo dos dados de grau
de conversdo com o coeficiente de atividade enzimatica demonstrou
uma tendéncia logaritmica entre as duas variaveis como apresentado na
Figura 30.

Figura 30 — Correlagdo log-log do coeficiente de atividade enzimatica com o
rau de conversdo de fenol utilizando interpolacédo polinomial cubica.
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O coeficiente de correlacdo (R?) encontrado para a relagdo log-
log e linear foram respectivamente de 0,994 e 1 o que indica que 0s
modelos representam um bom ajuste dos dados.

Nicell et al. (1995) também encontraram semelhante correlacéo
log-log entre o coeficiente de atividade enzimética e a conversdo
utilizando enzima HRP purificada. A equacdo apresentada pelos autores
que predefine o comportamento do coeficiente de atividade enzimatica
com a conversdo desejada foi y = 1,478X%89 com coeficiente de
correlacdo (R?) de 0,994, valores semelhantes aos encontrados neste
trabalho de pesquisa.

Definidas as correlagBes existentes entre C e X para as duas
interpolacBes efetuadas, foi efetuado tratamento matematico para ser
determinada a equagdo geral que representa o modelo da PPCE. A
equacdo 04 demonstra que, para um determinado grau de converséo
desejado, a quantidade inicial de fenol é diretamente proporcional a
atividade enzimética inicial.
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E, = C [FOH], (04)

Onde C é o coeficiente de atividade enzimatica, uma constante
dada em (U/(mL mM)), tanto para a interpolacdo linear quanto para a
clbica. Consequentemente, as correlagcfes existentes entre C e X para as
duas interpolagbes podem ser representadas em uma forma geral da
seguinte maneira:

C = aX? (05)

Onde a é expresso em U/(mL mM), e b é adimensional sendo que
b = 1 para a interpolagdo linear e b # 1 para a interpolagdo polinomial
cUbica.

Substituindo a equacdo 03 na equacdo 05 obtém-se:

C=ua ([FOH]O—[FOH])b (06)

[FOH]o
Finalmente substituindo a equacdo 06 na equagdo 04 chega-se ao

modelo matematico que envolve a concentracao residual de fenol com a
atividade enzimatica e a concentracéo inicial de fenol:

(07)

[FOH], — [FOH]\"
Ey=a|FOH ( )
o=al lo [FOH],
A equagdo 07 ainda pode ser rearranjada de forma a produzir uma
expressdo matematica de interesse, que relaciona o fenol residual em
funcéo da concentracdo inicial de fenol e atividade enzimatica:

1

_ [Elo 08
[FOH] = [FOH], (1 - m) (08)

Os valores de a e b obtidos a partir da regressdo dos dados de C e
X para cada interpolacdo foram substituidos na equacdo 08 e resultaram
em modelos matematicos que foram utilizados para prever valores de
concentracdes residuais de fenol como funcéo de [FOH], e Eo. O modelo
obtido é vélido para faixa de grau de conversdéo de 0,3 a 0,9,
concentracdo inicial de fenol de 0,5 mM a 4 mM e para o tempo de 3
horas.
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As curvas obtidas através das duas formas de interpolacéo e sua
comparacgao com os dados experimentais sdo demonstradas na Figura 31
e 32.

Figura 31 — Sobreposi¢do do modelo matematico obtido através da interpolagdo
linear nos dados experimentais. a = 1,665 Uapp/(ML mMM) e b = 1.
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Figura 32 — Sobreposi¢do do modelo matematico obtido através da interpolagdo
polinomial cubica nos dados experimentais. a = 1,722 Uaap/(ML mMM) e b =
1,131
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Analisando os graficos presentes nas Figuras 31 e 32, percebe-se
gue a equacdo encontrada representa com fidelidade os dados
experimentais tanto para o modelo obtido por interpolagdo linear quanto
pelo modelo obtido por interpolacdo cubica. Nicell et al. (1995)
apresentaram o mesmo modelo matematico, representado pela equacao
08, para uma faixa de concentracéo inicial de fenol compreendida de 0,5
mM até 16 mM e também obtiveram resultados promissores,
demonstrando que o modelo matematico pode ser aplicado com precisao
também em maiores concentraces iniciais de fenol.

De maneira analoga, foi desenvolvido um modelo para pré-
determinar e comparar com valores experimentais o numero de
Turnover da enzima HRP (T,), sendo substituida a equagdo 07 na
equacdo 02.

_ 1 ([FOH], - [FOH]\'™" (09)
“_a_ca< [FOH]T, )

Como para 0o modelo obtido por interpolacdo linear, b = 1 a
equacdo do Turnover é simplificada podendo sendo expressa da seguinte
forma:

1 (10)

A equacdo 10 demonstra que o Turnover para o modelo obtido
por interpolacdo linear é invariavel e independe do grau de remocéo
uma vez que é constituido por duas constantes, a que é o coeficiente
angular dado em U/(mL mM) gerado através da regressdo de X versus C
(Figuras 29 e 30) e C, que é a constante que relaciona concentracdo
enzimatica com a atividade da enzima, dada em (mL mM)/U. Os valores
de Turnover obtidos experimentalmente sdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Valores de Turnover experimentais obtidos para cada
atividade enziméatica em cada uma das concentracdes iniciais [FOH]o
analisadas.

[FOH]o =4 mM [FOH]p =2 mM
E, T Desvio E, T Desvi~o
(Upap/mL) u Padrdo | (Uaap/mL) u Padréo
0 - - 0 - -
2,401 2233,43 189,44 0,806 2031,83 1984
2,984 2020,83 37,7 1,492 2348,31 1441
3,915 2201,45 34,0 1,956 2112,19 66,2
4,681 2399,1 20,2 2,339  2280,17 30,2
5,481 1930,94 25,6 2,732 2032,16 23,8
6,482  1976,19 7,33 3,242 190356 139
9,248 1370,35 9,538 4,624 1389,72 10,3
[FOH]o=1mM [FOH], = 0,5 mM
Eo T Desvio Eq T Desvi~o
(Upap/mL) u Padrdo |(Uaap/mL) u Padréo
0 - - 0 - .
0,403 2518,72 40,3 0,201 2685,87 415,6
0,746 2348,15  134,7 0,374 264194  205,8
0,978 2186,83 65,1 0,489 2532,78 101,8
1,17 2320,29 155,6 0,585 2625,96 34,5
1,324 2148,02 53,6 0,809 1781,81 63,4
1,621 1889,57 38,9 1,009 1441,97 86,4
2,312 1364,88 16,3 1,157 1293,05 58,1

Os dados obtidos através do modelo matematico para as duas
interpolacbes utilizadas bem como a comparacdo com os dados
experimentais sdo encontrados na Figura 33 e 34.

Como comentado anteriormente, os altos desvios padrdo assim
como as oscilacdes dos valores de Turnover podem ser atribuidos a
erros ocorridos no momento da dilui¢do. A diluicdo das amostras se fez
necessaria porque a faixa analitica para leitura da concentracdo de fenois
totais na metodologia utilizada (de 0,03 a 0,12 mM), foi muito inferior
as concentragdes residuais de fenol encontradas nas amostras.
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Figura 33 — Sobreposi¢do do modelo matemético de Turnover obtido através da
interpolagdo polinomial clbica nos dados experimentais. a = 1,665 Uaap/(mMmL
mM)eb=1.
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Figura 34 — Sobreposi¢do do modelo matematico de Turnover obtido através da
interpolagdo polinomial clbica nos dados experimentais. a = 1,722 Uaap/(mML
mM) e b=1,131.
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Embora ambas as interpolagc@es demonstrem ter um bom ajuste
em relacdo aos dados de remocdo de fenol, a representacdo dos dados
gerados pelos modelos de Turnover deixam claro que a escolha da
interpolacdo acaba sendo essencial para determinagdo do modelo
matematico que se adequa melhor a reacdo de PPCE. Na Figura 33, 0s
valores de Turnover obtidos através da equagdo 10 aparecem destacados
em azul claro, e demonstraram que o modelo ndo representa bem a
situacdo fisica quando comparado aos resultados experimentais
principalmente nos valores extremos de grau de conversdo (X = 0,3 e X
=0,9).

Nicell et al. (1993) citaram que a atividade enzimatica necessaria
para se alcangar a maxima remocdo pode variar para diferentes
derivados de fenol. Nicell (1994) reportou valores de T, igual a 9000 em
relacdo ao grau de conversdo, em pH 7,0 e 25°C para o tratamento de 4-
clorofenol com HRP, obtendo valores de a = 1,665 U/(mL mM) e b = 1.

A representacdo grafica (Figura 34) dos dados de T, obtidos a
partir da equacdo 09 apresentou uma boa correlacdo com a
representacdo dos dados experimentais obtidos na reacdo de PPCE. Para
todas as [FOH] analisadas ha uma discreta tendéncia de crescimento no
valor de T, a medida que o valor de X diminui. Valores de X < 0,24 ndo
foram avaliados, porém de acordo com a reta gerada pela equagéo 09,
para valores de grau de remocé&o proximo de zero, o valor de T, tende a
ser muito grande, fato que também foi descrito e demonstrado por Nicell
et al. (1995) para reacdo enzimatica com HRP utilizando fenol como
substrato.

Assim, definido o modelo matematico, através do ajuste que
melhor representa as condi¢Ges da PPCE, foram calculados os valores
minimos de atividade enzimatica necessaria para se obter um grau de
conversdao de 0,9 para todas as concentraces iniciais de fenol,
comparando com os valores experimentais obtidos. Os valores sdo
apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Valores da atividade enzimatica minima necessaria para se
alcancar o grau de conversdo de 0,9 obtidos experimentalmente e
através do modelo matematico.

Eo Eo .
FOH Desvio
[(mM§O (Uaap/mL) (Uaap/mL) Padrio

Experimental Analitico
0,5 0,98 0,77 0,15
1 151 1,53 0,01
2 3,06 3,06 0
4 6,55 6,11 0,31

A comparacdo dos dados e o respectivo desvio padrdo para cada
valor de [FOH], corroboram a boa representagio do modelo,
demonstrando num tempo de retengdo de 3 horas, a atividade enzimatica
necessaria para o grau de conversao de 0,9 é diretamente proporcional a
quantidade inicial de fenol contida no efluente, como apresentado
anteriormente através da equacdo 04.

Nicell et al. (1995), Erhan et al. (2002) e Wu et al. (1997),
comentaram que o0s principais fatores limitantes do uso da enzima HRP
em batelada sdo a grande quantidade de enzima necessaria para se
alcangar alto grau de conversédo e o fato de a enzima sofrer desativacéo,
seja através de processos quimicos, mecanicos ou térmicos. Desta
forma, buscando entender os mecanismos envolvidos no processo de
desativagdo da enzima HRP foram efetuados experimentos para
avaliacdo das principais variaveis que poderiam estar envolvidas direta
ou indiretamente no processo de desativacdo da enzima.

44 FATORES ENVOLVIDOS NA PERDA DE ATIVIDADE
CATALITICA DA HRP NA REACAO DE PPCE

Em um primeiro momento, visando verificar a possibilidade de
reuso da enzima HRP, depois de finalizada a PPCE, foram realizadas
trés reagbes. Em cada uma delas foi adicionado novamente fenol e
posteriormente peréxido de hidrogénio a mistura final de reacdo, sendo
testadas concentragdes de fenol e enzimas diferentes. Nestas condicdes,
nenhuma das reagdes apresentou qualquer mudanca.

Assim, com a finalidade de analisar o efeito da queda da
atividade enzimatica no decorrer da reacdo, se proporcional ou ndo a
concentracdo inicial de fenol, foram realizados experimentos fixando a
quantidade de enzima e variando a quantidade de substrato. A mistura
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reacional consistiu em 0,08 mg/mL de solucdo de extrato enzimatico,
concentracdo inicial de fenol compreendida entre 0,5 a 4 mM,
concentracdo de perdxido de hidrogénio 50% de excesso em relagdo a
concentracdo inicial de fenol ([H20,]o = 1,5 [FOH],) e tampéo fosfato
pH 7,4 0,1 M. Os resultados experimentais e a comparacdo com dados
do modelo utilizado para cada [FOH], sdo apresentados na Figura 35.
As cinéticas foram ajustadas conforme modelo de decaimento de
primeira ordem descrito na equacédo 11.

E = Eo. e_kdt (11)

Onde E é a atividade enzimatica relativa (U/mL), Eq € a atividade
inicial de enzima (U/mL), kq é a constante de cinética de decaimento
(min™) e t é 0 tempo em minutos.

Com o progresso da reacdo, em cada uma das concentragdes
iniciais de fenol, houve uma reducdo gradual da atividade catalitica da
enzima HRP. Quanto maior a concentragdo inicial de fenol menor foi o
tempo de vida catalitica ou seja, a concentracdo inicial de fenol foi
diretamente proporcional ao grau de desativacdo da enzima.

O aumento da concentracdo de peroxido ndo influenciou
diretamente na desativacdo da enzima HRP visto que a proporcéo
estequiométrica de fenol em relagéo ao H,0, nas rea¢des foi mantida em
(1:1,5). Tal afirmagdo pode ser comprovada através dos resultados
reportados de Cooper e Nicell (1996). Os autores compararam a
remogdo de fenol em proporgdes estequiométricas de (1:1) até (1:2) em
varias atividades enzimaticas e obtiveram resultados semelhantes,
demonstrando que a remoc¢do de fenol no processo PPCE ndo foi
influenciada pela variacdo da concentracdo de perdéxido de hidrogénio
dentro das proporgdes estequiométricas analisadas.

Resultados e conclusbes semelhantes foram obtidos por Wu et al.
(1998). Em seu trabalho os autores reportaram que na concentracéo
inicial de fenol de 1 mM e concentragdo de perdxido de 1 mM foram
necessarios cerca de 5 minutos para que quase toda a atividade catalitica
da enzima fosse perdida enquanto que para a concentra¢do de fenol de
0,5 mM e concentracdo de perdxido de 1 mM o tempo de vida catalitica
da enzima foi duas vezes maior.
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Figura 35 — Pontos experimentais e sobreposi¢cdo do modelo matemético de
decaimento de primeira ordem para cada concentracdo inicial de fenol.

¢ 0,5mM Fenol

1,4 - A 1mM Fenol
12 g B 2 mM Fenol
1,0 -
= X 4 mM Fenol
Eos -

E —— Exponencial (Modelo
2 0,6 - Mat. 0,5 mM Fenol)
wWooa - Exponencial (Modelo

’ Mat. 1 mM Fenol)
0,2 - —— Exponencial (Modelo
Mat. 2 mM Fenol)
0,0 - . ; n Exponencial (Modelo
0 10 20 30 40 Mat. 4 mM Fenol)

Tempo (min)

Os ajustes realizados para cada uma das concentrac@es iniciais de
fenol avaliadas sdo apresentados na Tabela 10. Os coeficientes de
correlagdo altos (R2 > 0,93) demonstraram que o modelo de cinética de
primeira ordem representou bem 0s pontos experimentais com desvios
ficando entre 4% a 23% do valor calculado de kg.

Tabela 10 — Valores das constantes Eg e kg com seus respectivos desvios
padrdo e coeficiente de correlacdo (R?) obtidos pelo modelo de
decaimento de primeira ordem.

[FOH]o Eo Ky Desvio  Coeficiente de
(MM)  (Uasrs/mL) (min™) Padrdo Correlagdo (R?)
0,5 1,163 0,193 0,027 0,967
1 1,163 0,727 0,170 0,934
2 1,163 1,160 0,055 0,996
4 1,163 1,796 0,184 0,988

Para uma melhor avaliacdo do efeito da concentracdo inicial de
fenol sob a desativacdo da enzima, foi calculado o tempo de meia vida
(t12) da enzima, a partir da equacdo 11, que foi definido como o tempo
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que leva para que a enzima diminua metade do valor da sua atividade
inicial:

E = Eo. e_kdt (11)
Para o tempo de meia vida:

% = Eo_e_kd ti/2 (12)

Realizando tratamento matematico adequado chega-se a:

1 1
t1/2 = _k_d 11’15 (13)

Onde t;, € o tempo de meia vida e kg é a constante de
decaimento. Os valores de t;,, 80 encontrados na Tabela 11.

Tabela 11 — Valores do tempo de meia vida calculados para cada
concentracdo inicial de fenol.

[FOH]o Eo Kqg t
(mM) (Uasrs/mL)  (min™) (min)
0,5 1,163 0,193 3,590

1 1,163 0,727 0,950

2 1,163 1,160 0,597

4 1,163 1,796 0,386

Os dados da Tabela 11 demonstraram que ha uma redugdo no
tempo de meia vida da enzima conforme aumenta a concentracéo inicial
de fenol. A cada aumento de [FOH], efetuado, maior foi a reducdo
observada no tempo de meia vida, o que deixa claro que a desativacao
catalitica da enzima HRP no processo de PPCE esta diretamente ligada &
concentracao inicial de fenol utilizado.

Nicell et al. (1995) relataram que a desativacdo enzimatica pode
resultar dos processos: (i) da oxidacdo da enzima originando formas
inativas; (ii) da reacdo entre radical fenoxi e HRP e (iii) do processo de
adsorcdo efou oclusdo da enzima pelos precipitados poliméricos.
Klibanov et al. (1983) indicaram que os radicais fen6xi gerados durante
0 processo de PPCE atacam o sitio ativo da enzima eliminando sua
habilidade catalitica. Nakamoto e Machida (1992) postularam que o
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principal mecanismo de inativacdo ocorre devido a adsorcdo e/ou
oclusdo da enzima causada pelos polimeros formados durante a reacéo,
porém ndo apresentaram nem a cinética de desativagio nem as
constantes em seu trabalho. Ainda investigando o mesmo processo de
desativacdo por adsorcdo dos produtos poliméricos, Wu et al. (1998)
analisaram a perda de atividade causada durante a reagdo de PPCE
demonstrando que, em curto periodo de tempo, cerca de 30% da
atividade da HRP fica adsorvida no solido. De forma a descartar a
hipdtese de desativacdo causada somente por radical fenoxi, os autores
utilizaram as precipitados obtidos pds-reacdo de PPCE em uma solugéo
contendo somente enzima HRP e observaram que a atividade catalitica
no sobrenadante sofreu redugdo, concluindo assim, que o precipitado foi
capaz de absorver a enzima.

De fato, conforme mecanismo de reacdo enzimatica apresentado
na Figura 12, a enzima HRP pode sofrer vérias reacbes secundérias que
a levam a sua forma inativa. O excesso de peroxido de hidrogénio, por
exemplo, pode ser responsavel pela formacdo da proteina verdo-heme e
pela formagdo do composto 11, porém esses dois tipos de desativacdo
ocorrem principalmente em condicdes reacionais de baixa concentracao
de substrato e excesso de H,0,. Melo (2010), por exemplo, utilizando
como substrato Triclosan, relata em seu trabalho de pesquisa que a
principal via de desativacdo da enzima HRP foi causada via geracéo do
composto Il e formacdo de P-670, por ser utilizada baixa concentracdo
de substrato (cerca de 20 uM) e pelo fato de ainda haver, apés o termino
da reagdo, uma concentracdo de H,O, remanescente de 14 uM.

Neste trabalho de pesquisa, como foram utilizadas altas
concentracdes de fenol e ndo foi detectada qualquer quantidade de H,O,
presente apds o final da reagdo, foi descartada a hipétese de desativacdo
por composto Il e P-670. Zhang e Nicell (1999), citando Nicell (1994) e
Wu et al. (1998) relataram que o tipo de inativacdo gerado por excesso
de perdxido de hidrogénio & enzima HRP é somente significante quando
ndo ha presenca de substrato.

Avaliando os resultados obtidos ap6s analise dos dados
experimentais contidos na Figura 25 e Figura 35, pdde-se inferir que a
principal forma de inativacdo ocorrida na reacdo de PPCE foi a oxidagéo
da enzima causada pelos radicais fenoxi e pela adsorcdo e/ou oclusdo da
enzima no precipitado. Vérias sdo as evidéncias que corroboram esta
afirmacéo: A desativacéo por radicais fenoxi ficou clara ja nos instantes
iniciais da reacdo quando, antes mesmo de serem formados 0s primeiros
polimeros, houve queda aparente da atividade catalitica da HRP. Wu et
al. (1998) afirmam que os pequenos oligdbmeros formados no inicio da
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reacdo influenciam pouco na desativacdo, servindo ainda como
substratos para a enzima HRP. Estes por sua vez sdo posteriormente
processados e transformados em oligémeros insollveis de maior cadeia
0S quais sdo responsaveis pela desativacdo. Ou seja, no processo de
PPCE a etapa de reacdo enzimatica € muito mais rapida que etapa de
formacé&o de polimeros.

Algumas das explica¢Ges para a desativacdo causada no processo
de formacdo precipitados sdo reportadas em Wu et al. (1998): (i)
Associacfes multisitios do oligbmero com a enzima, com um dos
grupos fendlicos do oligdmero no sitio ativo da enzima além de outras
interacdes do oligdbmero atraves de ligacdes ndo covalentes com a
proteina, (ii) Formacéo de um radical oligbmero tipo fenoxil no sitio
ativo da enzima durante o ciclo catalitico normal da enzima; (iii)
Anexacdo deste radical fenoxil por ligagdo covalente com o sitio ativo.

Assim, buscando verificar os efeitos causados pelos radicais
fendxi e pelo precipitado presente na reacdo enzimatica, foi medida a
concentracdo de proteina pelo método de Bradford no inicio e final da
PPCE e as respectivas massas de fenol, enzima e precipitado. O meio
reacional foi constituido de [FOH]o = 8 mM, [H,0;]o = 12 mM, Cg =
2,126 mg/mL e tampdo fosfato pH 7,4 0,1 M. Os resultados
apresentados sdo encontrados na Tabela 12.

Tabela 12 — Valores de atividade enzimatica, massa dos reagentes e
produtos envolvidos na PPCE, medidos no inicio e ap6s o término da
reacao.

Inicio Final Desvlo
Padréo
Fenol (mg) 7,52 1,80 0,045
Peréxido de Hidrogénio (mg) 4,08 0,00 0,00
Precipitado (mg) - 22,60 0,21
Extrato Enzimético (mg) 21,26 - -
Proteina (mg) 2,12 0,211" 0,02
Atividade Enzimatica (Uagrs/mL) 15,4 0,00 0,00

* Medidas realizadas no sobrenadante
** Previamente a medida da massa, o precipitadofoi submetido ao processo de
secagem em 50 °C por 24 horas.

Os valores obtidos demonstraram que além da grande quantidade
de fenol polimerizado que se encontra no precipitado (5,72 mg) parte da
massa de extrato enzimético, e consequentemente de proteina, estdo
presentes no fenol polimerizado. Admitindo-se que o perdxido de
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hidrogénio e demais produtos que poderiam ser encontrados no
precipitado estejam em quantidade muito pequenas, pode-se afirmar que
dos 2,126 mg de proteina contidas no extrato bruto enzimatico,
aproximadamente 0,21 mg s@o remanescentes no sobrenadante. Como 0
valor da atividade enzimética no final da reacdo foi nula tanto no
precipitado como no sobrenadante ficou evidente através da analise da
Figura 25 e dos valores da Tabela 12, que na reagdo de PPCE tanto o
radical fenoxi quanto o precipitado oligbmero foram os principais
responsaveis pela desativacdo da enzima HRP.

4.5 ANALISE DE TOXICIDADE DOS PRODUTOS DA REAGCAO

No tratamento de aguas residuarias a avaliacdo e reducdo da
toxicidade sdo tdo importantes quanto a propria remocdo de residuos.
Como foi demonstrado nos resultados apresentados no item 4.3, parte
dos produtos oriundos da reacdo enzimatica ainda pode permanecer na
fase aquosa, ap6s o tratamento, e reagirem entre si elevando 0s niveis
toxicidade. Desta forma, a completa remocao do substrato ndo significa
necessariamente a total eliminacgéo da toxicidade.

Com intuito de avaliar a variacdo da toxicidade ligada aos
produtos da reagdo enzimética, foram realizados testes comparando o
efluente inicial com os produtos contidos na mistura de rea¢do ap6s o
término da PPCE e com um meio de controle (meio 6timo de
crescimento para alga). Os resultados sdo encontrados na Figura 36. Em
cada um dos testes, a enzima e 0 perdxido de hidrogénio foram
utilizados em excesso levando a valores de remog¢do maiores ou iguais a
90% ap6s 3 horas de reagdo. O efluente foi constituido das mesmas
concentracBes inicias dos reagentes utilizados na reacdo enzimaética,
porém, sem presenca da enzima HRP. As taxas de crescimento da alga
foram calculadas conforme descrito no item 3.3.8 e realizadas em trés
diferentes tempos: 3, 6 e 24 horas ap6s o término da rea¢do enzimatica,
com o objetivo de avaliar a variacdo da toxicidade com o tempo em cada
uma das amostras.

Os gréficos apresentados na Figura 36 demonstraram através da
taxa de crescimento da alga, que a medida que o tempo passa a
toxicidade do meio diminuiu, aproximando-se, ap6s 24 horas, da taxa de
crescimento do controle. A taxa de crescimento algal no efluente sem
tratamento ndo variou com o tempo e foi bem inferior, quando
comparado com as outras condi¢des avaliadas, o que deixa evidente que
0s produtos da reacdo contidos no sobrenadante da mistura de reacdo
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possuem uma toxicidade muito menor do que a do efluente em questdo,
em todos os tempos avaliados.

Figura 36 — Taxa de crescimento da alga Scenedesmus subspicatus nos
diferentes meios avaliados: Controle, Efluente sem tratamento e produtos
contidos na mistura de reagdo 3,6 e 24 h apds término da PPCE.
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Wagner e Nicell (2002) citam que os dimeros fenolicos sollveis
ndo sdo os principais responsaveis pela toxicidade presente na reacdo
enziméatica, mas sim que a toxicidade foi decorrente de compostos
presentes em pequenas quantidades ou ainda que a toxicidade presente
no meio reacional foi resultante da acdo sinergética de varias espécies.

A Tabela 13 apresenta a influéncia da concentracéo da mistura de
reacdo sobre a taxa de crescimento algal, na pior condicéo de toxicidade
(3 h ap6s a reacdo). Foram realizadas cinco dilui¢des com o objetivo de
calcular a concentragdo letal que causa 50% de reducdo na taxa de
crescimento da alga.
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Tabela 13 — Taxas de crescimento obtidas através do teste de toxicidade

realizado com alga Scenedesmus subspicatus na mistura de reacdo 3

horas pds-reacdo de PPCE.
Concentragao

da mistura de 'I;)e_2m4|c;]o E%‘;}O

reacdo (%)

0 (Controle) 41,90 75,55

6 37,50 72,95

12 39,45 76,15

25 43,90 71,95

50 32,30 40,45

100 24,20 37,80

A maior queda da taxa de crescimento foi encontrada no periodo
de 48 h. Em nenhuma das concentracdes analisadas no experimento
houve reducéo superior a 50% em relacdo a taxa de crescimento do
controle, como pode ser observado pela Figura 37. Embora o
sobrenadante ndo diluido (100%) tenha apresentado uma reducdo na
taxa de crescimento consideravel no tempo de 48 h (proxima de 50%),
esta é ainda pequena quando comparada com os resultados obtidos para
o efluente.

Desta forma, mesmo a pior condigdo de crescimento da alga
Scenedesmus subspicatus, demonstrou que a PPCE é viavel para
utilizacdo num processo de complementacdo (polimento) de tratamentos
convencionais, pois reduz drasticamente 0s niveis de toxicidade presente
inicialmente no efluente, tornando-o apto para ser utilizado, por
exemplo, num processo de tratamento bioldgico posterior.
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Figura 37 — Teste de toxicidade com alga Scenedesmus subspicatus, 3 horas
apds termino da reagdo enzimatica.
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Wagner e Nicell (2002) relataram que os dados obtidos para
toxicidade, relativo aos parametros utilizados a partir do uso do fenol
sintético como efluente, ndo necessariamente se reproduzem para 0
tratamento de aguas residuais nas industrias, citando como exemplos
resultados de pesquisas realizadas com efluente de indUstria de papel e
refinaria de petrdleo. Tal comportamento se deve ao fato de que estes
efluentes constituem misturas complexas de substancias, para as quais é
necesséria a realizacdo de um novo processo de anélise.

Dois testes adicionais foram efetuados com o objetivo de se
verificar a causa da reducdo (demonstrada pela taxa de crescimento da
alga) da toxicidade com o tempo. Inicialmente foi dosada a
concentracdo de fenol em cada uma das aliquotas 3, 6 e 24 horas, a fim
de verificar se havia alguma correlacdo da concentracdo de fenol
residual presente com o aumento da taxa de crescimento. A
concentracdo de fenol encontrada no sobrenadante para cada um dos
tempos pds-reacdo PPCE sdo apresentadas na Tabela 14.
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Tabela 14 — Concentragdo de fenol na mistura de reacdo 3, 6 e 24 horas
apos término da PPCE.

[FOH], [FOH] [FOH] [FOH]
(mM) (mM) (mM) (mM)
t=3h t=6h t=24h

4 0,397 0,387 0,404

4 0,418 0,401 0,389

4 0,409 0,394 0,417

Os resultados demonstraram que o fenol residual ndo foi o
principal responsavel pela variacdo da taxa de crescimento com o
decorrer do tempo, j& que as concentracdes encontradas foram
semelhantes em todos os momentos. Apés a dosagem de fenol, visando
buscar maiores informaces, foram realizados espectros de varredura na
faixa de comprimento de onda de radiacdo UV, em cada uma das
amostras utilizadas para realizacdo do experimento (Figura 38). Para
comparacdo, foi elaborada uma amostra “Branco” sem a presenca da
enzima HRP, contendo a mesma concentracdo dos reagentes no
sobrenadante.

Figura 38 — Espectro de varredura de comprimento de onda no intervalo de
radiacdo UV realizada nas amostras dos diferentes meios utilizados: Controle,
Efluente e Reacdo apos 3,6 e 24 h.
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Os espectros de varreduras UV obtidos demonstraram que com 0
passar do tempo ha um aumento da absorbancia numa faixa de
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comprimento de onda compreendido entre 280 nm a 430 nm, fato
observado principalmente pelas absorbancias em 304 nm e 341 nm. Ou
seja, no periodo de tempo compreendido entre 3 h e 24 h de reagdo,
especialmente entre 3 h e 6 h, pelas mudancas espectrais observadas,
depreende-se que importantes reac@es ainda estdo ocorrendo. Levando-
se em consideracdo a baixa atividade de HRP detectada neste periodo
(Figura 35), é possivel considerar que as reagGes observadas ocorreram
via ndo enzimatica. Portanto, como consequéncia, a evolucdo das
absorbancias evidenciou que a queda da toxicidade (Figura 36) com o
passar do tempo esta fortemente ligada ao mesmo grupo de reacdes.
Assim, tais rea¢fes secundarias ndo enzimaticas resultaram na formacéo
de substéncias menos toxicas.

Resultados semelhantes foram reportados por Wagner e Nicell
(2002) que demonstraram através de sua pesquisa que a queda da
toxicidade na reacdo de PPCE depende fortemente do tempo pds-reagéo.
Os mesmos autores relatam que duas considerages principais podem
ser levadas para a explicacdo da queda da toxicidade: (i) espécies
toxicas podem se combinar através de reacdo ndo enzimatica para
formar compostos que tem baixa solubilidade e eventualmente precipitar
na solucdo ou (ii) eles podem reagir durante o passar do tempo
formando produtos de reacéo sollveis ndo téxicos.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

O processo de polimerizagdo e precipitacdo catalisado por enzima
demonstrou ser um método efetivo na remocdo do fenol em &guas
residuérias. Os experimentos realizados comprovam que a PPCE é um
método promissor para utilizagdo em um processo de complementagédo
(polimento) de tratamentos convencionais, pois mesmo em condicdes
extremas, excesso de peroxido de hidrogénio e concentragdes altas de
fenol, a enzima HRP foi capaz de alcancar altos indices de remogéo (X
>0,9).

Foram desenvolvidos dois modelos mateméticos validos para o
intervalo de 0,3 <X < 0,9 e concentragdo inicial de fenol de 0,5 a 4 mM
a partir de dois diferentes métodos de interpolacdo: O primeiro
correlacionando a concentracéo residual de fenol com sua concentracao
inicial e com a atividade enzimatica e o segundo correlacionando o
nimero de Turnover com concentracdo inicial de fenol e a atividade de
enzima necessaria. Através do uso destas equagdes, sera possivel
quantificar, prever e reduzir custos no processo de producdo, assim
como avaliar as melhores condicGes para ser efetuada a remocdo, de
acordo com as caracteristicas do efluente a ser tratado e da quantidade
de poluente a ser removido.

As atividades enzimaticas minimas necessarias para se alcancar o
valor de X = 0,9 nas concentracgdes iniciais de fenol 0,5 mM, 1 mM, 2
mM e 4 mM de acordo com o modelo gerado foram 6,11 Uaap/mL, 3,06
Uaap/mL, 1,53 Uaap/mL € 0,77 Uaap/mL respectivamente. Através da
analise da variacdo do tempo de meia vida da enzima HRP ocasionado
pelo aumento da concentracdo inicial de fenol e/ou da atividade
enzimatica, bem como da quantidade de enzima necessaria para se obter
altos indices de grau de remogdo, constatou-se que ainda ha necessidade
de explorar diferentes técnicas de utilizacdo da enzima antes de aplicar
este processo de tratamento diretamente na indUstria como, por
exemplo, imobilizacédo e uso de aditivos que aumentam a vida catalitica
visando desta forma reduziros custos de processo com a reutilizagdo e
redugdo da quantidade de enzima.

O nivel de toxicidade dos produtos da reacdo de PPCE foi
relativamente baixo, fato que pode ser observado comparando as
diferencas nas taxas de crescimento das algas obtidas pelos produtos da
reacdo e pelo efluente inicial. Os tratamentos convencionais de efluentes
utilizados garantem a reducdo da carga organica e outros parametros,
porém nem sempre reduzem a toxicidade do efluente. Assim, o
tratamento realizado via reacdo enzimatica demonstrou ser uma boa
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alternativa em relacdo aos demais métodos, ja que, devido a sua
especificidade, atua pontualmente na eliminacdo de substancias que sdo
responsaveis por gerar altos niveis de toxidade.

A andlise de IR demonstrou que o precipitado formado pela
reacdo enzimatica & heterogéneo e constituido ndo s6 por fenol
polimerizado, mas por diferentes substancias que sdo formadas via
reacdo radicalar e que acabam por Ihe fornecer caracteristicas totalmente
diferentes das do fenol mde. Tal comportamento torna o processo
enzimatico interessante, pois estas caracteristicas acabam facilitando a
identificacdo dos produtos removidos no processo, além de possibilitar a
exploracdo destes na utilizacdo em outros processos de natureza fisica,
quimica ou bioldgica.

A seguir sdo apresentadas algumas sugestdes para trabalhos
futuros com base nos dados experimentais obtidos.

e Determinar os dados e modelos de remocdo do fenol para
PPCE com enzima livre em reator continuo, comparando com os dados
encontrados para reacdo em batelada.

o Efetuar reacdo de PPCE com enzima HRP imobilizada em
presenca de aditivos (Polietilenoglicol, Polietileno, Gelatina, etc.)

e Promover estudos que avaliem a viabilidade de utilizacdo do
precipitado da reacdo de PPCE como adsorvente ou como substrato em
reatores biologicos.

o Verificar a eficiéncia da degradacdo de fenol e toxicidade dos
produtos utilizando efluentes reais.

e Avaliar impacto na desativacdo da enzima HRP causado pela
formacdo de radicais fendxi através da utilizacdo de sequestrantes de
radicais livres (Sorbato, Acido Ascorbico, etc.).

e Avaliar a viabilidade da utilizacdo de enzimas peroxidases
oriundas de outras fontes (soja, rabanete, gengibre, nabo, etc.) para
remogdo de fenol através da reacdo de PPCE.
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Dados Fisico-Quimicos da enzima Horseradish Peroxidase

PEROXIDASE

®TOYOBO ENZYMES®
(Diagnostic Reagent Grade)

Jrom Horseradish

Donor + Hz02

Danor:hydrogen-peroxidase oxidoreductase (EC 1. 11.1.7)

Oxidized donor + 2H:0

ﬁéPA RATION and SPECIFICATION
PEC-301/302 are isolated from horseradish root in cur own method. PEC-131 is chromatographically
separated from the other isoenzymes using SP Sephadex C-50 by the modified method of Paul et al"
The peraxidase fractions having equal RZ values (ca.3.3) are combined to generate the preparation.
Thig praparation has an RZ value of ca.3.3 and is electrophoratically homogeneous. On the other hand,
Grade I is partially purified preparation.

: Raddish-brown amorphous powder, lyophilized

Appearance
Activity

Contaminant

ﬁépsnns S

Stability
Molecular weight

Structure

Inhibitors

Optimum pH

Optimum temperature

pH Stability

Thermal stability

Effect of various chemicals

ABpLicaTIONS 1

Grade I 250 Purpurogallin Ufmg-solid or more
(-131) (RZ =30, salt fraa)
Gradell 110 Purpurogallin Uimg-solid or more

(-301) (RZ = 2.0, containing approx. 30% of stabilizers)

Gradell 180 Purpurogallin Ufmg-solid or more
(-302) (RZ =20, salt iroa)

: Phosphatase £1.0%10-7% (Grade )

: Stable at —207C for at least ona year
- approx. 40,000

= Glycoprotein with cne mole of protohaeminIX &

: Cyanide, sulfide, flucride, azide ¥
:60-70

S45T

< pH 5.0—10.0 (25T, 20hr)

: below 50'C (pH €.0, 10min;)
:(Table 1)

(Fig.1.2)

(Fig.6}

This enzyme is useful for enzymatic determination of HyO, in clinical analysis. Especially, the highly
purified preparation (Grade 1) is useful as a protsin fracer in histo-and cyto-chemisiry and as a
wvaluable experimental tool in hodological neurography. Also, the enzyme preparation has been used as
an anzyme label in enzyme immuncassay. Grade 11{-302) is suilable for dry chemistry. On the other
hand, tha enzymes confribute for the reduction of phahol in waste watar.

PEO-131-301- 302

apoig Jusboay d)souboig SINAZNI [ ]
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PEO-131- 301- 302

epbis juebbey oysoubold SINAZNI .

Assay

Principle: )
2Pyragaliol+3H,0, PE952 | ooy rogallin+ 5H,0+CO,
The appearance of Purpurogallin is d at 420nm by otometry.
Unit definition:
One purpurogallin unit causes the formation of one milligram of purpurogallin in 20 seconds under the conditions
describad below.
Method:
Reagents
A Pyrogaliol solution : 5% (W/V){Should be prapared frash).
B. Hz0; solution 1 0.147M [Dilute 1.67ml of 30% (W/V) Hz0z to 100ml with H:0] (Should ba

prepared fresh)
C. Phosphate buffer, pHE.0  : 0.1M

D. Hz50, solution 20N
Procedure
1. Prapare the following reaction mixture in a test tuba (32 ¢ Conceniration in assay mixiure
» 200mm) and equilibrate at 200 for about & minutes. Phosphate buffer 15 mM
140m HO Pyrogallol 40 mM
20ml Pyrogallol solution (&) HzOz 7.AmM
10ml H.0O, solution (B)
20ml Phosphate buffer, pHB.0 (c)

2. Add 1.0ml of the enzyme solution® and mix.
3. After exactly 20 seconds at 20, add 1.0ml of 2.0 M H,S0, solution (D) to stop the reaction.

4. Extract the produced purpurogallin from the above stopped reaction mixture in five times with 15mi porticns

of ether and fill up the combined ether axtracts to 100mi with fresh ether.
5. Measure the optical density at 420nm against water (0D test).

At the same tima, prepare tha blank by first mixing the reaction mixture with 1.0ml of 2.0 N Hz504
solution (D) after 20 a sac-incubation at 20, followed by the addition of the enzyma solution and extracting

with ether by the same procedura as the test (0D blank).

* Dissolve the enzyme preparation in ice-cold 0.1M phosphate buffer, pH 6.0 (C), dilute to 3.0—6.0 pur

purogallin U/ml with the same buffer and store on ica.

Calculation
Activity**can be calculated by using the following formula.

A0D(OD fest—0D blank)xdf
Volume activiy (Uml) =—202t T XA _ \ onxasarsdr

Waight activity (Uimg)=(U/ml)x 1/C

Vs [ Sample volume (1.0ml)

0.117 : Optical density at 420 nm corresponding to 1mg% of Purpurogallin in ather.
df  : Dilution factor

(o : Enzyma concentration in disscluticn (c mg/ml)

**One purpurcgallin unit is equivalent to 13.5 international units determined with o-dianisidine at 25T,

ﬁéﬂE NCES

1) K.G.Paul and T.Stigbrand; Acts Chem.Scand., 24, 3607 (1970).
2) LM.Shannon et al; J.Biol.Chem., 241, 2166 (1966).

3) E.Kay et al.; J.Biol Chem., 242, 2470 (1967).

4) R.Lasek et al.; Brain Res., 8, 319 (1968).

5) W.M.Cowan et al.; Brain Res, 37, 21 (1972).

6) J.H.La Vail et al; Brain Res., 58 470 (1973).

7) A.M.Graybiel and M.Devor; Brain Res., 68, 167 (1974).

8) AH.Bunt et al; Brain Ras., 102, 152 (1976).

) D.R.Colman et al.; Brain Res., 102 156 (1976).
10) M.Dubois-Dalcq et al.; J Histachem.Cytochem., 25, 1201 (1977).
11) M.Saio at al.: Brain Res., 140, 148 (1978).
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PEO-131-301- 302

Tabla 1. Etfect of Various Chamicals on Paroxidase
[The enzyme dissolved in 0. 1M phosphate buffer, pH 6.0 (50U/ml) was incubated with sach chemical at 25T
for 1hr.]

Fusidusl Aty

Fig.1. Stability (Powdar farm}
(®epl under dry condRians)

Il
[TE

Rasidual Adtivity. %

o 2 4 3 a
Pariod (days)

Fig.2. Stability (Powdar form)
(kapt under dry condtions )

Fulaive Aty
i

4 & & 7 8
=H

Fig.3. pH-Activity
20°C, 20sec-eaction n 0.1M
[Dilh( salution: pH4 0-6.0, acetale;
PHE.0-8.0, phosphale

00—

FRelathe Acthity
i

40 e
Tampersiwa, T

Fig.4. Tamperature activity

‘20sec-reaction in 0.1M phosphata
utler, pHE.D

Residual A ctiviy, %

Fig.5. pH-Stability

'26'C, 20hr-treiment with S0mM
bufter solusion: pH3.6-6.0, acetale;
DHE.0-8.0, phosphate; pH.0-11.0

8

a
1

Residual Activity, %

& 60
Temperalre, T

Fig.6. Tharmal stability
10min-traatment with SD'llll
Ehoaphate buftar, DHE.D
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ANEXO B
Faixa de absorcao e espectros de diferentes substancias

NO HO 115

FAIXAS DE ABSORCAO E ESPECTROS DE SOLVENTES ORGANICOS, OLEOS DE
MOAGEM E OUTRAS SUBSTANCIAS COMUNS DE LABORATORIO

REGIOES TRANSPARENTES DE SOLVENTES E OLEOS DE
APENDICE A MOAGEM

Comprimento de onda (CM-!)

3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Solventes® %0 | 3000 za‘oo 22‘00 ‘ [
Dissulfeto de carbono  p--==4=== ===~ b e o e ,_____%__“_____,__,
Dicloreto de metileno | ———— - —smm——lm = — == b s e s s s - ! W A
| |
Cloroférmio s S o = ,,,,_’ rrrrrr (—17_—. _____ f=cs
Tetracloreto de carbono F————-4--—-—- [ ’-— T T IS SO S Pl T
Tetracloro-etileno ~  f---=4-===~ R e s e - —
Dibrometo de metileno = = = — f ———t— - — — N— .
Bromoférmio et e e e e — et e eem e eaa—d cam—
Oleos de Moagem® |
Nujo®  pe--—o e ———— b e {7--—»”—_‘-. ............. et
Hexacloro-butadieno B s Gl e __>_4‘ _____ _._..A_.‘( _____ e
Fluorolube® ~  F---=q----— e L --~A><~77~~t 777777777 l‘, =]

“As regides abertas s30 aquelas em que o solvente transmite mais do que 25% da luz incidente na espessura de | mm.
*As regides abertas dos Gleos de moagem indicam a transparéncia de filmes finos.
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116 capiTuLO DOIS

APENDICE B ABSORCOES CARACTERISTICAS DE GRUPOS*

em1 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
T

ALCANOS

ALQUENOS

VINIL V=l

TRANS B

cis Yl
VINILIDENO /7
TRISSUBSTITUIDO /&
TETRASSUBSTITUIDO /47
CONJUGADO oo
CUMULADO C=C=CH,
cictico

ALQUINOS

MONOSSUBSTITUIDOS
DISSUBSTITUIDOS

AROMATICOS MONONUCLEARES
BENZENO

MONOSSUBSTITUIDO

~ 1,2-DISSUBSTITUIDO

[ 1,3-DISSUBSTITUIDO
1,4-DISSUBSTITUIDO
1,2,4-TRISSUBSTITUIDO
1,2,3-TRISSUBSTITUIDO
1,3,5-TRISSUBSTITUIDO

ALcooIS E FENOIS
OH “LIVRE"
EM LIGACAO INTRAMOLECULAR (FRACA)

EM LIGACAO INTRAMOLECULAR (FORTE)
EM LIGAGAO INTERMOLECULAR

SECUNDARIO MUITO SIMETRICO

SECUNDARIO SATURADO } _________________________________________ PO N RN S
TERCIARIO a-INSATURADO OU CiCLICO

SECUNDARIO a-INSATURADO ]

TERCIARIO SATURADO } S R I I I (R ____<rL__ i)

SECUNDARIO ALICICLICO
(ANEL DE 5 OU 6 ATOMOS)
PRIMARIO SATURADO

TERCIARIO «-INSATURADO
SECUNDARIO a-INSATURADO E
«-RAMIFICADO
SECUNDARIO Di-a-INSATURADO B T B e e S - - ---—ﬁ
SECUNDARIO ALICICLICO
(ANEL DE 7 OU 8 ATOMOS)
PRIMARIO o-INSATURADO OU
«-RAMIFICADO

3400 3000 2600 2200
 E30 N TR 00 A I I Il 1 | | L L =l
eml 3600 3200 2800 2400 - 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

“As absorgbes commespondem as barras em negrito. F = forte, m = médio, f = fraco, | = largo. Duas letras sobre uma barra significa que duas bandas podem estar presentes.
*Pode estar ausente.
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ESPECTROMETRIA NO INFRAVERMELHO 17

ACETAIS
| CETAIS'

ETERES

ALIFATICOS

AROMATICOS (ARIL —0—CHy)
VINIL

ANEL OXIRANA

PEROXIDOS (ALQUIL E ARIL)
PEROXIDOS (ACIL E AROIL)

: COMPOSTOS CARBONILADOS

CETONAS?
DIALQUILA (—CHZCOCH,—)
AROMATICOS (CONJUGADOS)
ENOL DE 1,3-DICETONA
o-HIDROXI-ARIL-CETONA

ALDEIDOS?

ALQUIL
ARGMATICO (CONJUGADO)

ACIDOS CARBOXILICOS®

DIMERO®
fON CARBOXILATO Lo L

ESTERES

FORMATOS

ACETATOS

OUTROS ESTERES NAO-CONJUGADOS

ESTERES CONJUGADOS
ESTERES AROMATICOS

| E———

e

3400 3000 + 2600 2200
N S T T IS 1 1 1 Il Il | J

em™t 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600

“Trés bandas, algumas vezes quatro para cetais ¢ uma quinta banda para acetais.
*Exemplos de aliféticos dos mostram axial C=0 na mesma posigio das estruturas arométicas.
“Exemplos de conjugados mostram deformagio axial C=0 em nimeros de onda mais baixos (1710 — 1680 cm™'). A deformagdo axial de O—H (3300 — 2600 cm™') € muito larga.
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CAPITULO DOIS

LACTONAS
BETA

GAMA
DELTA

CLORETOS DE ACIDOS

ALIFATICOS
AROMATICOS

ANIDRIDOS
ACICLICOS (NAO-CONJUGADOS)
ACICLICOS (CONJUGADOS)
CICLICOS (NAO-CONJUGADOS)
CICLICOS (CONJUGADOS)

AMIDAS
PRIMARIAS
EM SOLUGAO
SOLIDAS
SECUNDARIAS
EM SOLUGAO
SOLIDAS
TERCIARIAS
LACTAMAS
EM SOLUGAO
SOLIDAS
ANEIS DE CINCO ATOMOS
ANEIS DE SEIS OU SETE ATOMOS

AMINAS
PRIMARIAS
ALIFATICAS
AROMATICAS
SECUNDARIAS
ALIFATICAS
AROMATICAS
TERCIARIAS
ALIFATICAS
AROMATICAS
SAIS DE AMONIO
PRIMARIOS
SECUNDARIOS
TERCIARIOS
[oN AMONIO

bswma

b
I

————f———
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APENDICE B (Continuagio)

NITRILAS (RCN)
ALIFATICAS
AROMATICAS

CARBODIIMIDAS

ISONITRILAS (RNC)
ALIFATICAS
AROMATICAS

ISOCIANATOS (RNCO)
TIOCIANATOS (RNCS)

ISOTIOCIANATOS (RSCN)
ALQUIL
AROMATICOS

NITRO-COMPOSTOS
ALIFATICOS
AROMATICOS
CONJUGADOS
NITRAMINAS
NITROSAMINAS
VAPOR
Liquioo
NITRATOS (RONOp)
NITRITOS (RONO)
NITROSO-COMPOSTOS (RNO)
DIMERO ALIFATICO (TRANS)
DIMERO AROMATICO (CIS)
DIMERO ALIFATICO (TRANS)
DIMERO AROMATICO (C/S)

MONOMERO ALIFATICO
MONOMERO AROMATICO

COMPOSTOS DE ENXOFRE
MERCAPTANS, TIOFENOIS E
TIOACIDOS
GRUPO TIOCARBONILA
C=S (NAO LIGADO A N)
C=S (LIGADO A N)

SULFOXIDOS

SULFONAS

CLORETOS DE SULFONILA
SULFONAMIDAS PRIMARIAS (SOLIDAS)
SULFONAMIDAS SECUNDARIAS (SOLIDAS)
SULFONATOS




137

om! 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000
T T

COMPOSTOS DE HALOGENIOS
—CH,CI
—CH,Br
—CH,
—CFp—
—CF3
—C=CF,
—CF=CF,
Fluoretos de Arila
Cloretos de Arila
COMPOSTOS DE SILICIO
SiH
SiH,
SiH3
SiCH3
SiCH,
SiCgHs
Si0 alifatico
SiOCH;
SIOCH,CH3
Si0CgHs
Si0Si
SiOH AL RO et e e Bl ok = S s [
SiF
SiF,
SiF3
COMPOSTOS DE FOSFORO

PH

PH,

PCH3

PCH,—

PCeHs
(Alifatico)sP=0
(Aromético);P=0
(R0);P=0
P—0—CHs
P—O0—CH,CH;
P—0CgHs
P—0—P
P—O—H

0
I
P—OH (OH ISOLADO) —I_.
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122 capiTULODOIS

APENDICE D ABSORCOES DE COMPOSTOS DE FOSFORO
—

TABELA D-1 Vibragdes de Deformagio Axial de P=0 e P—O0.

Grupo Posigiio em cm ™" Intensidade* v, Bandas* (cm™)
Deformagio axial de P=0
(Oxidos de fosfina
Aliféticos ~1150
Arométicos ~1190
Esteres fosfato” 1299-1250
P—OH 1040-910 (F)
P—O0—P 1000-870 (F) ~700 (f)
P—O0—C (aliféticos) 1050-970 (Fy 830-740 (F)’
P—O—C (arométicos) 12601160 (F) 994-855 (F)

“F = forte; f = fraco.

10 aumento de frequiéncia de deformagdo axial de P=0 do éster em relagio aos 6xidos ¢ conseqéncia da eletrone-
gatividade dos grupos alcoxila a ele ligados

“Pode ser um dublete.

“Pode estar ausente.

APENDICE E ABSORGCOES DE HETEROAROMATICOS

TABELA E-1 Bandas de y-CH e Deformagdes Angulares do Anel
(B-Anel) de Piridinas®.

Niimero de Atomos
bstituica H-Adj: v-CH(em™)  B-Anel
2 4 781-740 752-746
3- 3 810-789 715-712
4- 2 820-794 775-709

“As notagdes y ¢ B sio explicadas no texto (Segdo 2.6.30.4) e no livro de Katritzky
(1963).

TABELA E-2 Bandas Caracteristicas de y-CH ou B-Anel de Furanos, Tiofenos e Pirrdis.

Modos de y-CH ou B-Anel

Posicio de
Anel Substituigio  Fase em™! cm™! em™! cm™!
Furano 2- CHCI, ~925 ~884 835-780
2- Liquido 960-915  890-875 780-725
2- Sélido 955-906  887-860  821-793  750-723
3 Liquido 885-870 741
Tiofeno 2- CHCly ~925 ~853 843-803
3- Liquido 755
Pirrol 2-Acil Sélido 774-740  ~755

“As notagdes y e 8 530 explicadas no fexto (Segio 2.6.30.4) e no livro de Katritzky (1963).
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Espectro IR do Fenol puro

ESPECTROMETRIA NO INFRAVERMELHO 87

25
2
=
E
Z
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i
s 3
£ D, AR SO AN S S Sy SN B R i B e e s e e et e e e e e S S
4000 3000 2000 1000
Ntmero de ondas (cm™')
FIGURA 2.17 Fenol (fundido). Deformagio axial de O—H. larga, em ligagdo hidi ioi lecular. 3244 cm ™. Defi ¢do axial de C—H
de icos. 3052 cm™'. Harménicas ou bandas de combinagdo. 20001667 ¢m~'. Deformagio axial de C==C do anel. 1601 cm~". 1501 cm~'.

1478 cm™'. Deformagdo angular no plano de O—H, 1378 cm~'. Deformagio axial de C—O. 1231 em~". Deformagdo angular fora do plano de
C—H, 815 cm™". 753 cm™". Deformagio angular fora do plano de C==C do anel. 699 cm"'. Deformagdo angular fora do plano de O—H em
ligagio hidrogénio (larga), cerca de 650 cm™'.
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Aval

ANEXO C

Experimento para avaliacdo de toxicidade utilizando Scenedesmus
subspicatus

iacdo da toxicidade dos produtos da reagdo do fenol com perdxido de

hidrogénio, catalisada pela enzima HRP.

Preparar o meio de cultivo para solu¢do com as amostras de dgua

1. Meio CHU: Colocar 1 mL das solugdes | a VI; colocar 0,1 mL das solugdes
VilaX

2. Completar até 80 mL com as amostras dos produtos da reacdo

3. Colocar 20 mL de solucdo de algas (Item 01), nos baldes — volume final:
100 mL

4, Verificar se as transmitancias das amostras estdo com valores iguais, de
forma a garantir que a concentracdo inicial de alga é a mesma em todas as
amostras.

5. Deixar os bal6es em aeracdo constante por 72 horas e/ou 96 horas

6. Fazer as respectivas analises, retirando amostras (cerca de 1 mL), de cada
baldo, a cada 24h, 48h, 72h e 96h

» Item 01: Solucdo mée de algas (500 mL)

1. Preparar uma solucdo de algas com o indculo, em que a transmitancia
esteja em cerca de 80 %.

2. A solucédo deve ser preparada com o meio CHU, para um volume final de
500 mL:

» Solugbes I a VI-5mL

» Solucdes VIla X—0,5mL

»  Colocar cerca de 20 mL de in6culo de algas

»  Completar com 4gua destilada até 500 mL

> OBS.: verificar o valor de transmitancia que deve ser de 50%; se a mesma

estiver muito alta, adicionar mais in6culo; ao contrario, se estiver muito baixa,

diluir mais a solugdo com meio de cultivo, até chegar ao valor de transmitancia

desejado.

Solugdes do MEIO CHU

Solucdo Substancia Concentracao (g/L)
[ NaNO, 25
Il CaCl,.2H,0 2,5
i MgSO,.7H,0 75
v K;HPO, 7,5
V KH,PO, 17,5
VI NaCl 2,5
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VII Tritriples KOH 31
VII FeSO,.2H,0 4,98*
IX H;BO; 11,42
X ZnS0,.7H,0 8,82
MnCl,.4H,0 1,44

MoO; 0,71

CaS0,.5H,0 1,57

Co(NOs3),.6H,0 0,49

Obs.:* Acidificar a solugdo VIIl com 1 mL de HCL1N



